Se aisl6 el promotor de la anexinal mediante PCR, obteniéndose un fragmento
de aproximadamente 1594 pb, la cual se encontraba con bandas inespecificas
(Fig.13A), posteriormente a la reamplificacién el producto amplificado se purificé
a partir del gel (Fig.13B) y se caracterizé6 enzimaticamente mediante la enzima

de restriccion Mspl, dando el patrén de restriccion esperado (Fig.13C).
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Figura 13. Aislamiento y caracterizacion del promotor de la anexinal. A) Aislamiento del promotor de la
anexinal mediante PCR, a partir de DNA gendmico de la linea celular Wnt1. B) purificaciéon de la regién
promotora del gen de la anexinal a partir del gel. C) Caracterizacién de la region promotora de la anexinal
mediante la enzima de restriccion Mspl.

Una vez caracterizada la region promotora del gen de la anexinal se clon6 en el
vector PGEM-T easy (Promega), con lo que se obtuvo el vector pGEM-
PromANXI, el cual fue caracterizado por enzimas de restriccion y secuenciacion
(fig.14). A partir de la secuencia obtenida se realiz6 una busqueda con el
programa computacional BLAST del NCBI, para comprobar la identidad de la
secuencia obtenida, identificando esta secuencia como el promotor de la

anexinal (Fig.15).
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Figura 14. Caracterizacion de vector PGEM-PromANXl. A) Mediante la enzima de restriccion EcoR,
carril 2 vector sin digerir, carriles 3,5 y 6 vectores con inserto, 4 y 7 vectores sin inserto, el inserto es de
aproximadamente 1600pb. B) Mediante secuenciacién, en el circulo se muestra el sitio de restriccién EcoR/

perteneciente al vector y en el cuadro uno de los posibles sitios de interaccion de los factores
transcripcionales TCF/LEF.

Una vez obtenida la secuencia del promotor se realiz6 la bisqueda de los
posibles sitios de interaccion con la familia de factores transcripcionales
TCF/LEF para comprobar que se enconfraran los 4 sitios predichos por

bioinformatica, Observandose que se encontraban en la regién amplificada y

>[Jgi| 409614 UZS159.1| RNU25159 Rattus norvegicus lipocortin gens, promoter re
Length=2 602
Score = 1264 bits (637), Expect = 0.0

Identiciens = 728/741 (97%), Gaps = 15/744 (2%)
Strand=Flus/Hinus

Query - 5 AAATTTTGAATAGACTCAAACCACAGAGGCAGAGTATGAATCGAGCCCCGGTGTGGTAGA s0

TR ERIRIIINILILNY
Sbijct 1730 AAATTTITGAATAGACTCAAACCACAGAGGCAGAGTATGAATCGAGCCCCGGTOGTGGTAGA 1671

Quercy 61 AGAGTGGAACAATAAGCCATGGCCTGGACCTCTGAGCTGTAAGGATTAGTGGGATGGCAC izo

FRRER R e n et vy e 1y
Sbijcc 1670 AGAGTGGAACAATAAGCCATGGCCTG-ACCTCTGAGCTGTAAGGATTAGTGG—ATG—CAC 1614

Query 121 CTACCACACAACAGGTGCCATCAGAAATGTCCCAGCTAATGTAAAGAAGGGAACGTCAGT 180
AR N N N N R RN RN
Sbict 1613 CTACCACACRACAGGTGCCATCAGAALATGTCCCAGCTAATGTARAGAAGGGAACGTCAGT 1554

Query i81 GTGATTCACT TCATTCTTAATAARATCT I TAAARCAAAARMATAGTTIGTAGCTCTTITICTC 240

IR R R A R R RN N NN NN R R R RN NN NN
Sbicct 1553 GTGATTCACTTCATTCTTAATAARATCTTTAAAACAAMARATAGTTGTAGCTCTTTICTC 1494

Query 241 TGATGTTGCTTGCATTGTACTTTTAAAAAGTAACTATTGTTTTATTITTATGTGCATTGGT 300

R N N N N NN N N N RN
Sbict 1493 TGATGTTGCTTGCATTGTACTTTTAAAAAGTAACTATTGTTTTATTTTATGTGCATTGGT 1434

Figura 15. Alineamiento de la secuencia obtenida utilizando el programa BLAST. Se comprobé que la
secuencia clonada es la perteneciente al promotor de la anexinal, también llamada lipocortina, con algunas
diferencias sin embargo los posibles sitios de interaccién con los factores transcripcionales TCF/LEF se
mantuvieron intactos..
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4.3 Construccion del vector de expresion eucariético que contiene el gen
reportero de luciferasa dirigido por una regién de 1.6Kb del promotor de la

anexinal.

