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RESUMEN.

Los alimentos nos ofrecen una gran cantidad de poderosos fitoquimicos capaces
de arrestar o revertir la progresion del cancer. Uno de ellos es el resveratrol que
encontramos en las uvas, los frutos rojos, los cacahuates, algunas plantas y en el
vino tinto. Este polifenol tiene un alto potencial quimiopreventivo vy
quimioterapéutico, existen abundantes evidencias de su capacidad para inducir la
apoptosis de las células tumorales, inhibir su proliferacién, la invasion a otros
tejidos y prevenir dafio oxidativo de células sanas. Aun falta mucho por conocer
acerca de las posibilidades terapéuticas que este agente natural tiene sobre las
alteraciones epigenéticas que conducen al cancer. Dada la importancia de los
factores epigenéticos en el control de la expresion génica, este trabajo evalud el
efecto del resveratrol sobre el estado de metilacién de células de cancer de mama
del tipo triple negativo mediante inmunofluorescencia indirecta con anti-5-metil-
citosina y un microarreglo de metilaciéon 3x720K NimbleGen. El analisis del
metiloma de células MDA-MB-231 en respuesta al tratamiento con resveratrol es
una herramienta molecular que nos permitid evidenciar cambios globales en la
metilacion de genes relevantes en el desarrollo y progresion del cancer, de tal
manera que se pudieron explicar en parte las propiedades quimioterapéuticas y
quimiopreventivas de este agente natural en cancer y definir nuevos blancos
terapéuticos. Los resultados mostraron que el resveratrol es capaz de regular la
expresion génica a nivel epigenético cambiando el estado de la metilacion de
cientos de genes entre los que se encuentran NOTCH2, plasmindgeno (PLG),
factor de complemento H (CFH), suero amiloide A2 (SAA2), ADAM
metalopeptidasa 6 (ADAM®6), gonadotropina coridnica (CGB7), sirtuina 7 (SIRT7),
entre otros que participan en sefalizacion celular y del sistema inmune, la
comunicacién intercelular, el mantenimiento de la integridad cromosdémica, la
apoptosis, en mecanismos de invasion y proliferacion celular y en general, en la
iniciacion, promocion y progresion de células tumorales. El empleo de fitoquimicos
como el resveratrol en la terapia de las pacientes con cancer de mama triple
negativo, para el que no hay un tratamiento especifico ni eficaz, amplia las

posibilidades para mejorar su calidad de vida.



I. INTRODUCCION.
1. Antecedentes generales del tema

1.1 Carcinogénesis

Actualmente se sabe que el desarrollo y la progresion de un cancer desde la
lesion preneoplasica hasta el tumor con capacidad de invasidn y metastasis,
abarcan una cadena de eventos complejos y sucesivos. Estos consisten en
diversos episodios de expansion clonal de las células somaticas, que pueden
ocurrir a lo largo de décadas, y durante los cuales el genoma de la célula
incipientemente cancerosa adquiere ventajas de crecimiento debido a la aparicion
de alelos mutantes de oncogenes, genes supresores de tumores y otros genes
que controlan en forma directa o indirecta la proliferacion y la muerte celular. Para
transformarse en cancerosa, una célula debe acumular al menos cinco o seis de
esas mutaciones. Las mutaciones y la inestabilidad genética son responsables de
las caracteristicas bioldgicas de la progresién tumoral (1). La transformacion de
una célula normal en tumoral, conlleva una pérdida del control de la proliferacion.
Es decir, si las células pierden la capacidad de responder a factores inhibidores
del crecimiento, se genera como consecuencia la acumulacion progresiva de
defectos en el genoma, que contribuyen, en su conjunto, a la generacion y
progresion tumoral. La gran mayoria de los tipos tumorales presenta una enorme
variedad de funciones génicas alteradas, incluyendo la activacion de genes
promotores del crecimiento, asi como el silenciamiento de genes con funciones
supresoras del mismo. Todas estas alteraciones colaboran en el

desencadenamiento de un crecimiento celular descontrolado (figura 1).



