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Resumen

La Galectina 9 (Gal-9) es una galectina de tipo repeticion en tandem, con un peso molecular
de entre 34 a 39 KDa, con un par de dominios de reconocimiento a carbohidratos (DRC N-
y C-) unidos por un polipéptido corto Ilamado dominio de union. En la superficie extracelular
la Gal-9 se une a oligosacéridos que contienen galactosa, también puede interactuar con
glicoproteinas de la matriz extracelular (laminina, fibronectina), formando interacciones
bivalentes o multivalentes. La participacion de Gal-9 en la agregacion celular, la inhibicion
de la invasion y la union al endotelio vascular fue observada en células de cancer de mamay

carcinoma hepatocelular.

Gal-9 es codificada por el gen LGALS9, se encuentra localizado en el cromosoma 17, en el

brazo largo regién 11.2 (p11.2), hasta ahora el promotor del gen LGALS9 no ha sido descrito.

En el presente trabajo se realiz6 un andlisis in silico para poder encontrar la region promotora
del gen LGALS?9, al realizarlo se obtuvo dos posibles regiones promotoras rio arriba de este
gen. Al analizar estas regiones se localizaron sitios de union a factores de transcripcion como
TFDII y TBP los cuales reconocen cajas TATA, ademas de estos sitios fueron localizados
sitios Inr. Junto con estos sitios fueron hallados sitios de union a factores de transcripcion
como Spl, AP-2. AP-1 y GATA-1, los cuales se han observado como activadores de la

transcripcion.

Se propone que el promotor del gen LGALS9 es un promotor clasico el cual es activado por
cajas TATA las cuales son reconocidas por TFDII y TBP. Al realizar el analisis de las
diferentes versiones de la posible regién promotora, se observo que solo una region presento

actividad con respecto a las otras analizadas.

Haciendo una comparacién con el promotor del gen LGALS3, el cual codifica para la
Galectina-3, este promotor solo presenta sitios Inr y Spl por los cuales se mantiene la
actividad transcripcional, ademas de carecer de cajas TATA, para el promotor de LGALS9
se encontrd que puede ser activado por cajas TATA, sitios Inr y por otros factores de

transcripcion que pueden aumentar su transcripcion.

Palabras clave: Galectina-9, factores de transcripcion, cajas TATA, sitios Inr.



Introduccion

El término galectina fue introducido en 1994 de la manera siguiente: “la membresia en la
familia galectina requiere el cumplimiento de un par de criterios: afinidad por B-galactosidos
y una similitud en la secuencia del sitio de unién a carbohidratos cuyos amino&cidos
relevantes hayan sido identificados por cristalografia de rayos X” (Barondes et al., 1994).
Todas las galectinas contienen uno o dos dominios de reconocimiento de carbohidratos
(DRC) de alrededor de 130 aminoéacidos, el cual presenta afinidad a pB-galactosidos
(Rabinovich et al., 2002). Las galectinas pueden actuar como mondmeros, dimeros u
oligdbmero de orden superior segun el caso y las condiciones especificas (concentracion,
presencia de ligandos) (Leffler, Carlsson, Hedlund, Qian & Poirier, 2004). Hasta ahora 15
miembros de la familia de galectinas han sido identificados en vertebrados y son clasificadas
con base en su estructura molecular en tres tipos: 1) las prototipo son las que presentan un
solo DRC que es capaz de dimerizar (1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 y 15); 2) las de repeticion tipo
tandem compuesta por dos DRC conectados por un péptido de union (4, 6, 8, 9y 12); 3) el
tipo quimera el cual consiste de un DRC en el extremo C terminal unido a un dominio
diferente de lectina en el extremo N terminal, solo contiene un miembro, la galectina 3 (Yang,

Rabinovich & Liu, 2008), como se muestra en la figural.

La identidad de secuencia entre galectinas de humano que se reporta en la literatura se
encuentra entre el 20% al 50%, algunas excepciones notables incluyen el DRC C terminal de
galectina 12 con menos del 12% con respecto a otros DRC, las galectinas 10, 13 y 14
presentan de mas del 50% de identidad (Liu & Rabinovich, 2009).

Las galectinas son proteinas que se localizan intracelular y extracelularmente y ejercen
diversas funciones dependiendo de su localizacion. En el espacio extracelular modulan la
sefializacion celular mediante la union a glicoconjugados y la adhesion celular a través
haciendo puente en las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (Hughes,
2001). Por ejemplo, pueden reconocer laminina, fibronectina y vitronectina en la matriz
extracelular (Brinchmann, Patel & Iversen, 2018). En el citosol partcipando en vias de

sefializacion. En el nucleo, regulando procesos como el splicing de ARNm, la progresion del



ciclo celular y proliferacion (Elola, Wolfenstein-Todel, Troncoso, Vasta & Rabinovich,
2007).
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Figura 1.- Clasificacion de las galectinas (tomado de Liu & Rabinovich, 2009).

Entre los ligandos extracelulares conocidos para las galectinas, a nivel extracelular, se
encuentran CD45, CD7, CD43, CD2, CD3, CD4, CD107, CEA, laminina, fibronectina,
glicosaminoglicanos, integrinas, glangiosido GM1, polipéptido HBGp82, antigeno de cancer
CA125, glicoproteina 90K/MAC-2BP y receptor de células pre-B. Las galectinas pueden ser
moduladores positivo 0 negativos del mismo proceso, esto sugiere plasticidad en sus
isoformas y una funcidn diferente en relacion a su localizacién (Brinchmann, Patel & lversen,
2018).



En humanos, la Galectina 1 esta presente en el espacio extracelular, es expresada por células
estromales alrededor de las células pre-B, donde se une al receptor de células pre-B (BCR) y
esta involucrada en la formacion sinaptica entre células pre-B y células estromales, también
regula su proliferacion de manera negativa mediante la union del coactivador transcripcional
OCA-B. Se ha mostrado que afecta la homeostasis de las células T modulando la produccién
de citosinas, proliferacion celular y apoptosis. La apoptosis de células T es inducida por la
unién a glicoproteinas de la superficie celular y liberando vias de sefializacion de apoptosis.
Un aumento en la expresion de la proteina de galectina 1 es asociado con mal pronéstico y
la adquisicion del fenotipo metastasico. Galectina 1 aumenta su expresion en tumores
favoreciendo el crecimiento e influencia su progresion y metéstasis modulando varios
eventos biolégicos como la migracion celular, adhesion y angiogénesis. Esta se une a H-RAS
y promueve su anclaje a la membrana plasmatica, este proceso es clave en el papel de esta
proteina en la transformacién neoplasica, produciendo la activacion de RAF-1y de MAPK1
(Yang, Rabinovich & Liu, 2008).

La Galectina 3 es el unico miembro de esta familia con una regién N terminal compuesta por
repeticiones en tindem de cortos segmentos de aminoacidos (120 aminoacidos) conectado al
DRC C terminal. La actividad antiapoptética de galectina 3 parece dependiente de la
fosforilacion en la Serina 6. En la matriz extracelular puede unirse a integrinas como a1p1 y
aMpB1, de esta manera influencia la union de la célula a la matriz celular. Es capaz de formar
pentameros al unirse a un glicano multivalente, la formacion del pentdmero permite actuar
como un puente entre célula y célula (Yang, Rabinovich & Liu, 2008). Se ha mostrado que
galectina 3 regula la expresion de ciertos genes, incluyendo los relacionados con cancer,
como el de ciclina D1, factor de transcripcion de tiroides 1 y mucina 2. Galectina 3 induce
apoptosis en células T y neutréfilos, activa varias células mieloides y linfoides, incluyendo
mastocitos y monocitos, resultando en la liberacion de superdxido y citosina (Nakamura &
Raz, 2007). ElI mecanismo por el cual galectina 3 esta involucrada en la transformacion
celular y el crecimiento puede estar relacionado a su habilidad de interactuar con K-RASy
facilitar su transduccion de sefial a RAF y a fosfoinositol 3 quinasa, ademas puede influenciar
la tumorogenésis por la regulacion del ciclo celular, por la unién a B-catenina y ser

involucrada en la expresién de ciclina D y c-myc (Yang, Rabinovich & Liu, 2008).