A partir del vector PGEM-PromANXI se aisl6 la regién promotora de la anexinal
mediante digestion, utilizando los sitios de restriccion incorporados a los
iniciadores, con las enzimas de restriccion Kpnl y Xhol (Fig.16A). Posterior a la
purificacion de la regién promotora (Fig.16B) se llev6 a cabo la ligacién de este
fragmento con al vector PGL3-Basic previamente tratado con las mismas

enzimas, y defosforilado (Fig.16C).
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Figura 16. Construccién del vector de expresién eucaridtico PGL-PromANXl. A) Reacciones de
digestion del vector PGEM-PromANXI: la digestion de este vector con las enzimas de restriccion Kpnl y
Xhol libera un fragmento de 1600pb correspondiente al promotor de la anexinal. B) Purificacion del
promotor de la anexinal a partir del gel de agarosa. C) Reaccién de ligacién del promotor de la anexinal en
PGL3-Basic: Camil 1 y 2 vector sin y con ligasa respectivamente, camiles 3 y 4 reaccion de ligacion
completa vector-promotor-T4 DNA ligasa, con diferentes concentraciones del inserto.

Posteriormente a la transformacion de las reacciones de ligacion, se llevoé a cabo
la caracterizacion de clonas candidatas con la enzima de restriccion Sacl y por
secuenciacion (Fig.17). Una vez obtenida la secuencia del promotor se realizé la
busqueda de los posibles sitios de interaccion con la familia de factores

transcripcionales TCF/LEF para comprobar que se encontraran los 4 sitios
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predichos por bioinformatica, Observandose que se encontraban en la region

clonada sin cambios en su secuencia.
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Figura 17. Caracterizacién de vector PGL3-PromANXI. A)Mediante la enzima de restriccién Sacl, carril 1
vector sin digerir, camiles 3,5 y 6 vectores con inserto, camiles 2 y 4 vectores sin inserto, el fragmento
liberado es de aproximadamente 1400 pb. B) Mediante secuenciacién, en el recuadro se observa uno de
los posibles sitos de interaccién con los factores transcripcionales TCF/LEF.

Al contar con clonas candidatas con la region promotora de la anexinal, se
realizaron medianas escalas del vector para la obtencion de cantidades
suficientes y la calidad necesaria para los ensayos de transfeccion. El DNAp
obtenido de esta manera fue cuantificado por espectrofotometria UV,
estableciendo como criterio de pureza una relacion 260/280 < 1.8. Los
resultados de la cuantificacion para este vector fue la siguiente: 70 ng/ul y una

relaciéon 260/280 de 1.4.
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4.4 Ensayos de transfeccién para la region promotora de la anexinal.

A) pCMV-LUC.

En los ensayos de co-transfeccién de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pCMV-LUC/ pCMV-REN (200ng/ 40ng) se encontraron
altos niveles relativos de luciferasa (normalizando con los niveles del gen
reportero Renilla) y que estos resultados son similares en las cuatro lineas

celulares del modelo de estudio, y no existe diferencia significativa (p> 0.05)

entre las lineas celulares (Fig.18).
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Figura 18. Transfecciones del vector pCMV-LUC en el modelo de estudio. A) Representacion
esquematica de los resultados de transfeccion con el vector pCMV-LUC, donde se observa que no existe
diferencia significativa (p>0.05) en la expresion del gen reportero de la luciferasa entre las lineas celulares.
Resultados de dos ensayos independientes realizados por friplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa,

estas unidades se obtienen de la relacion de los valores de la luciferasa entre los valores de la renilla; NA,
no aplica)



B) pGL3-Basic.

En los ensayos de co-transfeccion de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pGL3-Basic / pPCMV-REN (200ng / 40ng) se encontraron
bajos niveles relativos de luciferasa (normalizando con los niveles del gen
reportero Renilla) y estos mismos son similares en las cuatro lineas celulares del

modelo de estudio, y no existe una diferencia significativa entre las lineas

celulares (Fig.19).

:
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Figura 19. Transfecciones del vector pGL3-Basic en el modelo de estudio. Representacion
esquematica de los resultados de transfeccion con el vector pGL3-Basic, donde se observa que no existe
diferencia significativa (p>0.05) en la expresién del gen reportero de la luciferasa entre las lineas celulares.

