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“Efecto de DNMT3B en la expresidon de genes relacionados con diferenciacion
celular, regulacion de la apoptosis y comunicacion celular en células HaCaT”

I. Resumen

La metilacion anormal es una de las alteraciones epigenéticas mas importantes en
cancer humano. DNMT3B, metiltransferasa de novo, esta claramente implicada en la
metilacion anormal de genes relacionados con el mantenimiento de las funciones
normales de las células y su sobreexpresion contribuye a procesos oncogénicos y
tumorigénesis in vivo. El objetivo de este estudio fue valorar el efecto de la
sobreexpresion de DNMT3B en los niveles de ARNm de genes relacionados con
diferenciacion celular (TCF2, SPRY2, PPL y PAXIP1), regulacion de la apoptosis
(IRF1, DNM1L, PSMA7 y SPTAN1) y comunicacion celular (CDH2, TOM1L1, PRKAB1
y BRAF) en células HaCaT. Encontramos que tras la sobreexpresion de DNMT3B,
disminuye significativamente la expresion de 8 (IRF1, PSMA7, SPTAN1, TCF2, PPL,
PAXIP1, CDH2 y BRAF) de los 12 genes seleccionados, ademas estos tienen
interacciones con proteinas encargadas de modular funciones como apoptosis,
diferenciacion, comunicacion, entre otros procesos celulares importantes para el
mantenimiento de las funciones normales de la célula. Estos resultados destacan la

importancia de DNMT3B en la expresion génica y el cAncer humano.

Il. Introduccién

El destino y fenotipo celular estan determinados por mecanismos epigenéticos que son
heredables a través de la division celular. Las marcas epigenéticas incluyen la
metilacion del ADN, las modificaciones covalentes de las histonas (acetilacion,
fosforilacién, metilacion y otras), la incorporacion de variantes de histonas y RNAs no
codificantes. Todos estos procesos tienen funcién sinérgica para modular la estructura
de la cromatina y por lo tanto, determinar la actividad transcripcional de los genes
(Jurkowska et al. 2011). El grupo metilo se adiciona covalentemente en el carbono 5
de citosinas adyacentes a guanina (CpG) principalmente en eucariotas superiores. Los
grupos metilo estan posicionados en el surco mayor del ADN, donde no interfieren con
el apareamiento de las bases (Baylin & Herman 2000; Hermann et al. 2004; Jurkowska
et al. 2011).
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La metilacién se realiza preferentemente en regiones con alta densidad de CpGs, a
estas zonas se les denomina islas CpG y alrededor del 50% de los genes humanos
tienen islas CpG en sus promotores (Bestor 2000; Siedlecki & Zielenkiewicz 2006;
Baylin & Herman 2000). La metilacion del ADN tiene diversas funciones como: control
de la expresion génica, regulaciébn de la impronta del genoma, inactivacion del
cromosoma X, defensa del genoma contra activacion de retrovirus enddgenos y
transposones y participacion en el desarrollo del sistema inmunolégico (Ryazanova et
al. 2012; Meng et al. 2011). Las alteraciones en los patrones de metilacion global estan
asociados con letalidad para los mamiferos, incluso la desmetilacion focal o
hipermetilacion causan anomalias, como represion transcripcional, formacién de
estructuras compactas de la cromatina, inactivacion del cromosoma X, control del
imprinting, psicosis, enfermedades del sistema inmunolégico y diferentes tipos de

cancer humano (Robertson et al. 1999; Ryazanova et al. 2012).

En tejidos tumorales los promotores de genes supresores de tumor frecuentemente
son afectados por hipermetilacion e hipometilacion del genoma (Peter & Baylin 2007,
Lahtz & Pfeifer 2011). La metilacion de citosinas es catalizada por DNA
metiltransferasas (DNMTs). En eucariotes hay tres familias DNMT 1, 2 y 3. En los
mamiferos los patrones de metilacion del ADN se establecen y mantienen por cinco
metiltransferasas: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L. DNMT1 se
encarga del mantenimiento de los patrones de metilaciéon mientras que DNMT3A y
DNMT3B de la metilacion de novo. DNMT2 metila RNA de transferencia y DNMT3L
regula la funcion de DNMT1, DNMT3A y DNMT3B (Siedlecki & Zielenkiewicz 2006;
Esteller 2007; Denis et al. 2011).