Las células disponen de mecanismos de control o “checkpoints” que actuan
controlando la normalidad de la progresiéon del ciclo celular. Cuando estos
sistemas de control detectan alguna anomalia detienen el ciclo activando
mecanismos de reparacion, en el caso de no poder resolver cualquier alteracion
de la homeostasia celular, ataque contra la integridad celular, etc., desencadenan
la muerte celular programada o apoptosis (2). Por tanto, la pérdida de control de la
proliferacion en combinacion con la falta de funcionalidad de los “checkpoints”,
permite que las células adquieran la capacidad de formar tumores. EI ADN
genomico contiene la informacion genética de la célula, dictada por el orden
secuencial de las cuatro bases: adenina, guanina, citosina y timina. Las
alteraciones de la secuencia original y la modificacion de las bases nitrogenadas,
contribuyen a la definicion de los patrones de expresion génica. La regulaciéon
anormal de la proliferacion en las células cancerosas se origina por la acumulacion
de mutaciones en genes clave que inducen o inhiben diferenciacién, senescencia
o muerte celular (3). La carcinogénesis es un proceso a través del cual una célula
evade los mecanismos de control de crecimiento normales y se divide de forma
acelerada. Estas células adquieren capacidad invasiva (proceso conocido como
metastasis) que les permite colonizar y proliferar en otros tejidos danandolos vy
provocando tumores (4). Asi, la carcinogénesis puede surgir como resultado de
alteraciones quimicas o bioldgicas que ocurren en células normales en un proceso
de pasos multiples que involucra inicialmente cambios a nivel genético, seguido

por la promocion y la progresion que finalmente produce tumores malignos.
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Figura 1. Mecanismo general de la carcinogénesis. La primera etapa de la
carcinogénesis se denomina iniciacion. En este proceso, las células normales (no
tumorales) sufren dafo en el ADN al estar expuestas constantemente a agentes
carcindgenos (sustancias quimicas, la radiacibn o algunos virus). La lesion
genética inicial puede producirse en cualquier lugar del genoma. Sin embargo,
existen dianas principales sobre las que recaen las mutaciones, que son diferentes
clases de genes reguladores normales: oncogenes, genes supresores de tumores,
genes que regulan la apoptosis y genes de reparacion del ADN dafado. La
pérdida de funcionalidad de alguno de estos genes lleva a la proliferacion
descontrolada, provocando de esta manera la aparicion del cancer. Esta etapa, a
partir de la primera célula dafada que se replica sin control, se denomina
promocién. La siguiente etapa se conoce como transformacion e implica el paso
de la progenie celular hacia un fenotipo maligno. La multiplicaciéon de estas
células, con la consecuente formacion de la masa tumoral se denomina
progresion. Tomada y modificada de Ma X, Yu H. Global burden of cancer. Yale J

Biol Med.2006; 79(3-4):85-94.



1.2 Cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea causada por la interaccion
entre factores genéticos y externos (fisicos, quimicos y bioldgicos) que producen
degeneracion celular, dando paso a lesiones precancerosas y finalmente tumores
malignos en los tejidos de la mama. La glandula mamaria se esta formada por los
alvéolos, cumulos de células donde se produce la leche, los lobulillos, grupos de
10 a 100 alvéolos aglutinados alrededor de un conducto, son los encargados de
expulsar la leche, la cual desemboca en los conductos galactéforos. Estos al llegar
a la base del pezén forman los senos lactiferos, que se constituyen en depésitos
de la leche en el amamantamiento. En la parte mas sobresaliente de la mama se
localiza un area de hiperpigmentacion cutanea denominada aréola, en cuyo centro
se encuentra una prominencia eréctil, el pezén donde desembocan los conductos
galactoforos en orificios independientes (figura 2).

El cancer de mama se detecta principalmente por mastografias de escrutinio,
estas indican que del 15 al 30% de las neoplasias malignas de mama
corresponden a carcinomas in situ y el resto a carcinomas infiltrantes (6).
Aproximadamente el 80% de los carcinomas son ductales, y el resto, lobulillares.
Los carcinomas ductales infiltrantes pueden ser de tipo tubular/cribiforme,
coloides, medulares o papilares. Una célula cancerosa de mama generalmente se
duplica cada 100-300 dias. Una neoplasia de mama de 1 cm realiza cerca de 30
duplicaciones antes de alcanzar este tamano, por lo que este cancer tiene como
minimo unos 7 afnos de evolucion. La evidencia disponible indica que el cancer de
mama tiene una relacion causal con el estado hormonal. El periodo de exposicion

