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I. INTRODUCCION

1. Cancer

El cancer constituye un problema de salud publica en virtud de la enorme
pérdida de vidas y recursos econdémicos, tanto a nivel nacional como internacional. De
acuerdo con las estadisticas, se estima que cuatro de cada diez mexicanos
desarrollaran alguna forma de cancer y uno de cada cinco morira por esta causa, de

aqui la importancia de estudiar los mecanismos que regulan esta patologia *.

El cancer es una enfermedad multifactorial cuyo origen esta dado por el efecto
de factores denominados carcinégenos *. Un carcinégeno es un agente que contribuye
a la formacién de un tumor ?, estos pueden ser exdgenos (agentes fisicos, quimicos y
biol6gicos) o endbégenos (constitucion genética), ambos pueden actuar en conjunto y

provocar modificaciones en el genoma *.

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por una alteracién del
equilibrio entre la proliferacién y los mecanismos normales de la muerte celular. Tales
alteraciones eventualmente conducen a la invasion de tejidos adyacentes, y en la
mayoria de los casos, a la diseminacién hacia sitios distantes lo que genera tumores
secundarios. Por lo regular, este trastorno conlleva a la muerte debido al deterioro de

6rganos vitales *.

En general, se han descrito varios rasgos o capacidades adquiridas por la
mayoria, o posiblemente, por todos los tipos de cancer dadas las caracteristicas
moleculares, bioquimicas y celulares que comparten ° (Fig 1). Las cuales son:
adquisicion de autonomia respecto a sefiales de crecimiento, evasion de sefiales
inhibitorias de crecimiento, evasién de apoptosis, potencial replicativo ilimitado,
formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) y habilidad de invadir tejido
3

adyacente con eventual metastasis Recientemente se ha identificado a la

inflamacién crénica como otro mecanismo dado que es un componente clave en el

microambiente del tumor *.
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Figura 1. Caracteristicas adquiridas en la progresién del céncer (Colotta et al. 2009;
modificado de Hanahan D. , Weinberg R., 2000)

Algunos genes que intervienen en el origen y desarrollo de los tumores se han
clasificado por su funcibn como oncogenes y supresores de tumores, los cuales
ejercen una accion positiva sobre el desarrollo tumoral; y genes supresores de
tumores, mientras que los segundos son la contraparte negativa. Un oncogén es un
gen alterado cuyo producto puede actuar de forma dominante para transformar una
célula normal en una célula cancerosa. Un proto-oncogén es un gen normal que
puede adquirir la habilidad de funcionar como un oncogén después de que el DNA ha
sido dafiado. Por ejemplo el proto-oncogén RAS, involucrado en la transduccion de
sefales, requiere de una mutacion puntual para convertirse de gen normal en un
potente oncogén, favoreciendo el proceso carcinogénico 2.

En contraste, un gen supresor de tumores es un gen cuya inactivacién o pérdida
de funcion incrementa la susceptibilidad a desarrollar cancer. Un ejemplo, es TP53, un
gen involucrado en el arresto del ciclo celular en caso de dafio al DNA, y capaz de
promover sefiales para inducir la muerte celular si el dafio al DNA no pueda ser
reparado. La pérdida de funcion de este gen promueve la proliferacion de células

aberrantes 2.

2. Apoptosis



2.1 Caracteristicas

En organismos sanos, las células normalmente mueren tipicamente via
apoptosis, un tipo de muerte celular programada °. La apoptosis es un proceso
altamente regulado y muy conservado evolutivamente, que ocurre frecuentemente en
organismos multicelulares %. En diversos estudios se ha observado que dicho proceso
opera en todos los animales estudiados hasta ahora, incluyendo cnidaria, nematodos,
insectos, anfibios, aves y mamiferos 6 Este tipo de muerte celular es fundamental en
eventos tales como el desarrollo y la homeostasis tisular asi como en el
mantenimiento de la integridad de organismos multicelulares. Es por ésto que la
desregulacion de los mecanismos que controlan la apoptosis conlleva a la patogénesis
de un gran nimero de enfermedades % °.

La apoptosis presenta caracteristicas definidas como fragmentacion del DNA y
segregacion de la membrana nuclear, pérdida de contacto con las células vecinas, asi
como empaquetamiento del material citoplasméatico lo que genera vesiculas
denominadas cuerpos apoptéticos ° .

La fagocitosis es un proceso a través del cual los microorganismos o material
particulado son endocitados o ingeridos por fagocitos (neutréfilos o macréfagos). Los
cuerpos apoptoticos son fagocitados impidiendo que moléculas citoplasmaticas,
organelos y material genético queden libres entre las células, asi evita que se
produzca una respuesta inflamatoria y dafio a células vecinas. La rapida fagocitosis de
los cuerpos apoptéticos se debe al incremento de N-acetilglucosamina vy
fosfatidilserina en la membrana celular, que son sefiales para el reconocimiento por

parte de los fagocitos ’.

2.2 Caspasas

Durante la apoptosis se presentan profundos cambios en las células que son
regulados, en gran parte, por un grupo de cisteina-proteasas denominadas caspasas.
Estas proteinas son sintetizadas en la célula como precursores inactivos o
procaspasas, que al recibir la sefial apoptogénica sufren un rompimiento proteolitico y
dan lugar a dos subunidades que constituyen la enzima activa o caspasa. Una vez
activadas se genera una cascada proteolitica que genera la lisis de proteinas celulares
y el subsecuente fenotipo apoptético > °.

Las caspasas se pueden agrupar en dos clases por su estructura. Las de la
clase I (-1, -2, -8, -9 y -10-) contienen un predominio N-terminal grande, su estructura
permite su rompimiento autoproteolitico en sitios especificos. Las de clase 1l (-3, -6, -7)
tienen un predominio N-terminal pequefio o carecen de él: '. De acuerdo con su

funcién también se han clasificado en iniciadoras (-2, -8, -9 y -10) y efectoras (-3, -6, y



-7) 8. La autoactivacion de las caspasas de la clase I, o iniciadoras, permite que éstas
activen a las procaspasas de la clase Il, o efectoras, que no tienen la capacidad de
autoproteolizarse. Una vez activas, las caspasas efectoras permiten la hidrdlisis de
diversas proteinas del citoesqueleto y del nlcleo, asi como de proteinas que
intervienen en la divisién celular, en el control del ciclo celular, en la reparacion,
replicacién y transcripcion del DNA “.

La cascada proteolitica de caspasas es regulada a distintos niveles por
diversas proteinas. El primer nivel de regulacion de caspasas radica en su activacion.
El segundo nivel de regulacién consiste en la inhibiciébn especifica de las caspasas

activas a través de las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs) .

2.3 Vias de sefalizacién en apoptosis

Existen dos cascadas principales para la ejecucion de la apoptosis. La via
intrinseca que involucra a la mitocondria y la via extrinseca que implica la participaciéon
de receptores de muerte celular, ambas vias culminan con la activacion de caspasas
efectoras °.

En la via extrinseca, los ligandos extracelulares de muerte, tales como el factor
de necrosis tumoral (TNF) y el ligando FAS o TRAIL, se unen a sus respectivos
receptores de muerte. Esto a su vez induce el reclutamiento de proteinas adaptadoras
(FADD, TRADD o RAIDD) para formar el complejo de iniciacion de sefializacién de
muerte (DISC), mismo que recluta a la caspasa -8. En consecuencia, la caspasa -8 se
autoproteoliza y activa a otras caspasas efectoras mediante protedlisis & °.

La via intrinseca puede ser inducida por diferentes estimulos como los
farmacos antineoplasicos, la hipoxia, la irradiacion, la disminuciéon de factores de
crecimiento y el choque térmico. Estos estimulos provocan la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial externa (PMME) y la liberacion de proteinas del espacio
intermembranal hacia el citosol, tales como el citocromo C, Smac (Segundo Activador
de Caspasas derivado de Mitocondria) y Omi /HtrA2 (proteina A2 de Alto
Requerimiento de Temperatura) * '°. Esta liberacién permite el acoplamiento de un
complejo multiprotéico llamado el apoptosoma. El apoptosoma esta integrado por el
citocromo-C, la procaspasa-9 y el factor citosélico inductor de apoptosis 1 (Apaf-1). El
apoptosoma activa a la caspasa -9 quien a su vez induce la activacién de caspasas
efectoras -3, -6 y -7 °.

La via de receptores de muerte puede conectarse con la via mitocondrial. Una
vez que la caspasa-8 es activada, ésta puede activar a su vez a la proteina Bid. Bid es
una proteina proapoptética de la familial Bcl-2 que facilita la liberacion de citocromo C

de la mitocondria, con la subsecuente formacion del apoptosoma y la activacion de la



caspasa-9. El uso de cada una de estas cascadas depende de diversos factores, de

los cuales los dos principales son el tipo de estimulo y el tipo celular "% 979799,

2.4 Apoptosis en cancer

La desregulacién de la apoptosis puede irrumpir el balance entre proliferacion y
muerte celular dando origen a enfermedades como el cancer. La supresién de la
apoptosis es una caracteristica de la mayoria y posiblemente de todos los tipos de
cancer °.

Un desequilibrio entre la cantidad de proteinas proapoptéticas, que inducen a
la apoptosis, y de proteinas antiapoptéticas, que inhiben a la apoptosis; puede alterar
el umbral apoptético. Este desbalance inhabilita la respuesta al estrés celular, a las
mutaciones deletéreas y/o al dafio al DNA, lo que impide que se desencadenen los
mecanismos que ejecutan la apoptosis > *° .

En la actualidad, gran parte de los farmacos administrados durante la
guimioterapia inducen apoptosis, por lo tanto, las alteraciones en los mecanismos que
la ejercen pueden contribuir a la ineficacia del tratamiento. Es por ésto que los genes y
las proteinas que controlan a la apoptosis son considerados potenciales blancos

terapéuticos para el tratamiento del cancer *°.

3. IAPs

3.1 Descripcion

Las proteinas inhibidoras de apoptosis o IAPs fueron originalmente descritas
en virus (genes baculovirales). Se considera que son empleadas por los baculovirus
para permitir la propagacion viral mediante la prevencion de la defensa apoptética por
parte de la célula hospedera ® **.

Las IAPs son una familia protéica que cumple un papel critico en la adquisicion
de la resistencia a apoptosis, ya que la controlan a través de la inactivacién directa de
la cascada de caspasas. Las IAPs son las Unicas proteinas enddgenas capaces de

regular tanto a caspasas iniciadoras como a efectoras .

3.2 Caracteristicas de la familia IAPs

La familia de las IAPs estd compuesta por ocho miembros: XIAP (proteina
inhibidora de apoptosis ligada al cromosoma X), c-IAP1, c-IAP2, NAIP (proteina
neuronal inhibidora de apoptosis), survivina, ILP2 (proteina tipo IAP), BRUCE Yy livin.
La caracteristica estructural que define a la familia de las IAPs es el dominio BIR

(repeticion baculoviral IAP), mismo que es rico en cisteina. Las IAPs pueden poseer ya



sea un dominio BIR (como survivina, BRUCE, livin y ILP2) o tres (como XIAP, clAP1,
clAP2 y NAIP). Los dominios BIR tienen la propiedad de inhibir caspasas, constan de
70-80 aminoacidos y forman una estructura globular de cuatro a cinco alfa hélices, con
namero variable de hojas antiparalelas beta-plegadas. Una proteina es incluida en
esta familia si posee uno o mas dominios BIR. Adicionalmente, ciertos miembros de la
familia IAPs poseen un carboxilo terminal RING (Nuevo Gen Realmente Interesante),
gue es un dominio de dedos de zinc con actividad de ligasa de ubiquitina E3 capaz de
regular directamente la ubiquitinacion y la degradacion protéica de las IAPs. El
dominio de reclutamiento de las caspasas (CARD) sélo esta presente en c-IAP1 y c-

IAP2 y tiene funcién en la diferenciacién celular. ' *2,

3.3 Implicacién de las IAPs en cancer

Se considera que las IAPs contribuyen a la progresion del cancer. La
sobrexpresion de las IAPs es una caracteristica comin en muchos tipos de cancer
(cancer de pulmén, préstata, colon, pancreas, gastrico, etc.) *2. Cuando las IAPs se
encuentran sobreexpresadas, las células no son capaces de morir de forma
fisiol6gicamente programada, y se vuelven resistentes a las quimio y radioterapias. En
la actualidad, muchas estrategias se basan en eliminar o suprimir la actividad de las
IAPs con el fin de reestablecer la sensibilidad a la apoptosis y mejorar la eficacia del

tratamiento del cancer .