Resultados de dos ensayos independientes realizados por triplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa,;
NA, no aplica)

Al integrar los resultados obtenidos entre los vectores pCMV-LUC y PGL3 Basic
se encuentra una diferencia estadisticamente significativa, entre estos vectores

en las 4 lineas celulares del modelo de experimentacién (Fig.20).
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Figura 20. Transfecciones de vectores pCMV-LUC y pGL3-Basic. Representacion esquematica de los
resultados de transfeccion con el vector pCMV-LUC y pGL3-Basic, donde se observa que existe diferencia
significativa (p<0.0001) en la expresion del gen reportero de luciferasa entre estos dos vectores, en cada

una de las lineas celulares. Resultados de dos ensayos independientes realizados por triplicado (RLU
Unidades relativas de luciferasa)

C) pTOPFLASH y pFOPFLASH

En los ensayos de co-transfecciéon de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pTOPFASH/ pCMV-REN (200ng/ 40ng) se encontraron
altos niveles relativos de luciferasa (normalizando con los niveles del gen
reportero Renilla) en las lineas celulares que expresan el oncogen Wnt1y niveles
bajos relativos de luciferasa en aquellas lineas celulares que no expresan el
oncogen Wnt1 y existe diferencia significativa (p<0.001) entre las mismas
(Fig.15). En los ensayos de co-tfransfeccion de las lineas celulares PC12, Wnt1,
HB+ y HB- con los vectores pFOPFASH/ pCMV-REN (200ng/ 40ng) se
encontraron niveles similares del gen reportero de la luciferasa (Fig.21). Por lo
que con estos resultados comprobamos que las lineas celulares que expresan el
oncogen Wnt1 tienen los efectores necesarios para activar los genes blancos de

la via de sefalizacion Wnt/ B-catenina.
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Figura 21. Transfecciones de vectores pTOPFLASH y pFOPFLASH. Representaciéon esquemética de
los resultados de transfeccion con el vector pTOPFLASH y pFOPFLASH, donde se observa que existe
diferencia significativa (p<0.001) en la expresion del gen reportero de luciferasa del vector pTOPFLASH
entre las lineas celulares que expresan el oncogen (**) y las lineas celulares que no lo expresan (*). En el
vector pFOPFLASH no hay diferencia significativa en las lineas celulares del modelo de estudio (p>0.05).
Resultados de dos ensayos independientes realizados por triplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa)

D) pGL3-PromANXI

En los ensayos de co-fransfeccion de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pGL3-PromANXl/ pCMV-REN (200ng/ 40ng) se
encontraron altos niveles relativos de luciferasa en las lineas celulares que
expresan el oncogen Wnt1 (normalizando con los niveles del gen reportero
Renilla) y bajos niveles relativos de luciferasa en las lineas celulares que no
expresan el oncogen Wnt1, los resultados en la linea celular Wnt1 demuestran
un aumento de 22 veces comparando con el vector pGL3-Basic; en la linea
celular HB+ se observa un aumento de 20 veces con respecto al vector pGL3-
Basic, y solo un aumento de 2 veces en la linea celular HB-, con lo que se
demuestra una activacion del gen reportero de luciferasa de esta construccion
en funcién de la activacion de la via canénica Wnt1, por lo que este gen podria

ser un blanco potencial de esta via (Fig.22).
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Figura 22. Transfecciones de vectores pGL3-PromANXI y pGL3-Basic. Representacién esquemaética de
los resultados de transfeccion con el vector pGL3-PromANXI| y pGL3-Basic, donde se observa que existe
diferencia significativa en la expresion del gen reportero de luciferasa del vector pGL3-PromANXI entre las
lineas celulares que expresan el oncogen (**) y las lineas celulares que no lo expresan (*). En el vector
pGL3-Basic no existe diferencia significativa entre las lineas celulares (p>0.05). Resultados de dos ensayos
independientes realizados por triplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa)

4.5 Aislamiento de la region 3’ UTR del gen de la anexinal por medio de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Se logr6 aislar la region 3’'UTR del gen de la anexinal mediante PCR,
obteniéndose un fragmento de aproximadamente de 284 pb (Fig.23A), Una vez
aislada la region 3'UTR del gen de la anexinal se clon6 en el vector PGEM-T
easy (Promega), con lo que se obtuvo el vector pGEM-3'UTRANXI, el cual fue
caracterizado por enzimas de restriccion y secuenciacion (Fig.23). A partir de la
secuencia obtenida se realiz6 una busqueda con el programa computacional
BLAST del NCBI, para comprobar la identidad de la secuencia obtenida,

identificando esta secuencia como la regiéon 3'UTR del gen de la anexinal

(Fig.24)
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Figura 23. Aislamiento y caracterizacion de la region 3’'UTR del gen de la anexinal. A) Aislamiento de
la regién 3'UTR del gen de la anexinal mediante PCR. B) Caracterizacion de candidatos PGEM-3'UTRANXI
con la enzima de restriccion EcoRi Carril 1 y 8 marcadores, carmil 2 vector sin digerir, camilles 3 al 7
vectores con inserto. C) imagen del gel de secuenciacién de la regién 3' UTR del gen de la anexinal.