a estréogenos es un factor critico por lo que una menarca temprana y menopausia



tardia se asocian a carcinogénesis en mama. Por otro lado, la nuliparidad y los
embarazos en edad avanzada aumentan el riesgo de desarrollar cancer de mama.
La historia familiar, mutaciones genéticas BRCA1 y BRCAZ2 (en aproximadamente
una de cada mil mujeres), polimorfismos genéticos asociados a la sintesis de
estrégenos y su metabolismo, determinan la prevalencia de cancer mamario en
una poblacion. Aunque se debe considerar que en el 85% de los casos de cancer
de mama no hay evidencia de historia familiar, cuando esta se presenta, el riesgo
para la mujer con antecedentes familiares (madre, hermana, hija) es 2-3 veces

mayor que en la poblacién sin antecedentes familiares (tabla 1).

1.3 Morbilidad y mortalidad del cancer de mama

El cancer de mama es actualmente el tipo de cancer mas frecuente y el de
mayor mortalidad entre las mujeres del mundo (7). El numero de fallecimientos por
esta causa se ha duplicado en 22 afos, y afecta tanto a los paises industrializados
como a los menos desarrollados. El cancer de mama es actualmente un problema
de salud publica debido al incremento gradual de casos que se presentan cada
afo, asi como al costo de su tratamiento. Los datos mas recientes disponibles
muestran una incidencia de cancer de mama en nuestro pais de 7.57 casos por
cada 100 mil habitantes, el cancer de mama ocasiona el 17.3% de las muertes
(figura 3). En la mayoria de los casos detectados, los tumores suelen estar
localizados, pero eventualmente pueden diseminarse a otros érganos (metastasis)
ocasionando aproximadamente el 13% de las defunciones mundiales, 7.9 millones

de muertes por ano (8).
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Figura 2. Anatomia de la glandula mamaria. El seno femenino consiste
principalmente en lobulillos (glandulas productoras de leche), conductos (tubos
diminutos que llevan la leche desde los lobulillos al pezén) y estroma (el tejido
adiposo y el tejido conectivo que rodean los conductos y los lobulillos, los vasos
sanguineos y los vasos linfaticos). La mayoria de los canceres de seno comienzan
en las células que recubren los conductos (canceres ductales). Algunos canceres
de seno se originan en las células que recubren los lobulillos (canceres

lobulillares), mientras que un pequeno numero se origina en otros tejidos.



Edad *10 Mayores edades

Lacallzacidn geogrdfica 5 Palses desarraliados

Edad de la menarea 3 Menarca antes de 11 afios

Edad de la menopausia 2 Menopausia después de 54 afas

Edad de primer embarazo a térming 3 Primer hijo después de los 35 afos

Histeria familiar 22 Cincer de mama antes de la menopausia en

familiar de er, grade

Antecedentes de enfermedades benignas 45 Hiperplasia atipica

Clincer en la otra mama *4
Grupo socio-econdmico ] Grupos | y Il (altos)
Dieta 1.3 Alta Ingesta de prasas saturadas
Pesa corporal:
Premenopausica 0.7 Indice de masa corporal >35
|‘i:a'.1mrnnp.'1mi:;| | Indice de masa corparal » £
Consumo de Alcohol 1.3 Ingesta excesiva
Exposicidn a radiacidn lonizante ] Exposicion anarmal en mujeres adolescentes
Ingesta de hormaonas:
Contraceptivos Orales 1.4 Uso frecuente
Terapla hormonal de reemplaze 1,35 Uso por mis de 10 afos
Dietilstilbestrol ) Uso durante ¢l embarazo

Tabla 1. Factores de riesgo para cancer de mama en mujeres. En la primera
columna de la tabla, se muestran los principales factores de riesgo asociados al
desarrollo de cancer de mama en mujeres. En la columna central, se indica el
numero de veces que se incrementa la posibilidad de padecer esta enfermedad, si
se tiene alguno (s) de los factores de riesgo atribuidos. En la ultima columna se
incluyen las caracteristicas de las mujeres con alto riesgo. Tomada y modificada
de McPherson K, Steel CM and Dixon JM, Breast cancer epidemiology, risk factors

and genetics.BMJ 2000; 321:624-628.