Galectina 9 es clasificada como una galectina de repeticion en tindem por sus dos DRC, esta
formada por 355 aminoacidos (aa) y con peso aproximado de 39.5 KD. EI DRC N terminal
de 148 aminoacidos comparte el 39% de su secuencia con el DRC C terminal de 149 aa. La
cristalografia de rayos X indico que el N-DRC esta formado por seis hebras (S1-S6) y cinco
laminas B (F1-F5) ademas de una corta hélice-o. con motivos tipo sandwich-. La estructura
del C-DRC, como el N-DRC, consiste de dos laminas [ antiparalelas (S1-S6) y hebras b (F1-
F5) con una hélice-a. Ambos N- y C-DRC tienen bolsillos de unién a carbohidratos con
hebras S4, S5y S6, las cuales difieren en la secuencia de aminoacidos uno del otro, resultando
en una afinidad por diferentes B-galactosidos. El péptido de unidn es flexible permitiendo la
rotacion de los DRC dandole el potencial para formar complejos mas diversos glicano-
galectina-9. Galectina 9 presenta afinidad por N-glicanos ramificados y repeticiones de
oligolactosamina, la afinidad por los N-glicanos es compartida por los DRC N y C terminal.

Aunque el N-DRC se une al pentasacarido Frossman, A-hexasacarido y algunos glicolipidos.

La expresion de galectina 9 (proteina) se distribuye en higado, intestino delgado, timo, rifién,
bazo, pulmon, musculo cardiaco y esquelético, cerebro, placenta, pancreas, prostata y colon.
También se ha detectado en leucocitos responsables de la inmunidad innata y adquirida,
timocitos, células endoteliales y fibroblastos activados por IFN (Heusschen, Griffioen &
Thijssen, 2013).

Las células Thl presentan un receptor para galectina 9, Tim-3, cuando las células T se
diferencian totalmente de células T nativas. La interaccion galectina-9-Tim-3 guia a las Thl
maduras a la apoptosis con flujo de calcio y agregacion celular, disminuyendo la inmunidad
por Thl. Las células T CD+8 y CD+4 son susceptibles al estimulo de galectina 9 exdgena y
experimentan apoptosis basada en la via calcio-calpaina-caspasa-1. Galectina 9 también
induce apoptosis de células B, las cuales no expresan Tim-3 en la superficie celular, aunque
la apoptosis es ejecutada por la familia de las caspasas y tres subfamilias de Bcl-2, caspasa-
1 juega un rol mas prominente en la piroptosis que en apoptosis. La piroptosis evoca la
inflamacion mientras que la apoptosis no lo hace, esta muerte celular programada se observa
en macrofagos y celulas dendriticas, es encontrada en situaciones como la infeccion e

inflamacion (Fujita, lwama, Oura, 2017).



Se ha observado un efecto regulador dependiente de galectina 9, producido por la propia
célula, sobre Tim-3 y las respuestas inflamatorias en miocitos y macrofagos a través de las
vias TLR (receptor tipo Toll) modulando la transcripcién de los genes de citosinas, lo que
resulta en el aumento de la expresion de IL-12 y disminucién de IL-23, este efecto puede ser
amplificado por la estimulacion de TLR (Toll like receptor) (Matsuura, Tsukada, Mizobe, et
al., 2009).

Ademas, galectina 9 modula la expresion de su receptor (Tim-3) y la transcripcion de genes
de citosinas inflamatorias a través de la sefializacion STAT-3. Galectina 9 ha sido reportada
como un factor de respuesta al lipopolisacarido (LPS), la cual se transloca hacia el nicleo
interaccionando con NF-IL6, activando algunos genes de citosinas (IL-1a, IL-1B, y IFN-v)
en monocitos. Galectina 9 intracelular activa la transcripcion de IL-12 e inhibe a IL-23 a
través de la via de sefializacion STAT3, de manera interesante el bloqueo de la via STAT3
anula la transcripcién IL-12/1L-23 mediado por galectina 9, pero no afecta la expresion de
Tim-3, lo que sugiere un mecanismo diferente para la regulacion génica de Tim-3 (Ma, Li,
Cheng, et al., 2013). Galectina 9 intracelular induce la expresion de ARNm de IL-1a y IL-
1B en monocitos, en contraste galectina 9 extracelular fallo no activa IL1A en las mismas
celulas, ademas Gal-9 intracelular indujo la activacion de los factores de transcripcion NF-
IL6 y AP-1, sin activar a NF-kp (Matsuura, Tsukada, Mizobe, et al., 2009).

En fibroblastos las vias de sefializacion como MAPK, PI3K y JAK/STAT son activadas por
IFN-y, las cuales regulan la expresion de genes involucrados en la iniciacion, propagacion y
resolucion de las respuestas inmune e inflamatoria. El tratamiento con inhibidores de estas
cinasas reprimi6 la expresion de galectina 9 estimulada por IFN-y en citosol como en
membrana, demostraron que las vias de sefalizacion JAK/STAT/, PI3K, JNK y p38
representan un rol crucial en la expresion de galectina 9 inducida por IFN-y (Park, Jung, Park,
etal., 2011) y en astrocitos TCR (TNF/TNFR1/INK/c-Jun) (Zhu et al., 2005).

Las citosinas pro-inflamatorias TNF, IL-1p y IFN-y son capaces de inducir la expresion de
galectina 9 en cultivos primarios de astrocitos. TNF media la produccion de galectina 9 en
astrocitos que depende de TNFR1 y de la activacion de JNK y c-Jun, un resultado que es
respaldado por la presencia de secuencias que reconoce c-Jun dentro del promotor de

galectina 9. En células endoteliales de vena umbilical humana estimuladas con IFN-y, la
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expresion de galectina 9 es regulada por la histona deacetilasa 3 (HDAC3) y la fosforilacion
de IRF3 mediada por PI3K. La via PI3K ha sido implicada en la regulacion de galectina 9 en
el pdlipo nasal humano de fibroblastos. La presencia de una secuencia de IRF3 en el promotor
de galectina 9 de raton respalda su papel en la regulacion de su transcripcion. Después de la
estimulacion de astrocitos con TNF, galectina 9 aumentd su expresién por un mecanismo
distinto a la via IFN/PI3K/IRF3 y requiere la activacion de JNK/c-Jun (Steelman, Smith 11,
Welsh & Li, 2013).

HDACS3 es requerida en la expresion constitutiva de galectina 9. HDAC3 es activada por
IFN-y, en células endoteliales, y forma un complejo con PI3K e IRF3, incrementando la
fosforilacion de IRF3 mediada por PI3K, guiando a un aumento en la regulacion de la
transcripcion de galectina 9, donde HDACS3 puede regular la expresion en dos maneras: como
una proteina de andamio para la interaccion de PI3K e IRF3, la cual es dependiente de la
actividad de HDAC3, el complejo HDAC3-PI3K-IRF3 puede ser el responsable de la
expresion constitutiva de galectina 9, por otro lado la HDAC3 activa puede promover la
fosforilacion de IRF3 y su acceso al promotor del gen. La inhibicion de la actividad de
HDAC3 por apicina o knock-out disminuye los niveles de proteina de galectina 9. IFN-y
ejerce un efecto dual en galectina 9: induccién de su expresion y localizacion en la membrana
(Alam, Li, Maragariti, et al., 2011).