Una vez obtenida la secuencia se buscaron visualmente secuencias
relacionadas con interaccion con proteinas que intervienen en el metabolismo
del RNAm, se identificé un posible sitio de interaccién con las proteinas AUF o
HUR, pero sin embargo es una regién muy rica en uracilos y adeninas, que

pudieran estar regulando la estabilidad de este gen.

>gi] 6978500 | ref| NN 0125904.1) Rattus norvegicus annexin Al (Anxal), mRNA
Length=1402

Score = 565 bits (28B5), Expect = 3e-158
Identities = 285/285 (100%), Gaps = 0/285 (D%)
Sctrand=Plus/Plus

Query 1 ACATCCCAACTGCTCTGTAAGATTCCGAGGAGAACATCTCTTAGCCGTTGTTTITCTTCCT 60

I R R R RN
Sbjet 1103 ACATCCCAACTGCTCTGTAAGATTCCGAGGAGAACATCTCTTAGCCGTTGTTTTCTTCCT 1162

Juery 61 ATTGCAAGGCTTAAGTAGGAAAGTTGCTTTGTCAGTAAGTCTAATTACCTTCTTTGAATA 120

RN R N R RN RN R RN R RN NR RN RN RN RN
Sbijct 1163 ATTGCAAGGCTTAAGTAGGAAAGTTGCTTTGTCAGTAAGTCTAATTACCTTCTTTGAATA 1222

Query 121 ATGTAGCCTATAAATATGTTTTAGATCATTCATCTGTACAATAGAGARATACTTGTTTTG 180
R N N N N R N R NN NN
Sbjct 1223 ATGTAGCCTATAAATATGTTTTAGATCATTCATCTGTACAATAGAGARATACTTGTTITG 1282

Query 181 TTAATTATGTTTATCCCAAATTATAAATCCCTGTAAGCAAGTCACTTTGGTACCATTCCT 240

Prrrrerrninrnnrerrn kvt e e e et rerrenrrrrnnnd
Sbjct 1283 TTAATTATGTTITATCCCAAATTATAAATCCCTGTAAGCAAGTCACTTTGGTACCATTCCT 1342

JQuery 241  GAGAAAGAAGTTTAC ATAGMTMTM@IGAC 285
trerereenernrrrerrrerereererennnd [REREN!
Shict 1343 GAGRAAGAAGTTTACATAGAATAAAATAAAACAATTTTATAAGAC 1387

Figura 24. Alineamiento de la secuencia obtenida utilizando el programa BLAST. Se comprobé que la
secuencia clonada es la perteneciente a la regién 3'UTR del gen de la anexinal, en el circulo se muestra la
posible secuencia de interaccién con proteinas relacionadas con el metabolismo del RNAm.
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4.6 Construccion del vector de expresidon eucariético que contiene la
region 3’'UTR del gen de la anexinal rio abajo del gen reportero de
luciferasa

A partir del vector PGEM-3'UTRANXI se aisl6 la region 3'UTR del gen de la
anexinal mediante digestion, utilizando los sitios de restriccion incorporados a
los iniciadores, con las enzimas de restriccion Xbal y BamHl (Fig.25A). Posterior
a la purificacion de esta region se llevé a cabo la ligacién de este fragmento con
al vector PGL3-Basic previamente tratado con las mismas enzimas, Yy

defosforilado (Fig.25B), posteriormente se caracteriz6 mediante PCR y

secuenciacion (Fig. 25C)
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Figura 25. Construccién del vector de expresién eucariético PGL3-3'UTRANXI. A) Reacciones de
digestion del vector PGEM-3'UTRANX: |a digestion de este vector con las enzimas de restriccién Xbal y
BamHI libera un fragmento de 284pb correspondiente a la regién 3'UTR de la anexinal. B) Reaccion de
ligacion de la region 3'UTR de la anexinal en PGL3-Basic: Carril 1 y 2 vector sin y con ligasa
respectivamente, carriles 3 y 4 regién 3'UTR de la anexinal sin y son ligasa respectivamente, camil 5
reaccién de ligacién completa vector-region 3'UTR-T4 DNA ligasa. C) Caracterizacion del vector construido
mediante PCR donde se observan dos clonas candidatas.
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4.7 Ensayos de transfeccién para la region 3’'UTR del gen de la anexinal.