A
-5 538 {7 5%)
.17 (6. 1)
28,7832 (37 D%)— 5,061 (6.5%)
BETT 17 3%}
2402 8 19 £.751 {8 %)
4 558 {5 %) 40095 TH)
8,143 (7 W)~
C
AT TR
A AN 35 ) — W10
T84 8 O,
— I Gl [T TR
A 0 [ W) o
108 -1,';-:-.:.,:

Incidencia

T

Prevalencia

Mortalidad

N Prostats

B Mama

B Cuslio uering

] Pulrmon

g Esvémage
Colorectal

. Higado
Lewcermia

B | infoma no-Hodking

B onros e inespecions

Figura 3. Incidencia, mortalidad y prevalencia del cancer de mama en México.

(A) La incidencia del cancer de mama en nuestro pais (6.7%) es mas alta que la del

cancer cérvico uterino (6.5%). B) De las muertes por cancer registradas, el cancer

de mama es la principal causa de muerte de mujeres en México (17.3%). C) La

prevalencia de esta enfermedad en la poblacién femenina es del 10.9%. Imagen

tomada de http://www.who.int/topics/cancer/index1.html.



1.4 Cancer de mama triple negativo

El cancer de mama comprende un heterogéneo grupo de enfermedades que
varian en morfologia, biologia, comportamiento y respuesta a la terapia. Los
tumores aunque aparentemente sean de morfologia homogénea, tienen
caracteristicas bioldgicas que afectan la respuesta al tratamiento y los perfiles
genéticos de cancer de mama. Esta heterogeneidad ha hecho necesaria la
identificacion de los tumores mediante su agrupamiento en diferentes clases, que
varian tanto por las caracteristicas bioldgicas del tumor, como por la respuesta a
tratamientos especificos. Con este fin, en el manejo clinico de rutina del cancer de
mama se utilizan marcadores moleculares con valor predictivo y prondstico que
incluyen receptores hormonales HR (receptores estrogénicos (ER) y receptores de
progesterona (PR)), y los receptores del factor de crecimiento epidérmico humano
2 (HER2). Los tumores del tipo triple negativo no expresan receptores hormonales
(ER y PR) ni HER2, alcanzan gran tamafo, producen metastasis e invaden
ganglios linfaticos con mayor facilidad. Generalmente se presentan en pacientes
jovenes. Se calcula que del 10 al 16% de los casos diagnosticados con cancer de
mama son del tipo triple negativo. Se estima que un millén de casos de cancer de
mama se diagnostican cada afio en el mundo, de estos, mas de 170,000 son
descritos como triple negativo (9). Este tipo de tumores constituyen del alrededor
del 15% de los casos reportados en México. Este tipo de cancer tiene una historia
clinica agresiva, la quimioterapia ha sido el tratamiento de eleccion, con un pobre
pronostico y sin blancos terapéuticos conocidos. Los tumores pueden ser
identificados por un analisis de tincidbn inmunohistoquimica, principalmente en

base a la ausencia de expresion de los receptores hormonales, tanto del receptor



de estrégenos (ER) como del receptor de progesterona (PR) y la negatividad a la
sobreexpresion de la proteina HER2 (10). Sin embargo, dada la heterogeneidad
de los tumores, se ha hecho necesario evaluar sus caracteristicas a nivel
molecular mediante el analisis de expresion de genes por medio de microarreglos.
Este analisis ha permitido diferenciar entre dos subtipos de tumores que tienen el
fenotipo de triple negatividad (no expresan ER, PR, HER2). Se distinguen tumores
del sub tipo “normal like” y “basal like” de acuerdo a su expresion de
citoqueratinas (CK 5/6/14/17) vimentina, p-caderina, aB cristalina, caveolinas 1 y
2, un alto indice de proliferacion y la presencia o ausencia del factor de
crecimiento epidermal (EGFR). Tanto las citoqueratinas como el EGFR son
marcadores asociados al pobre prondstico que caracteriza a este tipo de cancer.
Se ha estimado que el 91 % de los tumores triple negativo pertenecen al subtipo
“basal like” (expresan CK 5/6/14/17 y EGFR) y solo el 9% al fenotipo “normal like”
(expresan CK 5/6/14/17 pero no EGFR) (11). Es necesario aclarar que los
términos “basal like” y cancer de mama triple negativo no son sinénimos aunque
ambos subtipos se caracterizan por la falta de expresion de ER, PR, HER-2. Por
ejemplo, de 15 a 45% de los canceres de mama basal like expresan bajos niveles
de ER2, 14% expresan HER-2. En cambio, de 16 a 44% de los canceres de mama
triple negativo son negativos para todos los marcadores basales, y 71% son
positivos para al menos un marcador basal. Sin embargo, aunque esta
clasificacion molecular permita evaluar la respuesta a la quimioterapia en el cancer
de mama del tipo triple negativo, aun no existen blancos terapéuticos que cambien

el manejo clinico agresivo o que aumenten la supervivencia para las pacientes.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1 Fitoquimicos en el tratamiento del cancer.

