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Resumen

El gen ST3GAL4, codifica para la enzima ST3GAL IV, la cual cataliza la
transferencia de acido sialico a una estructura final tipo Gal31,4GIcNAc, esta enzima
participa en la sintesis del antigeno Sialil Lewis X (sLe (x)), el cual se ha encontrado
incrementado en diversos tipos de cancer. Se ha encontrado alteraciones en la
expresion de ARNm del gen ST3GAL 4 en diversos tipos de cancer, dependiendo
del tipo histologico, este gen cuenta con mas de un promotor, lo cual indica una
regulacion compleja, en el grupo de trabajo, se encontré una isoforma de ARNm
gue previamente no se encontraba reportada, esta isoforma de la variante V3, que
se detectd en lineas celulares HaCat, SiHa, HeLa y C33A. Ademas, también se
realizaron estudios de actividad de promotor de la variante V3, evaluando la
actividad de cuatro fragmentos de 1735 pb, 685pb, 484 pb, y de 209 pb, sin
embargo, no se logré determinar el promotor minimo, pero se demostré que en el
fragmento de 209 pb no presentaba actividad de promotor, por lo que el objetivo de
este trabajo fue identificar el promotor minimo de la variante V3 del gen ST3GAL 4,
para lo cual se evaluo la actividad de tres fragmentos que se encuentran entre la
region comprendida entre los fragmentos de 484 pb y el de 209 pb. Para ello, se
realiz6 un analisis in silico mediante herramientas bioinformaticas con el objetivo de
identificar los sitios de union a factores de transcripcién, y se seleccionaron
solamente los pertenecientes a humano, entre los que se encuentran SP1
(Specificity Protein 1), VDR (Vitamin D Receptor), AP-1 (Activator Protein 1), los
cuales pueden estar involucrados en la regulacion de la transcripcion. Finalmente
se evalud la actividad de tres fragmentos de promotor con un tamafno de 375 pb,
353 pb y 209 pb en la linea celular HaCat, obteniendo que el fragmento de 316 pb
como promotor minimo, al ser el ultimo en mantener la actividad de promotor y
contener los elementos necesarios para el reclutamiento de la maquinaria

transcripcional.
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INTRODUCCION

Glicosilacion

La glicosilacion es un proceso enzimatico que se lleva acabo principalmente en
reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi de células eucariotas. Este consiste
en la adicion de moléculas de polisacaridos, oligosacaridos, o monosacaridos a
proteinas, lipidos u otros carbohidratos; al producto de este proceso se le denomina
glicoconjugado (Bloom et al. 2004). Estos glicoconjugados participan en el
reconocimiento de sefales sobre la superficie celular, interacciones célula - célula

y célula — matriz extracelular (Vajaria et al. 2015).

En el caso de la glicosilacion de proteinas, el proceso enzimatico comienza en el
citosol, continua en el reticulo endoplasmatico y termina en el aparato de Golgi. La
accion coordinada de las enzimas glicosiltransferasas y glicosidasas, genera
glicoproteinas con polisacaridos formados de glucosa (Glc), galactosa (Gal),
manosa (Man), fucosa (Fuc), N-acetilglucosamina (GlcNac), N-acetilgalactosamina
(GalNac) y acido N-acetilneuraminico o acido sialico (Sia) (Freeze y Aebi, 2005;
Pérez et al. 2015). Existen varios tipos de glicosilacién de proteinas, sin embargo,
los principales son, la N-glicosilacion y la O-glicosilacion, se diferencian
dependiendo del tipo del enlace que se genera entre el residuo de aminoacido y el
carbohidrato aceptor (Freeze y Aebi, 2005). En el caso de la N-glicosilacion, existe
una union entre un residuo de asparagina (N) de la cadena polipeptidica con un
carbohidrato. Mientras que en la O-glicosilacion, el enlace se produce entre un
grupo hidroxilo de los residuos de serina (S) o treonina (T) del polipéptido con un
carbohidrato. La nueva cadena polipeptidica modificada por N u O glicosilacion
continua con modificaciones en el aparato de Golgi donde ocurre un proceso que
se denomina “glicosilacion-terminal”. Durante este proceso, la adicion secuencial de
carbohidratos genera cadenas lineales o ramificadas de residuos de
monosacaridos. Uno de estos procesos terminales es la adicion de acido sialico a



la posicion terminal de la cadena del N u O glicano; a este proceso se le denomina
sialilacion (Freeze y Aebi, 2005).

Acidos sialicos y sialilacion

A nivel molecular, los Sia (Figura 1A) comprenden una familia de 43 monosacaridos,
derivados del acido neuraminico, (5-amino-3,5-didesoxi-D-glicero-D-galacto-nono-
2-ulsonico) y cuenta con nueve carbonos con grupos funcionales especificos
(Schauer, 1982; Wang y Miller, 2003). Una de las ramas de Sia es la N-acetilada, la
cual forma los acidos N-acetilneuraminicos (Neu5Ac, NANA)(Figura 1B), los cuales
son la forma mas extendida de los Sia y la que mas se presenta en humanos (Figura
1) (Schauer, 1982; Wang y Miller, 2003).
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Figura 1. Estructura quimica del acido sialico (A) y del acido N-acetilneuraminico (B).

Los Sia se encuentran en la superficie de todo tipo de células en las posiciones
terminales de glicoconjugados (Bauer y Osborn, 2015). Su importancia biologica
radica en que influyen en la estructura y funcion de glicoconjugados y pueden ser
ligando en lectinas y anticuerpos; ademas de que se ha observado que median
procesos de interaccion celular (Figura 2) (Bauer y Osborn, 2015). También median
interacciones célula-célula, glicano-célula, patdégeno-célula y de debido a su carga
electronegativa, median funciones de repulsién en interacciones célula-célula
(Bauer y Osborn, 2015).
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Figura 2. Procesos en que se encuentran involucrados los acidos sialicos

Los Sia se pueden encontrar en las regiones terminales de los N u O glicanos
enlazados a residuos de Gal en las posiciones a-2,3 6 a-2,6. También se pueden
encontrar unidos a residuos de N-acetil galactosamina en el enlace 0-2,6 y a
residuos de otros Sia por medio del enlace a-2,8. Estos tipos de enlaces son
catalizados por enzimas denominadas sialiltranferasas, que emplean un azucar
donador como sustrato (Schauer, 1982; Wang y Miller, 2003). Estas enzimas
transfieren el Sia de una molécula citidin-monofosfato hacia un grupo hidroxilo
aceptor (Schauer, 1982; Wang y Miller, 2003)
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Sialiltransferasas

Hasta el momento se han descrito veinte enzimas sialiltransferasas en mamiferos,

de las cuales, quince han sido clonadas en humano. Las sialiltransferasas se

agrupan en subfamilias (Tabla 1) dependiendo del tipo de enlace que lleven a cabo

y del tipo de carbohidrato aceptor, asi pueden ser Gal, GlcNac y GalNAc (Harduin

et al. 2001; Ress y Linhardt, 2004) Estas enzimas se localizan en aparato de Golgi

y son proteinas integrales de membrana (Wang et al. 2015).