El nivel de expresion de DNMT3B es elevado en varias lineas de células tumorales y
en numerosos tipos de cancer humano, como por ejemplo: cancer de mama, pulmon,
leucemias, carcinoma hepatocelular y tumor colorrectal. Lo que podria indicar un papel
importante en el desarrollo del cancer (Ghoshal et al. 2010; Fan et al. 2012; Ben et al.
2013; Teneng et al. 2014). A pesar de que hay evidencia suficiente del papel de
DNMT3B en la metilacion anormal en cancer, existen pocos genes blanco identificados

para DNMT3B. Entre los genes confirmados como blancos estan: MTSS1, HOXB13,

-9-
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CAVEOLIN1, TBX18 y DCC (genes supresores de tumor) en cancer de colon, pulmon
y hepatocelular (Ghoshal, Motiwala et al. 2010; Fan, Chen et al. 2012). Por otro lado,
nuestro grupo de trabajo reporto que la sobre-expresion de DNMT3B en células HaCaT
disminuyo la expresion de 151 genes con isla CpG relacionados a cancer (Peralta-
arrieta et al. 2017).

Partiendo de estos datos en este trabajo evaluamos el efecto de la sobre-expresion de
DNMT3B en el nivel de ARNm de 12 genes relacionados a cancer, particularmente
relacionados con apoptosis (DNM1L, SPTAN1, IRF1 y PSMA7) diferenciacion celular
(PAXIP1, PPL, TCF2 y SPRY2) y comunicacién celular (Tom1L-1, PRKAB1, BRAF y
CDH2).

-10 -
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[ll. Planteamiento del problema

¢La sobreexpresion de DNMT3B afectara el nivel de ARNm de genes relacionados
con diferenciacion celular, regulacién de la apoptosis y comunicacion celular en células
HaCaT?

-11 -
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IV. Justificacion

La metilacién es un mecanismo epigenético implicado en el silenciamiento génico. Los
promotores de los genes son parte importante de la expresion de su proteina, y es la
region en donde la metilacion podria tener mas efecto en su expresion. La
hipometilacién o la hipermetilacion de los promotores pueden modificar la expresion
génica. Por otro lado, se ha observado que el grado de metilacién de promotores de
algunos genes tiene relacion con la progresion del cancer. Las DNA metiltransferasas
(DNMTSs) y particularmente DNMT3B se han relacionado en la metilacién anormal del

ADN vy con el desarrollo de cancer.

En cancer humano es comun la sobre-expresion de DNMT3B, lo que trae como
consecuencia la metilacion anormal y en algunos casos el silenciamiento de genes,
particularmente genes supresores de tumor, reparadores de ADN y reguladores
negativos del ciclo celular. A pesar de lo anterior, no existen evidencias claras de
cudles y cuantos genes modifican su expresion debido a los cambios en el nivel de
expresion de DNMT3B. Por lo que en este trabajo analizamos el efecto que tiene la
sobre-expresion de DNMT3B en el nivel de ARNm de genes que participan en varios

procesos celulares, algunos de los cuales tienen relevancia en el desarrollo del cancer.

-12 -
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V. Hipotesis
La sobreexpresiéon de DNMT3B disminuye el nivel de ARNm de genes relacionados

con diferenciacion celular, regulacion de la apoptosis y comunicacion celular.

-13 -
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VI. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de la sobreexpresion de DNMT3B en la expresidon de genes
relacionados con diferenciacion celular, regulacion de la apoptosis y comunicacion
celular en células HaCaT.

Objetivos especificos

1. Aumentar el nivel de expresion de DNMT3B en células HaCaT.

2. Valorar el efecto de la sobre-expresion de DNMT3B en los niveles de ARNm de
genes relacionados con diferenciacion celular, regulacion de la apoptosis y
comunicacion celular en células HaCaT.

3. Analizar, in silico, el posible efecto funcional de los cambios en el nivel de ARNm
de genes relacionados con diferenciacion celular, regulacion de la apoptosis y

comunicacién celular inducidos por la sobre-expresién de DNMT3B.