Agentes dietarios naturales incluyendo frutas, vegetales y especias han
mostrado un gran potencial en la prevencion y tratamiento de una amplia variedad
de enfermedades incluyendo al cancer. A través de estudios realizados in vivo e in
vitro, se han identificado en los alimentos una gran cantidad de fitoquimicos con
prometedores efectos quimiopreventivos. Entre estos, los polifenoles son uno de
los mas grandes grupos estudiados por su habilidad para interrumpir o revertir el
proceso de carcinogénesis actuando sobre moléculas de la red de senalizacion
intracelular involucradas en la iniciacién y o promocién del cancer. Los polifenoles
son esenciales en la dieta humana, su funcién en las plantas es protegerlas del
estrés fotosintético, de las especies reactivas de oxigeno y de ser devoradas por
herbivoros. Se han encontrado mas de 8000 diferentes polifenoles dietarios (12)
flavonoides y acidos fendlicos los cuales se pueden ingerir en los alimentos
comunes de la dieta diaria. Entre los componentes dietarios bioactivos se
encuentran las catequinas del té verde, la curcumina de la curcuma, la genisteina
de la soya, el resveratrol de las uvas, los sulforafanos e isotiocianatos presentes
en las cruciferas y otros componentes bioactivos como la epigenina del perejil, la
silimarina del cardo lechero, etc., que modulan diversos blancos moleculares y
genes que participan en la prevencion y terapia del cancer (13). Ademas, estos
agentes naturales pueden alterar la metilacion del ADN y modificar las histonas
activando o silenciando genes clave de las rutas de sefalizacion que inducen la

apoptosis celular, y la promocion o supresion tumoral (14).
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2.2 Epigenética y cancer.

El cancer es percibido como un grupo heterogéneo de desérdenes causados por
cambios en genes supresores de tumor y oncogenes. Sin embargo, evidencia
acumulada en los afios recientes indica que la heterogeneidad tumoral esta dada
en parte por alteraciones epigenéticas en células de cancer. El término
“‘epigenética’se refiere a los cambios heredables reversibles que no estan
codificados en la secuencia del ADN pero juegan un importante papel en el control
de la expresidn génica. Las alteraciones epigenéticas, principalmente la metilacion
del ADN vy las modificaciones post-traduccionales de histonas, son mecanismos
adicionales que contribuyen al fenotipo maligno. Los patrones aberrantes de
metilacion del ADN son una de las alteraciones moleculares encontradas con
mayor frecuencia en las neoplasias humanas. A diferencia de las alteraciones
genéticas, las modificaciones epigenéticas no alteran la secuencia del ADN, son
reversibles y estan implicadas en la regulacion de la transcripcion génica.
Podemos decir actualmente que el cancer se manifiesta por alteraciones genéticas
y epigenéticas (15). Los procesos epigenéticos afectan la estabilidad de la
transcripcion, el plegamiento del ADN, el posicionamiento del nucleosoma, la
compactacion de la cromatina, y la organizacion nuclear completa del material
genético. La epigenética es un campo prometedor para el tratamiento del cancer,
dado que la expresion de los genes puede ser restaurada. Por ejemplo, los genes
silenciados por metilacion pueden ser desmetilados, los complejos de histonas
pueden mantener un estado de transcripcion activa de genes supresores de
tumor, modificando el estado de acetilacion y metilacion de histonas, via

nutrientes, farmacos u otras intervenciones dietarias (figura 4).
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Figura 4. Mecanismos epigenéticos involucrados en la carcinogénesis. La
dieta y factores ambientales pueden generar cambios en la modificacion a
histonas, metilacion del ADN vy modificaciones postranscripcionales por
microRNAs. Los polifenoles de la dieta pueden inhibir el desarrollo del cancer
modulando procesos epigenéticos. Tomado y modificado de Alexander Link,
Francesc Balaguer, Ajay Goel. Cancer chemoprevention by dietary poliphenols:

