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RESUMEN

La Preeclampsia (PE) es una enfermedad exclusiva del embarazo caracterizada por
hipertension arterial y compromiso multisistémico. Afecta entre el 2% y el 8% de las mujeres
gestantes en el mundo y es la principal causa de morbilidad y mortalidad materna y neonatal.
El principal evento relacionado con la fisiopatologia de la PE es la disfuncion endotelial, la
cual depende del control poligénico de maltiples cascadas moleculares.

Diversas proteinas han sido estudiadas con el objetivo de esclarecer la fisiopatologia de la
enfermedad, entre ellas el factor de transcripcién STOXL1. Esta proteina regula diferentes
procesos bioldgicos implicados en la fisiopatologia de la PE como la angiogénesis, el estrés
oxidativo, la inflamacion y la apoptosis. Sin embargo, se desconoce que factores de
transcripcion se fijan al promotor de STOX1 participando en su regulacion. Durante el
presente trabajo de tesis se propuso identificar los factores que interactian potencialmente
con la region promotora de STOX1 e identificar, por medio de secuenciacion del promotor,
variantes que puedan afectar sitios de union a factores de transcripcion en una muestra de
pacientes francesas afectadas con PE. Para cumplir este objetivo fueron utilizadas técnicas
experimentales in vivo como el ensayo de monohibrido en levaduras y bioinformaticas in
silico. Se identificd al factor de transcripcion HEY -L como un potencial regulador de STOX1
y fue encontrada la variante c.-735T>G en la region donde potencialmente interactda este
factor de transcripcion. Sin embargo, deben ser realizados estudios funcionales para validar
la interaccion definitiva y si la mutacion genera una modificacion en la transactivacion del

promotor.



1. INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es una enfermedad hipertensiva del embarazo de interés en salud
publica ya que es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad materna y
perinatal (Eiland, Nzerue, & Faulkner, 2012). La PE es causada por anormalidades en el
desarrollo vascular de la placenta a consecuencia de una disfuncion endotelial (Cerdeira &
Karumanchi, 2012). Sin embargo, las vias moleculares relacionadas con su etiologia no son
completamente conocidas. En el afio 2005 un estudio de mapeo posicional en familias
holandesas afectadas con PE asocid el gen STOX1 a la etiologia de esta enfermedad (V.
Rigourd et al., 2009). Posteriormente fueron desarrollados modelos en lineas celulares que
mostraron un perfil transcripcional similar al presentado en el tejido placentario de pacientes
afectadas con PE. Ademas, modelos animales con sobreexpresion de STOX1 presentaron
sintomas similares a la PE humana como el incremento gradual de la presion arterial,
proteinuria y alteracion en la histologia placentaria con un incremento en los niveles de los
factores antiangiogénicos. STOX1 regula diferentes vias moleculares relacionadas con la
fisiopatologia de la PE como la coagulacion, el estrés oxidativo, el metabolismo de los acidos
grasos, la inflamacion, la angiogénesis, la apoptosis y el ciclo celular. Sin embargo, ain no
se conoce qué factores de transcripcion regulan la expresion de este gen (Ducat et al., 2016;
Vaiman & Miralles, 2016). Este estudio busca identificar los factores de transcripcion que
interactuen potencialmente con la region promotora de STOX1 que permitan una mejor

compresion en su regulacion.

2. MARCO TEORICO
2.1 Preeclampsia

2.1.1 Definicion y epidemiologia
La preeclampsia (PE) fue definida en el 2013 por el Colegio Americano de Ginecologia y
Obstetricia “como una presion arterial materna mayor o igual a 140/90 después de la semana

20 de gestacion en una mujer con medidas de presion arterial previamente normales,

acompafiada de uno de los siguientes hallazgos: proteinuria > 300 mg en recoleccion de orina



de 24 horas, trombocitopenia conteo plaquetario <100.000 células/mm3, insuficiencia renal,
insuficiencia hepética, edema pulmonar o sintomas neurologicos” (Chen, Jaffe, &
Karumanchi, 2014; Melchiorre, Sharma, & Thilaganathan, 2014). Dependiendo de la edad
gestacional de inicio, esta enfermedad puede ser clasificada en PE temprana cuando se
presenta antes de la semana 34 de gestacion y PE tardia cuando se presenta después de la
semana 34 de gestacion. La primera se ha asociado a mayor morbilidad y mortalidad como

consecuencia de la severidad de los sintomas (Park, Shim, & Cha, 2015).

La PE es una patologia frecuente que afecta entre el 2% y el 8% de las mujeres gestantes en
el mundo (Jeyabalan, 2013; Melchiorre et al., 2014). Esta enfermedad causa alrededor de
50.000 muertes maternas anuales a nivel mundial (Eiland et al., 2012) y es la segunda causa
de mortalidad materna en Colombia después de las hemorragias obstétricas (SIVIGILA,
2013) Por estos motivos, la Organizacion Mundial de la Salud propuso como uno de los
objetivos de desarrollo del milenio reducir la mortalidad materna en un 75% (Eiland et al.,
2012). Una de las principales causas de morbilidad y mortalidad neonatal en el mundo es la
PE, entre el 15% al 20% de los partos pretermino y el 12% al 20% de las restricciones de

crecimiento intrauterino son debidas a esta patologia (Jeyabalan, 2013).

Los factores de riesgo asociados con PE estan relacionados con condiciones maternas
preexistentes que aumentan la probabilidad de disfuncion cardiovascular o con factores
directamente relacionados con el embarazo (Jeyabalan, 2013). Dentro de los factores de
riesgo maternos para la PE se encuentran el sindrome anticuerpos antifosfolipidos, el lupus
eritematoso sistémico, el antecedente de preeclampsia y los factores de riesgo clasicos para
enfermedad cardiovascular como la enfermedad renal, la hipertension arterial cronica, la
diabetes mellitus y la obesidad (Powe, Levine, & Karumanchi, 2011; Uzan, Carbonnel,
Piconne, Asmar, & Ayoubi, 2011).

Por otra parte, los factores de riesgo relacionados con caracteristicas del embarazo son la
nuliparidad y la gestacién multiple. Esta Gltima ha sido asociada con el aumento de volumen
placentario al igual que con las molas hidatiformes (Uzan et al., 2011).



2.1.2 Fisiopatologia

La PE es una patologia que ocurre unicamente en presencia de tejido placentario que remite
luego del alumbramiento. Cambios estructurales y funcionales de la placenta han sido
asociados con la PE (Cerdeira & Karumanchi, 2012). Las anormalidades en el desarrollo
vascular placentario causan isquemia e hipoxia generando la liberacion de factores solubles
que originan una disfuncién endotelial, una exagerada respuesta inflamatoria materna y una
activacion de las vias de coagulacion y del complemento. Estos cambios se manifiestan
principalmente por hipertension arterial, proteinuria y edema (Ali & Khalil, 2015; Craici,
Wagner, Weissgerber, Grande, & Garovic, 2014; Jebbink et al., 2012; Park et al., 2015).

Durante la gestacion se producen cambios hemodindmicos para suplir los requerimientos
nutricionales y metabolicos de la madre y el feto. Entre ellos se encuentra el aumento del
gasto cardiaco, el aumento del volumen sanguineo en un 45% desde la semana sexta de
gestacion hasta la semana 32, la vasodilatacion uterina para aumentar el flujo sanguineo, la
vasodilatacion sistémica, la disminucion de la resistencia vascular, la disminucién de la
presion sanguinea y el aumento de la masa celular de globulos rojos para reducir la viscosidad
sanguinea y generar un estado de hemodilucion fisiologico que evita la predisposicion de
eventos tromboembolicos (Ali & Khalil, 2015; Kanasaki & Kalluri, 2009; Myatt & Webster,
2009). La placenta es el 6rgano que permite el desarrollo fetal dentro de un ambiente materno
seguro. Su formacion, maduracién y mantenimiento adecuados evita resultados obstétricos
adversos como la PE y la restriccion del crecimiento intrauterino (Cerdeira & Karumanchi,
2012).

El desarrollo de la placenta es un proceso altamente regulado e implica dos etapas, la primera
es la formacion de una red vascular de vellosidades corionicas de origen fetal y la segunda la
remodelacion de la vasculatura existente (Mutter & Karumanchi, 2008). El suministro
sanguineo de la placenta depende de las arterias espirales, las cuales son ramas de la arteria
uterina (Carty, Delles, & Dominiczak, 2008). Durante la gestacion y formacion de la
placenta, es necesario que se efectle una remodelacion de las arterias espirales maternas

mediante un proceso denominado pseudovasculogenesis, el cual consiste en la migracion e



invasion de las células del citotrofoblasto en el endotelio y la capa muscular de las arterias
espirales con el objetivo de que se complete la transicion del recubrimiento vascular de
epitelio a endotelio (Ali & Khalil, 2015; Cerdeira & Karumanchi, 2012; Jebbink et al., 2012).

La invasion citotrofoblastica ocurre en dos etapas. La primera ocurre en la semana 10 a 12
de gestacion en segmentos de las arterias espirales (invasién endovascular) mientras que la
segunda ocurre en la semana 16 de gestacion en los segmentos miometriales (invasion
intersticial). Esta Ultima etapa se encuentra afectada en pacientes con PE (Carty et al., 2008;
Pennington, Schlitt, Jackson, Schulz, & Schust, 2012) . La modificacidn de la pared vascular
a un fenotipo endotelial es fundamental debido a que el endotelio cumple funciones
importantes como el control del tono vascular y la regulacion de funciones anticoagulantes,

anti plaquetarias y la fibrindlisis (Palei, Spradley, Warrington, George, & Granger, 2013).

Luego de producirse la invasion celular se genera una sustitucion de la capa de masculo liso
de los vasos sanguineos generando vasos resistentes a las sustancias vasoactivas. EIl control
del tono vascular sanguineo es independiente a la presién sanguinea materna (Kanasaki &
Kalluri, 2009). Durante este proceso hay expresion de caderinas, metaloproteasas e integrinas
que permiten el cambio del fenotipo epitelial a un fenotipo endotelial. Los citotrofoblastos
expresan en una fase inicial moléculas de adhesion caracteristicas de las células epiteliales
como como las integrinas a6, f4 y B1 y la caderina E. Durante la invasion, las moléculas de
adhesion celular epitelial dejan de ser expresadas para expresar integrinas ol / Bl y av / 3
durante la fase de pseudovasculogenesis (Ali & Khalil, 2015). La remodelacion de las
paredes arteriales maternas permite que los vasos sean de baja resistencia y alto flujo
sanguineo para proporcionar el volumen sanguineo adecuado para el crecimiento fetal

(Amaral, Cunningham, Cornelius, & LaMarca, 2015).

La placenta es un drgano altamente vascularizado que se encuentra formado por vasos
sanguineos maternos y fetales. El desarrollo vascular de este drgano ocurre en tres fases: la
vasculogenesis, la angiogénesis ramificada y la angiogénesis no ramificada (Ali & Khalil,
2015; Cerdeira & Karumanchi, 2012). El desarrollo se inicia cuando el blastocito se separa

formando una primera capa celular externa llamada trofoectodermo que origina a la



formacién de células epiteliales especializadas de la placenta en el dia sexto luego de la
fecundacion, la capa celular interna que da lugar a la formacién del embrién (Eiland et al.,
2012). Los trofoblastos son las células especializadas de la capa celular externa del blastocito
(Roland et al., 2016). La invasion de los trofoblastos origina las vellosidades placentarias
formadas por una capa interna de citotrofoblastos y una capa externa multinucleada, el
sincitiotrofoblasto. Posteriormente, las células mesénquimales invaden las vellosidades
dando origen a vasos sanguineos placentarios y adicionalmente los macréfagos derivados de
estas células mesénquimales expresan los factores angiogénicos necesarios para el desarrollo
(Mutter & Karumanchi, 2008). La diferenciacion y el crecimiento de las células trofoblasticas
conduce a la maduracién de las vellosidades placentarias hasta un estadio terciario,
finalmente, a la formacién del laberinto placentario donde tiene lugar el intercambio de

oxigeno y de nutrientes entre la madre y el feto (Cerdeira & Karumanchi, 2012).

2.1.2.1 Disfuncién endotelial

La disfuncion endotelial es el evento fisiopatoldgico mas importante asociado a la PE. Puede
ser secundaria a una falla en la remodelacion de las arterias espirales uterinas o0 a una
disfuncion vascular preexistente al embarazo como en mujeres con antecedentes de diabetes
mellitus, obesidad o hipertension arterial en quienes el embarazo actdia como un factor de

estrés fisiologico que exacerba la disfuncién endotelial existente (Craici et al., 2014).

Durante el embarazo de mujeres que padecen PE se ha evidenciado una alteracion en los
cambios cardiovasculares necesarios para el desarrollo de una adecuada gestacion. Por
ejemplo, se presenta una disminucion del volumen plasmatico que ocasiona hipoperfusion
placentaria. La disminucion del volumen plasmético se ha asociado a la reduccién en la
activacion de la renina plasmatica en pacientes con PE. Esta enzima es requerida como sensor

de volumen en el eje renina angiotensina aldosterona (Kanasaki & Kalluri, 2009).

En el estudio anatomopatologico de la placenta de mujeres que padecen PE se han observado
anomalias como infartos, trombosis, inflamacion crénica y aterosis (Powe et al., 2011).
Muchos de estos cambios han sido asociados a una remodelacion insuficiente de las arterias

espirales uterinas como consecuencia de la invasion poco profunda de las células del



citotrofoblasto en el miometrio, lo que a su vez no permite que los vasos sanguineos
adquieran el fenotipo endotelial y persistan como vasos sanguineos de alta resistencia con
una capa de musculo liso vasoactivo y una lamina elastica. Los vasos sanguineos tortuosos
ocasionan un flujo sanguineo disfuncional e hipoperfusion intermitente. Esta concentracién
fluctuante de oxigeno origina una alteracion en el proceso oxidativo de lipidos y proteinas
generando especies reactivas de oxigeno, las cuales son proinflamatorios (Grill et al., 2009;
Jebbink et al., 2012; Staff et al., 2013). Adicionalmente, el estrés oxidativo produce hipoxia
y finalmente causa apoptosis y necrosis de las células placentarias (Cerdeira & Karumanchi,
2012; Petla, Chikkala, Ratnakar, Kodati, & Sritharan, 2013). Estos procesos de muerte
celular liberan factores al espacio intervelloso placentario y posteriormente a la circulacién
materna ocasionando disfuncion endotelial generalizada secundaria al desequilibrio entre
factores angiogenicos y antiangiogenicos (Kleinrouweler et al., 2013; Mutter & Karumanchi,
2008).

Ademas de la remodelacion arterial insuficiente, en la PE se produce aterosis vascular de las
arterias espirales. Este fendmeno consiste en una necrosis fibrinoide de la pared vascular con
la acumulacion subendotelial de macrdfagos llenos de lipidos e infiltracion de linfocitos a
nivel perivascular, similar a lo que se observa en la vasculitis presentada en enfermedades
autoinmunes (Kanasaki & Kalluri, 2009). La aterosis disminuye el flujo sanguineo
intervelloso placentario y predispone a trombosis local que puede originar una obstruccion

completa ocasionando infartos placentarios (Staff et al., 2013).

La alteracion en el endotelio glomerular del rifion se manifiesta como proteinuria en las
pacientes con PE. La endoteliosis glomerular se caracteriza por un edema de las células
endoteliales con oclusion del lumen capilar originando disminuciéon de la filtracion
glomerular (Kanasaki & Kalluri, 2009). La afectacion en la barrera de filtracion glomerular
y el aumento de la permeabilidad vascular ocasionan la pérdida de proteinas en la orina (Uzan
etal., 2011).



En el proceso fisiopatoldgico de la disfuncion endotelial han sido relacionados varios factores
angiogénicos y antiangiogénicos que se encuentran alterados en pacientes con PE. (Hahn,
Lapaire, & Than, 2015).