-14 -
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VII. Disefio de la investigacién

Estudio Experimental
Modelos experimentales

a) Criterios de seleccion de los sistemas de estudio: linea celular HaCaT: no
tumoral, de queratinocitos inmortalizados, permite la sobre-expresion de DNMT3B

evento comun en cancer humano y es facil de transfectar.

b) Caracteristicas del grupo control y grupo experimental. Grupo control: linea
celular HaCaT transfectada con el vector de expresiéon pcDNA3.1. Grupo experimental:
linea celular HaCaT transfectada con el vector de expresibn pHMT3B, que nos
permitird aumentar el nivel de expresion de DNMT3B.

c) Nimero de comparaciones entre los grupos de estudio (repeticiones del
experimento): 3 experimentos independientes por triplicado.

d) Variables:
- De respuesta: Nivel de ARNm de los genes a evaluar.
- De exposicion: Sobre-expresion de DNMT3B.

- Modificadora de efecto: Numero de pase de la linea celular y variacion en la eficiencia
de transfeccion.

e) Consideraciones éticas y de bioseguridad.

El manejo y la eliminacion de residuos peligrosos bioldgicos infecciosos se realizara
de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.

-15 -
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VIll. MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

La linea celular humana de queratinocitos inmortalizados, HaCaT, se cultivé con medio
DMEM/F12 (CAISSON Laboratories) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS, PAA LaboratoriesGmbH, Austria) y 120 U/mL de penicilina (penprocilin 800,000
U, Lakeside, México), 150 pg/mL de estreptomicina (Sulfestrep, Pisa Laboratories,
México) a 37°C y 5% de COa.

Transfecciones

Se sembraron alrededor de 665,000 células HaCaT por pozo en placas de 6 pozos
con 3 mL de medio. Para sobre-expresar a DNMT3B las células se transfectaron con
2 ug del vector de expresion pHMT3B o con pcDNA3.1 usando lipofectamina
(Lipofectamine 2000 Invitrogen). Veinticuatro horas después de la transfeccion, las

células se cosecharon y procesaron para la extraccién de ARN total.

RT-qgPCR

La extraccibn de ARN total se realiz6 con Trizol (Invitrogen, California EEUU),
siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 5). El nivel de ARNm de DNMT3B
(sobre-expresién) y del nivel de ARNm de los genes blanco candidatos de DNMT3B
se realizd6 por RT-gPCR, usando el kit KAPATMSYBR® FAST One-Step RT-qPCR
(KapaBiosystems) con 50 ng de ARN total y con iniciadores especificos mostrados en
la Tabla 1. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: para
retrotranscripcion 37°C 30s, 42°C 5 min, 95°C 5 min, para PCR 95°C 20s, temperatura
de alineamiento Tabla 1 30s, 72°C 30s por 40 ciclos. Las amplificaciones se realizaron
en el equipo RT-gPCR Quant Studio3, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific.
El gen GAPDH fue usado para la normalizacion del nivel de expresion de los genes

-16 -
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analizados. Los niveles de expresion se determinaron por el método comparativo 2

AACT

Tabla 1. Iniciadores para RT-gPCR.

Gen Sentido Antisentido Temperatura
SPRY2 TTGCTCGGAAGTTGGTCTAA TCAGGTCTTGGAAGTGTGGT 60 °C
CDH2 GTAGAGGCTTCTGGTGAAAT GCTCACTGCTCTCATATTGT 46 °C
IRF GCATGAGACCCTGGCTAGAGAT TTTCCCCTGCTTTGTATCGG 62 °C
TCF2 (HNF1B) GACGGCGACGACTATGA CTCACTGAGCATCCGGTCCA 62 °C
DNM1L GAGTCATGGAGGCGCTAATT TCCCACTACGACGATTTGAG 54 °C
TOM1L-1 GGCTACATTTGCTGGAGTTC TTTCACTGCATCTTTTGGCC 54 °C
PPL CGGAGCATCTCTAACAAGGA CACGATGTTCTTCTCCACCT 62 °C
BRAF GAGCATA2ATCCACCATCAAT CTGTTGTTCTCTTTGTTGGA 60 °C
SPTAN1 ACAGGAAAAACTTCAGATTGC CTTCAGCTTCAAATGCTTGA 54 °C
PSMA7 CACCTCTTCCAAGTGGAGTA ACAACAATGTCTCTTCCTCG 54 °C
PRKAB1 GTTTACTTATCTGGGTCCTT AGGATGGCTACAAAGTTAT 55 °C
PAXIP1 (PTIP) CTTCTTGGGTGATTCTGTCCGT AGGCAGGCAGTGATTCCAAA 61 °C