Dentro de las Treg Foxp3 juega un papel critico en el desarrollo y regula un amplio espectro
de funciones celulares de Treg, su expresion depende principalmente de la sefializacion de
TGF-BR yde IL-2R. La pérdida de la sefializacion de TGF- o IL-2 resulta en una deficiencia
en la generacion de células Treg. TGF-B activa a las proteinas Smad, las cuales son factores
de transcripcion que promueven la induccion de un nimero de moléculas requeridas para la
generacion de células Treg incluyendo a Foxp3. La activacion de TGF-BR directamente
desencadena la fosforilacién y translocacion del receptor que regula las proteinas Smad, las
cuales subsecuentemente mediante la union al locus Foxp3, desencadena la transactivacion
de la expresion de Foxp3. La activacion de Smad3 induce modificaciones en histonas,
resultando en la promocion y estabilizacion del polipéptido Foxp3. Ensayos de
inmunoprecipitacién de cromatina (ChlIP) fueron encontrados multiples sitios de Smad3

dentro del promotor LGALS9 en células iTreg (Wu, Thalhamer, Franca, et al., 2014).



Se ha observado en lineas celulares que provienen de cancer de mama una disminucion en
los niveles de ARN mensajero de galectina 9, esta disminucién favorece la transformacion
hacia la malignidad del tumor (Irie, Yamauchi, Kontani, et al., 2005). Por otra parte, se ha
observado un incremento en la expresion de ARN mensajero en lineas celulares de leucemia
y cancer de colon (Lahm, Andre, Hoeflich, et al., 2001). Se ha encontraron una disminucion
en la expresion de galectina 9 en c&ncer cervicouterino asociada con el potencial oncogénico

(Liang, Ueno, Ooomizu. et al., 2008)



Antecedentes

Para la regulacion transcripcional de los genes es necesario que presenten elementos como
un promotor, el cual estd compuesto por un promotor central y elementos reguladores
cercanos, ademas de elementos reguladores distales, los cuales pueden ser enhancers,
silenciadores o aislantes (Maston, Evans & Green, 2006). EI promotor central es la regién
que sirve como sitio de acoplamiento para la maquinaria basal de transcripcion y el ensamble

de un complejo de preiniciacion de la transcripcion (CPT) (Smale & Kadonaga, 2003).

El primer elemento del promotor central descrito fue la caja TATA, la cual es una secuencia
rica en /T localizada entre 25 a 30 nucle6tidos rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion
(SIT), presenta una secuencia consenso, TATA (A/T) A (A/T), la cual es reconocida por la
subunidad TBP del complejo TFIID (Smale & Kadonaga, 2003). Otro elemento del promotor
central es el iniciador (Inr), el cual contiene secuencias ricas en pirimidinas alrededor del
SIT. Estos sitios son capaces de dirigir de manera precisa el inicio de la transcripcion por si
solos o con otros elementos, los componentes TAF1/TAF2 de TFIID han sido implicados en
el reconocimiento de Inr (Chalkley & Verrijzer, 1999). El ensamblaje de del CPT no depende
de un solo punto, sino que muchos de los elementos del promotor central interactian con

TFIID estabilizando su ensamble.

Debido a la participacion de las galectinas en diferentes procesos celulares, el estudio de la
regulacién transcripcional de los genes de galectina es interesante (Chiariotto, Salvatore,
Frunzio & Bruni, 2004). Las regiones promotoras de las galectinas 1, 2, 3, 4, 6 y 10 de
diferentes especies, ademas de galectina 9 y 12 de rata han sido clonadas (Gitt, Jordan &
Leffler, 1997).

Una pequefia region genémica que abarca el sitio de inicio de la transcripcion (-63/+45) es
suficiente para la actividad transcripcional del gen de galectina 1 en raton (lgalsl). Los

elementos cis rio arriba y rio abajo son necesarios para la eficiente actividad transcripcional.
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Un sitio de inicio de la transcripcion ha sido identificado en la posicion -31, han sido
encontrados también sitios Spl (-57), Inr (-48) que se encuentra sobrepuesta a una caja TATA

no canonica (De Gregrorio, Chiariotti & Di Nocera, 2001).

Pocos elementos reguladores se han reconocidos en la region promotora del gen Igals2, entre
ellos un sitio a AML, el factor AML ha sido considerado como un maestro en la regulacién
de hematopoyesis, su rol en la regulacion de este gen solo esta restringido al tracto
gastrointestinal (Gitt, Jordan & Leffler, 1997; Lutterbach & Hiebert, 2000).

En el promotor del gen LGALS3 se han encontrado cinco sitios putativos para Spl, asi como
también cinco sitios para CRE, cuatro para AP-1 y un sitio para AP-4; ademas de contar con
dos sitios para NF-kp asi como también un elemento sis inducible (SIE). La presencia de
sitios de unién Sp1l es una caracteristica de genes que se expresan de manera constitutiva, la
presencia de los sitios para CRE y NFk[ sugiere que la activacion puede ser regulada a
través de las vias de sefializacion que involucran a la proteina de unién a elementos de
respuesta CAMP o NF-kf, por ejemplo las vias CREB/ATF y NFkfB/Rel pueden estar
involucradas en la regulacion de la expresion de Galectina 3 por la proteina Tax durante la
infeccion de HTLV-I en células T (Kadrofske, Openo & Wang, 1997; Ahmed &
Bandyopadhyaya, 2015).

El promotor del gen LGALSG6 de ratdn contiene una secuencia entre -354 a -367 pb con una
alta homologia en 19 pb de la secuencia con la region rio arriba de la apolipoproteina B, el
promotor de lgals6 contiene algunas cajas E, en las cuales se encuentran sitios que se

asemejan al sitio de union para Myc y a MyoD (Gitt, et al., 1998).

Las construcciones del promotor de galectina 10 (LGALS10) han sido analizadas encontrando
una region entre -292 y -411 pb, la cual contiene dos sitios de unién a GATA, una region rica
en purinas como un potencial sitio unién para PU1, ademas de sitios para Spl, Octy EoTF
que son necesarios para la total actividad promotora. Al igual que galectina 1, la expresion
de galectina 10 puede ser inducida por butirato requiriendo la integridad del sitio Sp1l (Gitt,
Jordan & Leffler, 1997; Dyer & Rosenberg, 2001)
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En la regién promotora del galectina 11 (LGALS11) contiene secuencias para c-myb y 6EF1,
la presencia de sitios para 6EF1 en la region promotora y en el exdn 4 sugiere un rol en la

regulacion de la expresion de este gen (Ogden et al., 1998).

En la region promotora de galectina 12 (LGALS12) de humano, se encuentran localizados
sitios Sp1 y AP2, un potencial sitio de union a CEBP.

Galectina 9 es codificada por el gen LGALS9 localizado en el brazo corto del cromosoma 17
(17911.2) el cual consiste de 11 exones (Leffler, Carlsson, Hedlund, Qian & Poirier, 2004).

Para el gen LGALS9 (galectina 9) el analisis de la region promotora proximal de rata y raton
revela una identidad del 76% entre ellos, los promotores de estas dos especies tienen sitios
de unidn a factores de transcripcién en comun, como AP3, CF1y caja E2, y otros en los que
difieren como son Insulin 1l enhancer, AP1 para rata, AP2, TCF2a, GATA 1/2/3 para raton.
Un andlisis por medio de TRANSFAC (Transcription Factor Analysis Software) muestra que
en el promotor de LGALS9 de humano se encuentran sitios de union a Kid3, WT1, p300,
SREBP, TCFIl, STAT, entre otros (Mishra, Grzybek, Niki, et al., 2010). La estimulacién de
galectina 9 es especifica de cada célula, activada por de IFN-y, IFN-B, IL-1B, IL-1a, PMA,
LPS, Poly IC y TLR-3. La expresion de galectina 9 puede ser inducida por IFN-y en células
endoteliales (via HDAC3/P13K/IRF3) (Alam, Li, Maragariti, et al., 2011), fibroblastos (via
MAPK, PI3K and JAK/STAT) (Park, Jung, Park, et al.,, 2011) y astrocitos TCR
(TNF/TNFR1/JNK/c-Jun) (Zhu et al., 2005). En cultivos primarios de neuronas tratados con
IFN-y se encontré un aumento en la transcripcion de Gal-9 mediada por STAT1 (Bi, Hong,
Lee & Baum, 2011). Otros factores de importancia que pueden incrementar la expresion de
galectina 9 son KLF2 y SOX1 (Mishra, Grzybek, Niki, et al., 2010). Resultados preliminares
de nuestro grupo de investigacion muestran una disminucién en la expresion en el ARNm
del gen LGALS9 en presencia de la oncoproteina E6 de VPH-18 en la linea celular HaCat
(Caporal, 2017). Hasta ahora el promotor del gen LGALS9 en humanos no ha sido
identificado y mucho menos caracterizado, la busqueda de la regién promotora del gen
LGALS9 para poder conocer de qué manera se regula y cuales son los factores de

transcripcion que pueden controlan su activacidn, asi como también de su expresion.
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Planteamiento del problema

El promotor del gen LGALS9 no ha sido reportado a la fecha, por lo que identificar su posible
region promotora y realizar su caracterizacion, representa el punto de inicio para conocer los

posibles factores que participen en la regulacién de su actividad.