3.4 XIAP

XIAP es el miembro de las IAPs mas estudiado, inhibe a la caspasa iniciadora -
9, asi como a las caspasas efectoras -3 y -7 ** > ¥ Estudios de cinética in vitro han
demostrado que XIAP es el mas potente inhibidor de caspasas de la familia de las
IAPs * ® En un estudio de 60 lineas de cancer humanas derivadas de cerebro,
sangre y médula 6sea, mama, colon, rifiédn, pulman, ovario, préstata y piel, la proteina
XIAP, se encuentra frecuentemente sobrexpresada al igual que en tejido tumoral
comparado con tejido sano ** *’. Asimismo, ha sido observado que la sobreexpresion
de XIAP protege a las células de diferentes estimulos apoptéticos, tales como
irradiacion UV, irradiacion y, y farmacos quimioterapéuticos .

XIAP consta de 497 aa, pesa 55 kDa , y se localiza en el cromosoma Xq24-25
12 posee tres dominios BIR (BIR1, BIR2 y BIR3) y un dominio RING. La caspasa
efectora -3 es inhibida por la regién entre los dominios BIR1 y BIR2, mientras que la
inhibicién de la caspasa efectora -7 requiere tanto de esta region como del dominio
BIR2. La caspasa iniciadora -9 es inhibida en respuesta directa a la unién con el

dominio BIR3 de XIAP, de este modo, previene o inhibe la muerte celular inducida por



diversos estimulos. Ademas, se ha establecido que el dominio RING de XIAP posee
actividad de ligasa de ubiquitina provocando la degradacién de caspasas por el
proteosoma después de su interaccién ** (Fig. 2).

Inhibicién de Caspasa -3y -7 Inhibicién de Caspasa -9

L J
f 11 1
BIR1 BIR2 | BIR3 RING
L - | | —
3 3
Interaccién con Smac/Diablo Ligasa ubiquitina E3

Interaccién con XAF1

Figura. 2 Dominios funcionales de la proteina XIAP. Se muestran las proteinas de union, asi

como la actividad mediada por estos dominios. (Modificado de Holick et al., 2001).

El estudio de antagonistas de XIAP representa uno de los blancos mas
prometedores para disminuir el umbral apoptético en células cancerosas *°. Dichas
moléculas ayudan a mantener y regular el balance apoptético, tienen la capacidad de
sensibilizar a las células cancerosas a agentes quimioterapéuticos, contrarrestar la
actividad inhibitoria de XIAP y por lo tanto favorecer la apoptosis **. Se han identificado
como antagonistas de XIAP a las proteinas Smac, Omi/Htr2 y XAF1 (factor asociado a
XIAP) 8,

4. XAF1

4.1 Descripcién

XAF1 fue inicialmente identificado como una proteina de union a XIAP,
actualmente es reconocido como uno de los principales antagonistas de XIAP. XAF1
puede inhibir a XIAP sin requerir ningun tipo de sefal de activacion ni la necesidad de
ser liberado dado que no se encuentra dentro de la mitocondria. A diferencia de XAF1,
Smac y Omi si deben ser liberadas de la mitocondria al citoplasma para neutralizar la
actividad inhibitoria de XIAP en respuesta a estimulos apoptéticos '°, ademas
requieren ser procesados para revelar el motivo N-terminal que interacciona con el
dominio BIR de XIAP . En cambio, XAF1 tiene una distribucion predominante nuclear

aunque también se encuentra en el citoplasma ' ?°. Se ha establecido que XAF1



desencadena la redistribucién de XIAP del citoplasma al ndcleo, de esta forma inhibe
su actividad antiapoptética **. XAF1 es capaz de sensibilizar a la célula a apoptosis
ante diferentes estimulos tales como etopésido ** , TNFa 2!, cisplatino # y UV % #

entre otros.

4.2 Caracteristicas XAF1

XAF1 fue recientemente identificado mediante el sistema de dos hibridos, al
utilizar a XIAP como carnada *°. La proteina consiste de siete dominios de dedos de
zinc, no obstante, aln no se han determinado sus funciones bioquimicas, ni a aquellas
que conciernen la unién a XIAP . XAF1 consta de 301 aminoacidos y pesa 34 kDa *°.
Se han identificado tres isoformas generadas por splicing alternativo del RNAm:
XAF1(A), XAF1(B) y XAF1(C); siendo XAF1(A) la principal isoforma, la de mayor
tamafio y la frecuentemente reportada. Hasta ahora no se han definido funciones
especificas de XAF(B) y XAF(C), solo han sido identificadas a nivel transcripcional. Sin
embargo, se ha observado que las tres variantes se encuentran expresadas de forma

diferencial tanto en tejido normal como en células cancerosas %1% %,

El gen XAF1 ha sido estudiado tanto en su estructura genémica como en sus
niveles de expresion. XAF1 existe como un sélo gen con ocho exones, los cuales se

localizan en el cromosoma 17p13.2" (Fig. 3).

4 5 6 7

3 4
H— —i
|

Figura. 3 Estructura gendmica de XAF1 y sus ocho exones (Plenchette et al., 2007).

— 500 bp

Hasta la fecha, no se han observado mutaciones dentro de la secuencia

gendémica de XAF1 que pudieran alterar su funcién®®.

4.3 XAF1 como candidato a gen supresor de tumores

Investigaciones recientes apoyan la idea que el gen XAF1 pudiera ser
considerado un gen supresor de tumores debido a las observaciones en células
tumorales en cuanto a sus bajos niveles de expresién tanto a nivel de RNAm como a
nivel protéico con respecto a células sanas % % 18202428 En yn estudio donde se
compararon muestras de pacientes de tejido normal contra tejido tumoral renal, se

observé que la baja expresion protéica de XAF1 correlaciond con la progresion



tumoral *°.

También se ha observado que la expresion de XAF1l se encuentra
significativamente reducida en melanoma humano, en comparacioén con tejido sano .
En adenocarcinoma gastrico, cancer colorrectal, pancreatico y urogenital, XAF1 es
expresado en niveles protéicos mas bajos en tejido tumoral y lineas celulares

cancerosas respecto al tejido normal ** 2%,

En general, el RNAmM de XAF1 se encuentra expresado de forma ubicua en
tejido normales adultos asi como en tejido fetal, pero es indetectable o esta presente

13,16 E| analisis de

en muy bajos niveles en varias lineas celulares de cancer
expresion de 60 lineas celulares reveld niveles muy bajos o indetectables de RNAm
de XAF1. Asimismo, los niveles de RNAm de XIAP en las mismas lineas han sido
evaluados, y a pesar de que no todas las lineas muestran una correlacion
inversamente proporcional entre los niveles de XAF1 y XIAP, se puede apreciar que
altos niveles de expresion de RNAm de XIAP junto con bajos niveles de RNAm de
XAF1 es una caracteristica en lineas celulares tumorales analizadas ** *°,
Adicionalmente, se ha reportado que la inhibicion de la expresién de XAF1, en
células que expresan elevados niveles de la proteina, también incrementan la

resistencia a apoptosis inducida por etopdsido *°.

Por el contrario, la expresion
ectopica o induccion endoégena de XAF1, aumenta la sensibilidad a apoptosis inducida
por diversos estimulos proapoptéticas, ya sea a través de la via intrinseca o
extrinseca'® ?°. Entre dichos estimulos apoptéticos, se encuentran: rayos ultravioleta,
etopésido, interferén (IFN) y el ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF
(TRAIL) 13,18, 21, 26,30

Recientemente se ha realizado terapia génica mediada por adenovirus en
modelos xenograficos de ratdon. En donde se pudo observar que XAF1 en cooperacién
con TRAIL pueden suprimir el crecimiento de cancer de colon e inducir la regresion
tumoral in vivo %,

Los andlisis citogenéticos realizados en varios tejidos tumorales han
demostrado que la regién cromosomica humana 17p13.1 a 17p13.3, en donde se
localiza XAF1, es rica en genes supresores de tumores y esta zona esta asociada con
frecuentes alteraciones genéticas; entre otros, el gen supresor de tumores p53 .
Aunque XAF1 posee muchas caracteristicas de un supresor de tumores, no se han
observado mutaciones del gen XAF1, lo que sugiere que ocurren mecanismos

regulatorios alternos para suprimir la expresién del gen XAF1'®,

4.4 Regulacién de la transcripcion de XAF1



El silenciamiento de la expresion de XAF1l es un hecho relevante en la
progresion de varios tipos de cancer, resultan de gran importancia los estudios
relacionados con los mecanismos que regulan tanto la represién como la activacién

de la transcripcion del gen XAF1 *8,

4.4.1 Regulacion transcripcional de genes

La ejecucién de procesos bioldgicos como el desarrollo, proliferacién, apoptosis
y diferenciacién, requieren precision en los niveles de expresion de los genes
implicados. La regulacion de la transcripcion inducible es un mecanismo central en la
expresion de genes. Se basa en la determinacién de los genes que seran transcritos a
RNAm. Los elementos de respuesta son regiones regulatorias de genes que se
encuentran dentro de la regién promotora del gen. Por ejemplo, los genes cuya
transcripcién es inducida en respuesta a la exposicibn de temperatura elevada,
contienen un elemento de regulacion comuin conocido como elemento de choque
térmico (HSE)*.

Los factores de transcripcién inducibles son proteinas que regulan los
elementos de respuesta de sus genes blanco. Pueden ser activadores o represores,

dependiendo si la regulacién es positiva o negativa respecivamente® 3,

4.4.2 Regulacién negativa de XAF1

Existen diversos mecanismos regulatorios que pueden suprimir la expresion de
XAF1, entre los que se han descrito, se encuentran la pérdida de heterocigosidad, la
hipermetilacién de su secuencia promotora y la represién del promotor por parte de
algun factor de transcripcién negativo 2.

La pérdida de heterocigosidad (LOH) es un evento temprano frecuentemente

18 con base en las frecuentes

asociado con la pérdida de expresion de un gen
pérdidas de la regién 17p13, donde se localiza XAF1 *°. La LOH representa la pérdida
de funcién del alelo de un gen donde el otro alelo ya estaba inactivado. Se produce
cuando el alelo funcional restante en una célula se inactiva por mutacién. La LOH
recurrente en una determinada region cromosomica, indica la presencia de uno o
varios genes supresores de tumores en esa regién 2. En un estudio realizado con
lineas celulares NCI 60, se observé que hay baja heterocigosidad, lo que sugiere que
la pérdida de XAF1 es prevalente en lineas celulares tumorales *°. Recientemente se
identific6 al gen XAF1l como un blanco de la pérdida de heterocigocidad en

tumorogénesis colorrectal humana localizada en el sitio cromosémico 17p13.2 *°.