2.1.2.2. Proteinas relacionadas con disfuncién endotelial

Las proteinas angiogénicas, el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el factor
de crecimiento placentario (Myatt & Webster) son reguladores del desarrollo vascular de la
placenta normal y por lo tanto directamente relacionados en condiciones patolégicas como
la PE (Carty et al., 2008; Cerdeira & Karumanchi, 2012). La familia de proteinas VEGFs
estd formada por las proteinas VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y PIGF. El factor de
crecimiento placentario (Myatt & Webster) es producido en las células trofoblasticas y puede
ser expresado en sus cuatro isoformas placentarias: PIGF-1, PIGF-2, PIGF-3 y PIGF-4. Estas
proteinas angiogénicas tienen como funcién promover la sustitucién, migracion y
diferenciacion de las células endoteliales (Petla et al., 2013). Los receptores de esta familia
de proteinas son los receptores tirosin quinasa localizados en la membrana de células
endoteliales. Entre ellos se encuentra el receptor Flt-1 o también llamado VEGFR-1, su forma
soluble sFlt-1 que carece de dominio transmembrana y el receptor KDR o también llamado
VEGFR2. La expresion de las proteinas y sus receptores varian de acuerdo a la edad
gestacional. La proteina VEGF vy el receptor KDR disminuye su expresion a medida que
progresa el embarazo, por el contrario PIGF y el receptor Flt-1 aumentan los niveles a medida

que progresa el embarazo (Cerdeira & Karumanchi, 2012).

En condiciones patologicas de la placenta como la PE, se ha evidenciado aumento en la
expresion del receptor soluble tirosina quinasa 1 sFlt-1 (Park et al., 2015). Este receptor que
es una variante de splicing del receptor VEGF Flt-1, identificado por primera vez en cultivos
de células endoteliales humanas y es producido en la placenta para posteriormente ser
liberado a la circulacién materna (Hawfield & Freedman, 2009). SFlt-1 actia como un
potente antagonista de los factores angiogénicos VEGF y PIGF, y evita la interaccion con los

receptores enddgenos ocasionando la disminucidn en la expresion de estas proteinas (Ali &



Khalil, 2015; Carty et al., 2008). La disminucién de VEGF y PIGF causa la disfuncion

endotelial y la vasoconstriccion (Goel & Rana, 2013).

El factor angiogenico VEGF estimula la via de relajacion dependiente de oxido nitrico y
GMPc generando un incremento en las concentraciones intracelulares de calcio. Esto
promueve la union de la calmodulina con la enzima oOxido nitrico sintasa estimulando la
produccion de 6xido nitrico. Por lo tanto la disminucién de VEGF causa vasoconstriccion
secundaria a bajos niveles de oOxido nitrico y prostaciclinas (Ali & Khalil, 2015).
Adicionalmente, la proteina VEGF es importante para el mantenimiento de las fenestraciones
de las células endoteliales glomerulares y el mantenimiento de los podocitos, lo que puede
asociarse la disfuncién renal presentada en la enfermedad (Ballermann, 2005; Mabharaj,
Saint-Geniez, Maldonado, & D'Amore, 2006). Anticuerpos monoclonales anti-VEGF fueron
creados como terapia antitumoral con el fin de reducir la angiogénesis de tumores solidos,
sin embargo los pacientes que recibian esta terapia presentaban efectos adversos posteriores

como proteinuria e hipertension, un fenotipo similar a la PE (Hawfield & Freedman, 2009).

La hipoperfusion placentaria causa zonas de hipoxia en el sincitiotrofoblasto, las cuales son
mas frecuentemente encontradas en placentas de pacientes con PE. Por medio de estudios
histopatoldgicos fueron identificadas como una fuente de produccion de sFlt-1 (Naljayan &
Karumanchi, 2013). Los niveles de sFlt-1 incrementan antes del inicio de los sintomas y se
correlacionan con la severidad de la PE (Cerdeira & Karumanchi, 2012). La relacion sFlt-1 /
PIGF se encuentra elevada en mujeres con PE en el segundo trimestre del embarazo, por lo
cual ha sido propuesto como un biomarcador temprano para esta enfermedad (Ali & Khalil,
2015). Modelos murinos con sobreexpresion del receptor sFlt-1 presentaron un fenotipo
similar a la PE evidenciandose proteinuria, hipertension arterial y endoteliosis glomerular
(Maynard et al., 2003). Estos hallazgos mostraron la importancia de sFlt-1 en el desarrollo
de la PE (Carty et al., 2008).

Dentro de las proteinas antiangiogénicas se encuentra la endoglina soluble (SEng), una
proteina relacionada con la disfuncion endotelial. Esta proteina es una variante de la

glicoproteina endoglina (Eng) que carece de dominio extracelular, se encuentra a nivel sérico



y es expresada en el sincitiotrofoblasto y las células endoteliales (Mutter & Karumanchi,
2008). La endoglina actta como un receptor para el factor de crecimiento transformante beta
(TGF- B), especificamente TGF-B1 y TGF-B3, modulando la sefializacion en la angiogénesis
y la regulacién del tono vascular. Por el contrario, la forma soluble (SEng) interfiere en la
unién del TGF- B con su receptor afectando la via angiogénica, la produccion de 6xido nitrico
y por lo tanto la vasodilatacion (Petla et al., 2013). Estudios in vitro han evidenciado que la
sEng afecta la formacion de capilares en las células endoteliales (Park et al., 2015). Un
microarreglo de ARN de tejido placentario de mujeres con PE, permiti6 identificar niveles
de sEng elevados en comparacion con pacientes normotensas (Mutter & Karumanchi, 2008).
Los niveles de esta proteina se han encontrado incrementados antes de la aparicion de los
signos Yy los sintomas clinicos de PE alrededor de la 9 a 11 semana de gestacion (Grill et al.,
2009). El incremento de los niveles de la proteina son proporcionales a la gravedad de los
sintomas (Hawfield & Freedman, 2009). Sin embargo, los niveles elevados de esta proteina
no son especificos para PE, pues otros trastornos del embarazo como la restriccion del
crecimiento intrauterino presentan niveles elevados de sEng limitando la especificidad de

este marcador (Petla et al., 2013)

Otra proteina relacionada en la fisiopatologia de PE es la proteina placentaria 13 (PP13).
Hace parte de la familia de proteinas galectinas y es producida exclusivamente en la placenta
en el proceso de diferenciacion del sincitiotrofoblasto. Esta proteina regula la respuesta
inmune innata y adaptativa generando tolerancia inmunoldgica durante el proceso de
invasion trofoblastica y en la conversion de arterias espirales (Hahn et al., 2015). PP13 posee
un dominio de unidn a las proteinas Anexina I y Actina 3, proteinas que tienen funciones en
los procesos de placentacion y remodelacion de las arterias uterinas maternas. La proteina
PP13 interfiere en la liberacidn de acidos grasos Y la sintesis de prostaciclinas, por lo que se
encuentra relacionada con el equilibrio del tono vascular (Hawfield & Freedman, 2009).
Durante la gestacion, los niveles de la PP13 se incrementan gradualmente. Sin embargo en
mujeres que van a desarrollar PE se han identificado niveles de proteina bajos (Carty et al.,

2008; Petla et al., 2013). La combinacion de los niveles séricos de la PP13 en el primer
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trimestre con el indice pulsatil de la arteria uterina en la ecografia doopler ha sido propuesto

como un predictor de PE temprano (Nicolaides et al., 2006).

La proteina NODAL fue identificada en estudios de mapeo posicional, la proteina pertenece
a la familia de moléculas de sefalizacién TGF- la cual actta en el desarrollo embrionario
temprano a través de la formacion del mesodermo y el mantenimiento de células precursoras
placentarias (Vaiman & Miralles, 2016). El gen fue también secuenciado en las familias
holandesas en donde se identificé un SNP de STOX1 y se localizé la variante p.His165Arg
presente en las madres con PE (Thulluru et al., 2013). En algunos se evidencié la
cosegregacion con la variante de STOX1 (Vaiman & Miralles, 2016)

Por altimo la PAPP-A (proteina plasmatica A asociada al embarazo), es una proteasa
producida por el trofoblasto placentario y actla escindiendo el factor de crecimiento similar
a la insulina, una proteina importante para el crecimiento placentario y fetal (Park et al.,
2015). Sus niveles se han encontrado reducidos en PE de inicio temprano lo cual refleja una
placentacion alterada. Sin embargo en la enfermedad de presentacion tardia sus niveles no se
modifican (Petla et al., 2013) y los niveles séricos de PAPP-A no son especificos para la PE.
La PAPP-A también puede encontrarse disminuida en otras patologias relacionadas con el
embarazo incluso ha sido utilizado como marcador potencial para el Sindrome Down (Carty
et al., 2008).

Existen otras proteinas inflamatorias que se encuentran relacionadas con disfuncion la
endotelial. Durante la PE se produce un aumento en la produccion y la liberacion de las
citoquinas TNF-o, IL-6 y IL-8. EI TNF-o disminuye la vasodilatacion inducida por
acetilcolina en las células endoteliales e induce dafio oxidativo por medio de la alteracion del
flujo de electrones a través de la mitocondria generando la liberacion de especies reactivas

de oxigeno ocasionando, dafio en las células endoteliales (Haram, Mortensen, & Nagy, 2014).

2.1.3 Etiologia de la PE

A pesar de que la PE es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad materno

fetal, es considerada un trastorno complejo del embarazo, debido a que su etiologia no es
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completamente conocida (E. M. George, 2014). El origen idiopético de la PE no permite el
desarrollo de medidas preventivas y terapéuticas eficaces, actualmente el Gnico tratamiento
efectivo es el parto (Ali & Khalil, 2015). No obstante, en los ltimos afios se han intensificado
las investigaciones acerca de la disfuncion molecular subyacente a la PE y varias teorias han
sido propuestas como causales de la enfermedad (E. M. George, 2014; Ramma & Ahmed,
2011). Entre ellas, especificamente relacionada con la disfuncion endotelial encontramos: la
isquemia placentaria secundaria al desequilibrio en los factores angiogéenicos, la mala
adaptacion en la respuesta inmune innata y adaptativa. Este aspecto ha sido relacionado con
el mayor riesgo que presentan las mujeres nuliparas a desarrollar PE, debido a que no tienen
el tiempo suficiente para desarrollar una tolerancia inmunolégica a los antigenos paternos
(Lynch & Salmon, 2010). La mala adaptacién inmunoldgica causa una invasién poco
profunda de las arterias espirales uterinas por las células citotrofoblasticas asociado a una
disfunciéon de las células endoteliales, mediado por una mayor liberacion decidual de
citoquinas y enzimas proteoliticas (Dekker & Sibai, 1998). Otras de las teorias postuladas
son: el estrés oxidativo con modificacion en las lipoproteinas de baja densidad, la respuesta
inflamatoria materna anormal y los factores genéticos (Dekker & Sibai, 1998; E. M. George,
2014).

Todas las teorias que han sido propuestas en la etiologia de la PE convergen en la
hipoperfusion placentaria y el dafio endotelial. La integridad y la funcion normal de la barrera
placentaria dependen de un control estricto de la proliferacion celular del trofoblasto y de la

circulacion materna (Roland et al., 2016).

2.1.4 Factores genéticos de la PE

Los aspectos genéticos relacionados con la PE fueron estudiados desde el reconocimiento de
casos de la enfermedad presentes en una misma familia (P. J. Williams & F. Broughton
Pipkin, 2011). Estudios epidemioldgicos han demostrado que la PE tiene una predisposicion
familiar, la cual varia segun las condiciones geograficas y raciales (Valenzuela et al., 2012).
En comparacion con la poblacion general, las mujeres con un familiar de primer grado
afectado por PE tienen cinco veces més riesgo de desarrollar la enfermedad y mujeres con

un familiar en segundo grado afectado por PE tienen dos veces mas riesgo de desarrollar la
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enfermedad (Graves, 1998; Salonen Ros, Lichtenstein, Lipworth, & Cnattingius, 2000). La
PE es una enfermedad compleja, en la cual variantes genéticas localizadas en diferentes loci
contribuyen colectivamente a la susceptibilidad de un individuo a la enfermedad. Ademas, la
asociacion de factores ambientales como el peso, la edad, el tabaquismo, el alcohol entre
otros determinan un predisposicion a la enfermedad (P. J. Williams & F. Broughton Pipkin,
2011).

Durante el desarrollo de la placenta se requiere la interaccion entre el genotipo materno y el
genotipo fetal. Este Ultimo se encuentra constituido por genes maternos y paternos (Petla et
al., 2013). Los genes maternos Yy fetales pueden tener efectos independientes o interactivos
sobre el riesgo de desarrollar enfermedades obstétricas (P. J. Williams & F. Broughton
Pipkin, 2011). Las alteraciones en la expresion de los genes necesarios para el proceso de
placentacion y el desarrollo normal del embrion resultante de la interaccion de los genotipos,
causan resultados obstétricos adversos como la PE (Petla et al., 2013). Por esta razon, surge
la teoria de la divergencia genética relacionada con la etiologia de la PE. De acuerdo con esta
teoria, los factores fetales y placentarios actian para incrementar el flujo sanguineo hacia el
feto. Por el contrario, los factores maternos acttan disminuyendo la presion arterial de
manera que el suministro de sangre materna no se vea afectado (Ali & Khalil, 2015). Durante
la invasion del trofoblasto, el feto tiene acceso directo al flujo sanguineo materno, por lo
tanto no es posible reducir el contenido de nutrientes que llegan a la placenta sin afectar el
suministro de nutrientes a sus propios tejidos. Adicionalmente, el volumen sanguineo
placentario es independiente del control vascular materno debido a los factores angiogénicos
y hormonales locales (Ali & Khalil, 2015; P. J. Williams & F. Broughton Pipkin, 2011). Por
lo tanto, en el embarazo normal debe existir un equilibrio entre los factores fetales que

aumentan la presion arterial y los factores maternos que la disminuyen (Petla et al., 2013).

La contribucion del genotipo fetal al desarrollo de la enfermedad estd directamente
relacionado con la funcion central de la placenta en la patogénesis de la PE. Los casos que
han sido reportados de PE severa asociado a mola hidatiforme, en donde el origen genético
es totalmente paterno confirman la contribucién fetal de genes heredados paternalmente en

el desarrollo de la enfermedad. Igualmente, estudios epidemiolégicos han mostrado mayor
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incidencia de casos de PE en embarazos de padres que nacieron de embarazos preeclampticos
(Paula J. Williams & Fiona Broughton Pipkin, 2011). Actualmente, se encuentra en marcha
el gran estudio GOPEC (estudio genético de preeclampsia en Gran Bretafia) que esta
recopilando informacion genémica de 1.000 mujeres con preeclampsia, junto con los padres
y el nifio para explorar las contribuciones maternas y fetales a la PE (Wang, Rana, &
Karumanchi, 2009).

Una de las aproximaciones genéticas es el estudio de gen candidato, el cual consiste en
seleccionar un gen a partir de conocimientos bioldgicos relacionados con la fisiopatologia de
la PE, por medio de un disefio de casos y controles comparar las frecuencias alélicas de
variantes genéticas entre las mujeres con PE y las mujeres gestantes sanas (Kleinrouweler et
al., 2013; Paula J. Williams & Fiona Broughton Pipkin, 2011). Los genes candidato
estudiados en PE pertenecen a vias bioldgicas como: la resistencia vascular, el sistema
inmune, la coagulacion, la fibrindlisis, el sistema renina angiotensina y las vias de
sefializacion celular e inflamacion. En el afio 2012, se encontraron 7 variantes genéticas en
las proteinas ACE (enzima convertidora de angiotensina), CTLA4 (proteina asociada a
linfocitos T citotoxicos), Factor Il de la coagulacion, Factor V de la coagulacion, LPL
(lipoproteina lipasa) y SERPINE 1 (inhibidor de la serina peptidasa) (Park et al., 2015). Sin
embargo, los estudios de gen candidato en una enfermedad compleja como la PE han
mostrado resultados inconsistentes y no se ha identificado ningin gen universalmente
aceptado debido a que es un fenotipo multigénico (Paula J. Williams & Fiona Broughton
Pipkin, 2011).

La agrupacion familiar de casos de PE permite realizar el anlisis de ligamiento de todo el
genoma, el cual es ideal para identificar loci de susceptibilidad y mapear variantes
relacionadas con el fenotipo. Sin embargo, estos estudios requieren tamafios de muestra
importantes para lograr probabilidades estadisticamente significativas. En la PE el mayor
tamafio de muestra utilizado en andlisis de ligamiento para identificar loci de susceptibilidad
fue de 343 mujeres (Jebbink et al., 2012). Se identificaron loci en los cromosomas 2p13, 2q,
3p, 4q, 9, 10q, 11923-24, 12q, 159, 18 y 22q. Algunos de los genes asociados en PE fueron
ACVR2A, STOX1, VEGF, ¢l factor de necrosis tumoral a Y la interleucina 10 (IL - 10) (Wiley
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et al.). Entre ellos ACVR2A, localizado en el cromosoma 2922, y STOX1 localizado en el
cromosoma 10g22 son los genes mas estudiados (Ali & Khalil, 2015). En el afio 2001 un
estudio de 38 familias holandesas con PE, identifico una regiéon critica en el locus 10922
donde se localiza el gen STOX1 y se identificO una variante (p.Tyrl53His) la cual se
segregaba en siete de las ocho familias estudiadas (Jebbink et al., 2012).