Andlisis in silico del papel funcional

El analisis del posible efecto bioldégico que tendrian las alteraciones en el nivel de

expresion de los genes afectados por la sobre-expresion de DNMT3B se determiné

usando el programa STRING (https://string-db.org/).

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como los valores de la media +/- el error estandar (E.E). Para

evaluar diferencias en el nivel de ARNm se utilizé la prueba de t de Student. Los datos

obtenidos se analizaron en el programa Sigma Plot 10. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas cuando el valor de p<0.05.

-17 -
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IX. RESULTADOS

Para valorar el efecto de la sobre-expresion de DNMT3B en el nivel de ARNm de genes
relacionados a cancer se realizaron experimentos de transfeccién en la linea celular
HaCaT. En la Figura 1 mostramos el nivel de ARNm de DNMT3B posterior a la
transfeccion con el vector pHMT3B y con el vector pcDNA3.1 (control). Se observo que
el nivel de ARNm de DNMT3B aument6 aproximadamente 150 veces respecto a las

células transfectadas con el vector control.

I pcDNA3.1

300 = * B pHMT3B

250 =
200 =
150 =

100
50

Expresion relativa DNMT3B/GAPDH

Figura 1. Expresion de ARNm de DNMT3B. Células HaCaT fueron
transfectadas con 2 ug de pcDNA3.1 o pHMT3B y 48 hrs después
las células fueron analizadas para la expresiéon de ARNm. Los
datos corresponden a la media * error estdndar de 3 experimentos
independientes por triplicado.*p<0.05
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Una vez que se logré aumentar el nivel de expresion de DNMT3B analizamos su efecto
en la expresion de los genes relacionados a cancer, particularmente genes

involucrados en apoptosis, diferenciacion celular y comunicacién celular.

En la Figura 2 se muestra el efecto de la sobre-expresion de DNMT3B en el nivel de
ARNmM de IRF1, DNM1L, PSMA7 y SPTANL1 (genes relacionados con apoptosis). Se
encontr6 que la sobre-expresion DNMT3B disminuyé de manera significativa la
expresion de IRF1 (40%), PSMA7 (50%) y SPTAN1 (55%), mientras que la expresion

de DNML1 aumenté aproximadamente 20%.

APOPTOSIS

1.6+

1.4 - I pcDNA3.1

== pHMT3B

—] %

12-

1.0~

0.8 4

— %

0.6 4

e L

— %

0.4 -

Expresion relativa Gen/GAPDH

0.2 4

0.0

IRF1 DNM1L PSMA7 SPTAN1

Figura 2. Efecto de la sobre-expresion de DNMT3B en la expresion de
IRF1, DNM1L, PSMA7 y SPTANL1 en células HaCaT. Las células fueron
transfectadas con 2 ug de pcDNA3.1 o pHMT3B y 48 hrs después las
células fueron analizadas para la expresion de ARNm. Los datos
corresponden a la media * error estdndar de 3 experimentos
independientes por triplicado.*p<0.05

En la Figura 3 se muestra el efecto de la sobre-expresion de DNMT3B en el nivel de
ARNmM de TCF2, SPRY2, PPL y PAXIP1 (genes relacionados con diferenciacion
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celular). Se puede observar que la sobre-expresion DNMT3B disminuyd la expresion
de TCF2, PPL y PAXIP1 en 60%, 40% y 45%, respectivamente. El cambio en la

expresion de SPRY2 no fue significativo.