A) pCMV-LUC.

En los ensayos de co-transfeccion de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pCMV-LUC-3'UTRSV40/ pCMV-REN (200ng/ 40ng) se
encontraron altos niveles relativos de luciferasa (normalizando con los niveles
del gen reportero Renilla) y que estos resultados son similares en las cuatro

lineas celulares del modelo de estudio, y no existe una diferencia significativa

entre las lineas celulares (Fig.26).
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Figura 26. Transfecciones del vector pCMV-LUC-3'UTRSV40 en el modelo de estudio. Representacién
esquematica de los resultados de transfeccién con el vector pPCMV-LUC, donde se observa que no existe
diferencia significativa (p>0.05) en la expresion del gen reportero de la luciferasa entre las lineas celulares.

Resultados de dos ensayos independientes realizados por triplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa;
NA, no aplica)
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B) pGL3-3'UTRANXI

En los ensayos de co-fransfecciéon de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pGL3-3'UTRANXI/ pCMV-REN se encontraron altos
niveles relativos de luciferasa en las lineas celulares que expresan o expresaron
el oncogen Wnt1 (normalizando con los niveles del gen reportero Renilla) y bajos
niveles relativos de luciferasa en la linea celular parental que no expresa el
oncogen Wnt1 (Fig.27), los resultados demuestran un aumento de 3 o 4 veces
en la expresion del gen reportero de la luciferasa entre las lineas celulares que
expresan o expresaron el oncogen Wnt1 y la linea celular parental, demostrando

que a este nivel, la regulaciéon no es dependiente de que la via de sefnalizacion

Whnt/B-catenina esté activa.
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Figura 27. Transfecciones de vectores pGL3-3'UTRANXI. Representacion esquematica de los resultados
de transfeccion con el vector pGL3-3'UTRANXI , donde se observa que existe diferencia significativa
(p<0.01) en la expresién del gen reportero de luciferasa entre las lineas celulares que expresan o
expresaron el oncogen (**) y la linea celular parental (*). Resultados de dos ensayos independientes
realizados por triplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa)
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CAPITULO V

DISCUSION.

En este estudio se pudo corroborar que la expresion de Wnt1 en la linea celular
PC12 incrementa los niveles del RNAm del gen de la anexinal y dichos niveles
permanecen sin cambio una vez que Wnt1 deja de ser expresado (HB-). Este
resultado concuerda con los resultados obtenidos por Velazquez-Vadillo,
mediante microarreglos, RT-PCR semicuantitativa y northem blot {datos no
publicados). Al igual que para el gen de la anexinal, los resultados coinciden con
el comportamiento del gen NEU ya que los niveles del RNAmM de este gen no
son dependientes de que ia via de sefalizacion Wnt/B-catenina este activa*’.

A nivel de proteina los niveles de anexinal se encuentran elevados en las lineas
celulares que expresan o expresaron el oncogen Wnt1 comparando con la linea
celular parental. Estos resultados coinciden con lo que sucede con la proteina B-
TrCP donde la activacién de la via de sefalizacion Wnt produce un aumento de
los niveles del RNAm y de la proteina*® entre muchos otros.

Los resultados demuestran una corretacion en la expresion de Wnt1 y anexinal,
indicando que este gen es un blanco potencial de esta via de sefalizacion,
ademas de encontrar, mediante analisis bioinformatico, 3 posibles sitios de
interaccién con la familia de factores transcripcionales TCF/LEF dentro de la
secuencia del promotor de este gen, y uno mas en el exon 1.

La hipotesis de que este gen es un blanco potencial de la via Wnt, también es
apoyada por los ensayos de transfeccion transitona de la construccion del

promotor de la anexinal dirigiendo la expresion del gen reportero de luciferasa,
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en los cuales se encontré6 un aumento de 7 u 8 veces en la expresion del gen
reportero en las lineas celulares que expresan constitutivamente el oncogen
Wnt1 con respecto a aquelias que no expresan dicho oncogen. Sin embargo no
solo por el aumento en la expresion del gen reportero en las lineas celulares que
expresan el oncogen Wnt1 es suficiente para demostrar que es un blanco de
esta via de senalizacién, debido que recientemente se demostrdé que la
regulacidon positiva de la ciclina D1 por la activacién de la via clasica Wnt, no se
debe directamente a la interaccion de los factores transcripcionales TCF/LEF,
esto lo demostraron por la sobreexpresion de un miembro de esta familia de
factores transcripcionales carente del dominio de unién a B-catenina, con lo que
no puede ser fransactivado, y no se observé una disminucién en la expresion del
gen reportero de luciferasa en estas condiciones, por lo que los autores
concluyen que dicho gen no es un blanco directo de la via clasica Wnt, y que el

efecto es indirecto®.