Promising role for epigenetics. Biochemical Pharmacology 80 (2010) 1771-1792.
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3. ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO

3.1 El papel de la dieta en el cancer.

Se conoce que solo del 5-10% de todos los casos de cancer son causados por
defectos genéticos y el resto 90-95% son resultado de la interaccion de factores
ambientales y del estilo de vida (figura 5). No es completamente entendido como
la dieta contribuye al cancer. Sin embargo, una buena parte de las muertes por
cancer se pueden prevenir modificando la dieta, dado que existen componentes
especificos contenidos en los alimentos que favorecen la prevencién, entre ellos,
algunos fitoquimicos que han sido identificados en frutas, vegetales, especias y
granos con potencial quimiopreventivo (tabla 2). Se conoce que existe una
relacion entre la dieta y el 35% de las muertes por cancer (15). La evidencia
acumulada sugiere que el consumo regular de frutas y vegetales esta
inversamente relacionado con el riesgo de desarrollar tumores malignos (16). Hay
un gran interés en la comunidad cientifica por los usos de los compuestos
botanicos naturales (fitoquimicos) en la prevencion de enfermedades, incluyendo
el cancer. En diversas investigaciones se ha mostrado que en frutas, vegetales y
otros componentes de la dieta diaria existen fitoquimicos con propiedades
quimiopreventivas (17, 18, 19) que pueden alterar la metilacion del ADN vy
modificar histonas activando o silenciando genes de promocion o supresion

tumoral como se muestra en la tabla 3.
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Figura 5. Mecanismos genotéxicos y no genotéxicos producidos por la dieta
y su relaciéon con el cancer. En los alimentos se encuentran agentes
carcinogénicos que pueden generar sefiales celulares alteradas y favorecer el
desarrollo de células cancerosas. La exposicion a carcinégenos de la dieta como
los benzopirenos, aflatoxinas o nitrosaminas, el consumo de alcohol, grasa
saturada y azucar, pueden activar mecanismos genotoxicos (dafio a DNA) o no
genotéxicos (no afectan la secuencia del ADN pero activan procesos de
promociéon tumoral como la produccién excesiva de radicales libres, la inflamacién
o cambios epigenéticos). La progresion al desarrollo de cancer depende tanto de
la absorcion, asi como de la distribucion y biotransformaciéon de estos agentes en

el organismo humano.
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Tabla 2. Algunos fitoquimicos con propiedades anti-carcinégenas presentes

en los alimentos. Adaptado de Huang, M.-T., Osawa, T., Ho, C.-T., & Rosen, R.T.

(1994) Food Phytochemicals for Cancer Prevention I:

American Chemical Society, Whashington, DC.

Fruits and vegetables.
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Tabla 3. Componentes bioactivos presentes en alimentos, estructura molecular y
blancos epigenéticos. DNMT: DNA metil transferasa; HDAC: Desacetilasa de histonas.
Tomada y modificada de Syed M. Meeran, Amiya Ahmed and Trigve O. Tollefsbol.
Epigenetic targets of bioactive dietary components for cancer prevention and therapy.Clin

Epigenet 2010; 1:101-116.
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3.2 El resveratrol.

El resveratrol (3,4,5- trihidroxiestilbeno) es un polifenol producido por mas de 70
especies de plantas, incluyendo alimentos como las uvas o nueces, en respuesta
al dafio ocasionado por la radiaciéon UV y el ataque de hongos (20). Experimentos
in vivo, in vitro y ex vivo, han demostrado diversas actividades biologicas de este
metabolito que lo hacen uno de los mas prominentes agentes quimiopreventivos,
con actividades quimioterapéuticas por su habilidad de bloquear cada paso en el
proceso de la carcinogénesis (iniciacion del tumor, promocion y progresion).

Se sabe que este fitoquimico modula multiples blancos moleculares y rutas de
sefalizacion (tabla 4), pero aun hace falta determinar como exactamente son
regulados los blancos y rutas intracelulares, por lo que aumentar la investigacion
sobre las posibilidades de prevencion y terapia en diversos tipos de cancer
humano de componentes bioactivos como el resveratrol, resulta de gran

importancia.