La metilacién del DNA es un mecanismo implicado en la supresion de la
expresion de genes. Consiste en la adicion de un grupo metilo, por las DNA
metiltransferasas (DNMTSs), en alguna citosina dentro de sitios CpGs ( CpG = C-grupo
fosfato-G) °. Se ha establecido que la inactivacion epigenética de genes supresores
de tumores por hipermetilacién, es una caracteristica comdn en muchos tipos de
cancer 2. La inactivacion transcripcional de XAF1 esta asociada con la metilacién de la
region promotora del gen por lo menos en cancer de estdmago, vejiga, rifion, préstata,
colorrectal y urogenital > %% 33" Se ha observado que la expresiéon de RNAm de XAF1
es muy baja o nula en lineas tumorales gastricas asi como en tumores primarios
debido a hipermetilacion en sitios CpG dentro del promotor, mientras que ninguno de
estos tumores mostré dicha anormalidad respecto a SMAC/Diablo y Omi/HtrA2 2°.
Asimismo, se observl que la baja expresion de XAF1 dada por hipermetilacion, esta
fuertemente asociada con etapas avanzadas del tumor % Adicionalmente, se ha
reportado en diversas lineas celulares que la expresion de XAF1 se puede restaurar o

reactivar con 5-aza-deoxicitidina, un agente desmetilante %

El factor de choque térmico (HSF1) es un factor de transcripcién descrito que
regula negativamente la expresion de XAF1. Especificamente, el control negativo de la
expresion de XAF1 por HSF1 ocurre a través de la unién a un elemento de unién a
HSF1 dentro del promotor. En tejido gastrico y en lineas celulares de cancer de colon,
se observl que la baja expresiéon del gen XAF1 inducida por HSF1 es dependiente de
la respuesta a estrés celular endégeno. Asimismo, se detectaron disminuidos los
niveles de XAF1l y aumentados los de HFS1 como un mecanismo de sobrevida
celular, por lo tanto, parece actuar como otro tipo de control que mantiene un bajo
nivel de la expresion de XAF1 *®. Recientemente se identific6 un elemento de
respuesta dentro del promotor de XAF1l para p53 en cancer gastrointestinal, y se
demostrd que p53 puede suprimir la transcripcion de XAF1 a través de la interaccion

con su secuencia promotora *°.

4.4.3 Regulacion positiva de XAF1

Varios trabajos han documentado la importancia del papel de XAF1 en la
sensibilizacibn de las células a apoptosis mediado por interferon (IFN).
Especificamente, IFNB es considerado un factor de transcripcién implicado en la
regulacién transcripcional positiva, dado que reactiva de manera significativa la
expresion de XAF1 en lineas celulares de melanoma. Los eventos de sefalizacion
mediados por IFN, incluyendo la activacién transcripcional positiva de XAF1, requieren

del factor-1 regulatorio de IFN1 (IRF-1). IRF-1 a su vez, requiere unirse a un elemento



de respuesta de IRF-1 (IRF-E), mismo que se encuentra en la secuencia promotora de
XAF1. Ademés, se ha observado que IFNP puede activar la expresion de XAF1 a
pesar de la hipermetilacién del promotor, lo cual implica que XAFl1 es un gen
responsivo a IFN (ISG)™ *. Por otro lado, se sabe que todos los miembros de la
familia TNF comparten una via de sefalizacién celular en comdn que regula la
activacion de NF-xB, asimismo, todos los tipos celulares responden a la activacion de
NF-kB mediada por TNF “°. Recientemente se reporté que TNFo puede inducir la
expresion de XAF1 a través de la activacion de NF-kB. En este estudio se observé
gue después de la exposicién de TNFa a células del trofoblasto, se incremento la
expresion de la forma activa de NF-kB (65 kDa) en el ndcleo. Asimismo, dichas
células se sometieron a tratamiento con SN50 (un inhibidor de la translocaciéon de NF-
kB a nucleo) junto con TNFa y se observd un decremento en la expresion de la
proteina XAF1 en comparacion con TNFa por si solo, lo que sugiere que NF-xB podria
activar la transcripcién de XAF1 ante tratamiento con TNFa *! . Este dato es relevante
dado que invita a realizar estudios respecto a los mecanismos mediante los cuales

NF-kB puede regular la transcripcion de XAF1.

5. NF«B

5.1 NF-xB como factor de transcripcion

El factor nuclear kB (NF-xB), es un factor de transcripcion inducible que
controla la expresion de un gran namero de genes relacionados con la sobrevivencia
celular, la diferenciacion y la proliferacién *?. Fue descubierta como una proteina unida
al gen inmunoglobulina k en el nicleo de las células B **. NF-kB consiste en cinco
proteinas: p50, p52, c-Rel, RelA/p65 y RelB; mismas que forman homodimeros u
heterodimeros * (Fig. 4). De manera general, NF-kB es retenida en el citoplasma por
proteinas especificas, los inhibidores de NF-kB (IkBs), e inmediatamente rio arriba se

% varias vias de estimulacion celular

encuentra el complejo kB cinasa (IKK)
convergen en la activaciéon del complejo IKK, mismo que subsecuentemente fosforila
IkBs y las marca para su posterior ubiquitinacién y degradacién por el proteosoma
26S. De este modo, NF-kB es liberado y se transporta al nlcleo para ejercer funciones
transcripcionales “°. De los posibles dimeros de NF-«xB, al menos doce son capaces de
unirse a sitios de DNA vy regular potencialmente la transcripcién “*. Dichos sitios,
llamados sitios kB, consisten de 9 a 10 pares de bases, tienen una gran variabilidad, y
esta conformado por: 5 -GGGRNWYYCC -3" ; en donde R puede ser A o0 G; N puede

representar cualquier nucleétido; W representa Ao T; e Y equivale aC o a T %%,



No obstante, se ha planteado la existencia de otros sitios kB distintos a la secuencia

consenso para otros heterodimeros de NF-kB tales como RelB/p52 “2.
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Figura 4. Componentes moleculares de NF-xB. Muestra los posibles dimeros que

comprende NFkB y la secuencia consenso del sitio kB. (Hoffmann et al, 2006).

5.2 Via Canonica NF-xB

En la via clasica o candnica, los dimeros de NF-xB como RelA/p50 son
mantenidos en el citoplasma por interacciéon con IkB, usualmente IkBa. En muchos
casos, la unién de un ligando al receptor de superficie celular (por ejemplo, receptor de
factor de necrosis tumoral, TNF-R) recluta adaptadores tales como factores asociados
a TNF-R (TRAFs) o RIP, una cinasa adaptadora esencial para la activacién de NF-xB
por TNF al dominio citoplasmatico del receptor. En consecuencia, estos adaptadores
reclutan al complejo IKK. Este reclutamiento de moléculas en el receptor activa al
complejo IKK. IKK entonces fosforila a kB en dos residuos de serina, ésto conlleva a
su ubiquitinacién y degradaciéon por parte del proteosoma. NF-kB por lo tanto, entra al

nacleo para activar genes blanco *** (Fig. 5).
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Figura 5. Via de sefializacion de NF-kB. Esquema general de la ruta de activacién de NFkB.

(Hayden and Ghosh, 2008).

5.3 Via no Canénica

Adicionalmente, esta descrita la via no candnica, el paso comun regulatorio en
ambas vias es la activacion del complejo IKK. La via no canodnica difiere de la
canodnica ya que solo determinadas sefiales la activan, y porque procede a través del
complejo IKK con dos subunidades IKKa, pero ho NEMO. La unién al receptor
conlleva a la activacion de la cinasa de induccién de NF-kB (NIK), misma que activa y
fosforila al complejo IKKa, y a su vez, éste fosforila dos residuos de serina adyacentes
a las repeticiones de ankirina del dominio de p100, de esta forma provoca su
protedlisis parcial y la liberacién del complejo p52/RelB. En ambas vias, gran variedad
de modificaciones post-traduccionales (fosforilacion, acetilaciéon, etc.) de las

subunidades de NF-xB pueden modificar la actividad transcripcional *°.



I. Justificacion

La baja expresion de XAF1 estd asociada a la progresion de tumores malignos en
varios tipos de cancer, sin embargo, es necesario un mayor entendimiento de los
mecanismos moleculares que regulan su transcripcién, asi como conocer aquellos

factores que pueden alterar su expresion en diferentes neoplasias.

En este trabajo se pretende realizar un primer acercamiento al estudio de la regulacién
transcripcional de XAF1, mediante el disefio y la realizacibn de dos construcciones
génicas las cuales contienen regiones del promotor de XAF1 con posibles sitios para
el reconocimiento de NF-xB y que ademds, pueden actuar como regiones de
regulacién transcripcional de XAF1. Los resultados de este trabajo podrian servir de

base en futuros ensayos experimentales.

lll. Objetivos

1. Objetivo General
Analizar los sitios de unién del factor de transcripcién NF-kB en la regiébn promotora
del gen XAF1.

2. Objetivos Particulares
1. Realizar un andlisis in silico de la secuencia promotora de XAF1 mediante
programas de andlisis bioinforméatico con el fin de determinar los sitios
probables de unién de NF-kB .
2. Realizar construcciones génicas con el promotor del gen XAF1 en vectores de

expresion para estudiar la transcripcion ante NF-xB.



IV. Métodos

1. Andlisis in silico de los posibles sitios de union a NF-xB en XAF1

Para el analisis in silico de los posibles sitios de unién a Nf-xkB dentro del
promotor de XAF1, primero se descargé la secuencia promotora de la base de datos
de elementos regulatorios transcripcionales (TRED), disponible en:

http://rulai.cshl.edu/cqi-bin/TRED/tred.cqgi?process=home. Posteriormente se utilizaron

tres programas bioinformaticos que predicen la localizacién de posibles sitios de union
a factores de transcripcion dentro de secuencias promotoras. Dichos programas son:
TESS, CHIP y Genomatix (Matinspector). Disponibles en
http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess?RO=WELCOME, http://snpper.chip.org vy

http://www.genomatix.de/products/Matinspector/index.html| respectivamente.

Asimismo, se utiliz6é Ensembl, un software que consiste en una base de datos
gendémicos de multiples especies, con el cual se realizaron los alineamientos de las
secuencias de DNA. Ensembl se encuentra disponible en:

http://www.ensembl.org/index.html.

Por otro lado, se utiliz6 GEO NCBI, un archivo de datos genémicos
funcionales que son presentados por la comunidad cientifica. Esta busqueda de datos
se realizé con el fin de obtener informacion que apoyara la relacién entre XAF1 y

NFxB. Se tiene acceso a dicho programa en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo

Finalmente, se empledé el programa bioinformatico Oncomine para comparar la
expresion de RNAm de multiples genes al mismo tiempo y estimar las relaciones entre
éstos en base a microarreglos, dicho software se encuentra disponible en:

https://www.oncomine.org/resource/login.html .

2. Extraccion de DNA

A partir de sangre periférica humana se obtuvo DNA gendmico para ser
utilizado como templado en la amplificacién del producto de la secuencia promotora de
XAF1. Se utilizé el juego de reactivos de QIAGEN©, QlAamp DNA Blood Mini Kit , de
la siguiente forma: 20l de proteinasa K, 200l de sangre periférica y 200 pl Buffer AL
se vortexed e incubd a 56°C por 10 minutos. Posteriormente se agregaron 200ul de
etanol al 100%, se vortexed y centrifugd brevemente. Se transfirié la mezcla a la
columna de centrifugacion (QIAamp Mini spin column) y ésta a un tubo de recoleccion,

se centrifugd 1 min. a 8000 rpm. Después, la columna se transfiri6 a un tubo nuevo y



se le agregaron 500pul de Buffer AW1, se centrifugd 1 min. a 8000 rpm. La columna se
transfirié a otro tubo, se le adicionaron 200ul de Buffer AW2 y se centrifugd 3 min, a
14000 rpm. Finalmente, se transfirié la columna a un tubo de centrifugacion y se le

agregaron 200ul de agua MilliQ. Se almacend a -20°C hasta su uso.