Tabla 1. Sialiltransferasas de humano que han sido clonadas

Sialiltransferasa

ST3Gal-I
ST3Gal-ll
ST3Gal-lll
ST3Gal-IvV
ST3Gal-V
ST3Gal-VI
ST6Gal-I
ST6Gal-ll
ST6GalNAc-I
ST6GalNAc-II
ST6GalNAc-III
ST6GalNAc-IV
ST6GalNAc-V
ST6GalNAc-VI
ST8Sia-I
ST8Sia-ll
ST8Sia-lll
ST8Sia-IV
ST8Sia-V
ST8Sia-VI

Subfamilia a6-sialiltransferasa

Glicoconjugado sobre el cual actia
O-glicano

O-glicano

O-glicano, N-glicano
O-glicano, N-glicano
Glicolipido
N-glicano, Glicolipido
N-glicano

N-glicano

O-glicano

O-glicano

O-glicano

O-glicano

Glicolipido
Glicolipido
Glicolipido

N-glicano

N-glicano

N-glicano

Glicolipido

Acido sialico en O-glicano

En esta familia se encuentra la ST6Gal |, la cual media la transferencia de un residuo

de Sia en posicion a-2,6 a un residuo terminal de galactosa de disacarido tipo 2
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(Gal1-4GIcNAc), esta sialiltransfersas no puede catalizar en estructuras
denominadas de tipo 1 (Gal1-3GIcNAc) o tipo 3 (Gal1-3GalNAc) como un sustrato
aceptor (Harduin et al. 2001).

Subfamilia a-2,6-sialiltransferasa a GalINAc

Las enzimas ST6GalNAc |, Il y IV son los tres miembros de esta subfamilia, los
cuales catalizan la transferencia de Sia en una posicion a-2,6 en residuos de
GalNAc (Harduin et al. 2001).

Subfamilia a-2,8-sialiltransferasa

Esta subfamilia contiene a seis miembros los cuales van de la ST8SIA |-VI, las
cuales estan involucradas en la sialilacion de a-2,8 de ganglidsidos, también son
responsables de la biosintesis de GD3 (Disialodihexosylganglioside) a partir de GM3
(Monosialodihexosylganglioside), también catalizan la polimerizacion de los
residuos de acido a-2,8-sialico en las estructuras GD3 (NeuSAca2- 3 (6) GalB1-
4GIcNAc) encontradas en los N-glicanos (Teintenier et al. 2005).

Subfamilia a-2,3-sialiltransferasas

Esta familia se encuentra integrada por seis miembros, los cuales van de ST3Gall
a ST3Gal VI, los cuales se han encontrado en tejidos humanos, pero con una
especificidad diferente de sustrato (Harduin et al. 2001). Las ST3Gal | y ST3Gal Il
median la transferencia de Sia a un residuo de Gal, en posicién terminal Gal 1-
3GalNAc en glicolipidos y glucoproteinas (Harduin et al. 2001). La sialiltransferasa
ST3Gal Il cataliza la transferencia de Sia a una cadeda tipo dos (Gal 1-4GIcNAc),
se ha encontrado que se encuentra altamente expresada en musculo esquelético
(Harduin et al. 2001).
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Sialiltransfersas en cancer

Los perfiles de sialilacién se encuentran alterados en cancer (Tabla 2) (Munkley y
Elliott, 2016; Vajaria et al. 2015), estas alteraciones pueden provocar una sialilacion
adicional en los N-Glicanos (Hipersialilacion), o produccion de O-Glicanos truncados
con sialilacion prematura (Bauer y Osborn 2015). Un ejemplo de esto, es que en
células cancerosas se caracterizan por tener altos niveles de glicanos sialilados
(Vajaria et al. 2015). Los altos niveles de glicanos sialilados, incrementan las cargas
negativas, lo cual interrumpe la adhesiéon celular ya que promueve el
desprendimiento de las células de la masa tumoral mediante repulsion electrostatica
(Munkley y Elliott, 2016). Otro ejemplo, es el incremento de la sintesis del antigeno
sLe (x) (NeubAca2-3GalB1-4[Fuca1-3]GIcNAcB); este antigeno promueve la
adhesion de las células tumorales con las células endoteliales, lo que facilita la
migracion y la diseminacion de células cancerosas, lo cual conduce a metastasis y
formacion de tumores (Cohen et al. 2019). Estos fenotipos pueden deberse a la
expresion irregular de sialiltransferasas que genera cambios en los patrones de
sialilacion (Marth y Grewal, 2008). Asi, el estudio de la expresion estas enzimas y
de la regulacién de su expresion es importante, ya que la expresion alterada de
estas enzimas puede tener consecuencia en la sialilacion aberrante y en el

comportamiento celular (Wang et al. 2015).

Tabla 2: Ejemplos de alteracion de la expresion del ARNm o proteina de sialiltranferasas en
cancer

Sialiltransferasa Tipo de Cancer Expresion alterada: Referencias:
ST3 Gal lll Cancer gastrico ARNm incrementada Gretschel et al.
2003
ST6 Gal | Cancer gastrico ARNm incrementada  Gretschel et al.
2003
ST3 Gal IV Cancer ARNmM disminuida Roa et al. 2018
Cervicouterino
ST6 Gal | Cancer ARNm incrementada  Lopezet al. 2009
Cervicouterino
ST3 Gal IV Cancer Gastrico Enzima incrementada Seiichi et al. 2002
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ANTECEDENTES

Expresion de gen ST3GAL4 en cancer

El gen ST3GAL4 codifica para la enzima B-galactosido a-2,3-sialiltransferasa 4
(ST3GAL V). Esta enzima cataliza la transferencia de Sia a una estructura final tipo
GalB1,4GIcNAc. La importancia biolégica, es que participa en la sintesis del sLe (x)
que se encuentra incrementado en diversos tipos de cancer (Cohen et al. 2019).