Otra aproximacion para estudiar la contribucion de factores genéticos en la PE es el estudio
de gemelos monocigotos. Este tipo de estudio permite diferenciar el componente ambiental
y el componente genético en la presentacion de un rasgo (Jebbink et al., 2012). Los estudios
iniciales realizados en PE mostraron resultados discordantes en gemelas monocigotas,
atribuyendo una heredabilidad de genes maternos baja. Sin embargo, estos estudios tenian
un tamario de muestra bajo lo cual disminuye la validez externa del estudio (Paula J. Williams
& Fiona Broughton Pipkin, 2011). Posteriormente, se realizaron dos grandes estudios en
gemelos, uno de ellos realizado en familias suecas con disponibilidad de grandes registros de
individuos y registros multigeneracion de 701.488 embarazos. El estudio informo que el 35%
de la varianza era atribuible a efectos genéticos maternos, 20% a efectos genéticos fetales y

menos del 1% a factores ambientales (Jebbink et al., 2012).

En las enfermedades complejas como la PE, la modificacion en la expresion de ciertos genes
depende de la interaccion con otros genes. Este fendmeno es conocido como epistasis. Las
interacciones genéticas son esenciales para comprender los fundamentos moleculares de la
PE (P. J. Williams & F. Broughton Pipkin, 2011).

2.1.4.1 Generalidades de STOX1

STOX1 estd localizado en la region cromosémica 10g22.1, codifica para el factor de
transcripcion Storkhead Box 1 (STOX1). Esta proteina se encuentra estructural vy
funcionalmente relacionada con la familia proteica FOX, cuya regulacion se realiza a través
de la fosforilacion de la via PI3K-Akt. En estado fosforilado la proteina STOX1 no ingresa
al nucleo y es degradada por via de ubiquitinizacién. Por el contrario, cuando no hay
fosforilacion, STOX1 funciona como un factor de transcripcion en el nacleo celular (Marie
van Dijk & Oudejans, 2011; M. van Dijk, van Bezu, et al., 2010).
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Este factor de transcripcion ha sido relacionado con diferentes vias bioldgicas como la
inflamacidn, el ciclo celular y el estrés oxidativo (Vaiman & Miralles, 2016; M. van Dijk,
Drewlo, & Oudejans, 2010). Tres isoformas de la proteina han sido descritas, las cuales son
expresadas en estadios tempranos del desarrollo del tejido placentario: STOX1A, STOX1B
y STOX1C. Dos de ellas han sido las més estudiadas: STOX1A y STOX1B (M. van Dijk,
van Bezu, et al., 2010). La proteina STOX1A es la isoforma mas larga con 987 aminoéacidos.
Posee un dominio de union al DNA, un dominio alfa hélice, un dominio de localizacion
celular y una sefial de exportacién nuclear por lo que puede estar localizada a nivel
citoplasmatico y nuclear. La isoforma STOX1B, con 227 amino&cidos, carece de dominio de
exportacién nuclear por lo que se encuentra localizada solo en el nicleo celular. La isoforma
STOXI1C tiene 169 aminodacidos, carece de dominio de exportacion nuclear y parte del
dominio alfa hélice, Figura 1 (M. van Dijk et al., 2005). Las proteinas STOX1A y STOX1B
compiten por el mismo sitio de union. Sin embargo, la isoforma STOX1A es capaz de activar
la expresion génica puesto que contiene todos los dominios reguladores necesarios para su
funcionamiento (Vaiman & Miralles, 2016; Marie van Dijk & Oudejans, 2011).

Figura 1.Representacion esquematica de las isoformas de STOX1
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*Cytoplasm of diploid cells
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polyploid cells
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El gen STOX1 codifica tres isoformas (A) isoforma A, (B) isoforma B, (C) isoforma C. NLS
sefial de localizacion nuclear, DBD dominio de unién DNA, NES sefial de exportacién
nuclear, TA domino de transactivacion (V. Rigourd et al., 2009).

Estudios moleculares realizados con las construcciones plasmidicas de las tres isoformas de

STOX1 fueron transfectadas en la linea celular SGHPL-5 y por medio analisis cuantitativos
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de RT-PCR y Western blot se determin6 una mayor expresion de la isoforma STOX1A (M.
van Dijk, van Bezu, et al., 2010). Si bien la isoforma STOX1B se ha planteado la hipétesis
de que acttia blogueando la via de diferenciacion del sincitiotrofoblasto debido a que no posee
sefial de exportacion nuclear. El tejido placentario depende de un adecuado diferenciamiento
de los citotrofoblastos (células pluripotenciales de la placenta) en trofoblastos vellosos,
trofoblastos extravellosos y sincitiotrofoblastos. Si este proceso no es adecuado el desarrollo
anormal de la placenta ocasiona resultados obstétricos adversos como la PE (V. Rigourd et
al., 2009)

STOX1 fue directamente asociado con la etiologia de la PE en el afio 2005 por medio de un
estudio de mapeo posicional. El estudio originalmente se efectud con 24 familias holandesas
con PE y finalmente a 8 familias, las cuales fueron analizadas durante 3 generaciones. Por
medio de marcadores genéticos microsatélites se identifico una region critica de 444 Kb en
la region cromosémica 10921. Luego de la identificacion de la region candidata fueron
seleccionados 17 genes que fueron secuenciados. En uno de ellos se encontraron 5
mutaciones missense en hermanas afectadas por PE (M. van Dijk et al., 2005). De esta
manera, se identifico el gen STOX1 y la variante de susceptibilidad p.Tyr153His localizada
en el dominio de union de la proteina al DNA en tres generaciones de familias con PE (Eric
M. George & Bidwell, 2013; Haram et al., 2014; Vaiman & Miralles, 2016; M. van Dijk,
Drewlo, et al., 2010). La variante identificada en este estudio se encuentra localizada en el
dominio estructural alfa hélice similar a la familia de proteinas FOX. En la posicion 153 tiene

una tirosina altamente conservada (Guenther & Garriga, 1996; M. van Dijk et al., 2005).

Luego de ser identificado STOX1 como candidato para la PE en familias holandesas en el
afio 2007, se realiz6 un estudio en poblacion finlandesa con el objetivo de identificar nuevas
variantes en esta proteina. Tres diferentes enfoques fueron utilizados en esta poblacién.
Primero se tomO una cohorte de madres con PE y controles pareados para analizar
marcadores haplotipicos en el gen STOXL1. Segundo, se realizé un analisis de ligamiento para
el cromosoma 10 y finalmente se evalud la expresion se STOX1 en el tejido placentario de
embarazos PE y en placentas sin complicaciénes. Los resultados no fueron congruentes con

los obtenidos en la poblacion holandesa ya que no se encontraron evidencias que apoyaran a
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STOX1 como candidato para la PE en esta poblacién (Kivinen et al., 2007). Otro estudio
poblacional fue realizado en 157 mujeres holandesas con PE o restriccion de crecimiento
intrauterino y en 157 controles de la misma poblacion. Sin embargo no fueron identificadas
diferencias significativas en las frecuencias alélicas de p.Tyr153His de STOX1 entre casos y
controles, por lo que los resultados no fueron congruentes con el primer estudio (Berends et
al., 2007).

Luego de la descripcion del alelo de susceptibilidad en el gen STOX1, varios estudios han
sido efectuados en relacion con la metilacion diferencial de este gen. El primero fue realizado
sobre region promotora del gen STOX1 donde se encuentran las islas CpG pero no fue posible
identificar una metilacion diferencial (Marie van Dijk & Oudejans, 2011). En el afio 2010 se
identificd una region diferencialmente metilada en el intron 1 que condujo a una expresion
reducida de STOX1. Lineas celulares de trofoblasto extravelloso y tejido placentario
mostraron un mayor porcentaje de metilacién en presencia de un estado homocigoto para el
alelo de susceptibilidad p.Tyr153His (M. van Dijk, Drewlo, et al., 2010).

En el afio 2009 se realiz6 una comparacion de los niveles de ARNm de STOX1 en tejidos de
placentas que desarrollaron PE temprana y en tejidos placentarios de gestaciones normales,
obteniendo niveles 2.1 veces mas elevados en placentas con PE. Esto sugirio que la
desregularizacion en la expresion de STOX1 se presentaba de forma temprana en el desarrollo
de la enfermedad (Founds et al., 2009; V. Rigourd et al., 2009).

Varios modelos de sobreexpresion de STOX1 en lineas celulares y modelos animales han
sido desarrollados. Las lineas celulares de coriocarcinoma son muy similares a las células
trofoblasticas, por lo que han sido Gtiles para el estudio de enfermedades obstétricas
dependientes de tejido placentario (Virginie Rigourd et al., 2008). Inicialmente, se crearon
nueve lineas celulares JEG-3 de coriocarcinoma con sobreexpresion de la isoforma STOX1A
(V. Rigourd et al., 2009), las cuales mostraron un perfil transcripcional similar al presentado
en el tejido placentario de pacientes con PE (Doridot et al., 2013). La sobreexpresion de
STOX1A se asocio cambios transcriptomicos en diferentes vias bioldgicas. Se evidencio una

regulacion negativa del factor de transcripcion GCM1, el cual esta relacionado con la
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diferenciacion del trofoblasto y el sincitotrofoblasto en el desarrollo placentario (V. Rigourd
et al., 2009). Los genes que se identificaron con una regulacion positiva fueron proteinas de
familias de dedos de zinc, la endoglina, la sincitina y la interleucina 12. Este ultimo se
encuentra altamente expresado en el tejido placentario durante la gestacion y mas
especificamente relacionado con el proceso de implantacion (Virginie Rigourd et al., 2008).
Las células HUVEC también han sido utilizadas para estudiar la PE. Estas células fueron
expuestas a plasma de pacientes afectadas con PE y de pacientes con gestacion normal con
el objetivo de realizar un estudio transcriptomico. Por medio de aproximaciones
bioinforméaticas se identificaron diferencias transcriptémicas en vias relacionadas con la

respuesta inflamatoria crénica, la coagulacion y la matriz extracelular (Ducat et al., 2016).

En cuanto a los modelos animales, se cred un raton transgénico con sobreexpresion del gen
STOX1 humano, para posteriormente ser cruzado con hembras Wild Type. Durante la
gestacion, las hembras presentaron sintomas similares a la PE humana como un incremento
gradual de la presion arterial hasta la mitad de la gestacion y una disminucion a valores
normales después del parto (Eric M. George & Bidwell, 2013). También presentaron
proteinuria, alteracion en la histologia placentaria e incremento en los niveles de factores
antiangiogénicos como la Endoglina y el sFltl. Este modelo ha sido muy util para obtener
mayor conocimiento acerca de la fisiopatologia de la enfermedad, realizar enfoques
terapéuticos, identificar marcadores diagndsticos y evaluar efectos a largo plazo. Por
ejemplo, este modelo murino fue utilizado para evaluar la efectividad del uso de la aspirina
en el tratamiento de la PE. La administracion de dosis bajas al inicio de la gestacion demostro
ser eficiente para prevenir el sindrome materno, con atenuacion de los niveles de
hipertension, disminucién de depdsitos de fibrina en el rifidn y la mejoria de la supervivencia
fetal (Doridot et al., 2013). Por lo tanto, se sugirié que la administracion de aspirina podria
actuar en ciertas vias moleculares de la PE reguladas por STOX1 (Eric M. George & Bidwell,
2013). Finalmente, el estudio mas reciente utilizé el modelo murino con sobreexpresion de
STOX con el objetivo evaluar la disfuncion endotelial y cardiovascular causada por la PE. El
analisis transcriptomico de las células endoteliales de ratones con embarazos normales o con

embriones transgénicos evidencid diferencias significativas en la expresion de genes en redes
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involucradas en vias celulares como la inflamacién, el ciclo celular y la hipertrofia cardiaca.
Adicionalmente, al andlisis transcriptomico, la hipertrofia cardiaca fue corroborada a través
de la comprobacién del aumento del peso cardiaco y estudios histologicos de tejido
miocardico que mostraron fibrosis, nucleos celulares dilatados y desorganizacion de las

fibras musculares (Ducat et al., 2016).

2.1.4.2 STOX1 regula diferentes procesos bioldgicos

STOX1 regula diferentes vias biologicas como la coagulacion, el estrés oxidativo, el
metabolismo de los &cidos grasos, la inflamacion, la angiogénesis, la apoptosis y el ciclo
celular (Vaiman & Miralles, 2016). La relacion del factor de transcripcion STOX1 con el
ciclo celular fue identificada en lineas celulares de neuroblastoma, donde se evidencié una
regulacion positiva en la expresion de las proteinas Ciclina B1 y Ciclina A2 involucradas en
el proceso de mitosis celular (van Abel et al., 2012). Por otra parte, un modelo murino indicd
que la proliferacion de las células epiteliales del oido interno estaba regulada por el factor de
transcripcion Stox1 a través de las proteinas Ciclina A, Ciclina E y la fosforilacion de la via
Akt (Vaiman & Miralles, 2016).

El estrés oxidativo ha sido correlacionado con la fisiopatologia de la PE. STOX1 ha sido
descrito como un regulador en el equilibrio del éxido nitrico y homeostasis mitocondrial
(Virginie Rigourd et al., 2008). Un anélisis transcriptomico de lineas celulares con
sobreexpresion de STOX1 y en tejido placentario de pacientes con PE, comparado con
placentas normales, permitié identificar un aumento en la funcion mitocondrial, alteraciones
en el metabolismo de las sustancias reactivas al oxigeno y nitrdgeno en las muestras de
pacientes con PE y en la linea celular con sobreexpresion de STOX1. Las placentas
transgénicas mostraron niveles elevados de proteinas nitradas y bajos niveles de proteinas
carboniladas. Este desequilibrio generd una alteracion en la produccion de oxido nitrico
relacionada con el aumento de la presion arterial en la PE (Doridot et al., 2014). La
sobreexpresion de STOX1A en la linea celular de coriocarcinoma JEG-3, mostr6 por medio
de analisis transcriptomico la sobreexpresion de 24 genes involucrados en la via del estrés

oxidativo mitocondrial. Entre ellos se encuentran tres factores pro oxidantes no evidenciados
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en lineas celulares con sobreexpresion de otras isoformas de STOX1 (Vaiman & Miralles,
2016).

La apoptosis 0 muerte celular programada y la inflamacién son dos procesos bioldgicos
relacionados con la aparicion de la PE. La sobreexpresion de STOX1 indujo la expresion del
ligando de la proteina del factor de necrosis tumoral TRAIL (Vaiman & Miralles, 2016). Esta
proteina transmembrana, al ser clivada, genera la forma soluble STRAIL (Wiley et al., 1995).
STRAIL es expresada en el tejido placentario durante la diferenciacion del sincitotrofoblasto
e induce la via de sefializacion apoptdtica dependiente de caspasas en las vellosidades
placentarias ocasionado trombocitopenia, alteracion en la migracion celular e hipoxia
placentaria (Lonergan et al., 2003). Ademas, la forma soluble de la proteina, libera factores
endoteliales procoagulantes inducidos por trombina estimulando las vias celulares
inflamatorias relacionadas con el proceso de la PE (Simoncini et al., 2009). Otra proteina
relacionada con el factor de necrosis tumoral es la proteina TWEAK, relacionada con la
proliferacion de las células endoteliales y vasculares al encontrarse unida a su ligando. Sin
embargo, su forma soluble se encuentra relacionada con vias pro inflamatorias paracrinas y
autocrinas, en las células del citotrofoblastos, las células vasculares endoteliales y las células
tubulares renales relacionadas con el contexto fisiopatoldgico de la PE (Vaiman & Miralles,
2016).

Los leucotrienos son los mediadores proinflamatorios que por medio del acido araquidénico
reclutan y activan células inflamatorias (Biagi et al., 1990). EI modelo celular con
sobreexpresion de STOX1 identificd una regulacion positiva en los genes PLA2G6, ALOX5
y LTA4 implicados en la biosintesis de leucotrienos (Vaiman & Miralles, 2016) .