3. PCR

3.1 Descripcién de los oligonucleétidos

Los oligonucleétidos fueron disefiados con un sitio de reconocimiento
enziméatico en el extremo 5" para facilitar la clonacién del producto de PCR amplificado
en el vector de expresion pSEAP2basic . Los oligonucledtidos que amplifican las
600pb del promotor del gen XAF1 fueron: Sentido (Hind Ill): 5-TAA GCT TCT GTT
AGC ACA GCT GTT TCT AGG GTC TG — 3" y Antisentido (Nru I): 5- ATT CGC GAG
TTT CGT TTC TTG CAG GC - 3'. Los oligonucleétidos que amplifican las 1200pb
fueron: Sentido (Xho 1) : 5°- ACT CGA GAT TTT TCA TTC TTG ATA TTG ACA GAC
TGC - 3" y Antisentido (Nru I): 5- ATT CGC GAG TTT CGT TTC TTG CAG GC - 3.

El oligonucleo6tido antisentido fue el mismo para ambas amplificaciones de PCR.

3.2 Condiciones de la PCR

La PCR se realiz6 en un volumen final de 25 pl conteniendo: 0.5 U de
polimerasa Taq ROCHE®, buffer ROCHE®©, 10 pMol de cada uno de los
oligonucleétidos, 200 pM de desoxirribonucleétidos (dNTPs), 150 ng de DNA

gendémico y de agua MilliQ por reaccion .

Se empled una variante de PCR llamada Touchdown® para optimizar la
especificidad de la reaccion, misma que emplea una temperatura de alineamiento por
arriba de la temperatura media (Tm) que baja progresivamente hasta alcanzar dicha
Tm.

La PCR para XAF 600 se inicié a 94° C por 2 minutos seguida de la variante
Touchdown que consistid de cinco ciclos donde la temperatura de alineamiento fue
bajé un grado hasta alcanzar la Tm: 94° C por 30 segundos, 67.6° C — 63.6° C por 30
segundos y 72° C por 45 segundos, seguido de 30 ciclos de 94° C por 30 segundos
(desnaturalizacion) , 62.6 ° C por 30 segundos (alineamiento), 72° C por 45 segundos

(elongacion), con una extension final de 72° C por 7 minutos.



La reaccion de PCR se realiz6 en el termociclador Gene AmMpPCR System
9700 de Applied Biosystems. La presencia de los productos se verificG por

electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%.

Para amplificar el producto de XAF 1200 se utilizé una temperatura media de
62 ° C, el resto de las condiciones fueron las mismas que las mencionadas para XAF
600.

4. Purificacion de los productos de PCR

Los productos amplificados con los oligos XAF 600 y XAF 1200, fueron
analizados en un gel de agarosa al 1.5 % con bromuro de etidio al 5% por
electroforesis. Posteriormente se cortaron y pesaron las fracciones del gel que
contenian la banda de los productos de PCR para ser purificados con el Kit QIAquick
Gel Extraction de QIAGEN de la siguiente forma: se agregaron 3 volimenes de Buffer
QG a un volumen del gel. Posteriormente se incubé a 50° C por 10 minutos, una vez
disuelto se transfirié la mezcla a una columna (QIAquick spin column) y ésta a un tubo
de recoleccidn, se centrifugd un minuto a 13 000 rpm para que se uniera el DNA a la
membrana de la columna. Después, para remover los restos de agarosa, se desechd
el centrifugado y se le agregd 500ul de Buffer QG a la columna y se centrifug6 por a
13 000 rpm un minuto, nuevamente se desechd el centrifugado y se volvid a
centrifugar por un minuto adicional. Para lavar, se agregaron 750ul de Buffer PE a la
columna y se centrifugd por un minuto. La columna fue transferida a un tubo de
centrifugacion, finalmente, para eluir el DNA, se le agregaron 30 ul de agua MilliQ y se

centrifugé un minuto a 13 000.

5. Clonacioén en el vector pTZ57R/T

Los productos de PCR obtenidos fueron ligados en el vector linearizado
pTZ57/RT. Este vector es especifico para clonar productos de PCR generados a partir
de DNA polimerasas que afiaden adeninas en los extremos del producto de PCR,
tales como la polimerasa Taq que fue empleada. Ademas dicho vector presenta
extremos ddT para la éptima insercion de los productos de PCR, consta de 2886 pb,
presenta un sitio multiple de clonacion dentro del gen lac Z, asi como un marcador de

resistencia para ampicilina (Fig. 6).
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Figura 6. Mapa del vector pTZ57R/T. Se empled este vector para clonar los productos de
PCR. El sitio multiple de clonacién se encuentra previamente cortado, presenta una timina en

sus extremos y se encuentra localizado dentro del gen Lac Z.

El producto amplificado por PCR XAF600 se ligb en el vector linearizado
pTZ57/RT, con una proporcién inserto/vector de 3:1, con el juego de reactivos
InsTAclone de FERMENTAS ©de la siguiente forma: 3pl del vector (0.15 pg, 0.18 pmol
de extremos), 5.4l del inserto (0.108 ug, 0.54 pmol de extremos), 6ul del buffer de
ligacion 5x, 1 ul de ligasa DNA T4 y agua Milli Q a un volumen total de 30 pul. Esta
mezcla de ligacion se incub6 a 22 °C por una hora, y finalmente se almacené a 4 °C
una noche. Para el producto de PCR XAF1200 se realiz6 el mismo procedimiento pero
para la mezcla de ligacién se tomaron 22 ul del inserto (0.216 pg, 0.54 pmol de

extremos).

5.1 Transformacién

Después de la ligacion, se realiz6 la transformacion de la cepa bacteriana E. coli
DH5a con el juego de reactivos TransformAID de FERMENTAS® de la siguiente
manera: se incubaron las bacterias en medio-C durante 2 horas a 37° C en agitacion,
se centrifugé por un minuto a 4000 rpm, el botdn se resuspendio en 300 ul de solucion
T (compuesta por solucibn A mas solucién B) y se incubdé 5 minutos en hielo.
Posteriormente se centrifugd un minuto en la microcentrifuga, el botén se resuspendio

en 120 ul de solucién T, se dejé 5 minutos en hielo. Después, se agregaron 50 pl de



las células bacterianas preparadas a un tubo con 2.5 ul de la mezcla de ligacion, se
sometid a choque térmico 45 segundos a 45° C y se incubd por 5 minutos en hielo.
Finalmente, se sembraron en cajas con medio LB suplementado con ampicilina,
IPTG/X-Gal y se incubaron a 37° C durante toda la noche. Por dltimo, las colonias

recombinantes se seleccionaron mediante alfa complementacion.

5.2. Extraccion de los plasmidos: pTZ57RT/XAF600 y pTZ57RT/XAF1200

5.2.1 Lisis Bacteriana

Las colonias seleccionadas por alfa complementacién se inocularon en 5 ml de
medio LB con ampicilina, se incubaron por 24 horas a 37°C en agitacion. Después se
recuperaron las bacterias por centrifugacion a 4000 rpm 5 minutos, se le agregaron
100 pL de solucion | (glucosa 50 mM, Tris-HCI pH 8.0 25 mM, EDTA 10 mM), seguida
de 200pL de solucién Il (196 pL SDS y 4 uL NaOH) y 150 pL de solucién 1l (acetato
de potasio 3M y acido acético 2M). Finalmente se centrifugaron 10 minutos a 10 000

rpm.

5.2.2 Obtencion del plasmido

Para la obtencion del plasmido se realiz6 un miniprep con el Kit BIO 101
Systems. Se recuperé el sobrenadante de la dltima centrifugacion y se le adicionaron
400 pL de MiniPrep Express™ Matrix de QBIOgene, después se dejo reposar por 5
minutos, el DNA se une instantaneamente a dicha matriz. Posteriormente, se obtuvo el
botén con un minuto de centrifugacion en la microfuga y se agregaron 500uL de

etanol al 80%, finalmente se resuspendié en 75uL de agua MilliQ.

5.3. Restriccién enzimatica de los plasmidos: pTZ57RT/XAF600 y
pTZ57RT/XAF1200.

5.3.1 Comprobacion de la presencia del fragmento de interés

Para corroborar que estuviera integrado el inserto dentro del vector pTZ57R/T,
se llevé a cabo la digestion del DNA plasmidico con endonucleasas y su respectivo
buffer y se dejé 2 horas a 37 °C.

Para pTZ57RT/XAF600 se emplearon las enzimas Msc | y Xba | para la
obtencion de un fragmento de 3043 pb y otro de 440 pb. Para pTZ57RT/XAF1200 se
emplearon las enzimas Msc | y Xho | para la obtencién de un fragmento de 3053 pb y
otro de 1108 pb.

Los productos digeridos se analizaron en un gel de agarosa al 1.5 % con



bromuro de etidio.

5.3.2 Liberacién del fragmento de interés

Una vez que se comprobo la presencia del fragmento de interés, se escindieron
los inserto del vector mediante las enzimas de restriccién presentes en la regién 5’ de
los oligos de amplificacion, Nru | 'y Hind Ill para el inserto de 6000 pb y Nrul y Xho |
para el de 1200 pb.

Para pTZ57RT/XAF600 se emplearon las enzimas Hind Il y Nru I. Como los
correspondientes buffers de dichas enzimas no son compatibles, primero se realizé la
digestion con Hind lll/Buffer 2, se utilizé como referencia 20ug del DNA plasmidico, se
dej6é 2 horas a 37 °C. Después se purificd por solucién mediante el Kit QlAquick PCR
Purification, para eliminar las sales del buffer y la enzima, y de esta forma poder
digerirlo con Nru I. Dicha digestion se dejé 2 horas a 37 °C y después toda la noche a
temperatura ambiente. La digestion del pldsmido con ambas enzimas liber6 al
fragmento de interés de 600 pb del vector pTZ57RT, dicho fragmento fue purificado
por gel mediante el Kit QlAquick Gel Extraction de QIAGEN.

Para pTZ57RT/XAF1200 se emplearon las enzimas Xho |y Nru I. Al igual que
con pTZ57RT/XAF600, los buffers de las enzimas Xho | y Nru | no son compatibles,
por lo tanto, primero se realiz6 la digestion con Xho |/Buffer 3, se utiliz6 como
referencia 10ug del DNA plasmidico, se dejé 2 horas a 37 °C. Después se purificé por
solucién mediante el Kit QIAquick PCR Purification, para eliminar las sales del buffer y
la enzima, y de esta forma poder digerirlo con Nru I. Dicha digestion se dejé 2 horas
a 37 °C , después toda la noche a temperatura ambiente. La digestién del plasmido
con ambas enzimas liberd al fragmento de interés de 1200 pb del vector pTZ57RT,
dicho fragmento fue purificado por gel mediante el Kit QIAquick Gel Extraction de
QIAGEN.

6. Clonacion en el vector pSEAP2-basic

El vector pSEAP2-basic contiene el gen reportero de fosfatasa alcalina secretada
(SEAP). Este vector carece de promotor y tiene un sitio multiple de clonacion (MCS)
que permite que sean insertados fragmentos de DNA de promotores probables rio
arriba del gen SEAP (Fig. 7).
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Figura 7. Mapa del vector pSEAP2-basic. Se empled este vector para clonar los productos de

600 y 1200 pb. El sitio multiple de clonaciéon fue abierto con enzimas de restriccion especificas.