Justificacion

En diferentes tipos de cancer se ha observado una disminucion en la expresion de galectina
9, codificada por el gen LGALS9, asociandose con la progresion de la enfermedad vy el
prondstico de vida. Poco se sabe sobre los mecanismos de regulacion de la expresion de este
gen por lo que profundizar en su estudio nos ayudara a comprender los factores que podrian

estar participando en el cambio de expresién durante el cancer.

12



Preguntas de investigacion

1. ¢Cuél es la region promotora del gen LGALS9?

2. ¢Cudl es el promotor minimo que mantiene la actividad

transcripcional del gen LGALS9?

Hipotesis
El promotor del gen LGALS9 comprende una regién que incluye los elementos de respuesta

necesarios para formar el complejo de inicio de la transcripcion y que contenga elementos de

respuesta a factores de transcripcién que regulen su actividad.
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Objetivo general

» ldentificar, caracterizar y evaluar la actividad del promotor del gen
LGALS9.

Objetivos especificos

1. Identificar el posible promotor del gen LGALS9

2.  Caracterizar el posible promotor del gen LGALS9

3. Evaluar la actividad del posible promotor del gen LGALS9

4. ldentificar el promotor minimo que mantiene la actividad

transcripcional del gen LGALS9
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Esquema de trabajo

Identificacion y caracterizacion in silico
del promotor del gen LGALS9

Clonacién del promotor del Clonacion de versiones cortas

gen LGALS9 del promotor

Ensayos de transfeccion

Evaluar la actividad transcripcional del promotor

(ensayos de luciferasa)

Analisis de resultados
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Material y métodos

Identificacion del posible promotor del gen LGALS9

La secuencia nucleotidica del gen se obtuvo a partir de datos en el Gene bank (NC_000017.11),
posteriormente por medio del programa EPD (Eukaryotic Promoter Database) del sitio web
https://epd.vital-it.ch/index.php se identificé la posible region promotora, con el nimero de
referencia  FP022909 LGALS9 1. Ademéds por medio de las paginas
http://vega.archive.ensembl.org/index.html 'y https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ se obtuvieron
dos variantes del ARNm reportadas, las cuales se utilizaron para poder encontrar el codén de

inicio de la transcripcion del gen LGALS9.

Identificacion “in silico” de los sitios de union a factores de transcripcién del posible
promotor del gen LGALS9

Para identificar los sitios de union a factores de transcripcién dentro del promotor del gen
LGALS9 se hizo uso del programa Patchl.0 (Public 1.0 Pattern Search for Transcription

Factor Binding Sites) del sitio web http://gene-regulation.com/pub/programs.html.

Una vez realizado el analisis de los sitios de union a factores de transcripcion en la region
del posible promotor del gen LGALS9 se disefiaron oligonucleétidos con la finalidad de
amplificar y clonar dicha region, al mismo tiempo se disefiaron oligonucleétidos para poder
identificar la region minima, se utilizaron los siguientes oligonucle6tidos mostrados en la
tabla 1:
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Tabla 1.-Secuencia de los oligonucledétidos utilizados para la amplificacién del promotor.

Oligo Pb Secuencia Tm (°C)
1Gal9 26 GAACATTTCCAGCCTCTCGAGGACTC 59
2Gal9 26 CCAACCTTTCTCGAGCTGGTCTCAAG 59
4Gal9 24 CAGAAGCTCCTGGGTACCCCATAC 59
5Gal9 25 CAGTCCACCCGGTACCATACCTTTCTCTCTC 59
bGal9 26 CTCACTGGACTCAGGTAGGAAGCTTG 60

Los oligonucleétidos fueron disefiados con sitios de corte para enzimas de restriccion, el
olignucleotido reverso bGal9 contiene un sitio de corte para la enzima Hindlll, para los
oligonucleotidos delanteros 1Gal9 y 2Gal9 contienen un sitio de corte para la enzima Xhol,
los oligonucle6tidos 4Gal9 y 5Gal9 contienen un sitio de corte para la enzima Kpnl para su

posterior clonacion.

Linea celular HaCat

La linea celular HaCat estd formada por queratinocitos inmortalizados, los cuales fueron
aislados de piel humana. Fue elegida esta linea celular por su fécil propagacion “in vitro”
ademas que estudios previos se ha identificado la presencia de la proteina galectina 9. El
cultivo celular se realizd en monocapa, utilizando el medio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) alto en glucosa 13.4 g/L (SIGMA), suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) (GIBCO) y adicionado con antibidtico (10,000 U de penicilina, 10
mg de estreptomicina) y 25 pg/ml de anfotericina B. La incubacion se realizo a la temperatura
de 37°C y con una atmosfera de 5% de CO..

Extraccion de ADN y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

De la linea celular HaCat se realizo la extraccion de ADN gendmico siguiendo el inserto del
kit comercial (Zymo Research) para obtener un templado con mayor pureza y concentracion.
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La concentracion de la muestra de ADN se determind a una longitud de onda de 260 nm,
mientras que la relacion de absorbancias A260/280 se utilizd para evaluar la pureza de la

muestra.

Condiciones para la reaccion de PCR

Las condiciones generales para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fueron: 95°C
5 minutos (desnaturalizacion); 95°C 1 minuto, 62°C 1 minuto y 72°C 2 minutos 20 segundos
(40 ciclos); 72°C 7 minutos (elongacidn), utilizando la enzima DreamTaq PCR Master Mix

(2x) de Thermo Scientific, usando el termociclador miniPCR.

Los tamafios de los fragmentos amplificados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2.- Oligonucledtidos usados y tamarfio de los fragmentos.

Oligonucledtidos Tamafo del fragmento (pb)
1Gal9/bGal9 2089
2Gal9/bGal9 1479
4Gal9/bGal9 727
5Gal9/bGal9 222

La electroforesis de los fragmentos amplificados se realiz6 en un gel de agarosa al 1% tefiido
con el reactivo Midori Green Advance, visualizados por medio del transiluminador UVP

High Performance.

Vectores a utilizar

Las diferentes regiones amplificadas del promotor del gen LGALS9 fueron clonadas dentro
del vector pGL4.12 el cual contiene al gen reportero de luciferasa luc2CP de Photinus pyralis

(luciérnaga), en la figura 1 se muestra las caracteristicas del vector, el cual presenta un sitio
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de multiclonacion con diferentes sitios para enzimas de restriccion y ademéas un gen de
resistencia a ampicilina el cual fue utilizado como marcador de seleccion de clonas. Las
clonaciones se realizaron a traves del sitio de multiclonacion dentro del vector pGL4.12 y a
los sitios de corte producidos por los oligonucledtidos en los fragmentos amplificados,

usando las enzimas de restriccion Hindlll, Xhol y Kpnl.