La expresion del ARNm de este gen, se encuentra alterada en distintos tipos de
cancer. Por ejemplo, en cancer cervicouterino y cancer de riidon su expresion esta
disminuida, mientras que en cancer gastrico y lesiones de cuello uterino esta
incrementada (Tabla 3). La expresion de este gen parece ser compleja ya que
contiene varios promotores que pueden estar activos dependiendo del tipo
histologico (Peng et al. 2001; Colomb et al. 2016; Roa et al. 2018).

Tabla 3: Expresion del ARNm de ST3Gal4 en diferentes tipos de cancer.

Modelo Alteracion ARNm Referencia
Lesiones de cuello Aumenta Dolores et al. 2009
uterino

Cancer gastrico Aumenta Jun et al. 2012
Carcinoma renal Disminuye Saito et al. 2002
Cancer cervical Disminuye Peng et al. 2001
Cancer colorrectal Sin cambios Petretti et al. 1999

Gen ST3GAL4
El gen ST3GAL4, se encuentra ubicado en la region q24.2 del cromosoma 11 de Ia,

cuenta con un tamafo alrededor de 84 kb y contiene 17 exones (Figura 3) (Kitagawa
y Paulson, 1993) (NCBI, 2019).
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Figura 3. Estructura del gen ST3GAL4 actualizada, en el que se muestran sus exones, los
promotores y las isoformas de ARNm para las que codifica cada promotor.

La regulacion de este gen es compleja, ya que tiene por lo menos 5 promotores:
pBX (pV2), pB1 (pV1), pB2, pB3 (pV4) y pA que codifican para 4 isoformas de
ARNmM, respectivamente: V2, V1, B2 y V4 (Figura 3) (Colomb et al. 2016).

En el grupo de trabajo se realizé un alineaminto del gen ST3GAL4 en el que se
encontré un cambio en los nombres reportados en el Genbank, pasando de las

isoformas “B” a las isoformas “V” (Figura 4), también se encontré el ARNm de la

isoforma V3 que previamente no se encontraba reportada (Roa et al. 2018).

Nomenclatura actual Isoformas B Tamano de transcrito.  Isoforma proteica y
de las variantes de reportadas por numero de aceso.
ARNmM. Kitagawa et al.

V1 B1 2053 b Isoforma 1
NM-006278 NP_006269

V2 Bx 1854 b Isoforma 2
NM-001254757 NP_001241686
V3 - 1727 b Isoforma 2
NM-001254758 NP_001241687
V4 B3 1871 b Isoforma 3
NM-001254759 NP_001241688
- B2 - -

Figura 4. Isoformas de ARNm del gen ST3GAL4 actualmente reportadas en NCBI (Figura
tomada de Roa et al. 2018).
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En la base de datos NCBI, esta reportada la isoforma isoforma V3 y datos previos
del grupo de trabajo (Roa et al; 2018), reportaron la presencia de esta isoforma en
las lineas celulares HaCaT, SiHa y HelLa (Figura 5). Sin embargo, esta isoforma de
encuentra ausente en la linea celular C33A, sugiriendo que su expresion puede ser

regulada de forma distinta en este tipo celular.

Debido a ello y a que no se habia reportado el promotor de la isoforma V3, el grupo
de investigacion identifico y caracterizo el promotor de dicha isoforma. En el grupo
de trabajo se evaluo la actividad del promotor V3, en lineas celulares HaCat (Ortiz,
2017).

MW HaCaT SiHa HeLa C33A Neg

150 bp Vi

100 bp

Figura 5: Gel de agarosa que muestra los ARNm de las isoformas V1, V2y V3 en
lineas celulares (Roa et al. 2018).

Con el fin de identificar y caracterizar el promotor de la isoforma V3, se evalud la
actividad de estas regiones, las cuales consisten en deleciones de bases de la
region 5 del promotor completo de 1735 pb. Asi se evalué la actividad de promotor
de una region de 684 pb, otra de 484 pb y una de 209 pb. Las dos primeras regiones
mostraron actividad similar a la del promotor completo (Figura 6), sin embargo, la
region de 209 pb, no mostré actividad. Estos datos sugieren que el tamafo del
promotor V3 fdel gen ST3GAL4 que mantuvo la actividad, se localiza entre las
regiones de 484 pb y 209 pb (Ortiz, 2017).
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Actividad del promotor pV3 del gen ST3Gal4
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Figura 6: Graficas de actividad de construcciones de la isoforma V3 del gen ST3GAL 4
evaluadas en linea celular HaCat. (Ortiz, 2017)
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JUSTIFICACION

En cancer la expresion de la sialiltransferasa ST3GALIV se encuentra alterada, esta
enzima es codificada por el gen ST3GAL4, el cual transcribe para mas de una
isoforma de ARNm que son producto de sus diferentes promotores y de splicing
alternativo. Recientemente se ha identificado la isoforma V3 de ARNm que

previamente no se encontraba descrita.
Aunque se han realizado estudios con el fin de identificar y caracterizar el promotor

minimo de la isoforma V3, aun se desconocen los elementos que pueden estar

involucrados en el mantenimiento de actividad transcripcional.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el grupo de investigacion se identifico la secuencia de aproximadamente 1735
pb, como promotor de la isoforma V3 del gen ST3GAL 4 presentando actividad
transcripcional, se le realizaron deleciones apartir de 5 obteniendo fragmentos de
684 pb, 484 pb, y 209 pb, de las cuales, las secuencias de 684 pb y 484 pb
mostraron actividad de promotor similar a la del promotor completo, sin embargo la

secuencia de 209 pb carece de actividad de promotor.

Asi para la realizacion de este trabajo, se plantean las siguientes preguntas de

investigacion:

-¢,Cual es el promotor minimo de la variante V3 del gen ST3GAL4?

-¢,Qué elementos son necesarios para mantener la actividad transcripcional
del promotor V3 del gen ST3GAL4?

20



OBJETIVOS

Objetivo general:
+ Identificar el promotor minimo de la isoforma V3 del gen ST3GAL 4.

Objetivos especificos:
« Evaluar la actividad de diferentes fragmentos de promotor que se localicen
entre la regién 484pb y 209pb de la isoforma V3 del gen ST3GAL 4.
+ Identificar los elementos de promotor necesarios para mantener la actividad

de promotor de la isoforma V3 del gen ST3GAL4.
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HIPOTESIS

El promotor minimo de la variante V3 del gen ST3GAL4, se localiza en la region
comprendida entre las posiciones -44 pb y -528 pb .
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METODOLOGIA

Analisis in silico

Se realizé la busqueda de la secuencia genética del gen ST3GAL4 de Homo
sapiens en la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Posteriormente se empleo el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
con el fin de comprobar que la secuencia con la que se estaba trabajando
previamente correspondia al gen ST3GALA4.