'\-\.‘\-.-::.{"-' H"‘\-\.-_.-""‘ -\.{.:T.J %t}‘-‘#-
| ( C14H1203)
e H

Figura 6.Estructura quimica del resveratrol

(trans-3,4°,5-trihidroxistilbeno).
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3.3 Propiedades quimiopreventivas y quimioterapéuticas del resveratrol.

Se ha reportado que el resveratrol es efectivo para bloquear los tres estados de

la carcinogénesis iniciacion, promocion y progresion (21). La figura 7 muestra las

propiedades quimiopreventivas del resveratrol, entre las que se incluyen:

Habilidad para bloquear la activacion de varios carcinégenos y/o estimular

su detoxificacion.

Prevencion del dafio oxidativo del DNA de células blanco, reduccion de la
respuesta inflamatoria y disminucién de la proliferacion de células

cancerosas.

Bloqueo de procesos metastasicos y angiogénicos de la progresion de
tumores y disminucion de la resistencia a la quimioterapia indicando su

potencial quimioterapéutico.

Inhibe proliferacion celular e induce apoptosis en varios tipos de cancer o

células transformadas.

Revierte parcialmente la quimioresistencia o radioresistencia de las células

cancerosas induciendo apoptosis y suprimiendo la metastasis.
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Figura 7. Mecanismos celulares responsables de las propiedades
quimiopreventivas y quimioterapéuticas del resveratrol. El resveratrol ha
demostrado ser un agente quimiopreventivo y quimioterapéutico por diversos
mecanismos, entre ellos, como inductor de células tumorales a la apoptosis,
bloqueando angiogénesis y sensibilizando a las células a la quimioterapia.
Tomado de Joydeb KUMAR Kundu, Young-Joon Surh.Cancer
chemopreventive and therapeutic potential of resveratrol. Mechanistic

perspectives. Cancer Letters 269 (2008).
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Tabla 4. Blancos moleculares y efectos celulares del resveratrol en varias
lineas celulares de cancer. Adaptado de Huang, M.-T., Osawa, T., Ho, C.-T., &
Rosen, R. T. (1994) Food Phytochemicals for Cancer Prevention I: Fruits and

vegetables. American Chemical Society, Washington.
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3.4 Metilacion del ADN y cancer.

La metilacion es uno de los tres principales procesos epigenéticos que pueden
dar lugar a cambios en la regulacion de los genes. El segundo proceso es la
modificacion de histonas, que pueden inducir cambios en la estructura de la
cromatina y el tercer proceso lo llevan a cabo los RNAs de interferencia ( mi-ARN,
si-ARN) que estan implicados en la modificacién de la expresion génica a nivel
post-transcripcional. Estos procesos juntos constituyen el “metiloma” o set
completo de modificaciones de la metilacion del ADN de una célula.

La metilacion del ADN consiste en la transferencia de grupos metilos (-CH3) a
algunas de las bases citosinas (C) del ADN situadas previa y contiguamente a una
guanina (G). El dinucleétido CpG no esta distribuido al azar en el genoma, sino
que hay regiones ricas en CpG, conocidas como islas CpG, repartidas de forma
heterogénea y que comprenden de 1-2% del genoma total. Estas islas CpG son
regiones entre 0.5 y 5.5 kb con un contenido de dinucleotidos CG de al menos
55% (suponen un 1% del genoma y no suelen estar metiladas), generalmente,
coinciden con los sitios de iniciacidon de la transcripcion. No obstante, llegan a
extenderse desde la regién promotora hasta el primer exoén e incluso hasta el
primer intron y se concentran especialmente en la region promotora de los genes.
Los promotores son secuencias especificas de ADN localizadas en el extremos 5'-
terminal de los genes y contiene la informacion necesaria para activar o desactivar
el gen que regula. La ARN polimerasa se une a las secuencias de dichos
promotores iniciando el proceso de la transcripcion. La metilacion del DNA es un
mecanismo normal de silenciamiento génico con un papel en la represion

transcripcional de regiones repetidas y centroméricas, y durante el desarrollo, la
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metilacion del ADN en asociacion con la modificacion de histonas, es un
componente esencial de la maquinaria epigenética que regulan la expresion de
genes y la arquitectura de la cromatina. La metilacion del ADN permite el
silenciamiento de genes al prevenir o promover el reclutamiento de proteinas
reguladoras del ADN, a través de una variedad de mecanismos.