Ademas, se utilizo el vector pGL4.72 el cual contiene el gen hRIucCP de Renilla reniformis
(esponja de mar) el cual no presenta promotor, sirvié como control interno evaluando la
eficiencia de la transfeccion ademas de normalizar los valores de la actividad de luciferasa,

en la figura 2 se muestra las caracteristicas del vector pGL4.72.

Ademas, el vector pGL3 fue utilizado como control positivo en la actividad de luciferasa, el
cual contiene el promotor SV40 rio arriba del gen luc+, en la figura 3 se muestra las

caracteristicas de este vector.

pGL4.12[luc2CP)
Vector

(4421bp)

EcoRI 1750

Figura 1.- Representacion esquematica del vector pGL4.12
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Synthetic poly(A) signal/
transcriptional pause site
(for background reduction)

il 9

Acc65I 15

Kpnl 19

EcolCRI | 24

pGL4.72[hRIucCP] Sacl 26

Vector Nhel 28

Xhol 34

Eetbn) Balll 47

Sfil 60

1488 Hindlll | 66
1482 |BamHI

SV40 late

poly(A) signal hRIucCP

472TMA

EcoRI 1033

Figura 2.- Representacién esquematica del vector pGL4.72

Synthetic poly(A)
signal / transcriptional

e pause site
(for background
Amp' reduction)
Kpnl |5
f1 ori Sacl |11
Miul |15
Nhel |21
ori Smal | 28
pGL3-Promoter Xhol |32
Vector Balll |36
(5010bp)
2202 | sall SV40 Promoter
2196 | BamHiI SVv40 late
poly(A) signal Hindlll 245

(for luc+ reporter) luc+ Ncol 278

Xbal 1934 <_"/

Hpal 2094

O748VA08_4A

Figura 3.- Representacion esquematica del vector pGL3

Extraccion de banda

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% para la extraccién de banda de los
fragmentos amplificados utilizando el kit Zymoclean Gel DNA Recovery, por medio del
siguiente protocolo: se visualizo en gel de agarosa el fragmento cortando el fragmento de

manera cuidadosa, se agrego el buffer ADB incubando a 37°C durante 10 minutos,
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mezclando cada 2 minutos aproximadamente; la mezcla se transfirié a la columna zymo-spin
centrifugando a 12 000 RPM 1 minuto, agregado después 200 ul de DNA Wash Buffer
centrifugando a 12 000 RPM por 35 segundos, repitiendo este paso 2 veces. Se agrego 16 ul
siguiente de agua destilada estéril, incubando 1 minuto a temperatura ambiente y

centrifugando a 12 000 RPM durante 1 minuto.

Condiciones de restriccion y ligacion.

Los productos amplificados y el vector pGL4.12 fueron digeridos por las enzimas de
restriccion Hindlll, Xhol y Kpnl del kit FastDigest Value Pack de Thermo Scientific,
siguiendo los volimenes siguientes (Tablas 3, 4 y 5):

Tabla 3.- Cantidades utilizadas en la digestion de los fragmentos 2089 y 1479 pb.

Fragmentos 2089 y 1479 pb

PCR (fragmento) 1pug
Xhol 1U/ul
Hindlll 1 U/ul
Buffer 2 ul
H20 Necesario para 20 pl

Tabla 4.- Cantidades utilizadas en la digestion de los fragmentos 727 y 222 pb.

Fragmentos 727 y 222 pb

PCR (fragmento) 1pug
Kpnl 1 U/ul
HindlIl1l 1U/ul
Buffer 2 ul
H20 Necesario para 20 ul
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Tabla 5.- Cantidades utilizadas en la digestion del vector pGL4.12

Vector pGL4.12

Vector 1lug
Xhol/Kpnl 1U/ul
HindlIl1l 1 U/l
Buffer 2 ul
H20 Necesario para 20 pl

Tabla 6.- Cantidades utilizadas en la ligacion de los fragmentos (inserto)y el vector pGL4.12.

Vector 50 ng
Fragmento de PCR (inserto) 5:1 con relacion al vector
T4 DNA Ligase 1 unidad
Buffer 2 ul
H20 Necesario para 20 pl

Todas las reacciones de digestion fueron incubadas a 37°C en termoblock Dry Thermostat

Scientific durante dos horas.

Para la reaccion de ligacion de los fragmentos y el vector, utilizando las especificaciones de
la enzima T4 DNA Ligase de Thermo Scientific.

Todas las reacciones fueron incubadas a 22°C por 3 horas y después a 4°C toda la noche en
termoblock Dry Thermostat Scientific.

Preparacion de las células competentes

La cepa E. coli Top 10 One Shot (F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG) fue utilizada para
preparar células competentes por CaCl, 0.1 M, por medio de la siguiente técnica: se tomd
una colonia de la cepa E. coli Top 10 One Shot que fue inoculada en 50 ml de medio LB
incubando toda la noche a 37°C, de este cultivo se utilizaron 50 pl para ser inoculados en 5
ml de medio LB, incubados durante 3 horas hasta alcanzar la densidad dptica de 0.6, el cultivo
fue incubado en hielo durante 15 minutos, transcurrido el tiempo el cultivo fue centrifugado

a 4000 RPM por 10 minutos, decantando el sobrenadante y agregando 1 ml de CaCl, 0.1 M

22



frio, incubando durante 10 minutos en hielo. Después se centrifugo 4000 RPM por 10
minutos, decantando el sobrenadante. Al botdn celular se le agrego CaCl> 0.1 M maés de

glicerol al 20%.

Transformacién y seleccion de clonas

Para la transformacion con células competentes por CaCl, 0.1 M se utilizé la siguiente
metodologia: se utilizaron 200 pl de células competentes, afiadiendo 10 ul de la reaccion de
ligacion, fueron incubadas durante 10 minutos en hielo, incubandolas después a 42°C por 45
segundos. Transcurrido el tiempo se incubd durante 2 minutos en hielo, Se afiadio 1 ml de
medio LB y se incubo durante 1 hora a 37°C en agitacion. Después de la incubacion fueron
sembrados 100 pl del cultivo en placas de medio LB con ampicilina (LB/Amp) a una

concentracion de 100 pg/ul. Incubando a 37°C durante toda la noche.

Las colonias con forma puntiforme y bien aisladas fueron seleccionadas, sembradas en tubos
con 5 ml de medio LB/Ampicilina (LB/Amp), incubando a 37°C toda la noche. EI ADN
plasmidico de las clonas fue extraido de la siguiente manera: se usaron 4.5 ml del cultivo
centrifugando a 12 000 RPM por 5 minutos, decantando y agregando 100 pl de soluciéon STE
(solucion Tris-HCI, EDTA), mezclando la solucion con vortex e incubando por 5 minutos a
temperatura ambiente, después se agregaron 200 pl de la solucién SDS/NaOH incubando por
5 minutos en hielo. Se agreg6 150 pl de la solucion de acetato de sodio 3 M incubando por
30 minutos en hielo. Transcurrido el tiempo se centrifugd a 12 000 RPM durante 10 minutos.
El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo agregando 800 pl de isopropanol,
centrifugando a 12 000 RPM por 5 minutos, se decant6 y agrego 1 ml de etanol al 70%,
centrifugando 12 000 RPM por 5 minutos. Se retird el sobrenadante y dejo secar el tubo a

temperatura ambiente, despueés se agregaron 50 pl de agua estéril.

En la tabla 7 se muestran las construcciones obtenidas por ligacion del vector y los

fragmentos del promotor del gen LGALS9:
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Tabla 7.- Construcciones obtenidas.

FRAGMENTO DEL PROMOTOR DEL GEN CONSTRUCCION
LGALS9
2089 pGL4.2089pGal9
1479 pGL4.14799pGal9
727 pGL4.727pGal9
222 pGL4.222pGal9

Las clonas seleccionadas fueron sometidas a digestion con la enzima Pstl kit FastDigest

Value Pack de Thermo Scientific, los volumenes usados se muestran en la tabla 8:

Tabla 8.- Cantidades utilizadas en la digestion de las clonas.