Se empled el programa bioinformatico Eukaryotic Promoter Database (EPD)
(https://epd.epfl.ch//index.php) el cual realiza la busqueda de secuencias de

promotores en células eucaridticas, con el fin de mantenerse actualizado en cuanto

a la preservacion de la region promotora previamente identificada.

Una vez que se obtuvo la secuencia, se realizé una busqueda de los posibles
elementos de union a factores de transcripcion por medio de la herramienta
bioinformatica Patch 1.0, que se encuentra en la base de datos de Gene Regulation,
la cual utiliza los datos de la base de datos de factores de transcripcidén eucarioticos
TRANSFAC (Transcription Factor). Esta herramienta permite predecir los sitios de
unién a factores de transcripcién. Se seleccionaron los sitios de unién a factores de
transcripcion pertenecientes a humano y que presentaban una identidad del 100%.
Asimismo, se buscaron dentro de la secuencia elementos como cajas TATA, cajas
GC, sitios INR (Initiator element) y elementos descendentes de promotor (DPE), los

cuales son elementos basicos para identificar las regiones promotoras.
Disefo de oligonucleétidos
Empleando el programa FastPCR, se disefiaron oligonucleotidos delanteros, que se

emplearon para la clonacion de tres fragmentos que se localizan entre los

fragmentos pV3(484 pb) y pV3 (209 pb), los cuales se observan en la Tabla 4,
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previamente ya se tenia el oligonucledétido reverso (Ortiz, 2017), el disefio incluyé
sitios de corte para enzimas de restriccion para digerir el producto de PCR:

Tabla 4: Secuencias de oligonucleétidos y sus enzimas de restriccion.

Nombre de No. Secuencia Enzima de Posicion
oligonucledtido PB restriccidon

ST3Gal4 pV3 Fc1 22 GGCTTTGCTCGAGCCCTTTATG Xho | Delantero
(375 pb)

ST3Gal4 pV3 Fc2 22 CTCAGAGCTCGAGCAGCAATGT Xho l Delantero
(353 pb)

ST3Gal4 pV3 Fc3 21 GAAAGGTACCATGTTGTCTTG Kpn | Delantero
(316 pb)

ST3Gal4 pV3 Rv 23 CCTCTGACGCCAAAGCTTTTTCC Hind lll Reverso

Amplificacion de fragmentos del promotor V3 del gen ST3Gal4

Se amplificaron tres fragmentos del promotor de la isoforma V3 de 375 pb, 353 pb
y 316 pb, por medio de PCR punto final; para ello se utiliz6 como templado

fragmento de pV3ST3 GAL4 (484 pb) obtenido previamente en el grupo de trabajo.

Las condiciones de PCR fueron 95 °C por 1 minuto para la fase de
desnaturalizacion, 58 °C por 1 minuto para la fase de alineamiento y 72 °C por 2

minutos para la fase de extension, por 40 ciclos.

El contenido de las reacciones de amplificacion se preparé con: 5 uL de Master Mix
de la marca Thermo Fisher, 1 yL de oligonucleétido delantero (10 mM/ L), 1 L de
Oligonucledétido reverso (10 mM/ uL), 0.5 uL de DNA templado, 2.5 pL de H2O estéril

grado molecular.

Para observar el producto de la amplificacion, se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 1% de agarosa tefiido con 1.1 yL de Midori Green Advance DNA Stain
(Nippon Genetics). Se utilizé el marcador de peso molecular de 100pb (Axigen) para
determinar el tamafo de los fragmentos obtenidos. Las condiciones de la
electroforesis fueron un tiempo de corrimiento de 35 minutos a 100V. La
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visualizacion de los resultados de la electroforesis fue en un transiluminador de
mesa (UVP).

Plasmidos

Para clonar los fragmentos se empled el plasmido pGL4.12[luc2CP] (Figura 7)
(Promega). Este plasmido es un vector que contiene el marco de lectura para la
enzima luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis), y carece de una region
promotora. Rio arriba de este gen, se localiza un sitio de clonacién multiple, que
permite la clonacion de secuencias promotoras, de forma que, en presencia de un
promotor, se expresara la enzima luciferasa. También, contiene un gen que confiere
resistencia a Ampicilina, el cual permite la seleccién de clonas de bacterias que
porten el plasmido tras una transformacion.

Synthetic poly(A)
signal/transcriptiona
pause site

(for background
reduction

Bgll/Sfil | 9
Acc6bl 15
Kpnl 19
EcolCRI | 24
Sacl 26
Nhel 28
Xhol 34
EcoRV 42

pGL4.12[/uc2CP]
Vector
(4421bp)
Bglll 47
Bgll/Sfil | 60

2208 Hindlll 66

2199

SV40 late

poly(A) signal UC2CP

4723MA

EcoRI 1750

Figura7: Estructura del plasmido vector pGL 4.12[/uc2CP]

Por otro lado, también se empled el plasmido pGL4.72[hRIucCP] (Figura 8)
(Promega) para los ensayos transfeccion descritos mas adelante. Este plasmido
contiene un gen que codifica para la enzima luciferasa de Renilla reniformis, esta
enzima difiere de forma estructural a la luciferasa de Photinus pyralis, y en el

sustrato que utiliza para producir luminiscencia.
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Synthetic poly(A) signal/
o transcriptional pause site

(for background reduction)

Amp’
Sfil 9
Accebl 15
Kpnl 19
EcolCRI | 24
ori pGL4.72[hRIucCP] Sacl 26
Vector Nhel 28
Xhol 34
(8704bp) Bglll 47
Sfil 60
1488 [Sall Hindlll 66
1482 |BamHlI
SV40 late /
poly(A) signal hRIucCP E:
EcoRI 1033

Figura 8: Estructura del plasmido pGL4.72[hRIucCP]

Clonacion

Se realiz6 una restriccion en los extremos de los tres fragmentos amplificados y en
el vector pGL4.12, empleando las enzimas de restriccion correspondientes (Tabla
4). Los fragmentos 375 pb y 353 pb se escindieron con nucleasas Xho | y Hind Il
(Thermo Scientific), mientras que el fragmento de 316 pb se trato con las enzimas
Kpn | y Hind lll (Thermo Scientific), asi como también al vector con las enzimas
correspondientes para cada producto de PCR. La reaccién se realiz6 como se
muestra en la Tabla 5:

Tabla 5. Condiciones de restriccion.