Finalmente, en cuanto al desarrollo placentario, STOX1 también ha sido asociado con
proteinas cuyas funciones son importantes en el desarrollo embrionario y placentario que
permiten un adecuado desarrollo de la gestacion. La proteina de adhesion celular a-T-
Catenina se encuentra altamente expresada en PE generando alteracién en la invasion
trofobléastica, especificamente en el proceso de transicion epitelio-mesénquimal (M. van

Dijk, van Bezu, et al., 2010). Estudios posteriores identificaron que la proteina a-T-Catenina
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estaba altamente inducida por la mutacion p.Tyr153His localizada en el dominio de unién al
ADN de STOX1 (Eric M. George & Bidwell, 2013). STOXL1 se une al promotor CTNNA3
ocasionando un aumento en la expresion de la proteina de adhesion célula célula o-T-
Catenina | llevando a un crecimiento reducido de las células trofoblasticas (Marie van Dijk
& Oudejans, 2011; M. van Dijk, van Bezu, et al., 2010).

Por ultimo, es importante sefialar que numerosas publicaciones del grupo fundamentan y
complementan los abordajes tedricos y experimentales citados en el trabajo presentado
(Caburet et al., 2012; Carlosama et al., 2017; Castro et al., 2013; Diggle et al., 2012; Ducat
etal., 2016; Fonseca, Garzon, et al., 2012; Fonseca et al., 2014; Fonseca et al., 2015; Fonseca,
Prada, et al., 2012; Fonseca et al., 2013; Forero et al., 2016; L'Hote et al., 2010; Laissue,
2015, 2018; Laissue, Burgio, et al., 2009; Laissue, L'Hote, Serres, & Vaiman, 2009; Laissue,
Lakhal, et al., 2009; Laissue et al., 2016; Laissue, Restrepo, & Ortiz, 2017; Lakhal et al.,
2010; Lakhal, Laissue, Elghezal, & Fellous, 2008; Mateus et al., 2017; Mitropoulos et al.,
2015; Nino et al., 2013; Ojeda et al., 2011; Ortega-Recalde, Beltran, et al., 2015; Ortega-
Recalde et al., 2013; Ortega-Recalde, Moreno, et al., 2015; Ortega-Recalde, Silgado, Fetiva,
Fonseca, & Laissue, 2016; Ortega-Recalde et al., 2014; Patino et al., 2014, Patino, Beau, et
al., 2017; Patino, Silgado, & Laissue, 2017; Patino, Walton, et al., 2017; Prada & Laissue,
2014; Quintero-Ronderos, Mercier, Fukuda, et al., 2017; Quintero-Ronderos, Mercier, Gris,
et al., 2017; Valero-Rubio, Jimenez, Fonseca, Payan-Gomez, & Laissue, 2018; Vatin et al.,
2014)
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3. PREGUNTA CIENTIFICA

¢Cuéles son los factores de transcripcion que se fijan al promotor STOX1 participando en su

regulacion?
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4. OBJETIVOS DE LA INVESTACION

4.1 Objetivo general

Identificar factores de transcripcion reguladores directos de STOX1 que permita una mejor

compresion de las bases genéticas de la PE.

4.2 Objetivos especificos

1. Identificar factores de transcripcion que potencialmente interactian con el promotor
de STOX1 en el ensayo de monohibrido en levadura.

2. Predecir por aproximaciones in-silico potenciales sitios de unién a factores de
transcripcion en la region promotora de STOX1.

3. ldentificar variantes en la region promotora de STOX1 que podria afectar sitios de
union a factores de transcripcion en una muestra de pacientes francesas afectadas con
PE.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Secuenciacion del promotor de STOX1 en pacientes francesas afectadas con
preeclampsia

5.1.1 Poblacién

La poblacién a estudio fue una muestra de 110 mujeres de origen francés con diagndéstico de
PE. Los criterios de inclusion utilizados fueron la definicion clinicas y paraclinicas de la PE:
presion arterial materna mayor o igual a 140/90 después de la semana 20 de gestacion en una
mujer con medidas de tension arterial previamente normales, acompafiada de uno de los
siguientes hallazgos: proteinuria > 300 mg en recoleccion de orina de 24 horas,
trombocitopenia conteo plaquetario <100.000 células/mm3, insuficiencia renal, insuficiencia

hepética, edema pulmonar o sintomas neuroldgicos.

5.1.2 Amplificacion por PCR de la region promotora de STOX1

Se realizd la extraccion de ADN genomico de las mujeres participantes en el estudio por
medio de precipitacion salina. Para amplificar una region del promotor de STOX1 de 830pb
comprendida entre -1pb y -830pb ( ENST00000298596.10 ), se disefiaron secuencias de
oligonucledtidos con el programa primer 3 que incluia en sus extremos 5" y 3" secuencias de
reconocimiento para las enzimas de restriccion Kpnl y Hindlll para ser utilizados también en

futuras construcciones plasmidicas ( Tabla 1).

Tabla 1 Primers de amplificacion del promotor de STOX1

Region Secuencia del primer
Promotor de Forward
STOX1 Hprom_stox1-Kpnl-4F | 5 CGGGGTACCgtcatggatgaaagggtccttag 3”
(830 pb)
Reverse
Hprom+62_stox1-Hindlll | 5"CCCAAGCTTCCGCCGCCTTCTGCGC
CTCC ¥

El fragmento del promotor fue amplificado mediante la reaccion PCR. La mezcla utilizada
tenia un volumen final de 25 pl. Esta mezcla contenia 100ng de ADN, 12.5 pl de Master Mix

25



(Promega) y 0.8uM de cada primer. Las especificaciones utilizadas para la reaccion de PCR

estan descritas en la Tabla 2.

Tabla 2 Programa de PCR para el fragmento del promotor de STOX1

Programa termociclador Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 30 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 64°C 40 segundos
Elongacion 72°C 50 segundos
Elongacion final 72°C 10 minutos

La amplificacion fue comprobada en un gel de agarosa al 1% por electroforesis de en buffer
TBE 1X. Se realiz6 la comparacion del tamafio del fragmento con el patron de peso molecular
(1kb Plus DNA Ladder de Invitrogen).

Los productos de PCR del fragmento del promotor de STOX1 de las participantes fueron

enviados a secuenciacion utilizando los siguientes primers incluidos en la Tabla 3.

Tabla 3 Primers de secuenciacién promotor STOX1

Secuencia del primer

Hprom_stox1-Kpnl-4F 5"CGGGGTACCgtcatggatgaaagggtccttag 3
Hprom+62_stox1-HindllI 5" CCCAAGCTTCCGCCGCCTTCTGCGCCTCC 3
hSTOX1prom-585R 5 cctaagctagttgtttgtttc 3

5.2 Analisis in-silico del promotor de STOX1

5.2.1 Identificacion de sitios potenciales de union a factores de transcripcion en la
region promotora de STOX1

El anélisis de la regién promotora de STOX1 comprendida entre -1pb y -830pb fue realizado

por medio del software Genomatix y la funcién Matlnspector (www.genomatix.de), con el

objetivo de identificar sitios potenciales de unién de factores de transcripcion (K. Cartharius
et al.). Este software identifica posibles TFBS en una secuencia de nucle6tidos a través de

una libreria de 634 matrices las cuales se encuentran organizadas de acuerdo a su similitud y
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origen en 234 familias (K. Cartharius et al., 2005) . MatInspector utiliza el indice de similitud
entre la secuencia central altamente conservada o core de la matriz (generalmente 4
nucleotidos) y la secuencia de nucleétidos del promotor. Un indice de similitud de 1 indica
una union perfecta a la matriz. Los potenciales sitios de union a factores de transcripcion para

el analisis del promotor STOX1 fueron seleccionados con un indice de similitud de 0.75.

5.3 Analisis del promotor de STOX1 a traveés del ensayo monohibrido en levaduras
5.3.1 Amplificacion por PCR de la region promotora de STOX1

Se realiz6 la amplificacion a partir de DNA gendmico de la region promotora de STOX1
comprendida entre -830pb y +76pb (906pb) (ENST00000298596.10) utilizando las
secuencias de oligonucleo6tidos mencionados previamente en la tabla 1. La mezcla utilizada
para la reaccion de PCR tenia un volumen final de 25 ul y contenia 100ng de ADN, 12.5 pl
de Master Mix (Promega) y 0.8uM de cada primer. El programa de PCR utilizado para la
reaccion esta descrita en la Tabla 2. La amplificacion fue comprobada en un gel de agarosa
al 1% por electroforesis en un buffer TBE 1X. Se realiz6 la comparacion del tamafo del
fragmento con el patron de peso molecular (1kb Plus DNA Ladder de Invitrogen). El
producto de PCR fue enviado a secuenciacion directa para descartar variantes procedentes
del sujeto donante, se realiz6 el alineamiento comparando la secuencia nucleotidica con la

secuencia wild type empleando el programa informéatico Muscle.

5.3.2 Clonaje en vector pCR4-TOPO TA

Se realizo el clonaje de la secuencia del promotor STOX1 comprendida entre -830pb y +76pb
en el vector pCR4 TOPO TA (Invitrogen) resistente a ampicilina. El clonaje fue realizado de
la siguiente manera: se adiciond 2 pl del producto PCR, 1 ul de buffer de sales, 1 ul de agua
y 1 pl vector pCR4-TOPO TA (Invitrogen). La mezcla fue incubada a temperatura ambiente
durante 30 minutos y posteriormente de este producto de clonaje se utilizaron 2 ul para ser
introducido en 12.5 ul de un vial de células de Escherichia coli quimio competentes One
Shot® TOP10 Competent Cells (Invitrogen) que fueron transformadas para obtener mayor
cantidad de material. La mezcla fue incubada en hielo durante 30 minutos. Inmediatamente

se realiz6 un choque térmico que consistio en colocar la muestra a 42°C en un bafio seroldgico
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durante 30 segundos y a continuacion en hielo durante 2 minutos. Luego se adiciond 125uL
del medio revitalizante SOC y se incub6 a 37°C en agitacidn horizontal a 300 rpm durante
una hora. De la transformacion se sembraron 80uL y 60uL en placas de LB agar con
ampicilina y se incubaron a 37°C durante 16 horas. Las colonias que crecieron en el medio
solido con ampicilina correspondian a las células transformadas por el vector, las cuales
fueron extraidas y agregadas a 5 ml de medio LB con ampicilina para posteriormente realizar
una PCR de verificacion de la presencia del inserto con primers del vector T7 y del inserto

Hprom_stox1-Kpnl-4F. Las condiciones de la PCR se muestran en la tabla 4.

Tabla 4 Programa de PCR sobre colonias bacterianas para promotor de STOX1 en
pCR4-TOPO TA

Programa termociclador Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos
Numero de ciclos 25 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 57°C 40 segundos
Elongacién 72°C 50 segundos
Elongacidn final 72°C 10 minutos

La amplificacion fue verificada en un gel de agarosa al 1% por electroforesis en un buffer
TBE 1X. Se realizd la comparacion del tamafio del fragmento con el patron de peso molecular
(1kb Plus DNA Ladder de Invitrogen). Posteriormente, se realizo el protocolo de extraccion
de ADN plasmidico y se envi0 a secuenciacion para confirmar que no existiera ninguna
variante inducida por la Tag polimerasa. Finalmente, después de la verificacion de la

construccion fue enviado a Hybrigenics Francia.

5.3.3 Ensayo de monohibrido en levaduras

El ensayo de monohibrido en levaduras permite identificar interacciones DNA — proteina.
Los factores de transcripcion (prey) que interactian con una secuencia de DNA de interés
(bait) son detectados por medio de la expresion de un gen reportero (Ouwerkerk & Meijer,
2001). Inicialmente se realiz6 un ensayo de mapeo de dominio autoactivador. En este ensayo
la secuencia del promotor de STOX1 fue amplificada y clonada en el vector centromerico

pB303 en 6 diferentes fragmentos: fragmento 1 secuencia completa nucle6tidos (Maier &
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Gessler) 1 a 906, fragmento 2 nt 1 — 455 nt, fragmento 3 de 456 a 906 nt, fragmento 4 de 1 a
305 nt, fragmento 5 de 306 a 602 nt y el fragmento 6 de 603 a 902 nt, Figura 2.

Figura 2 Representacion esquematica de los fragmentos del promotor de STOX1
utilizados en ensayo de dominio autoactivador

Fragmento 1

-

1( ATG ] 906
831

Fragmento 2

1 ] 455

Fragmento 3

455 | 1906
Fragmento 4
1| ] 305
Fragmento 5
305( ] 602
Fragmento 6
602 | ] 906

Representacion esquematica de los fragmentos del promotor STOX1 clonados en el vector
pB303 para el ensayo de auto activacion. El fragmento 1 representa la secuencia completa
utilizada y a partir de esta se generaron los otros fragmentos.

Luego se realizd un acoplamiento célula-célula entre las levaduras que tienen el DNA (bait)
y las cepas de levaduras que previamente han sido transformadas con una libreria de cDNA
de placenta humana. La interaccidn positiva activa la transcripcién del gen reportero, la cual
es anotada de acuerdo a un puntaje bioldgico predictivo (PBS) dependiendo de la
probabilidad de la interaccion y la similitud de la secuencia (Xie, Hu, Qian, Blackshaw, &
Zhu, 2011).

De acuerdo al PBS las interacciones pueden ser clasificadas en seis categorias las cuales

inician en la categoria Ay finalizan en la categoria F. La categoria A indica una probabilidad
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muy alta de la interaccion, la categoria B indica una alta probabilidad en la interaccién, la
categoria C identifica interacciones con buena probabilidad, la categoria D indica que la
probabilidad de la interaccion es moderada ya que esta puede ser debida a falsas interacciones
(falsos positivos o interacciones dificilmente detectables por la técnica) debido a: baja
presencia de mMRNA en la libreria, toxicidad del prey para la levadura o plegamiento del prey.
En la categoria E se encuentran las interacciones no especificas. La categoria F son artefactos

técnicos probados experimentalmente.

5.4 Construcciones plasmidicas
5.4.1 Promotor de STOX1 en PGL4.22 [luc2CP/Puro]

Previamente se realizé el clonaje de la region promotora de STOX1 comprendida entre -
830pb y +76pb (906pb) en el vector pCR4 TOPO TA. La secuencia fue confirmada para ser
enviada a la realizacion del ensayo monohibrido en levaduras. Los oligonucleotidos
utilizados para la amplificacion del fragmento del promotor para el clonaje en este vector
incluian en sus extremos secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccion Kpnl
y Hindlll (5" y 3 respectivamente) presentes en el sitio de clonaje multiple (polilynker) del
vector pGL4.22 [luc2CP/Puro] que permitan efectuar el proceso de digestion y ligacion en
otro vector (pGL4.22 [luc2CP/Puro]).

Digestion enzimatica

A partir de la miniprep de la colonia 5 de la construccion del promotor STOX1 (906pb) en
pCR4-TOPO TA se realizd la digestion para obtener el fragmento del promotor. A partir de
la miniprep de la construccion BMP15 en pGL4.22 [luc2CP/Puro] que incluian en sus
extremos la secuencia de reconocimiento de las enzimas de restriccion Kpnl y Hind 111 se
obtuvo el vector linearizado.

El proceso de digestion simultanea con las dos enzimas de restriccion se realizo en el Buffer
2.1 (CutSmart BioLabs). La enzima HindIII (1pL=20U) funciona al 100% en este buffer y la
enzima Kpnl (1uL=10U) con el mismo buffer funciona al 75% (Biolabs: www.neb.com). De
acuerdo con las concentraciones de la enzima y la actividad en el buffer la reaccion se realiz6

como se muestra en las tablas 5 y 6.
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Tabla 5 Digestion del promotor de STOX1 pCR4-TOPO TA

Mezcla Cantidad
1. Buffer 2.1 S5uL
2. Agua 25.5 uL
3. DNA (miniprep STOX1 pCR4-TOPO TA) 17 uL (Lonergan et
4. Enzima Kpnl (1uL=10U) al.)100 ng)
5. Enzima HindIII (1pL=20U) 2 uL
0.5 uL
Tabla 6 Digestion BMP15 pGL4.22 [luc2CP/Puro]
Mezcla Cantidad
1. Buffer2.1 5ul
2. Agua 32.5 uL
3. DNA (miniprep BMP15 pGL4.22 [luc2CP/Puro]) 10 uL (Lonergan et
4. Enzima Kpnl (1uL=10U) al.)100 ng)
5. Enzima HindIII (1pL=20U) 2 uL
0.5 uL

Para cada reaccion se utilizaron dos tubos con las mismas cantidades para obtener un
volumen final de 100 pL. Los tubos fueron incubados a una temperatura de 37°C durante
cuatro horas. Posteriormente, el producto final de digestion (100uL) se sometidé a
electroforesis en un gel preparativo de agarosa (1%) y se realizo la extraccion del ADN con
el kit PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen).