ADN 800 ng

Pstl 1 unidad/pl
Buffer 2 ul

H20 Necesario para 20 pl

Las reacciones fueron incubadas a 37°C durante 2 horas.

En la tabla siguiente se muestran los fragmentos obtenidos por la digestion con la enzima

Pstl:

24



Tabla 9.-Fragmentos producidos por la digestion de las clonas.

Constructos Fragmentos (pb)
pGL4.2089pGal9 5090 1364
pGL4.1479pGal9 4490 1364
pGL4.727pGal9 3716 1364
pGL4.222pGal9 3214 1364

pGL 4.12 3057 1364

Transfeccion en la linea celular HaCat

Para la transfeccion de las clonaciones de los diferentes fragmentos del promotor del gen
LGALS9 se utilizo la linea celular HaCat, la cual fue crecida en medio DMEM con 10% de
suero fetal bovino (SFB) y antibidtico (Ampicilina/Anfotericina) (Ab), en botellas T25. La
confluencia celular usada para transfectar fue del 80% en las botellas T25, usando la cAmara
de Neubauer se realizo el conteo de células, fueron sembradas 80 000 células/ml por cada
pozo, en placas Corning Costar de 24 pozos, con medio de cultivo DMEM al 10% SFB con
Ab incubando por 24 horas a 37°C con 5% de CO2. Una vez adheridas las células, se les
retiro el medio de cultivo, lavando cada pozo con 500 pl de buffer PBS, se retiro el buffer
PBS y se agregd 250 de medio de cultivo DMEM sin SFB y sin Ab, incubando las placas en

las condiciones antes mencionadas.

Para la preparacion de los complejos de transfeccion se utilizé el reactivo Lipofectamina
2000 de Invitrogen, los fragmentos del promotor del gen LGALS9 fueron co-transfectados
con el vector pGL4.72 (control de eficiencia de la transfeccion), ademas de utilizar los
vectores pGL3 (control positivo) y pGL4.12 (control negativo). Se utilizaron las
concentraciones de 800 ng de ADN para cada construccién, 20 ng para pGL4.72, 200 ng para
pGL3y 800 ng para pGL4.12. Cada complejo de transfeccion fue diluido en medio de cultivo
DMEM sin SFB y sin Ab, después de prepararlos fueron incubados durante 20 minutos a
temperatura ambiente, transcurrido este tiempo se agregd a cada pozo la mezcla de
transfecciéon por goteo y se incubo durante 6 horas a 37°C con 5% CO.. Terminada la
incubacidn se retird el medio, se hicieron lavados con el buffer PBS, agregando 500 pl de
medio de cultivo DMEM al 10% de SFB y Ab, incubando por 24 horas.
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Ensayo de luciferasa

Después de transcurridas las 24 horas de incubacion se realizo el ensayo de luciferasa
ocupando el kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System de Promega. Se lavaron las células
con PBS, posteriormente se agregd a cada pozo 100 pl del buffer de lisis PLB1X, incubando
en agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente, se tomaron 20 pl del lisado a los cuales
se le agrego el reactivo LARII para medir el gen reportero de luciferasa (Photinus
agrepyralis) que genero una sefial luminiscente estable, la cual corresponde a la actividad del
promotor del gen LGALS9, una vez cuantificada la luminiscencia la reaccién es inactivada
con el reactivo Stop & Glow y de manera simultanea se agrega el sustrato para la segunda
luciferasa (Renilla reniformis), usando el luminometro GloMax20/20 de Promega.

Andlisis de resultados

Los valores obtenidos de la actividad de luciferasa fueron analizados para determinar la
actividad del posible promotor del gen LGALS9. Para determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas entre las diferentes condiciones experimentales, se realizé una
prueba de ANOVA de una via.
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Resultados

Anélisis in silico

Para identificar la posible region promotora del gen LGALS9 se realizaron analisis in silico
para ello se obtuvo la secuencia del gen en la base de datos del NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000017.11?report=fasta&from=27631148&t0)
=27649560) con namero de referencia NC_00017.11.

El gen LGALS9 se encuentra localizado en el cromosoma 17g11.2, el cual esta formado por
11 exones, comprende la region 27631148 a 27649560 pb, con un tamafio de 18412 pb. La
secuencia fue analizada por el programa Eukaryotic Promoter Database (EPD) para la
basqueda de posibles regiones promotoras, el programa EPD es una base de datos de
promotores eucarioticos que presentan sitios de inicio de la transcripcion y caracteristicas
clasicas como cajas TATA y sitios Inr, los cuales son reconocidos por la maquinaria de la
transcripcion. En un inicio el programa EPD mostré dos posibles regiones promotoras, la
primera entre las posiciones 27623260 del gen KSR-1y 27649392 pb del gen LGALS9; la
segunda region entre las posiciones 27630224 y 27630824 pb dentro del gen LGALS9 (datos
obtenidos en la pagina http://atlasgeneticsoncology.org/index.html). Por esta razon, se

disefiaron oligonucleotidos para amplificar un fragmento de 2089 pb que incluyeran los dos
posibles promotores, se realizd una busqueda nuevamente de la region promotora resultando
que solo una posible region promotora de 600 pb (en las posiciones 27630224 y 27630824
pb dentro del gen LGALS9, lineas amarillas) la cual se muestra en la figura 4. Con la ayuda
de la pagina https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ se identificaron las diferentes variantes del
ARNmM del gen, a partir de las secuencias de éstas se identificd el sitio de inicio de la
transcripcion (indicado con una flecha roja) al cual se le dio el +1 en la secuencia del
fragmento amplificado. La posible region promotora de 600 pb comprende de la posicion
+162 a la -426 en el fragmento de 2089 pb.
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Figura 4.-Representacion esquematica del fragmento amplificado de 2089 pb, en color amarillo las dos
posibles regiones promotoras. La flecha en rojo (r) indica el sitio de inicio de la transcripcion, la

flecha en verde (r) indica el sitio de inicio de la traduccion.

Una vez identificada las posibles regiones promotoras se realizo el analisis para encontrar
los sitios de unién a factores de transcripcién del fragmento de 2089 pb, el andlisis se realizé

a través del programa Patch 1.0 del sitio web http://gene-regulation.com/pub/programs.html,

es un programa que identifica sitios de unién a factores de transcripcién en la secuencia de
ADN, el criterio utilizado para elegir los factores de transcripcion mostrados en la figura 4
fue que el score para cada factor de transcripcién fuera de 100%, de esta manera se obtuvieron

los siguientes sitios a factores de transcripcion en la secuencia.

Dentro de la secuencia, mostrada en la figura 5, se encontraron cajas TATAA las cuales son
sitios de union a los factores TFIID y TBP, en las posiciones +5, los cuales forman parte de
la maquinaria basal de la transcripcion, estos factores nos hacen pensar que el promotor del
gen LGALS9 es un promotor clasico. También fueron encontrados sitios de union a Sp1, Sp2,
Sp3y Sp4 estos factores de transcripcion contienen estructuras de dedos de zinc, y se conoce

gue son potentes activadores transcripcionales, también se ha reportado que Spl y Sp3
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interactian con factores de transcripcion de la maquinaria basal. Adicionalmente, fueron
localizados sitios para los factores AP-1 y AP-2 los cuales también se han observado como
activadores de la transcripcion en genes que se encuentran implicados en el desarrollo del
crecimiento, diferenciacion y proliferacion. La union de AP-2 junto con Spl potencializa su

efecto activador.

Clonacion de las posibles regiones promotoras

Una vez identificados los factores de transcripcion fueron disefiados oligonucleétidos en
sitios especificos en los cuales fueron eliminados algunos de estos sitios de union a factores
de transcripcion, por lo cual se realizé una PCR (ver material y métodos) para amplificacion

de los diferentes fragmentos del posible promotor.