6.1 Amplificacion y extraccién del vector pSEAP2-basic

Para obtener suficiente cantidad del vector pSEAP2-basic, se inocularon
bacterias de E. coli DH5a previamente transformadas con el plasmido para
posteriormente ser extraido por Maxi-prep. Una vez extraido el plasmido, se realizé la
confirmacion de la identidad del vector por digestion con Bgl Il y Bst I.

6.1.2 Apertura del vector pSEA2P-basic

Dado que el vector pSEAP2-basic se encontraba circularizado, se abri6 con las
mismas enzimas de restriccidon con las que fueron digeridos los fragmentos a clonar,
para que de este modo se facilitara la ligaciéon. Para la insercion del fragmento del
promotor de 0 a 600 pb se abrio el vector con las enzimas Hind Il y Nru | y para la

insercion del fragmento de 0 a 1200, se abrio con las enzimas Xho |'y Nru I.

6.2 Ligacion pSEAP-basic /XAF1

Para XAF 600 se utiliz6 una relacion inserto/vector de 1:1 y de 1:3. Se tomo
como referencia 50 ng vector y 19.14 ng del inserto para 1:1. Para 1:3 se emplearon
50ng del vector y 38.29 ng del inserto. Ademéas se metid la ligacién control, la cual
carecio de inserto. Este control sirvio para estimar la proporcion de recircularizacion

del vector que no integré el inserto, respecto a la que si lo integro.



Para XAF1 de 0 a 1200 se utilizaron las mismas relaciones 1:1 y 1:3 inserto/vector:

40.53 ng y 89.06 ng del inserto respectivamente, mas el control de recircularizacion.

6.2.1 Transformacion y selecciéon de colonias

Para la transformacion de bacterias se utilizé el Kit Bacterial Transformation de
FERMENTAS, se emplearon 5 ul de la mezcla de ligacién. Posteriormente fueron
sembradas en placas con agar LB suplementado con ampicilina y se dejaron en
incubaciéon a 37° durante toda la noche. Se empled el mismo procedimiento para

ambas ligaciones.

6.3 Extraccion de plasmidos y digestion

Se utilizé el Kit Miniprep BIO 101 Systems (a mini-escala) para extraer el
plasmido, de la misma forma en la que se describié previamente. Posteriormente los
plasmidos extraidos fueron digeridos para ver si fue posible la integracion del inserto.

Se realiz6 el mismo protocolo para los dos plasmidos.

6.3.1 Seleccidon de colonia, amplificacion y extraccion plasmidica

La colonia que mostré el patrén de digestion esperado se amplific6 nuevamente
para ser extraido por el Kit S.N.A.P. Miniprep de Invitrogen ( a mini-escala), el cual
permite que el plasmido extraido pueda ser mandado a secuenciar posteriormente.

Dicho procedimiento se siguié de la misma forma para ambos plasmidos.

6.4 Secuenciacion y andlisis del fragmento clonado

Una vez extraidos los plasmidos por el Kit comercial, se mandaron a secuenciar
con los oligonucledtidos sentido (5'-CTAGCAAAATAGGCTGTCCC-3") y antisentido
(5-CCTCGGCTGCCTCGCGGTTCC-3") del sitio mdltiple de clonacién de pSEAP-
basic, con el secuenciador de Applied Biosystems (AB), modelo 3730XL del
INMEGEN. Esta secuenciacion permiti6 conocer la identidad de las bases
nucleotidicas que conforman el inserto integrado, asi como la unién de éste al vector.
Los resultados que arrojé la secuenciacion fueron analizados con BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), un programa informético de alineamiento de secuencias de
tipo local que compara una secuencia determinada contra una gran cantidad de
secuencias que se encuentren en una base de datos.

Los andlisis de secuenciacion se llevaron a cabo tanto para 600pb como para
1200pb.



6.5 Amplificacion y extraccién por Kit para transfeccién.

Las bacterias con las clonaciones seleccionadas fueron amplificadas para
posteriormente extraer el plasmido a gran escala con el Kit comercial Endofree
Plasmid Maxi de QIAGEN. Esto se realizé con el fin de obtener suficiente cantidad de
DNA plasmidico purificado para eventualmente ser transfectado a células tumorales

en futuros ensayos experimentales.



V. Resultados

1. Ensayo in silico

La secuencia promotora del gen XAF1 fue obtenida de la base de datos de
elementos regulatorios transcripcionales (TRED) (Fig. 8). A partir de esta secuencia
promotora tedrica realicé el analisis in silico para determinar los probables sitios de
unidon a NF-xB y defini las -1200 pares de bases previas al inicio de transcripcion.
Posteriormente determiné la localizacién de sitios probables de reconocimiento de NF-
kB dentro del promotor de XAF1l mediante tres diferentes programas para
identificacion de dichos sitios (Fig. 9A — 9D). Estos datos me permitieron elegir dos
fragmentos del promotor con una longitud de ~ 600 y 1200 pb respectivamente.
Posteriormente, realicé un alineamiento de la secuencia promotora con diferentes
especies de mamiferos, en donde se observd, a partir del alineamiento de secuencias
con Ensembl, que el sitio correspondiente a 1200 pb (gggaattctc) Se€ encuentra
totalmente conservado dentro del grupo de primates y parcialmente conservado entre
otras especies de mamiferos. Este sitio resultd ser un atractivo y posible elemento
funcional dado que se encuentra conservado (Fig. 10).

Con base en que la activacion de la via de NF-xB puede ser inducida ante la
exposicion a diversos estimulos (tales como TNF) **, realicé la busqueda de datos en
bases gendmicas de acceso publico que pudieran brindar informacién respecto a la
relacion entre XAF1 y NF-kB. Con base en ello, extraje aquellos datos que incluyeran
a XAF1l y a alguan inductor de la via de sefalizacion de NF-kxB; este principio fue
aplicado tanto para el programa GEO-NCBI, como para Oncomine.

En GEO-NCBI, se hallaron datos reportados donde se compararon los niveles
de XAF1l en queratinocitos epidermales expuestos a TNFo contra queratinocitos
epidermales expuestos a TNFa también pero en conjunto con un inhibidor de la via de
NFkB: partenolide *2. Se observa que los niveles de XAF1 son menores cuando las
células son expuestas a TNFa mas el partenolide (Fig. 11A). Adicionalmente, otros
datos reportados muestran que la expresion de XAF1 es mayor en células endoteliales
al ser expuestas ante TNFa en comparacion con el grupo celular que carecié de dicha
exposicion (Fig. 11B). Estos resultados brindan una tendencia de la relacion entre la
expresion de XAF1 y NF-kB, ya que se observa como los niveles de XAF1 aumentan
ante la presencia de un inductor de NF-kB (TNFa) y disminuyen ante este mismo

inductor mas el inhibidor de NF-xB (TNFa. junto con partenolide).



Finalmente, con Oncomine, una base de datos genémicos de microarreglos de
expresion procesados, se realizaron dos andlisis de coexpresion que consistieron en
la blusqueda de datos que contuvieran a XAF1 y a un gen involucrado en la via de
sefalizaciéon de NFxB. En el primer hitmap se observa la comparacién de la expresion
de RNAmM de XAF1 y TNFSF10 (también denominado TRAIL, un ligando inductor de
apoptosis relacionado con TNF) obtenido a partir de microarreglos de carcinoma
colorrectal. Con estos datos se puede observar una relacién entre XAF1 y TNFSF10
(Fig. 12A).

En el segundo hitmap se observan los resultados del analisis se coexpresion
de RNAm para XAF1 y TRADD (una molécula adaptadora asociada al receptor TNF) a
partir de microarreglos realizados en adenocarcinoma de colon. Se observa como los
niveles de RNAm XAF1 aumentan o disminuyen a la par de los niveles de RNAm de
TRADD (Fig. 12B). Estos resultados revelan una tendencia respecto a la posible

relacion directa entre XAF1 y NFkB.
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gtttagagttcttctgttagcacagct gtttctagggt ct ggaaaaact ct aaggaccc
ccaggaggat acacaccagat t gggt ct gggct cacaccaccct gcat ccccagagcect ¢
cct ggacgct gttt gcaaggt cct caccgect ggaagt ccaggagccatttttagggaac
agcatt caagct caacat ggcaagttccctctttcct gcaggggaggaccagaagggagce
cggagat gggggagaagggt gggaggt ggat ggt t t ggaaaagggat ggagacccagacg
gagagaagccagccagccagggt gagggaacaagct get gt gct gcccaggagaggcect g
gcct caggcet gccagect cagggaggt agat gcggcet gt gacagcagcaaagaat gacgg
ccaagggcgacagcaggggct ggccat gct gt aaaggggct t ct t gggagggt ccagcct
caggaat caaggggaact cct gagccgagaat t ct gaagat ct cct ccct ccct gaagcet
gt gggct gggccat cggaaaactttcagttttgtttcctt gcct gcaagaaacgaaact ¢
(0)

Figura. 8 Secuencia promotora de XAF1l. Se muestran las -1200 pb correspondientes al
promotor de XAF1. La regién sombreada en gris representa las -600 pb previas al inicio de
transcripcion. La regiébn sombreada en verde junto con la region gris corresponden a las -1200
pb previas al inicio de transcripcion del gen XAF1. Las regiones sombreadas en amarillo
muestran los sitios probables de union del factor de transcripcion NF-kB. La secuencia
subrayada es la region que se encontrd conservada en diversas especies de mamiferos.
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Figura 9. Sitios probables de unién del factor de transcripcién NF-kB. 9A. Se muestra la
secuencia consenso que une dimeros de NF-kB, conocida como sitios kB, reportada por



Hoffman et al., 2006, comparada con las secuencias probables de union a NF-kB de los
programas utilizados. 9B. Representacion gréfica de los datos arrojados por TESS. 9C.
Representacion grafica de la secuencia tedrica de union a NF-xB que se determiné con ayuda
de CHIP. 9D. Representacién gréfica del sitio de unidon a NF-xB arrojado por Genomatix.
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Figura 10. Alineamiento del sitio probable de union a NF-xB. Se muestra la alineacion de
secuencias de diversas especies de mamiferos que contienen el sitio probable de unién a NF-

kB, mismo que se encuentra enmarcado en rojo.

11A. GEO-NCBI

GDS51289 / 35583_at/ XAF1

&0 100%
‘j(:" S — --?5
I F 450
15¢ 125
op2t—0rt 1 s - —
g E = |2 g é S el s § 2= g SIS
hesét ) g8 glie|ls EIlE gle|8
10 | R A EE]
e le |8l |b|e|a|lala|b|la|e|le|a]|s|s
| o & G e el el s el el i ] O] 6] Gi ]| o
TNFalp fang T INFalp g Faiplsng
agent } cantrol  |pertend  control _ pwthend  contral _ fwthend  controd L e
ha lide ha fide ha irde ce
time } 1h 4n 24h

* (single channel) count
= percentile rank within the sample

rme .
“il



11B. GEO-NCBI
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Figura 11. Datos obtenidos a partir de GEO NCBI. 11A Los niveles de XAF1 son mayores
ante exposicion con TNFo Unicamente, en comparacién con TNFa junto con partenolide
(inhibidor de NFxB) . 11B Se observan elevados los niveles de XAF1 ante el estimulo TNFa, en

comparacion con el control que carece de dicho estimulo.
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12B. ONCOMINE

Genes Coexpressed with XAF1 in Auman Colon
Grouped by Cancer Type
(normalized expression units)

CorrelatiorGene

1.000 XAF1 - ‘
0.937 TRADD
| 14

Legend
1. Cecum Adenocarcinoma (7) 3. Rectosigmoid Adenocarcinoma (2)

2. Colon Adenocarcinoma (14)

Auman Colon

Eur J Cancer 2008/08/01 23 samples

mMRNA 7,820 measured genes
Human Genome U95A-Av2 Array

Least Expressed Most Expressed

BEREREOOO000000C0NEE [ ot measued

Figura 12. Datos obtenidos de Oncomine. Correlacién entre la expresion de RNAm de XAF1
e inductores de la activacion de NFkB. (12A : XAF1 y TNFSF10) ( 12B : XAF1 y TRADD). Se
observa que los niveles de XAF1 coinciden con los niveles de los inductores de NFkB. Los
colores azul y rojo representan el nivel de expresién; azul , menor nivel de expresion;rojo,

mayor nivel de expresion.