Ligacion enzimatica
Para la ligacion del inserto del promotor de STOX1 comprendido entre -830pb y +76pb
(906pb) en el vector pGL4.22 [luc2CP/Puro] linearizado se utiliz6 la enzima T4 ligasa para
DNA (Invitrogen). Se realiz6 el célculo de la cantidad de nanogramos del inserto en relacion
con los nanogramos del vector para una relacién molar 3:1 de la siguiente manera: ng de

inserto = (ng del vector x Kb del inserto)/Kb del vector x 3. Las condiciones de la ligacion

se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7 Ligacion promotor STOX1 (906pb) pGL4.22 [luc2CP/Puro]

Mezcla Cantidad
1. Buffer T4 ligasa (1X) 4 uL
2. Agua 10 pL
3. Inserto (1.34 ng/ uL) 3ul
4. Vector (1 ng/ puL) 1uL
5. T4 ligasa (1U/uL) 0.5 uL

La ligacion se dej6 en incubacion a 16 °C durante 16 horas. Posteriormente se realiz6 la
transformacion del producto de ligacion de la siguiente manera: se adicion6 3uL del producto
de ligacion en 25uL de células de Escherichia coli quimio competentes One Shot® TOP10
Competent Cells (Invitrogen). Las colonias que crecieron en el medio sélido con ampicilina
fueron extraidas y afiadidas a 5 ml de LB Base con ampicilina durante toda la noche en

agitacion a 37°C (minicultivos).

Comprobacion de la ligacion

Se procedid a la realizacion de una PCR de verificacion de la ligacion a partir de los
minicultivos con un primer forward del vector pGL4 (RV3) y un primer reverse del
fragmento de STOX1 Hprom+62_stox1-Hindlll (Tabla 3). El volumen final de la mezcla para
la PCR fue de 25pul. Se adicion6 100ng de ADN, 12.5ul de Master Mix (Promega) y 0.8uM

de cada primer. Las condiciones de la PCR se muestran en la tabla 8.

Tabla 8 Programa de PCR sobre colonias bacterianas para verificacion de ligacion del
promotor de STOX1 en pGL4.22 [luc2CP/Puro]

Programa termociclador Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 25 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 57°C 40 segundos
Elongacion 72°C 50 segundos
Elongacidn final 72°C 10 minutos

Después de la verificacion por PCR, se extrajo el ADN plasmidico utilizando el protocolo

manual de miniprep de las colonias 5, 6, 7y 8.
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5.4.2 Construcciones plasmidicas para para ensayo de gen reportero

De acuerdo a los resultados del ensayo de monohibrido en levaduras, la region del promotor
STOX1 utilizada para efectuar estas construcciones fue la comprendida entre -525pb y -
830pb. Se realizaron tres construcciones plasmidicas adicionales las cuales se muestran de
forma esquematica en la Figura 3. La metodologia utilizada fue similar a la mencionada

previamente en el apartado 5.4.1.

Figura 3 Esquema de las series alélicas realizadas a partir de la region promotora de
STOX1

a)
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305pb
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201pb
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Se realizaron tres construcciones adicionales del promotor STOX1 en el vector PGL4.22
[luc2CP/Puro] (azul oscuro), a) promotor STOX1 305pb comprendida entre -525pb y -830pb, b)
promotor STOX1 201pb comprendida entre -629pb y 830pb y c) promotor STOX1 102pb
comprendida entre -728pb y 830pb.

Para la realizacion de estas construcciones se disefiaron oligonucledtidos que incluian en sus
extremos 5™ y 3" secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccién Kpnl y Hindll1
respectivamente, Tabla 10. La amplificacion se realizo a partir de la miniprep de la primera
construccion realizada de la region promotora de STOX1 comprendida entre -830pb y +76pb

(906pb) clonada en el vector PGL4.22 [luc2CP/Puro].
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Tabla 9 Primers de amplificacion del promotor de STOX1

Region

Secuencia del primer

Promotor de

Forward

STOX1 Hprom_stox1-Kpnl-4F 5"CGGGGTACCgtcatggatgaaagggtccttag 3
-525pb y -830pb
(305 pb)
Reverse
Hprom-545_stox1- 5°- CCCAAGCTTggttgagcaggaaacctagg -
Hindlll 3
Promotor de Forward

STOX1 Hprom_stox1-Kpnl-4F 5"CGGGGTACCgtcatggatgaaagggtccttag 3
-629pb y 830phb
(201 pb)
Reverse
Hprom-650_stox1- 5°- CCCAAGCTT ggagtgcagtggctattcact
Hindll
Promotor de Forward

5"CGGGGTACCgtcatggatgaaagggtccttag 3

STOX1 Hprom_stox1-Kpnl-4F
-728pb y 830pb
(102 pb)
Reverse
Hprom-750_stox1-
Hindlll

5°- CCCAAGCTTctcccaacctgttcattcaagt - 37

Las especificaciones de la reaccion de PCR se describen en la Tabla 10.

Tabla 10 Programa de PCR para el fragmento del promotor de STOX1.

Programa termociclador Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 30 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 64°C 40 segundos
Elongacion 72°C 20 segundos
Elongacion final 72°C 10 minutos

El producto de PCR se sometio a electroforesis por un gel preparativo de agarosa (1%) en

buffer TBE 1X y se realizd la comparacion del tamario del fragmento con el patron de peso

molecular (1kb Plus DNA Ladder de Invitrogen) para finalmente realizar el protocolo de

extraccion de ADN de gel con el kit PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen).
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Digestién enzimatica

Se realizé la digestion enzimatica de los fragmentos del promotor de STOX1 para ser ligados
en el vector PGL4.22 [luc2CP/Puro]. El vector ya habia sido digerido previamente para la
construccion anterior. De acuerdo con las concentraciones de la enzima y la actividad en el

buffer, las reacciones realizadas se muestran en la tabla 11.

Tabla 11 Digestion de las series alélicas del promotor de STOX1 clonado en el vector
PGL4.22 [luc2CP/Puro]

Mezcla para el promotor de STOX1 (305pb) Cantidad

6. Buffer 2.1 5uL

7. Agua 38.2 uL

8. DNA (Extraccion banda) 4.3 uL (100nQ)
9. Enzima Kpnl (1uL=10U) 2 uL

10. Enzima HindIII (1pL=20U) 0.5 uL
Mezcla para el promotor de STOX1 (201pb) Cantidad

1. Buffer 2.1 5uL

2. Agua 34.5 uL

3. DNA (Extraccion banda) 8 uL (100ng)
4. Enzima Kpnl (1uL=10U) 2 ulL

5. Enzima HindIII (1pL=20U) 0.5 uL
Mezcla para el promotor de STOX1 (102pb) Cantidad

1. Buffer 2.1 5uL

2. Agua 27.5 L

3. DNA (Extraccién banda) 15 uL (100ng)
4. Enzima Kpnl (1uL=10U) 2 ulL

5. Enzima HindIII (1uL=20U) 0.5 uL

Se realizé una incubacion a 37°C durante cuatro horas. Luego el producto de la digestion
(100uL) se sometid a electroforesis en un gel preparativo de agarosa (1%) y finalmente se

realizo la extraccion del ADN.
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Ligacion enzimatica
Para la ligacion de los fragmentos del promotor de STOX1 de 305pb, 201pb y 102pb en el
vector pGL4.22 [luc2CP/Puro] se utilizaron las condiciones que se muestran en la tabla 12.

Tabla 12 Ligacion promotor STOX1 pGL4.22 [luc2CP/Puro]

Mezcla para el promotor de STOX1 (305pb) Cantidad
6. Buffer T4 ligasa (1X) 4 uL
7. Agua 6.6 uL
8. Inserto (39.8 ng/ uL) 0.41 uL
9. Vector (14.29 ng/ uL) 7 uL
10. T4 ligasa (1U/uL) 2 uL

Mezcla para el promotor de STOX1 (201pb) Cantidad
1. Buffer T4 ligasa (1X) 4 ulL
2. Agua 5.1 uL
3. Inserto (46.2 ng/ uL) 0.5 uL
4. Vector 8.4 uL
5. T4 ligasa (1U/uL) 2 uL

Mezcla para el promotor de STOX1 (102pb) Cantidad
1. Buffer T4 ligasa (1X) 4 uL
2. Inserto (21.2 ng/ puL) 0.5 uL
3. Vector 14 L
4. T4ligasa (1U/uL) 2 uL

Se realizé la ligacion y la transformaciéon de la ligacién y la comprobacion de la ligacion por
medio de PCR sobre colonias bacterianas con un primer forward del vector pGL4.22
[luc2CP/Puro] (RV3) y un primer reverse del fragmento de STOX1 de cada construccion

realizada mencionadas en la Tabla 9.

La amplificacion fue comprobada por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1% y
se extrajo el ADN plasmidico utilizando el protocolo miniprep manual de STOX1 (305 pb)
en pGL4.22 [luc2CP/Puro] colonia 7y 5, STOX1 (201 pb) en pGL4.22 [luc2CP/Puro] colonia
1,3y 5y STOX1 (102 pb) en pGL4.22 [luc2CP/Puro] colonia 1, 2 y 4. Las construcciones

fueron conservadas en glicerol a -80°.

36



6. RESULTADOS

6.1 Experimento de monohibrido en levaduras del promotor de STOX1 humano

El ensayo mapeo de dominio autoactivador permitié identificar que el fragmento bait del
promotor STOX1 por si mismo no activé la transcripcion del gen reportero His3 del sistema
monohibrido en levaduras. El ensayo de crecimiento en levaduras en ausencia de histidina
mostré autoactivacion de todos los fragmentos a excepcion del fragmento 4 correspondiente
a 1 -305 nt, Figura 2. Por lo tanto, este fragmento del promotor de STOX1 fue utilizado para
la realizacion del ensayo final de monohibrido.

El ensayo de monohibrido en levaduras analiz6 161 millones de interacciones del fragmento
bait de STOX1 1-350 nt con la libreria prey de placenta humana. Para cada interaccion se
realizo el calculo del score bioldgico predictivo (PBS). Los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 13.

Tabla 13 Resultado ensayo de monohibrido en levaduras de promotor STOX1 en
libreria de placenta humana

Gene Name (Best Match) | %ld 5p %lId 3p Start Stop PBS
Homo sapiens - HEY-L 100.0 100.0 C
Homo sapiens - ARHGAP5S |100.0 99.3 D
Homo sapiens - GRHL1 100.0 D
Homo sapiens — MSC 100.0 100.0 D
Homo sapiens - PLAG1 100.0 100.0 D
Homo sapiens - PLAGL2 100.0 100.0 D
Homo sapiens - SYNGR2 |100.0 100.0 Sl D

%ld 5p: porcentaje de identidad de la secuencia en laregién 57, %ld 3p: porcentaje de identidad de la secuencia
en la region 3°, Start Stop: fragmento contiene al menos un codon de parada, PBS categoria de score biologico
predictivo.

En la categoria C se identifico a la proteina HEY-L interactuando potencialmente con el
promotor de STOX1. La interaccion fue identificada en dos clones de HEY-L (pB303_A-49

y pB303_A-23) los cuales se encontraba clonados in frame.
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6.2 Analisis in silico del promotor de STOX1

El analisis de la secuencia promotora de STOX1 con el software MatInspector Genomatix
predijo 222 TFBS localizados entre -830pb y el codon de inicio ATG con similitud a la matriz
mayor a 0.75 Anexo 1. Entre los factores de transcripcion predichos, HEY -L identificado en
el ensayo de monohibrido en levaduras no fue identificado por medio de este analisis in silico.
Los factores de transcripcion que predijo el software para la region del promotor de STOX1
de 305pb (-525pb y -830pb) utilizada para el ensayo monohibrido fueron 46 TFBS, Tabla
14.

Tabla 14 TFBS analisis in silico del promotor STOX1 1 -305pb

Matrix Information Core sim Sequence
HMG box transcription factor Tcf7I1 (TCF3) 0,783 catggatGAAAgggtce
Special AT-rich sequence-binding protein 1 1 gatAATAaactaagy
Caudal type homeobox transcription factor 2 1 tecttagt TTATtatecty
Homeobox B5 / Hox-2alpha 1 caggaTAATaaactaagga
Octamer-binding transcription factor-1, POU class 2 homeobox 1 (POU2F1) 1 cttagtttATTAtcc
Homeodomain transcription factor HOXC13 1 acaggataaTAAActaa
Ventral anterior homeobox 1 0,762 cttagttTAT Tatcctgtg
Pancreatic and intestinal lim-homeodomain factor 1 ttcacaggaTAATaaactaagga
Homeobox B5 / Hox-2alpha 0,763 ttagt TTATtatcctgtga
GATA-binding factor 3 1 acagGATAataaa
Ecotropic viral integration site 1 encoded factor, amino-terminal zinc finger domain | 0,75 ticacaGGATaataaac
CCAAT/enhancer binding protein beta 1 tatccTGTGaaatag
Transcription factor with 8 central zinc fingers and an N-terminal KRAB domain 0,814 | tctgggcc TCAGaaatgtcccaget
Heat shock factor 2 1 tetetgggectcAGAAatgtcecag
Signal transducer and activator of transcription 5B 1 ctgggectcAGAAatgtce
PAX6 paired domain and homeodomain are required for binding to this site 1 titctgaggcCCAGagaag
Ribonucleoprotein associated zinc finger protein MOK-2 (mouse) 0,75 teccttctctgggCCTCagaa
Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha 1 1 ggccCAGAgaagy
Pleomorphic adenoma gene (PLAG) 1 1 CtGAGGcccagagaagggaaata
Serum response factor 0,803 titcecttctCTGGgecte
Serum response factor 1 aggeccagagAAGGgaaat
Nuclear factor of activated T-cells 5 1 gaagGGAAataacttgaat
POU-factor Tst-1/0ct-6 0,9 agggaAATAacttgaatga
Heat shock factor 1 0,868 | agggaaataactTGAAtgaacaggt
FAST-1 SMAD interacting protein 0,85 caacctgttCAT Tcaag
HMG box-containing protein 1 1 taacttgAATGaacaggtiggga
Grainyhead-like 2 (BOM, TFCP2L3) 1 ccAACCtgttcat
Grainyhead-like 1 (LBP32, MGR, TFCP2L2) 1 tgaacaGGTTgay
Estrogen-related receptor gamma, homodimer DR4 binding site 0,79 | acaggttgggagcaGGCCaggeg
Nuclear factor 1 1 cgectggectgetcCCAACct
Nuclear factor I/B 1 aggttgggageagGCCAggey
E2F transcription factor 4, p107/p130-binding protein 1 atgtgGCGGgeacctgt
AREB6 (Atplal regulatory element binding factor 6) 1 cgggCACCtgtag
Transcription factor E2a (E12/E47) 1 ggactacaGGTGeeege
Mineralocorticoid receptor response element 0,885 ttgggactacagGTGCccg
GATA-binding factor 2 0,853 ctgaGATCagagg
Krueppel-like factor 12 (AP-2rep) 1 gagtgcaGTGGectattcac
Regulatory factor X 2 1 ctccagectgggCAACaca
Zic family member 3 (odd-paired Drosophila homolog) 1 caacaCAGCgagacc
Alternative splicing variant of FOXP1, activated in ESCs 1 ctcaaaaAACAaaaata
Multifunctional c-Abl src type tyrosine kinase 1 aaAACAaaaat
Interferon regulatory factor (IRF)-related protein (NF-EMS, PIP, LSIRF, ICSAT) 1  |aaaaaacaaaaataGAAAcaaacaa|
Doublesex and mab-3 related transcription factor 7 0,946 gitgTTTGtttctattittgt
HNF-3/Fkh Homolog 3 (FOXI1, Freac-6) 1 tagaaacAAACaactag
E2F, involved in cell cycle regulation, interacts with Rb p107 protein 1 cttagGCGCagaactga
Drosophila initiator motifs 1 tcTCAGttctg

Core sim: secuencia central de similitud. Sequence: letras mayusculas: secuencia central o
core de una matriz definida como la secuencia consecutiva (generalmente 4 nucle6tidos) mas
altamente conservada.
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6.3 Secuenciacion del promotor de STOX1 en pacientes con PE

En la secuenciacion del promotor STOX1 en 110 pacientes francesas con antecedente de PE

se detectaron 9 variantes no sindnimas en la en la region comprendida entre -1pb hasta -

830pb. Tabla 15 muestra las variantes y se han incluido el nimero de pacientes en donde se

encontro la variante, la referencia del SNP (Rs), la frecuencia alélica minima MAF, la

prediccion de Genomatix y la frecuencia la frecuencia alélica.