En cuanto a fa participacion de la regién 3’'UTR del gen de |la anexinal sobre la
regulacion positiva por el oncogen Wnt1, se observd que también a este nivel es
llevada a cabo, debido a que los ensayos de transfeccién fransitoria con la
construccion que contenia esta regién se observd un aumento en la expresion
del gen reportero en las lineas celulares que expresan o alguna vez expresaron
el oncogen Wnt1 comparando con la linea celular parental. Al no encontrar mas
que una secuencia relacionada con la interacciéon con proteinas relacionadas
con el metabolismo del RNAm, el estudio de esta region podria ser interesante

para observar que otras proteinas estan regulando la estabilidad del RNAm del
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gen de la anexinal, debido a que esta zona es muy rica en uracilos y adeninas, y
estas regiones estan involucradas en la regulacion de la localizacion, traduccién
y degradacion de genes como citocinas y reguladores del ciclo celular®, sin
embargo ha sido reportado que la proteina HuR se puede unir a estas mismas

secuencias y ocasiona la acumulacién del RNAm de sus genes blanco*.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES.

Los niveles de RNAm y Proteina de la anexinal son regulados positivamente por

el oncogen Wnt1 en nuestro modelo de estudio.

La regulacién positiva es llevada a cabo a nivel transcripcional, por lo que este

gen podria ser un blanco transcripcional de la via de sefalizacion Wnt.

Esta regulacion también es llevada a nivel posttranscripcional, y esta

involucrada la regién 3'UTR del gen de la anexinal.

56



CAPITULO VII

PERSPECTIVAS.

Los resultados de esta tesis sugieren que la anexinal podria ser un blanco de la
via de sefializacion Wnt, para comprobar esto, es necesario realizar co-
transfecciones del vector reportero con activadores de esta via en aquellas
lineas celulares que no expresan el oncogen Wnt1 y represores de |la misma en
aquellas lineas que expresan el oncogen Wnt1.

Aunado a esto se tendria que realizar mutaciones en cada uno de los posibles
sitios de interaccién con los factores de transcripcién TCF/LEF para evitar la
unién de los mismos y la activacién de este promotor, ademas de deleciones del
promotor.

Para observar si en vivo se lleva a cabo la interaccion entre los factores
transcripcionales TCF/LEF y las secuencias contenidas en este promotor se
tendrifa que realizar una inmunoprecipitacion de cromatina, utlizando
anticuerpos contra TCF o p-catenina.

En cuanto a la regién 3'UTR del gen de la anexinal se tendria que realizar
ensayos de estabilidad del RNAm con actinomicinaD para observar si la
regulacién positiva se esta realizando a este nivel. Si la regulacion se llevara a
cabo a este nivel, se tendria que realizar un escaneo por mutacion para situar

gue secuencias estan relacionadas con la estabilidad del RNAm.
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ANEXOS.

PROTOCOLO PARIS.

1.- Colectar 10° células y lavarias con PBS 1X frio.

2 .- Lisar las células en 500 yl de Cell Dismption Buffer

3.- Dividir el lisado para la extraccion de RNA total y proteinas totales
4 .- Para la extracciéon de proteinas totales :

a) Incubar en hielo por 10 min.

b) Centrifugar a 10,000 g a 4°C para darificar la muestra.

5.- para la extraccion del RNA total:

a) Mezcla el lisado son un volumen de 2X Lysis/Binding Solution
b) Agrega un volumen de etanol al 100%

c) Aplicar la mezcla en la columna ensamblada en el tubo colector
d) Centrifugar a 14,000 rpm por 2 minutos

e) Descartar la soluciéon contenida en el tubo colector

f) Lavar una vez con 700ul de Wash Solution 1

g) Realizar 2 lavados con 500 yl de Wash Solution 2/3

h) Eluir el RNA con 50ul a 95°C de Elution Solution

i) Aimacenar el RNA a -80°C



PROTOCOLO DE RETROTRANSCRIPCION.
1.- Agregar 1 pl de oligo (dT) a 1ug de RNA total y calentar a 70°C

2.- Incubar en hielo y adicionar la siguiente mezcla:

Reactivo Volumen (pl)
Buffer 5X 40
Mezcla de dNTPs (10mM c/u) 1.0
Inhibidor de RNAsa (1U/ul) 0.5
Transcriptasa Reversa (MMLV) 1.0
Volumen total 6.5

3.- Mezclar por pipeteo e incubar a 42°C por 1 hora
4 -Calentar a 95°C por 5 minutos
5.- Adicionar 80pl de H,O DEPC.