2. Amplificacion del promotor

Los fragmentos de la secuencia promotora de 600pb y 1200pb se amplificaron por
PCR a partir de DNA gendmico de sangre periférica, se utilizaron los oligonucleétidos
y condiciones de amplificacion mencionadas en métodos. El producto de amplificacion
se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, donde se observé una banda
de aproximadamente 600 y 1200 pb respectivamente (Fig. 13A — 13B), mismas que
coinciden con el tamafio esperado. Representacién grafica de los productos

amplificados del promotor (Fig. 13C).



13A. 13B.

2-Log 1. 2, 3. 2-Log 1. 2 3.

1.2Kb

0.6 Kb —

13C.

13B.

I
13A.

I I

-1200 pb -600 pb

= =
A———

®

Figura 13. Amplificacién de los productos de PCR. 13A. Se muestra la secuencia
amplificada de 600 pb a 25, 30 y 35 ciclos respectivamente. 13B. Se muestra la secuencia
amplificada de 1200 pb a 35, 30 y 25 ciclos. 13C. Representacién gréafica de la amplificacion de
los productos de PCR.

3. Clonacion en PTZ57/RT

Se utilizoé el programa NEBCutter para determinar los mapas de restriccién a
partir de la clonacion in silico de PTZ57/RT con 600 (Fig. 14A) y 1200 pb (Fig. 14B)
del promotor XAF1. Los fragmentos del promotor purificados se ligaron al vector, se

transformaron células E. coli DH5a, se seleccionaron colonias que presentaron color



blanco (o complementacion) y se extrajo el DNA plasmidico por lisis alcalina. Para
comprobar que el fragmento se hubiera insertado en el vector, el DNA plasmidico se
someti®é a digestibn con las enzimas de restriccion elegidas por el programa
NEBCutter (Fig. 14C).
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Figura 14. Analisis de restriccion enziméatica de PTZ57/RT. 14A. Mapa con enzimas de
restriccién de la clonacion in silico PTZ57/RT-Xaf 0 a 600 con Msc |y Xba I: 443 pb y 3044 pb
longitud de los fragmentos. 14B. Mapa con enzimas de restriccion de la clonacion in silico
PTZz57/RT-Xaf 0 a 1200 con Msc | y Xho I: 1808 pb y 3051 pb la longitud de los fragmentos.
14C. Electroferograma de la digestion enzimética del DNA plasmidico recombinante. Carril 1:
productos de la digestion PTZ57/RT-Xaf600 con Msc | y Xba I, se observan los fragmentos
esperados de 3.0 Kb y .44 Kb, carril 2: PTZ57/RT-Xaf600 no digerido, carril 3: productos de la
digestion PTZ57/RT-Xaf 1200 con Msc | y Xho |, se observan los fragmentos esperados de 3.0
Kby 1.8 Kb, carril 4: PTZ57/RT-Xaf1200.

4. Identificacion del plasmido pSEAP2-basic

Para corroborar que se contaba con el vector pSEAP2-basic, se elabord un
mapa de restriccion con el programa NEBcutter (Fig. 15A). Se digirié el vector con
enzimas de restriccion Bgl 1l y Bst XI, posteriormente el producto de digestion se

corrio por electroforesis, en donde se observa el patréon esperado (Fig 15B).
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Figura 15. Anélisis de restriccién enzimética de pSEAP-basic. 15A.Mapa de pSEAP-basic
con enzimas de restriccion Bgl 1lI/Bst XI: 4255 pb y 422 pb longitud de los productos de la

digestion. 15B. Electroferograma de la digestién enzimética del vector pSEAP-basic. Carril :



plasmido no digerido, carril 3: plasmido digerido con Bgl Il y Bst XI , se observan los fragmentos
esperados de 4.0y 0.4 Kb.

5. ldentificacion del plasmido pSEAP2-control

Para corroborar que se contaba con el vector pSEAP2-control, se elaboré un
mapa de restriccion con el programa NEBcutter (Fig. 16A). Se digirié el vector con
enzimas de restriccidn y posteriormente se corrio por electroforesis para determinar el
tamanfo de los productos de la digestion (Fig. 16B).
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Figura 16. Anédlisis de restriccion enzimética de pSEAP2-control. 16A. Mapa de pSEAP2-
control con enzimas de restriccion Sfi | y Sac 11:4063 pb y 1052 pb longitud de los fragmentos.
16B. Patrén de la digestion de pSEAP-control. Carril 1: con Sfi | y Sac Il, se observan los

fragmentos del tamafio esperado (4.0 y 1.0 Kb), carril 2: plasmido pSEAP2-control sin digerir.

6. Digestiones de plasmidos pSEAP2-basic y pSEAP2-control.

Una vez que verificado que se contaba con los vectores correctos, se
transformaron células E. coli DH5a con los plasmidos, de forma independiente, se
seleccionaron y crecieron colonias y se purificé el DNA plasmidico por lisis alcalina a

gran escala. Los plasmidos se digirieron con las enzimas de restriccion anteriormente
mencionadas (Fig. 17).
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Figura 17. Patron de digestion de vectores pSEAP2. Carril 1: pSEAP2-basic no digerido,
carril 2: pSEAP2-basic digerido con Bgl Il y Bst XI, se observan los fragmentos esperados de
4255 pb y 422 pb, carril 3: pPSEAP2-basic no digerido, carril 4: pSEAP2-basic digerido con Bgl
II+ Bst XI, se observan los fragmentos esperados de 4255pb y 422 pb, carril 5: pSEAP2-control
no digerido, carril 6: pSEAP2-control digerido con Sfi | y Sac Il, se observan los fragmentos
esperados de 4063 y1052pb.

7. Apertura del vector pSEAP-basic.

El vector pSEAP-basic fue abierto con el fin de poder insertar el fragmento del
promotor de 600 y 1200, de manera independiente, dentro de la secuencia del vector,
con las mismas enzimas de restriccién con las que se digirieron dichos productos a
clonar. El vector linearizado se corrié por electroforesis antes (Fig. 18A) y después de

ser purificado por gel (Fig. 18B).
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Figura 18. Electroforesis del vector abierto pSEAP2-basic. 18A. Linearizacién de pSEAP2-
basic. Carril 1: plasmido no digerido, carril 2: digestion con Nru | y Hind para 600 pb, carril 3:
digestion con Xho | y Nru | para 1200 pb 18B. Se muestran los pldsmidos linearizados y

purificados. En ambos paneles se observa la longitud del vector 4.7 kB.

8. Clonacion de la secuencia promotora de XAF 600 en el vector pSEAP2-basic.
Se realiz6 le clonacién in silico del fragmento XAF 600 en el vector pSEAP2-
basic, asi como el mapa con enzimas de restriccion para verificar la clonacion
(Fig.19A). Una vez liberado el fragmento XAF 600 del PTZ57/RT, se clond en
pSEAP2 basic. Posteriormente se transformaron bacterias E. coli DH5a, se
seleccionaron y amplificaron colonias, por dltimo, se extrajo el DNA plasmidico y fue

digerido para verificar la insercion del fragmento al vector (Fig 19B).

19A.

|
|
|

HindIII

=y

5257 bp

© Neel

# Ends Coordinates | Length (bp)
Ndel-HindIII 936-53 4375
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19B.

4.3 Kb

Figura 19. Clonacion pSEAP2basic/XAF600. 19A. Mapa con enzimas de restriccion de la
clonacioén in silico pSEAP2-basic / XAF600 con Hind 11l y Nde I: 882 y 4375 pb la longitud de los
fragmentos. 19B. Electroferograma de la digestion enzimatica de la clonacién pSEAP2-basic /

XAF600, se observan los fragmentos esperados de 0.88y 4.3 Kb .

9. Clonacion de la secuencia promotora de XAF 1200 en el vector pSEAP2-basic.
Se realizé la clonacion in silico del fragmento XAF 1200 en el vector pSEAP2-
basic, asi como el mapa con enzimas de restriccion para verificar la clonacion (Fig.

20A). Se realiz6 la digestion del plasmido extraido (Fig. 20B).

# | Ends |Coordinates | Length (bp)

1| PstI-Pstl | 1444-917 5384

2 | PstI-Pstl | 918-1443 526




20B.

5.3 Kb

Figura 20. Clonacion pSEAP2basic/XAF1200. 20A. Mapa con enzimas de restriccion de la
clonacion in silico pSEAP2-basic / XAF1200 con Pst I: 526 y 5384 pb la longitud de los
fragmentos generados. 20B. Patron de la digestion enzimética de la clonacion pSEAP2-basic /

XAF1200, se observan los fragmentos esperados de 0.52 y 5.3 Kb.

10. Secuenciacion de los fragmentos del promotor clonados en pSEAP2-basic

La determinacion de la secuencia nucleotidica de las clonaciones se realiz6 por
métodos automatizados, se utilizaron los oligonucle6tidos universales sentido y
antisentido. Posteriormente se aline6 la secuencia promotora de XAF1 descargada de
TRED con las secuencias de la clonaciones arrojada por el secuenciador Applied
Biosystems del INMEGEN para pSEAP2basic/XAF600 con el fin de verificar la
correcta insercion (Fig. 21A). Asimismo las secuencias se analizaron comparandolas
con la base de datos de Genbank para corroborar la identidad del fragmento clonado
(Fig. 21B). De igual forma se realizé dicha alineacién con la secuencia promotora de
XAF1 para pSEAP2basic/XAF1200 (Fig. 21C), y la respectiva comparacion con la
base de datos de Genbank (Fig. 21D). Se puede observar que la alineacién de las

secuencias corresponde a una identidad del 99%.