Tabla 15 Resultados de la secuenciacion del promotor de STOX1

FRECUENCIA
CAMBIO DNA CIGOSIDAD PACIENTES Rs MAF GENOMATIX ALELICA
c.-735T>G  [HETEROCIGOTA (1) [1/110 1117971687 |G=0.0028/14 (1000 Genomes)  |Grainyhead-like transcription factors |T: 0.996 G:0.004
HETEROCIGOTA (13)
c-3836>C | omocicoTa g |0 1512268540 |C=0.1434/718 (1000 Genomes) NO G:08 c01
HOMOCIGOTA (17)
c.-360A>G  |HETEROCIGOTA (29) |46/110 151573839 G=0.3962/1984 (1000 Genomes) NO A:0.72 G:0.28
HOMOCIGOTA (19)
c. -359G>A |HEEROCIGOTO (34) |53/110 151618932 A=0.3948/1977 (1000 Genomes) NO G:0.67 A:0.33
c 233G>p |HOMOCIGOTA (3) _
HETEROCIGOTA (13) [16/110 rs12268631 |A=0.1428/715 (1000 Genomes) | Core promoter motif ten elements |G: 0.91 A: 0.09
c.-210T>G |HETEROCIGOTA(1) |1/110 NO T:0.996 G:0.004
HOMOCIGOTA (2)
c.-188C>G  |HETEROCIGOTA (6) [8/110 rs71478860 |G=0.0915/458 (1000 Genomes) NO C:0.95 G:0.05
c.-58C>G HETEROCIGOTA (1) [1/110 NO C:0.996  G:0.004
HETEROCIGOTA (1)
c.-57G>C HOMOCIGOTA(1) 2/110 rs184399576 |C=0.0232/116 (1000 Genomes) NO G:0.98 C:0.02
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7. DISCUSION

Dentro de los objetivos del presente trabajo de tesis se buscd identificar factores de
transcripcion que se unieran al promotor de STOX1. Los estudios fueron realizados en la
region promotora del gen comprendida entre -1pb y -830pb. Esta secuencia fue elegida
teniendo en cuenta que para que la transcripcion pueda ser iniciada los promotores requieren
de una region de 50 a 100pb correspondiente al promotor minimo, la cual permite la unién
de la enzima RNA polimerasa Il y los factores de transcripcion necesarios para el proceso
(Roy & Singer, 2015). Ademas, la secuencia corriente arriba al promotor minimo
corresponde a la region promotora reguladora que permite activar la transcripcion (Haberle
& Lenhard, 2016). Se estima que 100 pb corriente arriba del inicio de la transcripcion se

encuentran las regiones reguladoras esenciales de la maquinaria de expresion de los genes.

Para predecir las interacciones proteina- DNA en este trabajo de tesis fueron utilizadas
técnicas experimentales in vivo y bioinformaticas in silico. La metodologia in vivo empleada
para identificar los factores de transcripcion que interacttan con el promotor STOX1 fue el
ensayo de monohibrido en levaduras, una técnica de alto rendimiento para identificar
interacciones (Deplancke, Vermeirssen, Arda, Martinez, & Walhout, 2006; Ouwerkerk &
Meijer, 2001). Este ensayo permitid predecir las interacciones del promotor del gen STOX1
en el contexto que se deseaba estudiar a través del uso de una libreria de cDNA de placenta
humana. Se analizaron 161 millones de interacciones de las cuales la proteina HEY-L una
fue reportada dentro de las categorias de mediana probabilidad de interaccion (categoria C).
Es importante considerar que el ensayo de monohibrido en levadura tiene limitaciones debido
a posibles falsos positivos. Esta situacion se relaciona con la deteccion de interacciones con
factores de transcripcion que tienen una baja expresion y con la imposibilidad de detectar
proteinas que requieran modificaciones postraduccionales para unirse al ADN (Gubelmann
et al., 2013). Adicionalmente, estos ensayos son realizados en el contexto
gendémico/protedmico de levaduras por lo que las proteinas procedentes de una libreria

humana pueden resultar toxicas.
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La proteina HEY-L identificada en este ensayo pertenece a la familia de proteinas bHLH
(basic Helix-Loop-Helix) que acttan principalmente como represores transcripcionales y han
sido relacionados con la via de sefializacion NOTCH (Lavery et al., 2011). Esta cascada
molecular regula la embriogénesis de los vasos sanguineos, la miogénesis y la morfogénesis
cardiaca (Buas, Kabak, & Kadesch, 2010). En la PE la via de sefalizacion NOTCH es
requerida para un adecuado desarrollo placentario regulando la invasion de las células
trofobléasticas, la vasculogenesis y el transporte fetoplacentario. Estudios en tejidos de
placentas afectadas con PE donde se evalud la expresion de receptores, ligandos y genes
diana de la via NOTCH se evidencié una regulacién negativa en la PE. Estos hallazgos
proporcionaron evidencia de que esta via esta relacionada con complicaciones del embarazo

y la placentacion (Fragkiadaki et al., 2015).

Nuestros resultados sobre una potencial interaccion de HEY-L con el promotor de STOX1 y
su relacién con el proceso de la placentacion son hallazgos innovadores. En el presente
trabajo fueron realizadas las construcciones de la serie alélica del promotor STOX1 en el
vector pGL4.22 [luc2CP/Puro] para ser realizado en perspectiva el ensayo de gen reportero

luciferasa en cultivos celulares y demostrar funcionalmente la potencial interaccion .

Existen otras opciones metodologicas que permiten detectar interacciones proteina- DNA. El
EMSA (electrophoretic mobility shift assay) es una técnica in vitro, fundamentada en la
movilidad electroforética en la que el complejo acidos nucleicos-proteina migra mas
lentamente en comparacion con los &cidos nucleicos y las proteinas libres (Hellman & Fried,
2007). Existe una variacion en esta técnica que utiliza un anticuerpo dirigido hacia la proteina
de interés, lo que permite detectar de forma maés especifica la proteina que interactda con el
ADN (Pares-Matos, 2013). Otra de las técnicas utilizadas con este fin es la
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP), un método focalizado en la
inmunoprecipitacion del complejo ADN-proteina. La deteccion se realiza por medio de
anticuerpos especificos para identificar los factores de transcripcion unidos al ADN vy las
secuencias especificas de ADN son amplificadas por medio de PCR y secuenciadas para su
descripcién (Mahony & Pugh, 2015). Estas técnicas podrian ser utilizadas en estudios futuros

si se proponen factores potencialmente reguladores de STOXL.
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Con el propdsito de cumplir con el objetivo del presente trabajo de tesis fue también utilizada
una herramienta in silico para predecir potenciales sitios de union a factores de transcripcién
en la region promotora de STOX1. La funcion Matlnspector del programa Genomatix, posee
una de las librerias mas amplias y actualizadas de matrices. Ademas, permite a través de
analisis probabilisticos de similitud de secuencias predecir sitios de unién proteina- DNA
con alta fiabilidad (Kerstin Cartharius, Frech, Karas, Wingender, & Werner, 1995). El
resultado de la prediccion bioinformatica de la region promotora de STOX1, con un indice de
similitud de 0.75 entre la secuencia central altamente conservada o core de la matriz y la
secuencia de nucle6tidos del promotor no permiti6 identificar la proteina HEY -L identificada
en el ensayo monohibrido (Anexo 1). Dentro de los factores de transcripcion identificados
solamente la proteina PLAG-1 fue hallada tanto en la prediccion bioinformaética in silico
como en el ensayo monohibrido en levaduras. Para este ultimo se identificO con una
probabilidad de interaccién moderada baja (categoria D), la cual puede ser debida a falsos
positivos o interacciones dificilmente detectables por la técnica. Este factor de transcripcion
es una proteina de dedos de zinc codificada por el gen adenoma pleomorfo 1 relacionada con
la proliferacion celular y la morfogénesis glandular. EI aumento en su expresiéon ha sido
relacionado con el desarrollo de adenomas pleomorfos en la glandula salival y

hepatoblastomas (Queimado et al., 1999).

Para finalizar, se realiz6 en la presente tesis la secuenciacién de la region promotora de
STOX1 en 110 pacientes francesas afectadas con PE. Las variantes en la region promotora
proximal y distal podrian afectar la expresion génica al afectar sitios de unidn a los factores
de transcripcion y regiones reguladoras. Se detectaron variantes en el 51% de pacientes y se
identifico més de una variante en el promotor en el 47% de ellas. En las pacientes con
fenotipo de PE nueve variantes fueron identificadas en la secuenciacion (Tabla 16), de las
cuales dos de ellas (c.-210T>G y ¢.-58C>G) no se encontraban reportadas en las bases de
datos de SNP Ensembl. Una variante c.-735T>G, que fue identificada en la muestra de
pacientes, se encuentra ubicada en la regién promotora utilizada para el ensayo monohibrido
de levaduras. Esta variante presenta una frecuencia alélica de 0.004 en la muestra. Las

frecuencias fueron comparadas de acuerdo al MAF del proyecto 1000 genomas. En la
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posicion de la variante c.-735T>G, por andlisis in silico, se identifico al factor de
transcripcion Grainyhead (GHRL), que se fija potencialmente a esta posicion del promotor.
GHRL es una proteina que regula el desarrollo de diferentes érganos, la diferenciacion
epitelial y ha sido relacionado con metastasis en algunos tipos de céncer controlando la
transicion epitelio mesénquimal (Ming et al., 2018) . Estudios en la placenta han identificado
este factor de transcripcién haciendo parte del transcriptoma de los trofoblastos regulando la
diferenciacién celular (Kubota, Kent, Rumi, Roby, & Soares, 2015). Analisis funcionales

posteriores podrian demostrar si la variante afecta la trans-activacion del promotor.
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8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El factor de transcripcion HEY-L es un potencial regulador de STOX1 necesario para la
transactivacion del promotor. Con el objetivo de corroborar nuestros resultados se propone
validar estos resultados a través de ensayos funcionales de gen reportero luciferasa y ensayo

de movilidad electroforética EMSA.

En el presente trabajo fueron realizadas las construcciones de las series alélicas del promotor
STOX1 en el vector pGL4.22 [luc2CP/Puro] para ser realizado en perspectiva el ensayo de
gen reportero luciferasa en cultivos celulares y demostrar funcionalmente la potencial

interaccion .

La secuenciacion de la region promotora del gen candidato de preeclampsia STOX1 identifico
variantes en el 51% de las pacientes afectadas con esta patologia lo cual podria afectar sitios
de union a factores de transcripcion y regiones reguladores influyendo en la expresion génica.

Se identifico la variante ¢.-735T>G en una paciente afectada con preeclampsia, la cual se
encuentra localizada en la region promotora donde potencialmente interactGa la proteina
HEY-L, identificada a través del ensayo de monohibrido en levadura. Adicionalmente,
predictores bioinforméticos identificaron al factor de transcripcion GHRL que se fija
potencialmente en esta posicidn. Estudios futuros podrian validar si la mutacion genera una
modificacion en la transactivacion del promotor por medio de ensayos funcionales de

luciferasa y ensayo de movilidad electroforética EMSA.
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10. ANEXOS

Anexo 1 Analisis in silico del promotor de STOX1. Tabla TFBS

Matrix Detailed Matrix Opt | Start | End | Strand | Core | Matrix Sequence
sim. | sim.

V$TCF7L1.01 HMG box transcription 0,86 | 3 19 + 0,783 | 0,866 catggatGAAAgggtcc
factor Tcf711 (TCF3)

V$CDX2.02 Caudal type homeobox 0,85 | 17 35 + 1 0,9 tecttagt TTATtatectg
transcription factor 2

V$ISL1.01 Pancreatic and intestinal 0,82 | 17 39 - 1 0,883 ttcacaggaTAATaaactaa
lim-homeodomain factor gga

V$HOXB5.01 Homeobox B5 / Hox-2alpha | 0,84 | 17 35 - 0,852 caggaTAATaaactaagga

V$SATB1.01 Special AT-rich sequence- 0,94 | 18 32 - 0,943 gatAAT Aaactaagg
binding protein 1,
predominantly expressed in
thymocytes, binds to matrix
attachment regions (MARsS)

V$OCT1.03 Octamer-binding 0,85 | 19 33 + 1 0,864 cttagtttATTAtcc
transcription factor-1, POU
class 2 homeobox 1
(POU2F1)

V$VAX1.01 Ventral anterior homeobox 1 | 0,84 | 19 37 + 0,762 | 0,846 cttagttTAT Tatcctgtg

V$HOXC13.01 | Homeodomain transcription | 0,91 | 20 36 - 1 0,918 acaggataaTAAActaa
factor HOXC13

V$HOXB5.01 Homeobox B5 / Hox-2alpha | 0,84 | 20 38 + 0,763 | 0,857 ttagtT T ATtatcctgtga

V$PDX1.01 Pdx1 (IDX1/IPF1) 0,74 | 21 39 - 1 0,741 ttcacaggaTAATaaacta
pancreatic and intestinal
homeodomain TF

V$EVI11.06 Ecotropic viral integration 0,83 | 23 39 - 0,75 | 0,875 ttcacaGGATaataaac
site 1 encoded factor, amino-
terminal zinc finger domain

V$GATA3.01 GATA-binding factor 3 0,91 | 24 36 - 1 0,917 acagGATAataaa

VV$CEBPB.02 CCAAT/enhancer binding 0,91 | 29 43 + 1 0,984 tatccTGTGaaatag
protein beta

V$ZBRK1.01 Transcription factor with 8 0,77 | 45 69 - 0,814 | 0,771 tctgggecTCAGaaatgtee
central zinc fingers and an cagct
N-terminal KRAB domain

V$HSF2.02 Heat shock factor 2 0,95 | 47 71 - 1 0,953 tctctgggectcAGAAatgt

cccag

V$STAT5B.01 | Signal transducer and 0,92 | 50 68 - 1 0,935 ctgggcctcAGAAatgtce
activator of transcription 5B

V$PAX6.02 PAX®6 paired domain and 0,87 | 56 74 + 1 0,872 ttctgaggcCCAGagaagg
homeodomain are required
for binding to this site

V$MOK2.01 Ribonucleoprotein 0,74 | 56 76 - 0,75 | 0,777 teecttetctgggCCTCaga
associated zinc finger a

protein MOK-2 (mouse)
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Matrix Detailed Matrix Opt | Start | End | Strand | Core | Matrix Sequence
sim. sim.
V$PLAG1.01 Pleomorphic adenoma gene | 0,88 | 58 80 + 1 0,933 ctGAGGcccagagaaggg
(PLAG) 1, a aaata
developmentally regulated
C2H2 zinc finger protein
V$SRF.03 Serum response factor 0,79 | 60 78 - 0,803 | 0,816 tttcccttctCTGGgcecte
V$SRF.05 Serum response factor 0,8 |61 79 + 1 0,918 aggcccagagAAGGgaaa
t
V$NACA1L.01 Nascent polypeptide- 0,92 | 62 74 + 1 0,967 ggccCAGAgaagg
associated complex subunit
alpha 1
V$NFAT5.01 Nuclear factor of activated 0,83 | 70 88 + 1 0,836 gaagGGAAataacttgaat
T-cells 5
V$TST1.01 POU-factor Tst-1/Oct-6 09 |72 90 + 0,9 0,912 agggaAAT Aacttgaatga
V$HSF1.03 Heat shock factor 1 0,76 | 72 96 + 0,868 | 0,842 agggaaataactTGAAtga
acaggt
V$HBP1.02 HMG box-containing 0,83 | 79 101 + 1 0,936 taacttgAAT Gaacaggttg
protein 1 gga
V$FAST1.01 FAST-1 SMAD interacting 0,81 | 82 98 - 0,85 0,828 caacctgttCATTcaag
protein
V$GRHL2.01 Grainyhead-like 2 (BOM, 0,86 | 87 99 - 1 0,924 ccAACCtgttcat
TFCP2L3)
V$GRHL1.01 Grainyhead-like 1 (LBP32, 0,86 | 88 100 + 1 0,907 tgaacaGGTTggg
MGR, TFCP2L2)
V$ESRRG.01 Estrogen-related receptor 0,73 | 91 113 + 0,79 | 0,751 acaggttgggagcaGGCCa
gamma, homodimer DR4 ggcg
binding site
V$NF1.04 Nuclear factor 1 09 |93 113 - 1 0,936 cgcectggectgctcCCAAC
ct
V$NF1.04 Nuclear factor 1 09 |93 113 + 0,852 | 0,902 aggttgggagcaggCCAG
gcg
V$E2F4.01 E2F transcription factor 4, 0,96 | 114 130 + 1 0,968 atgtgGCGGgcacctgt
p107/p130-binding protein
V$HINFP.01 Histone H4 transcription 0,72 | 118 136 + 0,795 | 0,737 ggCGGGcacctgtagtcec
factor, MIZF, dimeric
binding site
V$TCFE2A.01 | Transcription factor E2a 0,97 | 119 135 - 1 0,978 ggactacaGGTGcececge
(E12/EA4T)
V$AREB6.03 AREB6 (Atplal regulatory | 0,96 | 120 132 + 1 0,968 cgggCACCtgtag
element binding factor 6)