6.- Almacenar a -20°C
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CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS
METODO DE BRADFORD MICROENSAYO (1 ml)

PROTOCOLO

1. Preparar en agua estéril una solucién stock de Albumina Sérica Bovina

(BSA) a una concentracion de 100 mg/mi.

2. Hacer una dilucién de 1:50 del stock de 100 mg/ml, para que quede a una

concentracion final de 2 mg/ml 6 2 pug/ul.

3. Preparar directamente en las celdas de plastico los siguientes estandares

empleando el stock diluido de BSA:

Estandar | pl del estindar de 2 mg/ ml | pldelagua | Concentracién pg/ul
1 0 800 0
2 1 799 2
3 25 797.5 5
4 5 795 10
5 7.5 792.5 15

4. Adicionar 200 ul del reactivo de Bradford concentrado a cada celda y

mezclar.

5. Incubar las celdas a temperatura ambiente durante 5 minutos. Las

absorbancias aumentan con el tiempo de incubacién, por lo que no se

recomienda incubar las muestras por mas de una hora.

6. Medir absorbancia a 595 nm en el biofotémetro (Eppendorf).
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ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

PROTOCOLO

1.

Ensamblar el cassette del gel conforme a las especificaciones de la
compaiiia BIO-RAD (Mini-Protean 3 Cell).

Preparar la solucion del gel separador a una concenfracion del 12% de
acrilamida.

Aplicar con una pipeta serolégica 4.5 ml de la solucién del gel separador
al vidrio que contiene el separador de 1 mm,

Preparar la solucién del gel concentrador al 4 %, vaciado hasta el limite
del vidrio e inmediatamente colocar el peine.

Colocar el gel en la cAmara de commimiento y ensamblario para después
afadir el buffer de corrida 1X.

Retirar el peine y lavar los pocillos con buffer para eliminar la acrilamida
que no haya polimerizado.

Cargar las muestras que previamente deben ser mezcladas con buffer de
desnaturalizacién en una relacion 1:1, y calentarias a 95°C por 4 minutos.
Correr el gel a 100V por 2 horas.

Realizar la tincidn del gel separador con azul de coomassie
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TRANSFERENCIA DEL GEL A LA MEMBRANA

PROTOCOLOQ

1. Recortar la membrana de nitrocelulosa con las dimensiones del gel

2. Equilibrar la membrana con buffer de transferencia 1X durante 5 minutos.
Colocar también en el buffer de transferencia dos piezas de papel filtro.

3. Remover y descartar el gel concentrador (stacking gel).

4. Colocar sobre el gel un papel filtro himedo y despegar el gel del vidrio.
Colocarlo sobre la esponja del set de transferencia.

5. Armar el sandwich colocando sobre el gel la membrana previamente
equilibrada. Evitar la formacion de burbujas.

6. Colocar un papel filtrc humedecido sobre la membrana, y enseguida
colocar la ofra esponja.

7. Transferir a 4°C a 100V durante 1.5 horas.
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WESTERN BLOT

PROTOCOLO

1.

Después de la transferencia teflir la membrana con el reactivo rojo de.
Ponceau durante 5 minutos

Enjuagar la membrana tefiida 3 veces con buffer PBS-T 1X,

Sumergir [a membrana en el buffer de bloqueo (Santa Cruz Biotech) a
4°C toda la noche con agitacion.

Posteriormente, lavar la membrana 2 veces con PBST 1X por 10 minutos
cada uno de los lavados a temperatura ambiente.

Incubar la membrana con el anticuerpo primario en una dilucién de 1:125
para la anexinal y 1:1000 para la B-actina, por una hora a temperatura.
ambiente.

Lavar la membrana 5 veces con el buffer PBS-T 1X por 10 minutos cada
una y a temperatura ambiente.

Incubar la membrana con el anticuerpo secundario (1:1000) por 1h a
temperatura ambiente.

Lavar la membrana 5 veces con el buffer PBS-T 1X por 10 minutos cada
una y a temperatura ambiente.

Al terminar los lavados preparar el material necesario para efectuar el
desarrollo de Quimicluminiscencia (Santa Cruz Biotech).
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PROTOCOLO DEL KIT WIZARD SV-GEL AND PCR CLEAN-UP
SYSTEM.