21A. XAF600

Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200

Query #I
600 1200 1800 2400 3000

o—

Features flanking this part of subject sequence:
42131 bp at 5' side: solute carrier family 13, member 5 isoform b
27 bp at 3' side: XIAP associated factor 1 isoform 1

21B. XAF600

Score = 1077 bits (%83), Expect = 0.0
Identities = 587/589 (99%), Gaps = 0/589 (0w%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 CTTCIGTITM AGCTGTTIC CTCCAMIMMCTCTANCGCACCCCCAGGAGGATA 60

) |||||Il|||ll |l|||[I|||||1||||I||I|||IIIIII|I[|
sbjct 6262157 CTTCTGTTAGCACAGCTGTTTCTAGGGTCTGGARMACTCTARGGACCCCCAGGAGGATA 6262216

Query 61 CACACCAGATTGGGTCTGGGCTCACACCACCCTGCATOCOCAGAGCCTCCCTGGACGETG 120
[LEL
T

. ||||IIII|I][ I]|||[||||||1||||I [11] |||l[|
sbjct 6262217 CACACCAGATTGGGTCTGGGCTCACAC TOCOCAGAGCCTCCCTGGACGCTG 6262276

Query 121 TTGCAMGGTCCTCACCGCCTGGAAGTTCAGGAGCCATTTTTACCCAAMCAGCATTCAAGC 180

IIIIIIIIIIII CELE LEEEEEEEEEE R e e eErrrr
sbjct 6262277 TTTGCAAGGTCCTCACCGCCTGGAAGTCCAGGAGOCATTTTTAGGGAACAGCATICAAGE 6262336

Query 181 TCAACATGGCAAGTTCCCTCTTTCCTGCAGGGGACGACCAGANGOGAGCCGGAGATGGGE 240

. LLLELLELLEELLL IlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[I
sbjct 6262337 TCAACATGGCAAGTTCCCTCTTICCTGCAGGGGACGACCAGANGOGAGCCGGAGATGGGG 6262396
Query 241 GAGAAGGGTGGGAGGTGGATGGT TTGGAAMAGGGATCOAGACCCAGACGGAGAGANGTCA 300

) [LELEEEELEL CELCPEERREEEEEE R L E e EErerr
sbjct 6262397 GAGAMGGGTGGGAGGTGGATGGTTTGGAAAAGGGATCOAGACCCAGACGGAGAGANGCCA 6262456

Query 301 GCCAGCCAGGGTGAGGGAACAAGCTGCTGTGCTGCOCACGAGAGGCCTGGCCTCAGGCTG 360

. LLELELLELLL IlIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIIIIII[I
sbjct 6262457 GCCAGCCAGGGTGAGGGAACAAG TGOCCAGGAGAGGCC CIG 6262516
Query 361 CCAGCCTCAGGGAGGTAGATGCGGCTGTGACAGCAGCAMMGANTGACGGCCANGGGCGAC 420

[LELEELELEL CECERLEEREEEEER e e EErrrerr
sbjct 6262517 CCAGCCTCAGGGAGGTAGATGCGGCTGTGACAGCAGCAMGARTGACGGCCANGGGCGAC 6262576

Query 421 AGCAGGGGCTGGCCATGCTGTAAAGCCGCTTCTTOOCACOCTOCACCCTCAGGAATCAAG 480

FLELELLELLL COLLLELEEEELEEEELE L]
sbjct 6262577 AGCAGGGGCTGGCCATGCTGTAAAGGGGCTTCTTOOGACOGTCCAGCCTCAGGAATCAAG 6262636

Query 481 GGGAMCTCCTGAGCCGAGAATTCTCAAGATCTCCTOOCTOOCTCAAGCTGTGGGCTGGGE 540

. LLELEELELLL COLELEDEL L EEELL]
sbjct 6262637 GGGAACTCCTGAGCCGAGAATTCTGAAGATCTCCTCOCTOCCTGAAGCTGTGGGCTGGGE 6262696

Query 541 CATCGGAAMMACTTTCAGTTTTIGTTTCCTTGCCTCCANCAMCCAMCTC 589

. IlIIIIlIIIl[ COLCLLELEEEELE Ll ELL
Sbjct 6262697 TCGGAMACTTTCAGTTTIGTTTCCTTGCCTCCANCAMMOCAMACTC 6262745

21C. XAF1200

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query

=]

600 1200 1800 2400 3000

Features flanking this part of subject segquence:
41468 bp at 5' side: solute carrier family 13, member 5 isoform b
27 bp at 3’ side: XIAP associated factor 1 isoform 1




21D. XAF1200

Score = 2298 bits (1244), Expect = 0.0
Identities = 1249/1252 (99%), Gaps = 0/1252 (0%)
Strand=Plus/Plus
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Figura 21. Resultados de la secuenciacién. Datos obtenidos a partir de la secuenciacion y
analisis con BLAST en comparacién con secuencias de Genbank . 21A. Representacién gréfica
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TTCTRGATATTGACAGACTGCCCAGAGACAGACAGGAGTGGGTAGTGAGGGTCAGAAGGA

[ [LLLELELELELELETLL ] FEELELELETELELELLT ] ||

TTCTTGATATTGACAGACTGCCCAGAGACAGACAGGAGTGGGTAGTGAGGGTCAGAAGGA

TTAAGGAGCTTGCCTAGCCGATGAGGAAGGGAACAAGATAAGATGCARACCTCAGTCTICT

II CLELELERELELT LT FEELELERERELELTTLL] §

TTAAGGAGCTTGCCTAGCCGATGAGGAAGGGAACAAGATAAGATGCARACCTCAGTCTICT

AGCCAAGTGCTCACTACCCCAACTAGCTGTCAAATGAGG!

GACTCTC TGGATGGGGCCTTG
[l CLELELELELETELTLLL ] CLLLEEERELELELELTT ]
GACTCTCAGCCAAGTGCTCACTACCCCAACTAGCTGTCAAATGAGGTGGATGEGGCCTT

n:

T L O LU LT

GTTAGGTACATAGACACCTGAGTCATATCAACCTGGTGTGAATCCCAGCTCTGATGTTGA

CGATTGGCCTAGCCTCTCTCTGCCTCCATTTITCTCTTTTTTCATTTCATTTTITCTTITT

G
[l FLELEUELELETELELLL ] CLELELELELETELETTT ] ||
G

CGATTGGCCTAGCCTCTCTCTGCCTCCATTTTICTCTTTTTTCATTTCATTTTITCTTITT

TGAGGCAGAGTCTCACTCTGTCACTGCCTCTGITTTCCATAGCAAAATGGAGTTAATAAT

|| FLELELELELELELTLL L] CLELERERELETELELLT] ||
TGAGGCAGAGTCTCACTCTGTCACTGCCTCTGTTTTCCATAGCARARTGGAGTTAATAAT

GCTTACATGAGGGATTARAACGAAGACAATGCCTACCTAATGCTTAGAATGGTGCCTGE
[l lIIIIIIII]IlIIIlIII FEELEEELELELELTTLL ]

GCTTACATGAGGGATTAAAACGAAGACAATGCCTACCTAATGCTTAGAATGGTGCCTGGA

—w

ACATAGGAACAATGTTGAAACAGTCTTTCATTCTTCCCTCCTATCACTGTGATCATCAGT

[ IIIIIIIII]IIIIIIIII CLELELELETELELELLT ] |l

ACATAGGAACAATGTTGAAACAGTCTTTCATTCTTCCCTCCTATCACTGTGATCATCAGT

ACCACCACACACTGCTTCTCATTTAGTGCCTGAATTTTAGAGCCTGCC

TGGAGGCTGGAG
[ FLELELELELELTTETT ] ||IIII||||||||II||| §
ACCACCACACACTGCTTCTCATTTAGTGCCTG CTGGAGGCTGGAG

CCTGCCTGGACATTTCCCTTAATCTTGTTATCCTCCTCAGAGAGGCGGCACCCACCCCA

C
| | [ELLELLEELTETErL IIIIIIIIIIIIIIIIIII [
CCCTGCCTGGACATTTCCCTTAATCTTGTTATCCTCCTCAGAGAGGCGGCACCCACCCCA

TTGGCAGACGCCACGGGAATTCTCTGGECCTGCTTGTCATCACTCCAGATGTIGTTTAGA
|| lIIIIIIIIlllIIIlIII |||llI||||||||II||l mml';;lx

TGGCAGACGCCACGGGAATTCTCTGGGCCTGCTTGTCATCACTCCAGATG
T L LT L ]
GTTCTTCIGTTAGCACAGCTGTTTCTAGGGTCTGGAAAAACTCTAAGGACCCCCAGGAGG

ATACACACCAGATTGGGTCTGGGCTCACACCACCCTGCATCCCCAGAGCCTCCCTGGACG

[ FEELELELELETELELL T FLELERELELETELELLT ] |l
ATACACACCAGATTGGGTCTGEGCTCACACCACCCTGCATCCCCAGAGCCTCCCTGGACG

AAGGTCCTCACCGCCTGGAAGTCCAGGAGCCATTTTTAGGGAACAGCATTCA

CTGTTTGC
[l CEELELLLEEELELLTLL ] CEEEEELTLEETELLTT [l
CTGTTTGC

AAGGTCCTCACCGCCTGGAAGTCCAGGAGCCATTTTTAGGGAACAGCATTICA

TCAACATGGCAAGTTCCCTCTTT GGGAGCCGGAGATG

I| ||||||I||||||[ll||l IIIIIIIIIIIIIIIIIII [
AGCTCAACATGGCAAGTTCCCTCTTTCCTGCAGGGGAGGACCAGAAGGGAGOCGGAGATG

[l 1l i IICI;CI;TIIIIIITI IIIIIIT‘I:?(I;?‘I:?GAGAG
LLLLLE LI [
GGGGAGAAGGGTGGGAGGTGGATGGTTIGGARRAGGGATG AGACGGAGAGAAG

CCAGCCAGCCAGGGTGAGGGAACAAGCTGCTGTGCTGCCCAGGAGAGGCCTGGCCTCAGG

[l ||||||IIIIII|[II||I IIIIHIIIIIIIIIIIII [l

CCAGCCAGCCAGGGTGAGGGAACAA GCCCAGGAGAGGCCTGGCCTCAGG

CTGCCACCCTCAGGGAGGTAGATGCGGCTGTGACAGC

AGCAAAGAATGACGGCCAAGEGE
[l CLERELEEELEELT LT ||IIII|||[I|II|IIII [l
CTGCCAGCCTCAGGGAGGTAGATGCGGCTE AGCAAAGAATGACGGCCAAGEGE

GCAGGGGCTGGCCATGCTGTARAGGGGCTTCTTGGGAGGGTCCAGCCTCAGGAATC

GACA
[l CEELELELETELLLLT ] IIIIIIIIIIIIIIIIIII [l
GACA

GCAGGGGCTGGCCATGCTGTARAGGGGCTTCTTGGGAGGGTCCAGCCTCAGGAATC

AACTCCTGAGCCGAGAATTCTGAAGATCTCCTCCCTCCCTGAAGCTG

AAGGGG TGGGCTG
[ CEELELELELETLTTTL] LEEEEELLEELLTETTLL [l
AAGGGG

AACTCCTGAGCCGAGAATTCTGAAGATCTCCTCCCTCCCTGAAGCTGTGGGELTG

GGCCGTCGGAAAACTTTCAGTTTTGTTTCCTTGCCTGCAAGAAACGAAA 1252

[l CEEEEELELLLET LD IIIIIIIIIIIIIIIIIII
GGCCATCGGARARCTTTCAGTTTTGTTICCTTGCCTGCARGRARCGRAACTC 6262745
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de la alineacién de la secuencia promotora de XAF1 descargada de TRED (Query) con la
secuenciacion automatizada de pSEAP2basic/XAF600. 21B. Alineamiento de la secuencia
obtenida por método automatizado comparada con la base de datos BLAST para XAF600.
21C. Representacidn gréfica de la alineacién de la secuencia promotora teérica de XAF1 con la
secuenciacion automatizada de pSEAP2basic/XAF1200. 21D. Alineamiento de la secuencia

obtenida por método automatizado comparada con la base de datos BLAST para XAF1200.



VI. Discusion

La regulacion de la expresion génica es fundamental en procesos bioldgicos
como la apoptosis. Dicha regulacion implica mdultiples eventos como el control
transcripcional. La interaccion entre factores de transcripcion y sus sitios de
reconocimiento del DNA es determinante para el control de la expresién de genes®.

El gen XAF1 est4 implicado en la supresion de la actividad de XIAP, un potente
miembro de la familia de las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs) *. Por lo tanto,
al ser XAF1 un antagonista de la actividad anticaspasa de XIAP, resulta importante en
la disminucién del umbral apoptético en células cancerosas *2.