En la figura 6 se muestra la electroforesis de los fragmentos amplificados de 2089 pb y 1479
pb para su clonacién. Para su posterior clonacion los fragmentos amplificados, asi como el

vector pGL4.12 fueron digeridos con las enzimas de restriccion Hindlll y Xhol.
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2000 pb
1479 pb

2089 pb

1000 pb

Figura 6.- Electroforesis en gel de agarosa: carril 1) fragmento de 2089 pb (posible regién promotora), 2) marcador

de peso molecular y 3) fragmento de 1479 pb (posible region promotora).

4000 pb 4421 pb
2000 pb 2075 pb
1500 pb 1469 pb

Figura 7.- Electroforesis en gel de agarosa: carril 1) marcador de peso molecular 1 Kb, 2) fragmento de 2075 pb, 3)
fragmento de 1469 pb y 4) vector pGL 4.12 (4421 pb)
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En la figura 7 se muestra la electroforesis de la restriccion para los fragmentos de 2089 pb,
1479 pb y el vector pGL4.12. Del mismo modo se realizd la amplificacion para los

fragmentos de 727 pb y 222 pb de la posible region promotora.

Los fragmentos de 2089 y 1479 pb fueron digeridos por las enzimas Hindlll y Xhol, ademas,
los fragmentos de 727 y 222 pb fueron digeridos por las enzimas Hindlll y Kpnl. Cada
fragmento fue ligado junto con el vector pGL4.12, con los sitios de corte de las enzimas
correspondientes, posteriormente fueron introducidos en la cepa E. coli Top 10 One Shot
(véase material y métodos transformacién). Se eligieron los sitios de corte de la enzima Pstl
para confirmar que el fragmento de cada version del promotor se haya insertado dentro del
vector pGL 4.12.

En las figuras 8, 9, 10 y 11 se muestran de manera esquematica las construcciones con los

diferentes fragmentos del promotor:

Kpal 18
NéeI 319

Amp Sall 1187

\
Pstl 5332 \ 3806

NotI 5308

pLGALS9-2089

1 1201 Ndel 1242
pGL4.2089pGal9
6454 bp

1936

BamHI 4232

3871 2581
Sal1 4238

%
/ 3226
st 3968 / |

Xbal 3970 luc2CP

EcoRI 3783

Figura 8.- Representacion esquematica de la construccion pGL4.2089pGal9, (fragmento 2089 pb).
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Kpal 19 Sall 583

Amp pLGALS9-1479

Pst1 4732 \

NotI 4708

Nael 638

1171

pGL4.1479pGal9

5854 bp )
1756
Sall 3638 3511 2341
2926 i

BamHI 3632 |

\ luc2CP
Xbal 3370
EcoRI 3183

PstI 3368

Figura 9.- Representacion esquematica de la construccion pGL4.1479pGal9, (fragmento de 1479 pb).

Kpnl 19

pLGALS9-727

Parsose AL 3

4065

pLG4.727pGald
5080 bp

NotI 3934

”
2033 luc2CP

2541
1

\ \ EcoRI 2409

Xbal 2596

BamHI 2858

Pst] 2594

Figura 10.- Representacion esquematica de la construccion pGL4.727pGal9 (fragmento de 727 ph).
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sasss—f] . pGL4222pGald
4578 bp

Notl 3432 luc2CP

3200

1829

\

" EcoRI 1907

\?;:1 2092

Xbal 2094

Figura 11.- Representacion esquemaética de la construccion pGL4.222pGal9 (fragmento 222pb)

Una vez obtenidas las construcciones se continud con los ensayos de transfeccion en la linea
celular HaCat. Después de realizar los ensayos de transfeccion se realizé la actividad de

luciferasa para cada construccion.

Se evaluo la actividad de la regidén de 2089 (pGL4.2089pGal9); utilizando como control
positivo el vector pGL3 y como control negativo se utilizé el vector pGL4.12, los resultados

se muestran en la gréfica 1.
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Actividad de luciferasa

RLUs

Grafica 1.- Resultados de la actividad de luciferasa comparando la construccion
pGL4.2089pGal9, control positivo pGL3 y control negativo pGL4.12. Los resultados se
obtuvieron de tres experimentos independientes, aplicando la prueba una ANOVA de una via

con una p<0.05.

Se observo que el fragmento de 2089 pb (pGL4.2089pGal9) mostro actividad transcripcional
respecto al vector pGL4.12 que no contiene promotor, posterior a esto nos dimos a la tarea
de analizar fragmentos mas cortos del promotor (1479, 727 y 222 pb).

En la gréfica 2 se muestran las actividades de luciferasa, el ensayo se realiz6 por triplicado
en tres ensayos diferentes, el andlisis estadistico considero una p < 0.05. Los analisis nos
indican que los fragmentos clonados presentan actividad promotora, se observa una
significancia en tres construcciones, pGL4.2089pGal9, pGL4.1479pGal9 y pGL4.222pGal9,
con respecto a la construccion pGL4.727pGal9 la cual presenta una mayor actividad. Para
los fragmentos de 2089pb y 1479 pb la menor actividad con respecto a la de 727, podria ser
resultado de que contiene sitios de unién para el factor CREM que funciona como represor

de la transcripcion. También se observa que el fragmento de 222 pb presenta actividad
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semejante a los fragmentos de 2089 y 1479 pb, por lo que este fragmento puede representar
el promotor central del gen LGALS9.

151 *k

104

Grafica 2.- Resultados de la actividad de luciferasa para cada fragmento de la posible region
promotora del gen LGALS9. Los resultados se obtuvieron de tres experimentos independientes,

aplicando la prueba una ANOVA de una via con una p<0.05.
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Discusioén de resultados

La estructura de los promotores de genes humanos suele ser compleja, cominmente consisten
de multiples elementos reguladores transcripcionales (Kouzine, Levens & Baranello, 2014).
La presencia de multiples elementos reguladores dentro de los promotores confiere un control
combinado de la regulacion por lo cual incrementa el nimero de patrones de expresion
(Maston, Evans & Green, 2006). Los factores involucrados en la transcripcion correcta y
precisa de los genes por la ARN pol Il pueden ser clasificados en tres grupos: factores de
transcripcion generales (basicos), proteinas activadoras especificas del promotor
(activadores) y coactivadores (Maston, Evans & Green, 2005). Los factores de transcripcion
generales (FTG) son esenciales ademas de suficientes para un inicio de la transcripcion
preciso (Orphanides, Lagrange & Reinberg, 1996), dentro de estos factores se incluyen a la
propia ARN pol Il ademas de una variedad de componentes auxiliares como TFIIA, TFIIB,
TFID, TFIE, TFIIF y TFIIH (Malik & Roeder, 2005).

Los FTG se ensamblan en el promotor central de manera ordenada para formar el Complejo
de Preiniciacion de la Transcripcion (CPT), el cual orienta a la ARN pol Il hacia el sitio de
inicio de la transcripcion (SIT), el primer paso en el ensamble es la unién de TFIID un
complejo de multiples subunidades, una de ellas es la proteina de unién a caja TATA (TBP),
después ocurre la union de la ARN pol Il para la elongacion, después de que la ARN pol Il
se haya separado del promotor una estructura compuesta por TFIID, TFIIE y TFIIH
permanece en el promotor central para la reiniciacion de la transcripcion para la cual solo se
requiere el reclutamiento de TFIIB, TFIIF y la ARN pol 1l (Hanh, 2004).

Con el objetivo de identificar si el gen LGALS9 presenta una region promotora se utilizo el
programa EPD (Eukaryotic Promoter Database) el cual es una base de datos de promotores
que han sido identificados de manera experimental, tomando en cuenta las cajas TATA y
sitios Inr los cuales son caracteristicos en los promotores (Dreos, Ambrosini, Cavin &
Bucher, 2013).

El programa EPD proporciono dos posibles regiones promotoras, cada una con un tamario de
600 pb, en un fragmento de 2089 pb del gen LGALS9, la primera localizada en la regién -
18222 y -1222 pb y la segunda en la region -466 y +134 pb con respecto al sitio de inicio de
la transcripcion del gen LGALSO.
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Con el prop6sito de conocer que otros sitios de union a factores de transcripcion localizados
en la posible regién promotora se utilizé el programa Patch1.0 (Public 1.0 Pattern Search for
Transcription Factor Binding Sites), es un programa que predice los sitios de unién a factores

de transcripcion.