DIFERENCIACION
1.8~
1.6-
I pcDNA3.1
1.4+ B pHMT3B

Expresidn relativa Gen/GAPDH

TCF2 SPRY2 PPL PAXIP1

Figura 3. Efecto de la sobre-expresion de DNMT3B en la expresiéon de
TCF2, SPRY2, PPL y PAXIP1 en células HaCaT. Las células fueron
transfectadas con 2 ug de pcDNA3.1 o pHMT3B y 48 hrs después las
células fueron analizadas para la expresion de ARNm. Los datos
corresponden a la media + error estdndar de 3 experimentos
independientes por triplicado.*p<0.05

En la Figura 4 se muestra el efecto de la sobre-expresion de DNMT3B en el nivel de
ARNmM de CDH2, TOM1L-1 PRKAB1 y BRAF (genes relacionados con comunicacion
celular). Se encontré6 que la sobre-expresion DNMT3B disminuyo la expresion de
CDH2 45% y BRAF 28%, mientras que los cambios en la expresion de TOM1L-1 y

PRKAB1 no fueron significativos.
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Figura 4. Efecto de la sobre-expresion de DNMT3B en la expresion de CDH2,
TOM1L-1, PRKAB1 y BRAF en células HaCaT. Las células fueron
transfectadas con 2 ug de pcDNA3.1 o pHMT3B y 48 hrs después las células
fueron analizadas para la expresion de ARNm. Los datos corresponden a la
media + error estandar de 3 experimentos independientes por
triplicado.*p<0.05

Finalmente, para conocer si los 8 genes que disminuyeron su nivel de RNAm, debido
a la sobre-expresion de DNMT3B, estan implicados en alguna funcién biol6gica en
comun realizamos varios andlisis in silico. Primero analizamos las posibles
interacciones entre los productos proteicos de los 8 genes, Figura 5. Se encontrd que
de manera directa no hay interaccién alguna Figura 5A. Debido a lo anterior se realiz6
el analisis en segundo nivel, en el cual se buscan segundas proteinas que puedan
funcionar como puentes en una red de interaccion proteica, Figura 5B. En este analisis
se encontrd que tres de los ocho productos proteicos pueden interaccionar fisicamente

a través de miembros de la familia de PSMAB.
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A) PAXIP1
CDH2
HNF1B” BRAF
A e
SPTAN1 IRF1
t o
PSMA7 PPL
B)
Interacciones conocidas Interaccionesprevistas Ctros
)— ) De bases de datos curados )= D Genes cercanos )= B BExtraccion de textos
)= ) Determinado experimentalmente »— D Fusiones de genes =) Co-expre?on ,
)— » Co-ocurrencia genética )= Homologia de proteinas

Figura 5. Prediccion de las redes de interaccion de proteinas. A) Andlisis
simple. B) Andlisis en segundo nivel. La red de interaccion se realizé con todos
los genes que disminuyeron su expresion por DNMT3B (IRF1, PSMA?7,
SPTAN1, TCF2, PPL, PAXIP1, CDH2 y BRAF).
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A) %
HNF1B
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)= ) Determinado experimentalmente ) ) Fusiones de genes =9 Co-expresion
»— B Co-ocurrencia genética )— B» Homologia de proteinas

Figura 6. Prediccion de las redes de interaccion de proteinas. A) Analisis
simple. B) Analisis en segundo nivel. La red de interaccion se realizé con los
genes relacionados con diferenciacion y que disminuyeron su expresion por
DNMT3B (PPL, PAXIP1, TCF2 o HNF1B).

En la Figura 6 se muestra el analisis de los productos proteicos relacionados con
diferenciacion. No encontramos interaccion directa en el andlisis simple entre estas
proteinas, Figura 6A. En el andlisis en segundo nivel, tnicamente PAXIP1 se incluye

en una red de interaccion de proteinas, algunas de las cuales forman parte de
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complejos remodeladores de la cromatina los cuales a su vez participan en regulacion

transcripcional, Figura 6B.