Inserto(ng/pL) Vector(ng/pL)
Tipo de ADN 12 1.5
Xho | 1 1
Hind 11 1 1
Buffer 2 2
H20 4 14.5
Total 20 20

La reaccion se incub6 a 37 °C por 3 horas. Para confirmar el ensayo de restriccion,
se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los fragmentos obtenidos, se
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cortaron y purificaron del gel de agarosa, utilizando el kit Gel DNA Recobery kit de
Zymo Research y se siguieron las instrucciones del proveedor.

A continuacion, los fragmentos se ligaron en el vector pGL4.12, utilizando la enzima
T4 DNA Ligase (Thermo Scientific), se incubaron a 22°C durante tres horas y a 4°C
durante la noche. El resultado de la ligacién se utilizé para transformar bacterias
E.coli Top 10 quimicamente competentes tratadas con Cloruro de calcio al 0.1 My
fueron transformadas mediante choque térmico. Se seleccionaron las unidades
formadoras de colonias (UFC), usando un medio selectivo con Ampicilina, que
portaran el vector y se crecieron para realizar con ellas una miniprep (Extraccién de
plasmido de un cultivo) con el fin de obtener los plasmidos, empleando el kit Zippy
Plasmid Miniprep de la marca Zimo Research, para la extraccion de plasmido y se

siguieron las instrucciones del proveedor.

Para comprobar que los fragmentos se clonaron en el vector, se realizé una PCR
punto final, utilizando los oligonucledétidos ST3Gal4 pV3 Fc1 (375 pb) y ST3Gal4
pV3 Rv para la construccion pV3 ST3GAL4(375 pb), pV3 Fc1 (353 pb) y ST3Gal4
pV3 Rv para la construccion pV3 ST3GAL4(353 pb) y pV3 Fc1 (316 pb) y ST3Gal4
pV3 Rv para la construccion pV3 ST3GAL4(316 pb) y mediante electroforesis en gel
de agarosa se confirmo la generacion de construcciones pV3 ST3GAL4 (375 pb),
pV3 ST3GAL4(353 pb), pV3ST3GAL4(316 pb) (Tabla 4).

Las condiciones de PCR fueron 95 °C por 1 minuto para la fase de
desnaturalizacion, 58 °C por 1 minuto para el alineamiento y 72 °C por 2 minutos
para la fase extension, por 40 ciclos.

El contenido de las reacciones de amplificacion se preparon con: 5 uL de Master
Mix de la marca Thermo Fisher, 1 uL de oligonucledétido delantero (10 Mm), 1 uL de
oligonucleadtido reverso (10 Mm), 0.5 pL de DNA templado, 2.5 pL de H20 estéril

grado molecular.
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Posteriormente, se procedio a realizar una extraccion plasmidica a gran escala con
el kit NucleoBond Xtra plasmid purification Maxi, con el objetivo de extraer una gran
cantidad de plasmido con un alto grado de concentracién, y asi emplearlo en los
ensayos de transfeccion. En la Tabla 6 se muestran las concentraciones de las

extracciones, que se obtuvieron en (ng/uL), por extraccion se emplearon dos tubos.

Tabla 6. Concentraciones de las extracciones de plasmido Maxi.

Nombre de plasmido No. Tubo Concentracion (ng/pL)
pGL4.12 V3 (375 pb) 1 768
[4746pb] 2 323
pGL4.12 V3 (353 pb) 1 2198
[4724pb] 2 1968
pGL4.12 V3 (316 pb) 1 1234
[4671pb] 2 1722

Linea celular HaCat

La linea celular HaCat son queratinocitos humanos inmortalizados no tumorales,
obtenida de un hombre de 62 afos. Debido a que esta linea celular expresa la
isoforma V3 del gen ST3GAL4 se utilizé para los ensayos de medicion de actividad
de promotor.

Ensayos de transfeccion

Para realizar los ensayos de transfeccion se sembraron 80,000 células en cada
pocillo de placas P24 y se cultivaron en medio DMEM sin antibiotico, con 10% de
SFB a una temperatura de 37 °C con una atmosfera de 5% de CO> por un tiempo
de 24 horas.

Pasadas 24 horas, y con una confluencia del 80%, las células se co-transfectaron
con las construcciones y el vector pGL4.72 (Figura 9), empleando el kit
Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher).
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Figura 9: Esquema de co-transfeccion, en el que se un vector reportero junto con un vector
control, con el fin de medir la actividad de promotor por medio del ARNm que expresan.

Se co-transfectaron 600 ng de construccién junto con 20 ng del vector pGL4.72
(Tabla 7), para lo cual se agregaron en un tubo eppendorf, junto con medio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) (sin suero fetal bovino y sin antibiético), y con
el reactivo p3000, estos tubos se mezclaron con tubos que contenian lipofectamina
y se dejaron reposar a temperatura ambiente por 5 min. Los complejos plasmidicos
con lipofectamina, se adicionaron a cada pocillo, estos ensayos fueron realizados
por triplicado:

Tabla 7. Condiciones de transfeccion

Construccion Plasmido Ng

pV3 L(1735 pb) pGL4.72 20 ng
pV3 L(1735 pb) 600 ng

pV3 S(482 pb) pGL4.72 20 ng
pV3 S(482 pb) 600 ng

pV3(375 pb) pGL4.72 20 ng
pV3(375 pb) 600 ng

pV3(353 pb) pGL4.72 20 ng
pV3(353 pb) 600 ng

pV3(316 pb) pGL4.72 20 ng
pV3(316 pb) 600 ng
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Transcurridas 24 horas después de la transfeccion, se les realizé a las células tres
lavados con PBS 1X (Phosphate Buffered Saline), y se lisaron en buffer de lisado
PBL (Passive Lysis Buffer) durante dos horas a temperatura ambiente en agitacion.
Completado el lisado celular, se tomaron 20 pL del lisado celular y se midié la
luminiscencia emitida tras anadir el sustrato correspondiente a cada luciferasa. Asi
primero, se afiadid 20 pyL de buffer LAR Il (Luciferase Assay Reagent Il) para la
medicion de la actividad de Luciferasa (Photinus pyralis) y después se afiadi6 20 pL
de solucion Stop and Glow; esta solucidn detiene la actividad de esta luciferasa y
secuencialmente comienza la actividad de la luciferasa de Renilla reniformis; las

lecturas se llevaron a cabo en el luminometro Glomax 20/20 (Fig. 10).

Firefly coelenterazine

luciferin

cell ! !
extracts Firefly luciferase Renilla luciferase

Promoter activity = Firefly luciferase activity / Renilla luciferase activity

Figura 10: Esquema de la reaccion que se realiza para la lectura de actividad del
promotor clonado.