1.- Certar la banda de interés procurando exponer el menor tiempo posible el
DNA ala luz UV

2.- Pesar exactamente el fragmento de agarosa que se corio del gel

3.- Agregar 1 pt de Membrane Binding Solution por cada mg de agarosa

4 .- mezclar. vigorosamente e incubar a 65°C por 10 minutos

5.- Transfenr la mezcla a una columna ensamblada a su tubo colector

6.- Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente

7- Centrifugar a 14,000 rpm por 1 minuto

8.- Descartar ¢l liquido colectado y agregar 700ul de Membrane Wash Solution
9.- Centrifugar a 14,000 rpm por 1 minuto

10.- Descartar el liquido colectado y agregar 500p! de Membrane Wash Solution
11.- Centrifugar a 14,000 rpm por § minutos

12.- Transferir la columna a un tubo limpio

13.-Eluir con 50 pl de H.O libre de nucleasas, incubar 1 minuto a temperatura
ambiente

14.- Centrifugar a 14,000 rpm por 1 minuto

15.- Almacenar el DNA a 4°C
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CLONACION EN PGEMT-EASY.

1.- Realizar la mezcla siguiente:

Reactivo Reaccién Control positivo Control de fondo
2x Rapid Ligation Buffer 5ul 5 ul 5ul
pGEMT-Easy Vector 1ul 1ul 1l
Producto de PCR Xul — —
Inserto de DNA control — 2ul -
T4 DNAligasa 1ul 1ul 1l
Volumen total 10 ul 10 i 10

2.- Mezclar las reacciones por pipeteo.

3.- Incubar 1 hr a temperatura ambiente o a 4°C toda la noche.

4 - Transformar células calciocompetentes
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REACCION DE SECUENCIACION.

1.- Preparar la siguiente mezcla de reaccidon por cada muestra:

Reactivo Volumen (pl)
H.O 21.0
Buffer de reaccion 1.5
Iniciador &’ 0 3' (20uM) 20
Thermo-sequenase (4U/ul) 0.5
DNAp (0.5ug/pl) 2.0
Volumen Total 27.0

2.- Etiquetar 4 tubos con las letras G, A, T y C. A cada tubo adicionar 6.75pl de
la mezcla de reaccion.

3.- Agregar a cada tubo 1.2l de la mezcla de terminadores correspondiente.

4 - Realizar el siguiente programa de amplificacion:

Temperatura Tiempo Numero de ciclos
94°C 5 minutos
94°C 30 segundos
62°C 30 segundos 30 ciclos
72°C 1 minuto
72°C 5 minutos

5.- Agregar a cada tubo de reaccién 1.0pl de acetato de sodio 3M pH5.2 y 1.0yl
de Vivid Violet y 20pl de etanol al 100%.

8.- Mezclar e incubar por 20 minutos a temperatura ambiente.

7.- Centrifugar a 14,000 rmpm por 15 minutos

8.- Retirar el sobrenadante y lavar la pastilla 2 veces con 100ul de etanol al 70%

9.- Retirar el exceso de etanol al 70% y secar por calentamiento a 80°C por §
minutos

10.- Resuspender la pastilla con 3pl de solucién STOP.
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PROTOCOLO DE TRANSFECCION (TRANSFAST)
1.- Agregar 200pl de medio de cultivo a 37°C por cada muestra a transfectar a
un tubo estéril.
2.- Agregar 240 ng de DNAp al medio de cultivo.
3.- Agregar 2ul del reactivo Transfast a la mezcla anterior e incubar a
temperatura ambiente por 15 minutos.
4.- Remover el medio de cultivo de las células.
5.- Agregar 200yl de la mezcla a cada pozo con 10° células.
6.- Incubar a 37°C por 1 hora.
7.- Agregar 1 ml de medio de cultivo completo e incubar por 48 horas.
8.- Checar la eficiencia de transfeccién.
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PROTOCOLO DEL KIT DUAL LUCIFERASE REPORTER ASSAY.
1.- Retirar el medio de cultivo y lavar 2 veces con PBS 1X
2.- Agregar 200yl de PLB 1X (Buffer de Lisis) e incubar con agitacién por 15
minutos a temperatura ambiente.
3.- Agregar a cada pozo de una placa de 96 pozos 100ul de LARII (substrato de
la enzima luciferasa) y 20pl del lisado obtenido, mezclar por pipeteo
4.- Medir la actividad de luciferasa en el lumindmetro

5.- Agregar 100pl del reactivo Stop & Glo (para detener actividad de la
luciferasa y substrato de la enzima renilla) y mezclar por pipeteo
6.- Medir la actividad de Renilla en el luminémetro
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