A) CDH2

B) MAP2K1
s‘/ \\\\ KRAS
X BRAF [N \
\ /& CTNNB1
4 ___._——-—"_
CDH2
Interacciones conocidas Interacciones previstas Ctros
)= ) De bases de datos curados »— ) Genes cercanos ) B Extraccion de textos
)= ) Determinado experimentalmente ‘ ) Fusiones de genes —> Co-expre?|on ;
»— B Co-ocurrencia genética » ) Homologia de proteinas

Figura 7. Prediccién de las redes de interaccion de proteinas. A) Analisis
simple. B) Analisis en segundo nivel. La red de interaccién se realiz6 con los
genes relacionados con comunicacién celular y que disminuyeron su
expresion por DNMT3B (CDH2 y BRAF).

En la Figura 7 se muestra el analisis de los productos proteicos relacionados con
comunicacién celular. No encontramos interaccion directa en el analisis simple entre
estas proteinas, Figura 7A. En el analisis en segundo nivel, se encontré una red de
interaccion de proteinas que incluye a CDH2, BRAF y proteinas que forman parte de
complejos remodeladores de la cromatina los cuales a su vez participan en regulacion

transcripcional, Figura 7B
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SPTAN1
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)— ) De bases de datos curados »— B Genes cercanos )~ D Extraccion de textos
)— ) Determinado experimentaimente »— B Fusiones de genes —> Co-expreflon )
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Figura 8. Prediccion de las redes de interaccién de proteinas. A) Analisis
simple. B) Andlisis en segundo nivel. La red de interaccion se realizé con los
genes relacionados con apoptosis celular y que disminuyeron su expresion
por DNMT3B (IRF1, PSMA7, SPTANL).

En la Figura 8 se muestra el analisis de los productos proteicos relacionados con
apoptosis. No encontramos interaccion directa en el analisis simple entre estas
proteinas, Figura 8A. En el andlisis en segundo nivel, se encontr6 una red de
interaccion de proteinas que incluye a SPTAN1, PSMA7 y varias proteinas que forman

parte del proteosoma complejo involucrado en la degradacién de proteinas, Figura 8B.
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X. DISCUSION

La metilacion anormal de genes en cancer humano es un evento comun. Sin duda
DNMT3B es la principal enzima involucrada en la metilacion anormal en cancer. En
este trabajo se valoro el efecto de la sobre-expresion de DNMT3B en la expresion de
genes relacionados a cancer en la linea celular HaCaT.

Una de las funciones celulares con frecuencia afectadas durante el desarrollo de
cancer es la apoptosis. En este trabajo encontramos que la sobre-expresion de
DNMT3B disminuyd la expresion de 3 genes relacionados con apoptosis IRF-1,
PSMA7 y SPTAN. IRF-1 es un mediador clave de la muerte celular, el cual participa
en la transcripcion de PUMA, que a su vez suprime la funcion de Bcl-2 (proteina
antiapoptotica) (Yu et al. 2001; Gao et al. 2010; Yu & Zhang 2008). PSMA7 es
componente del proteasoma que interactia con proteinas implicadas en tumorigénesis
para promover su degradaciéon (Liu et al. 2006; Pendergast 2002). Espectrina
(SPTAN1) y PKCB participan en varios eventos tempranos de la apoptosis (Wro et al.
2005; Dubielecka et al. 2010). En la literatura existen evidencias de la disminucion o
pérdida de la funcion de estos 3 genes en distintos tipos de cancer humano (Zhang et
al. 2017; Lowney et al. 1999; Wang et al. 2007). Por lo anterior creemos que DNMT3B
podria afectar la apoptosis mediante la represion de estos y quiza otros genes mas

relacionados con apoptosis.

Otra de las funciones celulares afectadas durante el desarrollo del cancer es la
comunicacién celular. Encontramos que la sobre-expresién de DNMT3B disminuyo 2
genes implicados en esta funcion CDH2 y BRAF. CDH2 regula la adhesion célula-
célula dependiente de calcio (van Roy 2014). BRAF esta relacionado con el control de
la via MEK/ERK (Hussain et al. 2015). Evidencias experimentales muestran que los
promotores de estos genes se encuentran metilados o que disminuyen su expresion
en distintos tipos de cancer (Hagihara et al. 2004, Yamashita et al. 2006, Yamashita et
al. 2006, Kober et al. 2011).