Los resultados obtenidos en los estudios de expresion se realizaron por triplicado,
estos fueron promediados y graficados, también se les realizdé la prueba T de
Student.
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RESULTADOS

Caracterizacion del fragmento de promotor 484 pb de la isoforma V3 del gen
ST3GAL4

Los resultados obtenidos mediante el programa de TRANSFAC arrojaron mas de
300 sitos de union a factores de transcripcion, de los cuales se seleccionaron los
correspondientes a Homo sapiens y los que contaban con una coincidencia del
100% (Anexo 1).

El fragmento de promotor de 484 pb, cuenta con sitios de union a factores de
transcripcion como Sp1, VDR, Gamma-CAAT, C-Myb (Myeloblastosis), CP1 (Ceft
Palate 1), AP-1, E2F, CACC, GR y TNF-a (Tumor Necrosis Factor Alpha), en los se
pueden unir elementos que pueden estar regulando la actividad de promotor.
También cuenta con elementos DPE, sitios INR 'y TFIID (Figura 12).

Generacion de deleciones del fragmento 484 pb

Considerando los datos anteriores se disefiaron oligonucleétidos especificos para
generar deleciones en el extremo 5° del fragmento 484 pb (Figura 12). Asi se
generaron 3 fragmentos, uno de 375 pb (Figura 11), otro de 353 pb y otro de 316

pb, debido a lo siguiente:

Figura 11: Amplificacién del fragmento de 375 pb.
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En el fragmento de 375 pb se eliminaron los sitios de union a factores DPE, VDR,
Sp1, ICP4 (Infected cell Polypeptide 4), c-Myb, NF-1 (Nuclear Factor 1), AP-1 y
RAR-alpha 1(Retinoic acid receptor alpha), de los cuales el elemento DPE se ha
visto que es un elemento de promotor, mientras que los demas pueden estar
mediando la actividad de promotor, con respecto al fragmento de 484 pb. En el
fragmento de 353 pb se eliminaron los sitios del promotor que son unién para
factores TFIID, TCF-E4 (T Cell Factor) y VDR, entre los que podemos destacar
TFIID el cual recluat la maquinaria transcripcional, con respecto a 375 pb.
Finalmente, en el fragmento 316 pb se eliminaron los sitios de unién Sp1, CTCF
(CCCTC-binding factor), AML 1 (Acute Myeloid Leukemia 1), Sp2 (Specificity Protein
2), Sp3 (Specificity Protein 3) y Sp4 (Specificity Protein 4), con respecto a 353 pb.
Para el fragmento de 209 pb, en el cual ya no se observo actividad trancripcional de
promotor, y al analizar este fragmento, notamos que se eliminé los sitios de unién a
NF-1, DPE, ISGF (Interferon stimulated gene factor), CTCF, Sp1, AP-2 (Activator
Protein 1), c-Myb, FXR (Farnesoid X Receptor), VDR, CACCC y c-Ets, con respecto
a pV3(316 pb), los cuales pudieran estar participando en la actividad transcripcional

del promotor V3, como se observa en la figura 12.
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Figura 12: Se observa los sitios de unién a factores de transcripcién que conserva cada construccion.
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Una vez obtenidas las construcciones, se realizé una PCR punto final, con el fin de
confirmar que los fragmentos se habian insertado en el vector pGL 4.12. En la figura
13 , se muestra el gel de electroforesis de esta PCR. Donde se observa un
fragmento de aproximadamente 375 pb en el carril 1, en el carril 2 un fragmento de
353 pb y en el carril 3 un fragmento de 316 pb, junto a los marcadores de peso
molecular (Figura 13).

Los fragmentos obtenidos mediante PCR se clonaron en el vector pGL 4.12 (Figura

14) obteniendo asi las siguientes construcciones:

. Figura: 13: Geles de electroforesis, el carril 1 corresponde a pV3(375 pb), el carril 2 a pV3(353
pb), y el carril 3 a pV3(316 pb), todas junto al marcador de peso molecular (MPM)
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Figura 14: Se muestran las construcciones de los tres fragmentos del promotor V3 clonados en el

vector pGL4.12.
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Actividad de promotor de la isoforma V3 del ST3GAL4

Para la evaluacion de actividad transcripcional de los fragmentos mas cortos del
promotor V3, se empled la construccion pV3 (1735 pb) del promotor completo, con
la finalidad de normalizar los resultados. Tambien se usé6 la construccion pV3
ST3GAL4 (484 pb) previamente obtenida en el grupo de trabajo, la cual tenia una
actividad similar al promotor completo y la construccion pV3 (209 pb) que carecia
de actividad. En estas condiciones se comparé la actividad de promotor de las
construcciones pV3 (375 pb), pV3 (353 pb) y pV3 (316 pb) (Figura 15).

350
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5
0

pGL4.12  PV3 (1735 pb) PV3 (484 pb) PV3(375pb) PV3(353pb) PV3(316pb) PV3 (209 pb)
N=3

Unidades Relativas de Luciferasa

o

Figura 15: Grafica donde se muestran la actividad de promotor, siendo N el nimero de repeticiones
y la que presentan asterisco las que presentaron una diferencia estadisticamente significativa, que
se obtuvo por medio de una prueba T de Student.

Se observo que la actividad entre las construcciones pV3(1735 pb), pV3(482 pb),
pV3(375 pb) y pV3(353 pb), no presentaron una diferencia significativa. Aunque se
obtuvo un incremento del 39% en la actividad de promotor de pV3 (375 pb), con
respecto al promotor completo y pV3 (353 pb) del 31%. Los resultados tambien
mostraron que la construccion de pV3 (316 pb) tiene una disminucion de actividad
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del 40%. En cambio, en la contruccion pV3 (209 pb) se confirmo la falta de actividad
de promotor.
DISCUSION

El gen ST3GAL4 el cual codifica para la enzima ST3GAL IV, es un gen multi-
exogénico. Diversos estudios indican que codifica para seis isoformas, de las

cuales, cuatro de ellas son las V, resultados de diversos promotores.

Hasta ahora, se ha estudiado los elementos que pueden regular la actividad del
promotor V2, que da lugar a la isoforma de ARNm BX. Estudios a nivel molecular
indican que en lineas celulares de cancer de pulmon, la actividad de la sefal de
TNF (Tumor Necrosis Factor) puede incrementar la expresion de la isoforma BX
(Colomb et al. 2012). Estudios mas finos, indican que la actividad de TNF esta
mediada por sitios AP2 el cual puede estar regulando la actividad de promotor
(Colomb, 2016).