V$GATA2.02 GATA-binding factor 2 0,9 | 148 160 + 0,853 | 0,918 ctgaGATCagagg
V$CUX1.01 Cut-like homeobox 1, 0,69 | 149 171 - 1 0,706 gctcaagCGAT cctctgate
dimeric binding site tca
V$KLF12.01 Krueppel-like factor 12 0,91 | 182 200 - 1 0,922 gagtgcaGTGGctattcac

(Kubota et al.)
V$RFX2.02 Regulatory factor X 2 0,84 | 198 216 + 1 0,841 ctccagectgggCAACaca
V$zIC3.01 Zic family member 3 (odd- 0,88 | 210 224 + 1 0,897 caacaCAGCgagacc

paired Drosophila homolog)
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Matrix Detailed Matrix Opt | Start | End | Strand | Core | Matrix Sequence
sim. sim.
V$FOXP1_ES.O0 | Alternative splicing variant 1 229 245 + 1 1 ctcaaaaAACAaaaata
1 of FOXP1, activated in
ESCs
V$IRF4.01 Interferon regulatory factor | 0,94 | 232 256 + 1 0,946 aaaaaacaaaaataGAAAC
(IRF)-related protein (NF- aaacaa
EMS5, PIP, LSIRF, ICSAT)
V$CABL.01 Multifunctional c-Abl src 0,97 | 234 244 + 1 0,997 aaAACAaaaat
type tyrosine kinase
V$DMRT7.01 Doublesex and mab-3 0,81 | 237 257 - 0,946 | 0,835 gttgT T T Gtttctatttttgt
related transcription factor 7
V$HFH3.01 HNF-3/Fkh Homolog 3 0,97 | 244 260 + 1 0,974 tagaaacAAACaactag
(FOXI1, Freac-6)
V$RB_E2F1 D | RB/E2F-1/DP-1 0,71 | 258 274 - 1 0,742 gttctGCGCctaagcta
P1.01 heterotrimeric complex
V$E2F.03 E2F, involved in cell cycle 0,85 | 261 277 + 1 0,87 cttagGCGCagaactga
regulation, interacts with Rb
p107 protein
O3$DINR.01 Drosophila initiator motifs 0,94 | 269 279 - 1 0,974 tcTCAGttctgy
V$BRACH.01 Brachyury 0,66 | 269 297 - 1 0,727 aggaaacctAGGTttgagtc
tcagttctg
V$BRACH.01 Brachyury 0,66 | 280 308 + 1 0,666 ctcaaacctAGGTttcctgcet
caacccce
V$TBX20.01 T-box transcription factor 1 295 323 - 1 1 gggcctgggAGGTgtggg
TBX20 ggttgagcagg
V$WT1.01 Wilms Tumor Suppressor 0,92 | 296 314 - 1 0,962 aggtgTGGGggttgagcag
V$NGFIC.01 Nerve growth factor-induced | 0,8 | 298 316 - 0,755 | 0,807 09agGTGTgggggttgag
protein C c
V$ZNF202.01 Transcriptional repressor, 0,73 | 300 322 + 1 0,739 tcaaccCCCAcacctcccag
binds to elements found gcc
predominantly in genes that
participate in lipid
metabolism
V$ZNF143.01 Zinc finger protein 143 0,69 | 302 332 + 1 0,711 aacccccacaccTCCCagg
cceeegcetgaca
V$RREB1.01 Ras-responsive element 0,8 | 305 319 + 1 0,892 cCCCAcacctcccag
binding protein 1
V$GLI1.01 Zinc finger transcription 0,87 | 308 324 + 1 0,917 cacacctCCCAggcccc
factor GLI1
V$EGRL1.03 EGR1, early growth 0,84 | 313 331 - 1 0,841 gtcagcgGGGGcectggga
response 1 g
V$ZFX.01 X-linked zinc finger protein | 0,97 | 314 324 - 1 0,992 ggGGCCtggoa
V$SZF1.01 SZF1, hematopoietic 0,82 | 314 338 - 1 0,88 tgaGGGTgtcagcggggg
progenitor-restricted KRAB- cctggga
zinc finger protein
V$PLAG1.01 Pleomorphic adenoma gene | 0,88 | 317 339 - 1 0,896 CctGAGGgtgtcagecggagg
(PLAG) 1, a cctg
developmentally regulated
C2H2 zinc finger protein
V$AP4.01 Activator protein 4 0,85 | 318 334 - 1 0,865 ggtgtCAGCgggggcct
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Matrix Detailed Matrix Opt | Start | End | Strand | Core | Matrix Sequence
sim. | sim.
O$ZSCAN4.01 | Zinc finger and SCAN 0,76 | 319 333 + 0,797 | 0,785 gGCCCccgctgacac
domain containing 4
V$ZIC3.03 Zinc finger protein of the 0,91 | 320 334 - 1 0,914 ggtgtCAGCgggggc
cerebellum (Zic3)
V$S1X4.01 Sine oculis homeobox 0,88 | 325 339 - 1 0,953 ctgaggGTGTcagcg
homolog 4
V$GCM1.01 Glial cells missing homolog | 0,85 | 328 342 + 1 0,932 tgacaCCCTcaggct
1, chorion-specific
transcription factor GCMa
V$AP2.02 Activator protein 2 alpha 0,92 | 330 344 - 0,975 acaGCCTgagggtgt
V$TCFAP2E.01 | Transcription factor AP-2, 0,91 | 330 344 + 0,914 acaccctcAGGCtgt
epsilon
V$GRE.03 Glucocorticoid receptor, IR3 | 0,88 | 331 349 + 1 0,89 caccctcaggcTGT Tecte
sites
VENMYC.02 v-myc myelocytomatosis 0,92 | 342 358 + 1 0,923 tottcctCGTGgttgcet
viral related oncogene,
neuroblastoma derived
V$BHLHB2.02 | Basic helix-loop-helix 0,8 | 343 357 + 1 0,812 gttcctCGTGattge
domain containing, class B,
2 (secondary DNA binding
preference)
V$AML3.01 Runt-related transcription 0,84 | 346 360 + 1 0,842 cctcGTGGttgctaa
factor 2/ CBFAL (core-
binding factor, runt domain,
alpha subunit 1)
V$RFX5.01 Regulatory factor X, 5 0,91 | 350 368 - 1 0,951 gttccaagtt AGCAaccac
(influences HLA class 1l
expression)
V$PAX1.01 Pax1 paired domain protein, | 0,65 | 352 370 - 1 0,663 cCGTTccaagttagcaacc
expressed in the developing
vertebral column of mouse
embryos
V$TCF2.01 Hepatocyte nuclear factor 1 | 0,79 | 353 369 - 1 0,795 cgttccaaGTTAgcaac
beta (HNF1B)
V$VMYB.05 v-Myb, variant of AMV v- 0,9 | 356 376 + 1 0,937 gctaacttggAACGgccce
myb aa
V$NF1.04 Nuclear factor 1 0,9 | 359 379 - 1 0,926 gctttggggcecgtt CCAAgt
t
V$NF1.04 Nuclear factor 1 09 | 359 379 + 1 0,922 aacttggaacggccCCAAa
gc
V$CREL.01 c-Rel 0,91 | 361 375 - 1 0,918 tggggccgTTCCaag
V$E2F.02 E2F, involved in cell cycle 0,84 | 365 381 + 1 0,849 gaacggcccCAAAgcca
regulation, interacts with Rb
p107 protein
V$TR4.02 TR4 homodimer, DR1 site 0,75 | 375 399 + 1 0,76 aaagccAGGTcgaaggcg
agtctcc
V$ZTRE.O4 3' half site of ZTRE motif 0,94 | 391 407 - 0,855 | 0,946 cagGGCGgggagactcg
V$E2F1.01 E2F transcription factor 1 0,97 | 392 408 - 1 0,981 ccagGGCGgggagactc
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Matrix Detailed Matrix Opt | Start | End | Strand | Core | Matrix Sequence
sim. sim.

V$MZF1.01 Myeloid zinc finger protein | 0,99 | 393 403 - 1 0,992 gcGGGGagact
MZF1

V$ZBTB7.03 Zinc finger and BTB domain | 0,88 | 393 415 + 1 0,889 agtctCCCCgccctgggga
containing 7A, pokemon ctee

V$ZBED4.01 Zinc finger, BED-type 0,93 | 394 408 - 1 0,951 ccaGGGCggggagac
containing 4; GC-box
binding sites

V$SP1.03 Stimulating protein 1, 0,91 | 394 410 - 1 0,95 ccccaGGGCggggagac
ubiquitous zinc finger
transcription factor

V$EBF1.01 Early B-cell factor 1 0,88 | 395 417 - 1 0,982 caggagTCCCcagggcgg

ggaga

V$MAZ.01 Myc associated zinc finger 0,9 | 395 407 - 0,867 | 0,914 caggGCGGggaga
protein (MAZ)

V$ZTRE.O1 ZTRE motifs (1 bp spacer), | 0,75 | 397 413 - 0,879 | 0,781 agtccccaGGGCgggga
ZNF658 binding site

V$ZTRE.02 ZTRE motifs (2 bp spacer), | 0,75 | 399 415 + 1 0,781 ccCGCCctggggactcc
ZNF658 binding site

V$TCFAP2A.0 | Transcription factor AP-2, 0,94 | 400 414 + 1 0,973 ccgcCCTGgggactc

2 alpha

V$TCFAP2B.0 | Transcription factor AP-2, 0,86 | 400 414 - 0,784 | 0,863 gagTCCCcagggcgg

1 beta

V$GLIS1.01 GLIS family zinc finger 1 0,76 | 400 416 - 0,824 | 0,801 aggagtcccCAGGgcegg

V$MYBL1.02 V-myb avian myeloblastosis | 0,83 | 418 438 - 1 0,843 ccgeegtgcgAACTgcag
viral oncogene homolog-like cgc
1 (AMYB) (secondary DNA
binding preference)

V$NRSE.01 Neural-restrictive-silencer- 0,67 | 418 448 + 1 0,671 gcgctgeagttcgecacggCG
element GAtggacgcag

V$RBPJK.01 Mammalian transcriptional 0,87 | 424 436 - 0,777 | 0,896 gccgTGCGaactg
repressor RBP-Jkappa/CBF1

V$DMP1.02 Cyclin D binding myb-like 0,88 | 432 446 + 1 0,98 acggcGGATggacgc
transcription factor

V$HINFP.01 Histone H4 transcription 0,72 | 434 452 + 1 0,808 09gCGGAtggacgcagtca
factor, MIZF, dimeric g
binding site

V$S1X2.02 Sine oculis homeobox 0,94 | 446 458 + 1 0,95 cagTCAGgttctc
homolog 2

V$OLF1.01 Olfactory neuron-specific 0,82 | 448 470 - 1 0,901 cgcagcTCCCtggagaacc
factor tgac

V$IR2_NGRE.O | Repressive binding sites for | 0,8 | 453 467 - 1 0,987 agCTCCctggagaac

1 glucocorticoid receptor
(IR2)

V$IR2_NGRE.O | Repressive binding sites for | 0,8 | 454 468 + 1 0,883 ttCTCCagggagctg

1 glucocorticoid receptor
(IR2)

V$TCFAP2A.0 | Transcription factor AP-2, 0,94 | 472 486 - 1 0,949 aagtCCTGgggctcc

2 alpha
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Matrix Detailed Matrix Opt | Start | End | Strand | Core | Matrix Sequence
sim. sim.
V$NF1.04 Nuclear factor 1 0,9 | 482 502 - 1 0,922 gctctggggttttt CCAAgte
V$NFAT5.02 Nuclear factor of activated 0,87 | 483 501 + 1 0,929 acttGGAAaaaccccagag
T-cells 5
V$CREL.01 c-Rel 0,91 | 484 498 - 1 0,972 tgggotttTTCCaag
V$NMP4.01 NMP4 (nuclear matrix 0,97 | 487 497 + 1 0,987 ggAAAAaccce
protein 4) / C1Z (Cas-
interacting zinc finger
protein)
V$AML3.01 Runt-related transcription 0,84 | 487 501 - 0,767 | 0,849 ctctGGGGtttttee
factor 2/ CBFAL (core-
binding factor, runt domain,
alpha subunit 1)
V$PLAG1.01 Pleomorphic adenoma gene | 0,88 | 489 511 - 0,958 | 0,905 caGGGGcgcegcetetggggt
(PLAG) 1, a tttt
developmentally regulated
C2H2 zinc finger protein
V$E2F3.01 E2F transcription factor 3 0,85 | 495 511 - 0,92 cagggGCGCgctctggg
V$ZF5.01 Zinc finger / POZ domain 0,95 | 496 510 - 0,962 aggggcGCGCitcetgg
transcription factor
V$E2F2.01 E2F transcription factor 2 0,85 | 496 512 + 0,951 ccagaGCGCgcccectgg
V$ZF5.01 Zinc finger / POZ domain 0,95 | 497 511 + 0,955 cagagcGCGCccctg
transcription factor
V$CDE.O01 Cell cycle-dependent 0,87 | 497 509 - 1 0,918 0999CGCGctctg
element, CDF-1 binding site
(CDE/CHR tandem elements
regulate cell cycle dependent
repression)
V$CTCF.01 CCCTC-binding factor 0,8 | 498 524 + 1 0,874 agagcgcegeccctgGGGG
aaggggagc
V$E2F3.01 E2F transcription factor 3 0,85 | 498 514 + 1 0,856 agagcGCGCccctgggy
V$EBF1.01 Early B-cell factor 1 0,88 | 499 521 - 0,775 | 0,887 ccecttCCCCcaggggcgc
gctc
V$EBF1.01 Early B-cell factor 1 0,88 | 499 521 + 0,776 | 0,882 gagcgcGCCCctggggga
agggg
V$ZTRE.02 ZTRE motifs (2 bp spacer), | 0,75 | 501 517 - 0,844 | 0,787 ttCCCCcaggggcgcegce
ZNF658 binding site
V$ROAZ.01 Rat C2H2 Zn finger protein | 0,73 | 501 517 + 0,75 | 0,775 gcGCGCccctgggggaa
involved in olfactory
neuronal differentiation
V$TCFAP2B.0 | Transcription factor AP-2, 0,86 | 502 516 + 1 0,862 cgcGCCCctggggga
1 beta
V$ZTRE.02 ZTRE motifs (2 bp spacer), | 0,75 | 502 518 + 1 0,795 cgCGCCcctgggggaag
ZNF658 binding site
V$ZIC3.02 Zic family member 3 (odd- 0,77 | 503 519 - 1 0,774 ccttcCCCCaggggcgce
paired Drosophila homolog)
V$TCFAP2A.0 | Transcription factor AP-2, 0,94 | 504 518 + 1 0,969 cgccCCTGggggaag
2 alpha
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Matrix Detailed Matrix Opt | Start | End | Strand | Core | Matrix Sequence
sim. sim.