En la diferenciacion celular, que también suele ser alterada durante el desarrollo del

cancer, se encontraron disminuidos 3 genes PPL, TCF2 y PAXIP1. PPL se organiza
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alrededor de desmosomas en queratinocitos diferenciados (Li et al. 2017). Los genes
PAX codifican para factores de la transcripciébn que tienen papeles cruciales en la
embriogénesis (Dahl et al. 1997). HNF1B (TCF2) es un factor de transcripcion (Edghill
et al. 2006; Bach & Yaniv 1993; Wu et al. 2004), que es identificado como un gen
supresor de tumor a través del control de la expresién de PKHD1 (Rebouissou et al.
2005). Hay evidencias que demuestran la disminucion de estos genes en distintos tipos
de cancer y su efecto en el desarrollo del cancer (Terasawa et al. 2006; Donizetti Silva
et al. 2013).

El analisis in silico funcional indica que los genes que disminuyeron su expresion,
cuando se sobre-expresa DNMT3B, interactian con genes implicados en
comunicacién celular, apoptosis, diferenciacion celular, entre otros procesos también

importantes en el desarrollo del cancer.

En particular los genes involucrados en diferenciacion celular se relacionan con genes
como MML2 (leucemia mieloide de linaje mixto 2) actiia como coactivador del receptor
de estrogenos, MML3 (leucemia mieloide de linaje mixto 2) coactivador transcripcional
implicado en la leucogénesis y el trastorno del desarrollo, TP53BP1 (proteina de union
a p53) juega un papel clave en la respuesta al dafio de ADN.

Los genes encontrados en el grupo de apoptosis se involucran con diferentes
miembros de la familia de proteinas que integran el proteosoma, ademas que SPTAN1
interactda por medio de PSMB3 (subunidad del proteosoma tipo B, 3) con PSMA7,

esto fue analizado experimentalmente.

CDH2 y BRAF, que pertenecen al grupo de comunicacion celular, interactian de
manera muy cercana por medio de miembros de la via de sefializacién Wnt canénica,
en particular CTNNB1, componente clave de la via de Wnt y KRAS que promueve
eventos oncogénicos al inducir la trascripcion de genes supresores de tumor. Todo
esto indica que la sobre-expresion de DNMT3B en HaCaT altera la expresién de genes
cuya funcion estéa involucrada en redes de interaccion de proteinas que en su conjunto

afectan funciones claves del mantenimiento de la normalidad celular.
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Xl. CONCLUSION

La sobre-expresion de DNMT3B disminuye el nivel de RNAmM de los genes: IRF1,
PSMA7, SPTAN1, TCF2, PPL, PAXIP1, CDH2 y BRAF.

Los genes que disminuyeron el nivel de RNAm por la sobre-expresion de DNMT3B
forman parte de redes de interaccion de proteinas con funciones clave en el

mantenimiento de la normalidad celular.
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XII. ANEXOS

Anexos 1
Transformacion con pHMT3B

1. Partiendo de una dilucién a una concentracion de 112 ng/uL se tomar 2 pL y 50 mL

de células competentes y se colocan en un tubo Eppendorf de 1.5 pL.

2. Colocar 20 minutos en hielo.

3. Choque térmico 1:30 minutos a 42 °C.

4. Pasar rgpidamente el tubo al hielo durante 2 minutos.

5. Adicionar 500 pL de medio LB sin ampicilina.

6. Incubar en agitacién constante durante 15 minutos a 37 °C.

7. Centrifugar 1 minuto a temperatura ambiente a 13000 rpm.

8. Retirar el sobrenadante y dejar aproximadamente 100 puL en el tubo.

9. Homogenizar suavemente hasta disolver el pellet.

10. Plaquear las bacterias transformadas en medio LB solido con ampicilina.

11. Incubar de 12-16 horas a 37 °C.
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Anexo 2
Cultivo masivo de pHMT3B

1. Tomar una colonia de la placa con bacterias transformadas, con un asa

bacteriologica estéril y sembrarla el 50 ml de medio LB con ampicilina.

2. Colocar el matraz en el agitador magnético e incubar a 37 °C de 12-16 horas.
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Anexo 3
Extraccion del ADN plasmidico

Centrifugar 35 mL del medio de cultivo para obtener el paquete de bacterias para la

transformacion.