En el grupo de investigacion se ha estudiado la actividad de promotor de la isoforma
V2 del gen ST3GAL4 en el que se encontraron sitios INR, los cuales son sitios de
inicio de transcripcion, cajas GC, ademas también se encontro6 el factor SP1, el cual
se sabe que participa en conjunto son los sitios INR para el reclutamiento de la
maquinaria transcripcional (Monterrosas, 2018).

En el grupo de investigacion se ha enfocado a estudiar el promotor de la isoforma
V3. Asi, el grupo de trabajo identifico y caracterizé el promotor de la isoforma V3 del
gen ST3GAL4. Realizando deleciones a partir de la region 57, se logré definir que
un fragmento de 484 pb presenta una actividad similar a la del promotor completo,
pV3(1735 pb) y que una region de 209 pb, no presenta actividad transcripcional de

promotor.

En este trabajo se generaron tres fragmentos con deleciones en la region 5 de la
construccion pV3 (484 pb), para evaluar la actividad de las construcciones pV3(375
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pb), pV3 (353 pb) y pV3 (316 pb), con el fin identificar el promotor minimo que se
encuentra en la region comprendida entre las construcciones pV3 (484 pb) y pV3
(209 pb). La construccion pV3 (375 pb) se obtuvo un incremento en la actividad con
respecto al promotor completo, lo cual puede deberse a que este fragmento carece
de los sitios de union VDR, Sp1, c-Myb, AP-1, ICP4, RAR-alpha, entre otros los
cuales tienen la capacidad de promover el reclutamiento de la maquinaria
transcripcional, a la vez que se encuentra el sitio AP-1 el cual también es un represor
de actividad de promotor. Un ejemplo es el factor VDR, el cual se une al ADN para
el reclutamiento de la maquinaria transcripcional (Fig.16), sin embargo se ha
observado que VDR requiere de asociarse a otras proteinas para el reclutamiento
de co-activadores, y por ultimo el reclutamiento de la maquinaria transcripcional, por

medio de lo que se conoce como transactivacion (Carlberg y Campbell, 2013).

Co-activators

VDRE

Figura 16: Reclutamiento de la maquinaria transcripcional en sitios VDR (Shakharkar et al. 2017).

Otro ejemplo es el sitio de reconocimiento a factor de transcripcion SP1, es
reconocido por la proteina SP1 la cual es un miembro de la familia SP, estos sitios
se caracterizan por ser ricos en GC. SP1 es un activador transcripcional que se
encuentra presente tanto en promotores con caja TATA como en los que carecen
de caja TATA (Figura 17), al unirse SP1 al ADN puede transactivar la transcripcion,
interactuando de forma indirecta en el sitio TBP (sitio de unién de TFIID) para el
reclutamiento de la RNA polimerasa en el caso de los promotores que cuentan con
caja TATA, o bien empleando, co factores para el reclutamiento de TBP para
despues reclutar la RNA polimerasa en el caso de los promotores carentes de caja
TATA (Vizcaino et al. 2015).
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Figura 17: Reclutamiento de la maquinaria transcripcional en sitios SP1 (Vizcaino et al. 2015).

Un ultimo ejemplo es el sitio de reconocimiento AP-1, el cual es reconocido por
miembros de la familia Fos y Jun (Fig.18), los cuales forman dimeros compuestos
por un miembro de cada familia para el reconocimiento de sitio AP-1, seguido de la
activacion de transcripcion con ayuda de CBP (CREB-Binding Protein) para el

reclutamiento de la pol Il (Karin et al. 1997)

AP1 r

Transcription

fos
jun

Figura 18: Reconocimiento de sitio AP-1, el cual puede ser por heterodimero y homodimeros
conformados por miembros de las familias Fos y Jun (Han et al. 2012)

En la construccion pV3 (353 pb), se observé una actividad similar a la construccion
pV3 (375 pb), aun habiendo perdido TFIID, lo cual indica que no es un promotor
regulado por TATA, y que requiere de otros elementos para el reclutamiento de la

maquinaria transcripcional.

De forma relevante, se observé una disminucion del 40% en la actividad de la
construccion pV3 (316 pb), con respecto a la actividad del promotor completo pV3
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(1735 pb). En este caso, el fragmento se caracteriza por la eliminacion de los sitios
de union a SP1, CTCF, AML1, SP2, SP3 y SP4, y el mantenimiento del elemento
DPE, ademas de ser la ultima construccion en mantener actividad de promotor, lo
cual indica que los elementos que conserva son necesarios para el mantenimiento

de actividad.

En la construccion pV3 (209 pb), no se encontro actividad de promotor, lo cual indica
que uno de los elementos eliminados, son necesarios para la actividad de
transcripcional del promotor V3. El elemento de promotor que fue eliminado de la
construccion pV3 (209 pb) fue el sitio DPE que esta presente en pV3(316 pb), el
cual trabaja en conjunto con los sitios INR para el reclutamiento de la maquinaria de

transcripcion (Figura 12).

Nuestros datos sugieren que SP1 es escencial para mantener la actividad de
promotor de la variante V3 del gen ST3GAL 4, pues al removerlo en la contruccion
pV3 (209 pb) se pierde actividad.

Se sabe que en promotores carentes de caja TATA, los sitios INR (Figura 19)
funcionan como analogos a la caja TATA, ya que es capaz de dirigir la RNA
polimerasa, estos elementos se encuentra tanto en promotores que cuentan con
caja TATA como en los que carencen de ella, con una secuencia concenso (Butler y
Kadonaga, 2002):

~-37 to -32 -~-31to -26 210 +4 +28 to +32
o
— BRE TATA }---- Inr }---J DPE }-
TFIB TATA Box Initiator Downstream

Recognition Promoter
Element Element
G

GGG . T A~AC
CCACGCC TATAAA PyPyANAPyPy GGTTé

Figura 19: Estructura general de un promotor, en el que se muestran las ubicaciones y secuencias
de los elementos de promotor, en el sitio INR “Py” es una pirimidina, “N” cualquier nucleétido y A
de color rojo, el sitio donde inicia la transcripcion (Butler y Kadonaga, 2002)
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Actualmente se conocen cuatro elementos que se encuentran involucrados en la
funcién de promotor, los cuales son: caja TATA, elementos de reconocimiento de
TFIID, secuencias INR, y DPE (Kutach y Kadonaga, 2000). Se ha observado que
en promotores carentes de caja TATA, los DPE funcionan de forma cooperativa con
los sitios INR para el reclutamiento de la maquinaria de transcripcidon (Figura 20).
Ya se han reportado promotores carentes de caja TATA en humano, uno de ellos
es el promotor IRF-1, en el cual se ha observado que el sitio DPE trabaja en conjunto
con INR, para el reclutamiento de la maquinaria transcripcional (Miyamoto et al.
1988; Kutach y Kadonaga, 2000).