En esta region fueron encontradas ocho cajas TATA que son reconocidas por TFIID y TBP,
la caja TATA es un elemento basal del promotor que ha sido bien caracterizado, es una
secuencia rica en A/T, la secuencia consenso generalmente es TATAAA, aunque existen
algunas variaciones, se encuentra localizada entre 20 a 30 nucle6tidos rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcion, esta secuencia es reconocida por TBP (TATA binding protein) que
es una subunidad del complejo TFIID (Kutach & Kadonaga, 2000; Yella & Bansal, 2017).
Como ya se mencion6 no existen estudios sobre las regiones promotoras del grupo de las
galectinas, solo se reportan anélisis in silico. Para el caso de la region promotora de la
galectina 1, 2, 6, 10 y 11 se reporta la presencia de una sola caja TATA y nosotros
identificamos 8 cajas (en las posiciones -1836, -677, -536, -464, -436, -416, -327 y +6), el
resto de los promotores de las otras galectinas no presentan caja TATA. Otro elemento basal
del promotor es Inr (Iniciador) es una secuencia que engloba el sitio de inicio de la
transcripcion la cual es capaz de iniciar la transcripcién en ausencia de caja TATA, los
elementos Inr pueden estar presente 0 ausente en promotores que contienen caja TATA
(Kadonaga & Bansal, 2000), en la region promotora del gen LGALS9 se encontraron tres
sitios Inr (en las posiciones -1861, -1372 y -46), los cuales podrian cooperar con las cajas
TATA localizadas en esta region. Estos sitios Inr solo se identificaron en los promotores de
las galactinas 1 y 10. De manera interesante no se logré identificar elementos BRE (TFIIB
Recognition Element) y DPE (Downstream Promoter Element), los cuales también forman
parte de la estructura general de un promotor, pero estos elementos tampoco se describen
para los promotores de las otras galectinas (Butler & Kadonaga, 2002).

Ademas, fueron encontrados veinticuatro sitios de unién para el factor de transcripcién Spl,
distribuidos a lo largo de la posible region, Spl recluta la maquinaria basal de la
transcripcion, interactuando con TFIID. Spl reconoce secuencias consenso como GC y
GT/CACC. Al igual que Sp1l, los factores Sp2, Sp3 y Sp4, localizados en dos sitios (-1877 y

-724) de la posible regién promotora del gen LGALS9 también son capaces de regular la
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actividad transcripcional, se ha observado que estos factores, Sp2, Sp3 y Sp4, unidos a Spl
son potencializadores de la actividad transcripcional (O’Connor, Gilmour & Bonifer, 2016).
Haciendo una comparacion con el promotor de LGALS3 (Galectina 3) el cual presenta cinco
sitios para Spl y por los cuales mantienen la actividad de este promotor (Kadrofske, Openo
& Wang, 1997), el promotor de LGALS9 presenta un mayor nimero de sitios de union para
Sp1 por los cuales pueden potencializar su actividad transcripcional.

También fueron localizados tres de sitios de unién para el factor GATA 1 (-1379, -751 y -
667), el cual se observado que participa en la regulacion del desarrollo de eritrocitos, la
secuencia consenso que reconocen es A/TGATA/G, se le ha observado como activador de la

transcripcion (Tremblay, Sanchez-Ferras & Bouchard, 2018).

Hasta ahora no existe algun reporte sobre el analisis de la region promotora del gen LGALS9

en humanos, los estudios actuales solo estdn enfocados en los promotores de rata y raton,
encontrando sitios de unién a AP1 para rata, AP2, TCF2a, GATA 1/2/3 para raton (Mishra,
Grzybek, Niki, et al., 2010). En el andlisis realizado en la posible region promotora
encontramos cajas TATA, las cuales son reconocidas por la subunidad TBP del complejo
TFIID, otro elemento es el sitio sitio Inr, el cual contiene secuencias ricas en pirimidinas,
estos son factores esenciales para la union de la maquinaria basal de la transcripcion (Smale
& Kadonaga, 2003), estos sitios nos proporcionan informacion de que este promotor se activa
de forma clésica, es decir por medio de cajas TATA y sitios Inr. Analizando la posible regién
promotora del gen LGALS9 se encontraron sitios de union para AP2, AP1y GATA 1 como
los hallados en ratdn y rata (Mishra, Grzybek, Niki, et al., 2010).

También fueron localizados un par de sitios que reconoce c-Jun, el cual se ha reportado como
un activador de la transcripcion y que Steelman, Smith, Welsh y Li en 2013 hallaron en

astrocitos.

Al analizar los diferentes fragmentos de la region promotora se observa una menor actividad
en los fragmentos de 2089, 1479 y 222 pb comparados con el fragmento de 727 pb. Dentro
de los fragmentos de 2089 y 1479 pb se encuentran 4 sitios de union a CREM-tau el cual se
ha observado ser un represor en la actividad promotora, la actividad represora de CREM-tau
se ha observado en testiculos de raton (Nantel, Monaco, Foulkes, et al. 1996) y humano (Bher

& Wenbauer. 2000) observando un efecto de arresto del desarrollo de las espermatogonias,
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en humano se ha identificado que CREM-tau actiia como un represor (Bher and Wenbauer.
2000).

Al observar una actividad menor en los fragmentos de 2089 y 1479 pb se realiz6 una nueva
consulta en el programa EPD, se encontr6 que la base de datos de dicho programa habia sido
actualizada ya que solo proporciono una solo posible region promotora, -466 y +134 pb, la
cual esta presente en el fragmento de 727 pb. En este fragmento de 727 pb ya no contiene
estos sitios de union, lo que podria estar relacionado con el aumento de la actividad en el

fragmento, manteniéndose los sitios de uniéon a TFIID, TBP, Sp1, Inr, AP1. completar

La disminucion de la actividad en este fragmento. de 222 pb, en relacion al fragmento de
727 pb, puede ser atribuida a la eliminacion de dos sitios de unién de TFIID y TBP, dejando
solo un sitio de unién a TFIID y TBP, ademas de un sitio Inr junto con el sitio de inicio de la
transcripcion, por lo cual a esta region la podremos llamar el promotor central del gen
LGALS9 ya que en esta region (222 pb) se observa una disminucion de la luciferasa en

relacién al fragmento de 727 pb.
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Conclusiones

Por medio de analisis in silico se encontro, al inicio de la investigacion, se encontraron dos
posibles regiones promotoras pero la realizar una segunda revision en el programa EPD solo
se encontr6 una sola regién promotora del gen LGALS9, que comprende una extension de
600 pb, la cual se encuentra ubicada entre las posiciones -426 y +162 respecto al sitio de
inicio de la transcripcién y que por medio de ensayos de luciferasa se comprob6 que tiene
actividad promotora, proponiendo que esta regién es el promotor del gen LGALS9.

Esta region promotora presenta cajas TATA, asi como también sitios Inr, por lo que se

propone que es un promotor clasico.

El fragmento de 222 pb mantiene una actividad menor por lo que se propone como el

promotor minimo del gen LGALS9, sin embargo, es necesario realizar construcciones mas

pequefias para poder hallar la region en la cual la actividad aun se conserva.
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Perspectivas

Realizar ensayos de inmunopreciptacion de cromatina (ChlIP) con diferentes factores de

union para confirmar los sitios de union identificados con el programa Patch 1.0.

Realizar la construccion de regiones mas cortas del promotor para poder encontrar el

promotor minimo que mantenga actividad.

Mutar los sitios de unién a TFIID, TBP, Inr, Sp1l y AP1 para observar si algun otro sitio de

unién puede mantener la actividad transcripcional del promotor en ausencia de ellos.
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