V$TCFAP2A.0 | Transcription factor AP-2, 0,93 | 504 518 - 1 0,952 cttcccccAGGGgceg

1 alpha

V$SPI1.02 SPI-1 proto-oncogene; 0,96 | 506 526 + 1 0,96 cccectgggGGAAggggag
hematopoietic transcription ctc
factor PU.1

V$KKLF.01 Kidney-enriched kruppel- 0,91 | 509 527 + 1 0,927 ctgggggaaGGGGagctc
like factor, KLF15 g

V$MZF1.02 Myeloid zinc finger protein 0,99 | 510 520 + 1 0,995 tgGGGGaaggy
MZF1

V$MZF1.02 Myeloid zinc finger protein | 0,99 | 516 526 + 1 0,991 aaGGGGagctc
MZF1

V$CTCFL.01 CCCTC-binding factor 0,82 | 523 549 + 0,813 | 0,865 gctcgggacctcgaggeGG
(Queimado et al.)-like CTggaagt
(Haberle & Lenhard)

V$CETS1P54.0 | c-Ets-1(p54) 0,92 | 536 556 + 0,843 | 0,931 aggcggCTGGaagtcgag

1 ggc

V$PLAG1.01 Pleomorphic adenoma gene | 0,88 | 549 571 + 1 0,929 tcGAGGgcatcgccaggg
(PLAG) 1, a ggceeg
developmentally regulated
C2H2 zinc finger protein

V$NFKAPPAB | NF-kappaB (p50) 0,83 | 550 564 - 0,75 | 0,865 ctgGCGAtgccctcey

50.01

V$CTCFL.01 CCCTC-binding factor 0,82 | 550 576 + 0,815 | 0,863 cgagggcatcgccagggGG
(Queimado et al.)-like CCgagttg
(Haberle & Lenhard)

V$XBOX.01 Motif bound by regulatory 0,9 | 555 573 + 0,875 | 0,908 gcatcgccaGGGGgcecega
factor X (RFX) proteins g

V$IR2_NGRE.O | Repressive binding sites for | 0,8 | 556 570 - 0,759 | 0,804 ggCCCCectggcgatg

1 glucocorticoid receptor
(IR2)

V$AP2.01 Activator protein 2 0,9 | 557 571 + 0,831 | 0,925 atcGCCAgggggccg

V$PLAG1.02 Pleomorphic adenoma gene | 0,97 | 562 584 + 1 1 caGGGGgccgagttgggc
1 ccggg

V$BKLF.01 Basic krueppel-like factor 0,95 | 577 595 + 1 0,961 ggcccGGGTgtggagaac
(KLF3) g

V$NUDR.01 NUDR (nuclear DEAF-1 0,73 | 587 605 - 1 0,74 cgtTCGGcttcgttctcca
related transcriptional
regulator protein)

V$IRF8.01 Interferon consensus 0,71 | 587 611 + 0,75 0,724 tggagaacGAAGccgaac
sequence binding protein 1, gctgggce
interferon regulatory factor
8, dimeric binding site

O$HMTE.O1 Human motif ten element 0,88 | 595 615 + 0,961 | 0,906 gaAGCCgaacgctgggctc

tg

V$ZNF217.01 Zinc finger protein 217 0,9 | 601 613 + 0,922 | 0,913 GAACgctgggctc

V$NRSE.01 Neural-restrictive-silencer- 0,67 | 625 655 - 1 0,708 cggccgtgettaggeeggCG
element GAgcgctctgg
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Matrix Detailed Matrix Opt | Start | End | Strand | Core | Matrix Sequence
sim. sim.

V$HDBP1_2.01 | Huntington's disease gene 0,84 | 629 647 - 1 0,906 cttaggCCGGcggagcegct
regulatory region-binding
protein 1 and 2 (SLC2A4
regulator and papillomavirus
binding factor)

V$NXF_ARNT. | bHLH-PAS type 0,9 | 638 662 - 1 0,906 09tggggcggcCGTGctta

01 transcription factors ggcegg
NXF/ARNT heterodimer

V$HINFP.01 Histone H4 transcription 0,72 | 639 657 - 0,796 | 0,791 ggCGGCcgtgcttaggeeg
factor, MIZF, dimeric
binding site

V$SP1.03 Stimulating protein 1, 0,91 | 647 663 - 1 0,912 09gtgGGGCggccgtge
ubiquitous zinc finger
transcription factor

V$KLF6.01 Core promoter-binding 0,89 | 647 665 - 1 0,896 00999tGGGGceggcegty
protein (CPBP) with 3 c
Krueppel-type zinc fingers
(KLF8, ZF9)

V$EGRL1.02 EGR1, early growth 0,88 | 648 666 - 1 0,89 €g0gggtgGGGCggcecegt
response 1 g

V$IKLF.01 Kruppel-like factor 5 0,91 | 650 668 - 1 0,999 gccggGGGTggggeggcc
(intestinal) g

V$NM23.01 NME/NM23 nucleoside 0,89 | 650 666 - 1 0,939 cgGGGGtggggeggccg
diphosphate kinasel and 2

V$ZKSCAN3.0 | Zinc finger with KRABand | 1 651 673 + 1 1 ggccgCCCCaccceeegge

1 SCAN domains 3 ccgee

V$KLF6.01 Core promoter-binding 0,89 | 652 670 - 1 0,968 099ccgGGGGtggggcgyg
protein (CPBP) with 3 c
Krueppel-type zinc fingers
(KLF8, ZF9)

V$GC.01 GC box elements 0,88 | 652 668 - 0,872 | 0,946 gccgggGGTGgggegge

V$ZBP89.01 Zinc finger transcription 0,93 | 653 675 + 1 0,959 ccgecccaCCCCceggccc
factor ZBP-89 gccag

V$MAZR.01 MY C-associated zinc finger | 0,88 | 653 665 - 1 0,925 09999tGGGGcgyg
protein related transcription
factor

V$CTCF.01 CCCTC-binding factor 0,8 | 653 679 - 1 0,873 gcgeetggegggecGGGG

gtggggcgg

V$SALL2.01 Zinc finger protein Spalt-2, 0,91 | 655 665 - 1 0,962 0999GTGGggc
sal-like 2, p150(sal2)

V$ZTRE.O1 ZTRE motifs (1 bp spacer), | 0,75 | 655 671 - 0,848 | 0,764 €gggccggGGGTggggc
ZNF658 binding site

V$ZNF219.01 Kruppel-like zinc finger 0,91 | 656 678 + 1 0,989 ccccaCCCCcggcccgceca
protein 219 ggcg

V$ZBED4.02 Zinc finger, BED-type 0,92 | 658 672 - 1 0,952 0cgggecGGGGgtgg
containing 4; polyG binding
sites

V$LRRFIP1.01 | Leucine rich repeat (in FLII) | 0,82 | 658 676 + 1 0,914 ccaCCCCcggccecgcecag
interacting protein 1 g
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Matrix Detailed Matrix Opt | Start | End | Strand | Core | Matrix Sequence
sim. | sim.

V$HDBP1_2.01 | Huntington's disease gene 0,84 | 658 676 + 1 0,864 ccacccCCGGceccgcecag
regulatory region-binding g
protein 1 and 2 (SLC2A4
regulator and papillomavirus
binding factor)

V$CP2.02 LBP-1c (leader-binding 0,84 | 665 683 - 1 0,845 gACTGcgcectggegggcee
protein-1c), LSF (late S\V40 g
factor), CP2, SEF (SAA3
enhancer factor)

V$HES1.01 Drosophila hairy and 0,92 | 669 683 + 0,944 | 0,932 ccgecagGCGCagte
enhancer of split homologue
1 (HES-1)

V$ZSCAN10.0 | Zinc finger and SCAN 0,8 | 673 689 - 1 0,806 ggggccgacTGCGectg

1 domain containing 10
(ZNF206, Zfp206)

V$PLAG1.02 Pleomorphic adenoma gene | 0,97 | 675 697 - 1 1 caGGGGgceggggecgact
1 gcgece

V$E2F4.01 E2F transcription factor 4, 0,96 | 680 696 - 1 0,989 aggggGCGGggccgact
p107/p130-binding protein

V$IKLF.01 Kruppel-like factor 5 0,91 | 680 698 - 0,94 | 0,988 ccaggGGGCggggcecegac
(intestinal) t

V$NM23.01 NME/NM23 nucleoside 0,89 | 680 696 - 1 0,907 agGGGGceggggccgact
diphosphate kinasel and 2

V$ZBTB7.03 Zinc finger and BTB domain | 0,88 | 681 703 + 1 0,947 gtcggCCCCgccccctgga
containing 7A, pokemon gctc

V$SP1.01 Stimulating protein 1, 0,88 | 682 698 - 1 1 ccaggGGGCggggcecega
ubiquitous zinc finger
transcription factor

V$KLF6.01 Core promoter-binding 0,89 | 682 700 - 1 0,977 ctccagGGGGeggggcecy
protein (CPBP) with 3 a
Krueppel-type zinc fingers
(KLF6, ZF9)

V$ZBED4.01 Zinc finger, BED-type 0,93 | 682 696 - 1 0,96 aggGGGCggggcega
containing 4; GC-box
binding sites

V$LRRFIP1.01 | Leucine rich repeat (in FLII) | 0,82 | 682 700 + 0,789 | 0,824 tcgGCCCcgccccectggag
interacting protein 1

V$ZBP89.01 Zinc finger transcription 0,93 | 683 705 + 1 0,954 cggccccgCCCCcetggage
factor ZBP-89 tccg

V$MAZR.01 MY C-associated zinc finger | 0,88 | 683 695 - 1 0,932 00999cGGGGcecg
protein related transcription
factor

V$CTCFL.01 CCCTC-binding factor 0,82 | 683 709 - 1 0,911 ggaacggagctccagggGG
(Queimado et al.)-like CGgggceceg
(Haberle & Lenhard)

O$XCPE1.01 X gene core promoter 0,8 | 683 693 - 1 0,877 09GCGGggceeg
element 1

V$EGR1.03 EGR1, early growth 0,84 | 683 701 - 1 0,864 gctccagGGGGeggggcece
response 1 g
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Matrix Detailed Matrix Opt | Start | End | Strand | Core | Matrix Sequence
sim. | sim.
V$ZTRE.02 ZTRE motifs (2 bp spacer), 0,75 | 686 702 - 0,969 | 0,756 agCTCCagggggacgggg
ZNF658 binding site
V$ZTRE.02 ZTRE motifs (2 bp spacer), | 0,75 | 687 703 + 1 0,765 ccCGCCccctggagctc
ZNF658 binding site
V$VMYB.05 v-Myb, variant of AMV v- 0,9 | 697 717 - 1 0,924 ctgccgggggAACGgage
myb tcc
V$EBF1.01 Early B-cell factor 1 0,88 | 701 723 + 1 0,884 ctccgtTCCCcecggeagcec
ageg
V$RFX1.02 X-box binding protein RFX1 | 0,9 | 702 720 - 0,882 | 0,912 tggctgecgggGGAAcCyg
a
V$XBOX.01 Motif bound by regulatory 09 | 703 721 + 0,844 | 0,928 ccgttccccCGGCagcecag
factor X (RFX) proteins
V$INSM1.01 Zinc finger protein 0,9 | 704 716 - 1 0,93 tgccgGGGGaacg
insulinoma-associated 1 (1A-
1) functions as a
transcriptional repressor
V$NRSE.01 Neural-restrictive-silencer- 0,67 | 709 739 + 1 0,74 ccecggeagecagegeegC
element GGAcccegegege
V$PAX5.01 B-cell-specific activator 0,79 | 711 739 + 0,81 0,832 ccggcaGCCAgcgcecegceg
protein gacccgegege
V$ZBTB3.01 Zinc finger and BTB domain | 0,95 | 713 723 + 1 1 ggcaGCCAgcy
containing 3
O$HMTE.O1 Human motif ten element 0,88 | 718 738 + 1 0,902 ccAGCGcecgeggacccge
gcg
O$XCPE1.01 X gene core promoter 0,8 | 727 737 - 1 0,845 gcGCGGgteeg
element 1
V$ZF5.02 ZF5 POZ domain zinc 0,83 | 727 741 - 1 0,844 ctgcgCGCGggtecg
finger, zinc finger protein
161
V$E2F2.01 E2F transcription factor 2 0,85 | 728 744 - 0,933 cgactGCGCgcgggtcc
V$ZF5.02 ZF5 POZ domain zinc 0,83 | 728 742 + 0,842 ggaccCGCGcegceagt
finger, zinc finger protein
161
V$ZF5.01 Zinc finger / POZ domain 0,95 | 729 743 - 1 0,967 gactgcGCGCgggtc
transcription factor
V$E2F2.01 E2F transcription factor 2 0,85 | 729 745 + 1 0,882 gacccGCGCgcagtcgg
V$ZF5.02 ZF5 POZ domain zinc 0,83 | 730 744 + 1 0,863 acccgCGCGcagtcg
finger, zinc finger protein
161
V$NRF1.02 Nuclear respiratory factor 1 | 0,79 | 732 748 + 1 0,795 ccgcgCGCAgtcggeeg
(NRF1)
V$ZSCAN10.0 | Zinc finger and SCAN 08 | 733 749 - 1 0,809 tcggeecgacTGCGegey
1 domain containing 10
(ZNF206, Zfp206)
V$NUDR.01 NUDR (nuclear DEAF-1 0,73 | 734 752 - 1 0,772 ggaTCGGccgactgegeg
related transcriptional c
regulator protein)
V$ZNF263.02 Zinc finger protein 263, 0,91 | 746 760 + 1 0,91 ccgatcCTCCcgccg

ZKSCAN12

66




Matrix Detailed Matrix Opt | Start | End | Strand | Core | Matrix Sequence
sim. | sim.

V$E2F1.01 E2F transcription factor 1 0,97 | 747 763 - 1 0,985 gctcGGCGggaggatcg

V$ZIC3.02 Zic family member 3 (odd- 0,77 | 747 763 + 0,776 | 0,806 cgatcCTCCcgccgagc
paired Drosophila homolog)

O$DMTE.01 Drosophila motif ten 0,77 | 754 774 + 1 0,774 cccgecgAGCGageggceg
element tcg

V$WHN.01 Winged helix protein, 0,95 | 765 775 - 1 0,955 acgACGCcqgct
involved in hair
keratinization and thymus
epithelium differentiation

O$HMTE.O1 Human motif ten element 0,88 | 769 789 - 1 0,968 cgAGCGceggeggctacga

cge

O$DMTE.01 Drosophila motif ten 0,77 | 774 794 - 1 0,812 ctcggcgAGCGeggegge
element tac

V$ZF5.01 Zinc finger / POZ domain 0,95 | 778 792 - 1 0,958 cggcgaGCGCggcgg
transcription factor

V$NRSE.01 Neural-restrictive-silencer- 0,67 | 780 810 - 0,783 | 0,769 gcccgcaacgcagggectCG
element GCgagcgcggc

V$PAX9.01 Zebrafish PAX9 binding 0,78 | 788 808 + 0,882 | 0,792 cgccgaggeectgcGTTGe
sites gg

V$CTCF.02 Insulator protein CTCF 0,69 | 798 824 - 0,75 0,695 gceggeggeegggagecCG
(CCCTC-binding factor) CAacgcag

V$GCM1.02 Glial cells missing homolog | 0,85 | 800 814 - 1 0,866 gggagCCCGcaacgc
1

V$PLAGL1.01 | Pleiomorphic adenoma 0,87 | 804 826 + 0,799 | 0,874 tgcggGCTCeeggcecgec
gene-like 1 ggcga

V$HES1.01 Drosophila hairy and 0,92 | 805 819 - 0,833 | 0,921 cggccggGAGCcecge
enhancer of split homologue
1 (HES-1)

V$HDBP1_2.01 | Huntington's disease gene 0,84 | 811 829 - 1 0,853 ctttcgCCGGceggeeggga
regulatory region-binding
protein 1 and 2 (SLC2A4
regulator and papillomavirus
binding factor)

V$AP2.01 Activator protein 2 0,9 | 813 827 - 0,881 | 0,955 ttcGCCGgceggeegy

Opt: optimum threshold; Start: TFBS start position; End: transcription factor binding sites

end position; Matrix sim: matrix similarity; Core sim: core similarity. Sequence: letras

mayusculas: secuencia central o core de una matriz definida como la secuencia consecutiva

(generalmente 4 nucledtidos) més altamente conservada.
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