TATA-driven promoter DPE-driven promoter

Figura 20: Comparacion de promotores con caja TATA contra los carentes de caja TATA
(Kutach y Kadonaga, 2000)

Los resultados del presente trabajo sugieren que el promotor minimo del gen
ST3GAL4 corresponde al fragmento de 316 pb, ya que mantiene actividad de
promotor y conserva los sitios necesarios para el reclutamiento de la maquinaria
transcripcional. Este fragmento contiene elementos como SP1, CTCF, NF-1, c-Myb,
AP-2, entre otros (Fig. 12), también contiene un sitios INR y DPE, los cuales son

esenciales para mantener la actividad de promotor.
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Conclusiones

El promotor de la variante V3 del gen ST3GAL4 es un promotor carente de caja
TATA.

Se localizaron elementos de promotor como INR y sitios SP1 los cuales pueden

mantener actividad de promotor.

El promotor minimo se encuentra entre las posiciones -44 pby -397 pb.
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Perspectivas

Evaluar si el promotor V3 requiere de los sitios INR y sitios SP1 por medio de

mutaciones puntuales.
Analizar las interacciones proteina-DNA de sitios de union a factores de
transcripcion involucrados en el reclutamiento del complejo de iniciacion la

maquinaria transcripcional por medio de un ChlP.

Evaluar actividad del promotor V3 en otras lineas celulares de cancer de

cervicouterino.
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Anexo 1:

Elemento de union

alpha-CBF
AMLA1
AML1a
AML1c
AP-1

AP-2
AP-2alphaA

AP-2alphaB
c-Ets-2

c-Fos

c-Jun

c-Myb
CACCC-binding

factor
CAR

CCAAT-binding
factor
CBAF

CBF-B
CBTF
CDP2
Clox

CP1

CP2
CP1A
CRE-BP1
CREB
CTCF
CTF
Cut11
CUTL1
E2F
ER-alpha
FOXO3a

ANEXOS

Secuencias No.
Repeticiones

CCAAT

TGTGGG

TGTGGG

TGTGGG

CCAAG

GGCCA, TGGCC

GGCCA, TGGCC, GGGAAGA

GGCCA, TGGCC, GGGAAGA
GGGAAG

CGTCA

CGTCA

GGTGAG, GAACTT

CACCC, GATTGG

N A W W-=2 W WOWN-=2NINDNDNDDN -

TGAAC
CCAAG

[ NS N

ATTGG

ATTGG

ATTGG

CCAAT

CCAAT

GATTGG, ATTGG, CCAAT, GACAAG 1
CCAAT

ATTGG

CGTCA

TGACG, CGTCA
GCTGC, GATTGG
ATTGG

CCAAT

CCAAT

GCGCTAA, TTTGGCG
GGGCA

CAAAACA

= =2 W NDNDNOOO WA 222NN =N
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FXR
gammaCAAT
gammaCAC1
gammaCAC2
GATA-1

GR
GR-alpha
GR-beta
H1TFA1
H1TF2
HiNF-B

HMG |

HMG Y
HNF-3alpha
HNF-1
HNF-1A
HNF-1B
HNF-1C
HNF-3B
HNF-3beta
Hp55

Hp65
ISGF-3

NF-1

NF-E

NF-E3
NFE-6

p58
RAR-alpha1
RAR-beta
RAR-gamma
RXR-alpha
RXR-beta
Sp1

Sp2
Sp3
Sp4
SRF
T3R-alpha

GGGTGA

CCAAT

CACCC

CACCC

GACAAG
GGAATTT, AAAACA
GGAATTT
GGAATTT
CCAATCA, GATTGG
CCAAT

CCAATCA, GATTGG
CAAAACA
CAAAACA

TGTTT, CAAAACA
GGTTAG

GGTTAG

GGTTAG

GGTTAG

TGTTT, CAAAACA
CAAAACA

TCACCT

TCACCT

GGAAA

CTTTCC, GGCCA, TGGCC, ATTGG
CCAAT

CCAAT

GACAAG

TCACCT

TGAAC, TCACCT, AGGTGA
TGAAC, AGGTGA
AGGTGA

TGCCCT, GGGTGA, TGAAC, AGGTGA
TCACCT, AGGTGA

GGGCA, CCCCC, GGGGCC, CACCC,
ACGCCC, CGCCC
CCcCcCC

CCcCcCC
CCcCcCC
CCAAT
TCACCT

NN TN N O NN 2 BN A A aN A a NN O N, NN

[ N L N U - N



T3R-beta1 TCACCT

T3R-beta2 TCACCT
TCF-4E CTTTGCT
TR2-11 AGGGCA
T3R-alpha AGGTGA
TFIID ATAAA
TBP ATAAA
VDR TGCCCT, GGGTGA, CGCCCT, TCACCT
Anexo 2:
AML-1 Acute Myeloid Leukemia 1
AP-1 Activator Protein 1
c-Ets E26 transformation specific
c-Myb Myeloblastosis
CBP CREB-Binding Protein
CP1 Ceft Palate 1
CTCF CCCTC-binding factor
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DPE Downstream promoter element
GD3 Disialodihexosylganglioside
GM3 Monosialodihexosylganglioside
EPD Eukaryotic Promoter Database
Fuc Fucosa
FXR Farnesoid X Receptor
Gal Galactosa
GalNac N-acetilgalactosamina
Glc Glucosa
GlcNac N-acetilglucosamina
GR Receptor de Glucocorticoides
INR Initiator element
ICP4 Infected cell Polypeptide 4
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ISGF
LAR I

Man

NF-1
NCBI

PBL

PBS
RAR-alpha
S

SFB

Sia

sLe (x)
SP1

SP2

SP3

SP4
ST3GAL IV
T

TCF

TNF-a
TRANSFAC
UFC

UVP

VDR

Interferon stimulated gene factor
Luciferase Assay Reagent Il
Manosa

Asparagina

Nuclear Factor 1

National Center for Biotechnology

Information

Passive Lysis Buffer

Phosphate Buffered Saline
Retinoic acid receptor alpha
Serina

Suero Fetal Bovino

Acido sialico

Siail Lewis X

Specificity Protein 1

Specificity Protein 2

Specificity Protein 3

Specificity Protein 4
B-galactésido a-2,3-sialiltransferasa 4
Treonina

T Cell Factor

Tumor Necrosis Factor Alpha
Transcription Factor

Unidades formadoras de colonia
Ultra violet products

Vitamin D Receptor
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