Anteriormente se habia reportado un estudio relacionado con la pérdida de
heterocigocidad en cancer colorrectal de los cromosomas humanos, en donde se
observé que el brazo p del cromosoma 17, seguido del brazo q del cromosoma 18,
fueron los que tuvieron el mayor porcentaje de deleciones alélicas, este dato sugirio
gue dichos brazos cromosOmicos contienen genes supresores de tumores que
también sufren pérdida de heterocigocidad **. Estudios posteriores determinaron que
la localizacion del gen XAF1 es precisamente la regién 17p13.2 *°.

Adicionalmente la expresiéon de XAF1l se ha observado reducida en lineas
celulares cancerosas asi como en tejido tumoral, en comparacién con células y tejido
sano '® % 2% 2 También se ha observado que la expresién de XAF1 puede inducir la
regresiéon tumoral en modelos in vivo 2. Todos estos datos sugieren al gen XAF1
como un supresor de tumores, por lo que resulta muy importante el estudio de su
regulacién transcripcional.

Recientemente se reporté que NF-xB activaba la transcripcion de XAF1 ante
tratamiento con TNFa, dado que la expresiéon de XAF1 disminuyd considerablemente
ante la presencia de un inhibidor de NF-xB. Sin embargo, se sugiere que factores de
transcripcién adicionales deben de estar involucrados en la regulacion transcripcional
de XAF1 dado que su expresién no fue inhibida por completo **. Estos resultados han
dado la pauta para profundizar en estudios relacionados con los mecanismos

moleculares donde NF-kB podria regular la transcripcion de XAF1.

En este trabajo se realiz6 la busqueda in silico de sitios probables de unién del
factor de transcripcion NF-xB dentro de la secuencia promotora de XAF1l. Se
identificaron tres sitios teéricos de union de NF-kB dentro de las primeras -1200 pb del
promotor de XAF1. Los dos primeros se localizan en las primeras -600 pb y la tercera

en las subsecuentes -600 pb de la secuencia promotora. La primera secuencia



(5"ggggaactcc 3°) fue identificada con el programa TESS. El segundo sitio probable
(5"gggagggtcc 3) fue hallado con el programa Genomatix. La tercera secuencia
(5"gggaattctc 3°) se encontrd6 mediante la herramienta bioinformatica CHIP. De estos
tres sitios hallados, la secuencia 5 gggaattctc 3" resulté ser particularmente atractiva
como un posible elemento funcional, ya que después de haber realizado un
alineamiento de la secuencia promotora del gen XAF1 con diversas especies de
mamiferos, se observd que dicho sitio se encuentra conservado. Dentro del grupo de
primates (Pan troglodytes, Gorilla gorilla y Pongo pygmaeus), dicha secuencia estaba
conservada en su totalidad, sin embargo en el resto del grupo mamiferos (Mus
musculus, Rattus norvegicus, Bos taurus, y Equus caballus) este sitio se encontraba
conservado parcialmente. El hecho de que el sitio se encuentre conservado puede
significar que dichas secuencias sean homodlogas y por lo tanto podrian tener una
funcion importante dentro de dichos organismos, es por esta razén que se ha

mantenido conservado en distintos organismos.

NF-xB consiste en una familia de proteinas reguladoras transcripcionales que
se unen a un gran ndamero de secuencias blanco degeneradas para regular la
expresion de cientos de genes de forma dinamica y precisa en respuesta a los
cambios ambientales *. Las regiones regulatorias de genes dependientes de NFkB
estan basadas en diferentes sitios de unién para lograr un control transcripcional
apropiado, mismo que es tejido y estimulo especifico **. Los dimeros de NF-kB se
unen a los sitios kB, la secuencia consenso de unidon comdnmente reportada, esta
conformada por: 5 "-GGGRNWYYCC -3; en donde R denota A o G; N representa
cualquier nucleétido; W representa A o T; e Y equivale a C o a T. Las secuencias
encontradas por los programas para predecir sitios de unién a NFkB se encuentran
dentro de los parametros de la secuencia consenso reportada por Chen y Ghosh;
1999; aunque con ciertas variaciones. Por ejemplo, la secuencia 5 gggaattctc 3
presenta un cambio de nucle6tido en la segunda posicién del extremo 3 (C->T) . Asi
como la secuencia 5'gggagggtcc 3" presenta dos cambios de pares de bases en la
cuarta y quinta posicién del extremo 3" (Y=>G) y (W->G), con respecto a la secuencia

48

consenso reportada Esto podria explicarse a que existen varios complejos

DNA/NFkB que incluyen una gran variedad de secuencias de sitios kB “® >,

Por otro lado, se realizaron estudios predictivos mediante programas
bioinformaticos que pudieran brindar un acercamiento hipotético respecto a la relacién

entre XAF1 y NF-xB, ya que anteriormente se ha reportado que TNFa induce la



expresion de NF-kB *°. En los datos obtenidos a partir del GEO-NCBI, el cual
proporciona datos publicos de gendmica funcional, se pudo apreciar una tendencia
respecto a la relacién entre XAF1l y NF-kB; ya que elevados niveles de XAF1
correlacionan con altos niveles de TNFa. Estos datos revelan una posible relacion

indirecta entre XAF1 y NF-xB.

Asimismo, mediante el programa Oncomine, fue posible realizar una
comparacion de la expresion de multiples genes y estimar las relaciones entre éstos,
por lo tanto al utilizar la base de datos de microarreglos (Human Genome U133A
Array) fue posible comparar la expresiéon de XAF1 y TNFSF10 (también conocido
como TRAIL). TNFSF10 es un miembro de la familia TNF, se ha reportado que es
capaz de inducir la activacion de NFkB °°. La comparacion de expresion se realizé en
cincuenta y cinco muestras de carcinoma colorrectal en donde la expresion de RNAmM
de XAF1y de TNFSF10 es directamente proporcional. Adicionalmente, se comparo la
expresion de RNAm de XAF1 con TRADD, la cual es una proteina adaptadora que
interactia con TNFR1 y que interviene en la activacién de NFkB *°. Para dicha
comparacion se tomaron datos de microarreglos (Human Genome U95A Av2)
disponibles en Oncomine de veintitrés muestras de adenocarcinoma; en donde se
observd que la expresiéon de ambos genes se comportaba de manera similar en este
padecimiento, estos datos podrian sugerir que NFkB podria también estar implicado

en la activacion de XAF1.

Los andlisis in silico ayudaron a determinar la longitud de los fragmentos del
promotor a clonar para posteriormente realizar ensayos de actividad transcripcional
con NFkB. Una vez que se determind la longitud de los fragmentos del promotor a
clonar, se amplificaron los productos de PCR de XAF600 y XAF1200 con sus
respectivos oligonucleotidos para posteriormente ser clonados por separado en el
vector pTZRT/57. Una vez verificada la inserciobn en este vector por restriccion
enziméatica, se digiri6 el plasmido para liberar el producto con extremos cohesivos y de
este modo favorecer la correcta insercion dentro del sitio maltiple de clonacion (MCS)
del vector de expresion pSEAP2-basic previamente abierto. Para corroborar la
construccién de estos plasmidos, se realiz6 el analisis electroforético de la restriccién
enziméatica de ambas construcciones. Se obtuvieron la longitud de los fragmentos
esperados, tanto para XAF600: 4375 y 882 pb, asi como para XAF1200: 5384 y 526
pb. Adicionalmente, para confirmar la correcta insercion e identidad de los fragmentos

del promotor clonados, se realizé la secuenciacion automatizada con los



oligonucleétidos sentido y antisentido. Las secuencias obtenidas a partir de dicho
método automatizado, fueron alineadas con la secuencia promotora teorica de XAF1,
asi como con la base de datos de BLAST. El alineamiento confirmé la identidad de las
secuencias y asimismo la adecuada insercidon del promotor al vector pSEAP2-basic.
Estos resultados confirmaron que se obtuvieron las clonaciones de forma correcta,
tanto de pSEAP2-basic/XAF600 como de pSEAP2-basic/XAF1200. Finalmente, se
extrajo el DNA plasmidico para ser transfectado posteriormente y de esta forma poder
analizar la regulacion del promotor de XAF1 a nivel transcripcional ante inductores de
NF-kB.



VII. Conclusiones

» Se localizaron tres sitios probables dentro de la secuencia promotora de XAF1.
Dos de ellos se encontraron en las primeras 600 pb del promotor y el tercero

en las subsecuentes 600 pb.

» Se encontré conservado el sitio 5'gggaattctc 3° dentro del grupo de primates,
por lo que resultdé ser un sitio hipotéticamente funcional de unién al factor de

transcripcion NFkB.

» Se realizaron las clonaciones de las primeras 600 pb y 1200 pb del promotor

de XAF1 en el vector de expresion pSEAP2-basic.

* Se observé con la ayuda de programas bioinformaticos como Oncomine y
GEO-NCBI una tendencia respecto a la posible relacion entre XAF1 y NFkB;
por lo tanto, es posible concluir que NFxB es un factor de transcripcion

atractivo para regular a nivel transcripcional a XAF1.



VIIl. Perspectivas

Este trabajo representa un primer acercamiento para poder profundizar en
estudios relacionados con la transcripcion de XAF1. Las clonaciones realizadas con el
promotor de XAF1 servirdn para realizar futuros ensayos funcionales in vitro, en donde
se analice de manera experimental la transcripciéon de la secuencia promotora de este
gen. Un segundo acercamiento consistiria en realizar transfecciones con estas
construcciones, considerando como factor de transcripcion a NFkB, al inducir su
activacion mediante estimulos como TNFa.

Por otro lado, el promotor de XAF1 presenta posibles elementos regulatorios
para otros factores de transcripcion diferentes a NF-kB, por lo tanto estas clonaciones
también pueden ser empleadas para probar otros factores de transcripcién que tengan
sitios de reconocimiento dentro del promotor de XAF1 como por ejemplo YY1 o
GATAL. Del mismo modo pueden servir para realizar clonaciones de fragmentos mas

extensos con la secuencia promotora de XAF1.



IX. Glosario

* Andlisis In silico
Estudio realizado a través del empleo de herramientas informéticas con
el fin de simular procesos naturales o de laboratorio. El término “in silico” significa
hecho por computadora o via simulacién computacional, esta acufiada a partir de las
frases in vitro e in vivo, no obstante, no significa nada en latin.
» Factor de transcripcion
Proteina que participa en la regulacion de la transcripcién del DNA, pero
que no forma parte de la RNA polimerasa. Pueden actuar al reconocer y unirse a
secuencias concretas de DNA, a otros factores o directamente a la RNA polimerasa.
* In Vitro
Se refiere a una técnica para realizar un determinado experimento en un
ambiente controlado fuera de un organismo vivo. In vitro proviene del latin y significa
dentro del vidrio.
*  Promotor
Secuencia determinada de DNA que controla la iniciacién de la
transcripcién del RNAm como producto de ese gen.
 a-Complementacion
Técnica molecular que permite la deteccion de ligaciones exitosas en vectores
de clonacion génica. Si la ligacién fue exitosa, la colonia bacteriana es blanca si no es
azul. Las colonias azules corresponden a las células transformadas con el vector que
lleva el gen de la B-galactosidasa funcional y produce por induccién con IPTG dicha
enzima capaz de hidrolizar al X-Gal y generar color azul. Las colonias blancas
corresponden a las células transformadas con el vector que lleva un gen de la B-
galactosidasa no funcional por insercion de un fragmento de DNA dentro del mismo.
» Etoposido
Agente antineoplasico, ejerce sus efectos antitumorales al inhibir a la

topoisomerasa Il, lo cual resulta en rompimientos dejados sin reparar en el ADN.
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