1. Adicionar 1 mL de 7X Lysis Buffer (azul) y mezclar suavemente por inversion de 4-

6 veces. Reposar 2 minutos.

2. Agregar 3.5 mL de Neutralization Buffer (amarillo) y mezclar vigorosamente hasta

gue la mezcla se torne amarilla. Invertir de 2-3 veces.

3. Colocar la columna azul Zymo-midiFilter en un tubo falcon de 50 mL. Agregar la

muestra a la columna, cerrar la tapa y centrifugar a 4000 rpm durante 6 minutos.

4. Remover y descartar la columna azul (ZymoMidiFilter) de la parte inferior (Zymo
Spin V-E).

5. Transferir la parte de debajo de la columna (Zymo Spin V-E) en un tubo colector.

6. Adicionar 350 puL de Endo-Wash Buffer y centrifugar a 11000 g por 30 segundos.
Descartar el fluido.

7. Agregar 400 uL de ZyppyWash Buffer y centrifugar a 11000 g por 1 minuto. Repetir

este paso.

8. Transferir la columna a un tubo Eppendorf limpio y etiquetado. Adcionar 75 uL de
ZyppyElution Buffer, e incubar a temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar a

11000 g por 30 segundos para eluir el plasmido. Guardar en refrigeracion.
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Anexo 4

Transfeccion con lipofectamina

1.- El dia anterior, se sembraron las células a una concentracion de 5x105 en una

multipozos de 6.

2.- Al dia siguiente, 4 0 5 horas antes de comenzar latransfeccion, se cambia el medio

de cultivo a las placas. Las células deben estar semiconfluentes.

3.- Se retira el medio de cultivo y se adiciona 500 mL de tripsina y 500 mLde verseno.

Se incubo a 37 °C durante 10 minutos.
4.- Adicionar 3000 pL de medio DMEM para inactivar la tripsina y el verseno.

5. Después de desprender las células, se homogenizan suavemente y se colocan 250

pL en cada pocillo.

6. Incubar durante 4 horas a 37 °C para fijar las células. Posteriormente retirar el

exceso de medio.

7. Preparar la mezcla de transfeccién y adicionar al pocillo correspondiente:

PHMT3B ---e-mememmememmememmeneeee 10pL
DMEM 1X------------ T S00 uL
Lipofectamina T S

8. Incubar durante 4 horas a 37 °C para que se lleve a cabo la transfeccion.

9. Retirar la mezcla de transfeccion y agregar 1000 pL de medio DMEM al 10%. Incubar

durante 24 horas para posteriormente obtener el ARNm.
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Anexo 5
Extraccion de RNA

1.- Agregar 500 mL de Trizol.

2.- Incubar 5 minutos en hielo

3.- Agregar 100 pL de cloroformo a cada tubo.

4.- Vortex 15 segundos, incubar 2 a 3 minutos en hielo, centrifugar en frio 10 minutos

a 12600 rpm.

5.- Separar fase acuosa en tubo nuevo.

6.- Agregar 500 puL de isopropanol frio (Inversién) ----- Almacén y paro -70°C.

7.- Incubar en hielo 10 minutos

8.- Centrifugar 12 minutos a 12000 rpm (en frio), eliminar el sobrenadante.

9.- Lavar la pastilla con 200 pL de etanol al 70%, mezclar por inversion y centrifugar

por 5 minutos a 12000 rpm.

10.- Eliminar el sobrenadante.

11.- Resuspender pastilla en 15 pL de H20-DEPC.

12.- Alimacenar a -20°C por 1 semanay a -70°C por mas tiempo.

p60 pl2 pl100
Trizol 300 pL 100 pL 600 pL
Cloroformo 60 pL 20 pL 120 pL
Isopropanol 500 pL 500 pL 500 pL
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Anexo 6
RT-qPCR en tiempo real

1 reaccion
[ e N 1.9uL
(U 22— 0.2 uL
ROXLOW  -----mmmmmmmmmmoee e 0.2 pL
= 0.2 puL
GPCR  -roroemommoo oo Sl

7.5 4L
-> Primer 0.5 pL
->ARN 2 uL (50ng/ pL)
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