La metilacion del ADN esta catalizada por distintas familias de ADN
metiltransferasas (DNMTs) formando 5’-metil-citosina. Durante la fase S, las
DNMTs copian el patrén de metilacion de la hebra parental a la hebra hija del ADN
de forma que la metilacién se hereda tras la divisién celular. En el genoma de
mamiferos esta modificacion tiene lugar en residuos de citosina que preceden a
guaninas (dinucleétidos CpG) a esto se conoce como metilaciéon focal. Se estima
que alrededor del 90% de las islas CpG se encuentran no-metiladas en células
somaticas normales y en células de cancer presentan un fendémeno de
hipermetilacion focal (metilacion en islas CpG) (22).

Cuando se hace referencia a metilacién global, las células cancerosas presentan
un bajo contenido de 5-metil citosinas a los largo del ADN. Esta hipometilaciéon
tiene lugar principalmente en elementos repetitivos del ADN lo que puede dar
lugar a inestabilidad gendmica y a deleciones o translocaciones cromosomicas.
Mediante estudios globales de metilacion del ADN y microarrays gendmicos se
han descrito grandes areas de ADN hipometilado en regiones pobres en genes en
células transformadas (23).

Algunos investigadores postulan que la baja frecuencia de citosinas metiladas en
el genoma de cancer se debe a que son propensas a sufrir desaminacion. Se

forman entonces timinas que si no se reparan, permanecen en el genoma como
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mutaciones C por T. Parece probable que la metilacién, junto con la gran
capacidad mutagénica de las citosinas metiladas, sean los responsables de la
eliminacion progresiva de los dinucledtidos CpG del genoma a lo largo del tiempo.
La extincion de dinucledtidos CpG en el genoma se asocia directamente con
sitiosen los que se han producido tales transiciones como resultado del alto
potencial mutagénico de la 5-metilcitosina (24).

En el genoma de la célula normal, alrededor del 80% de los dinucleotidos CpG
no asociados a islas se encuentran metilados. Mientras, los que forman parte de
ellas especialmente si estan asociados a promotores suelen estar no metilados
(figura 8). La excepcion a esta generalidad la constituyen los genes silenciados
transcripcionalmente en el cromosoma X inactivo de las hembras en mamiferos y
los alelos silenciados de genes imprintados, que mediante una hipermetilacién en
uno de los dos alelos parentales, estan programados para asegurar la expresion
monoalelica (25). Por otro lado, se ha encontrado que algunas islas CpG se
metilan con el envejecimiento celular (26). Durante el desarrollo de un tumor, el
grado de hipometilacién del DNA va aumentando segun la lesion progresa desde
la proliferacién celular benigna al cancer invasivo. La pérdida de impronta génica
(LOI, Lost Of Genomic Imprinting) también esta asociada a la hipometilacién del
DNA en cancer (27). En paralelo a esta hipometilacion global, en las células
tumorales se produce la hipermetilacion de islas CpG, que normalmente no estan
metiladas (figura 8 A). La hipermetilacion de los promotores de genes supresores
de tumores es un mecanismo muy frecuente de silenciamiento génico en muchos
tipos de cancer (figura 8 B). Algunos ejemplos de supresores tumorales tipicos

que son inactivados por este mecanismo son el gen del retinoblastoma (RB),
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p16INK4a, MLH1, o BRCA1.La hipermetilacion de islas CpG de promotores afecta
a genes implicados en diferentes procesos celulares: regulacion del ciclo celular,
reparacion del DNA, metabolismo de carcindégenos, interacciones célula-célula,
apoptosis, etc., todos ellos implicados en el desarrollo tumoral (28). Los
mecanismos de silenciamiento génico dependen ademas, de una serie compleja
de modificaciones enzimaticas de histonas. La acetilaciéon y metilacion de
aminoacidos especificos de histonas resultan en modificaciones a la estructura de
la cromatina, permitiendo la transcripcion o inactivandola. Una de las principales
marcas de silenciamiento es la acetilacién de la histona 3 en el residuo de lisina 9
y una maca que indica que la cromatina se encuentra en un estado de
transcripcion activa es la acetilacion de la histona 3 en el residuo lisina 4. Estos
cambios en la acetilacion y metilacion en los residuos clave de las histonas son
influenciados por la metilacion del ADN, esta metilacion permite la union de
proteinas que mantienen a la cromatina en un estado de silenciamiento
transcripcional, incluyendo proteinas de unidon a metil citosinas, HDACs vy
correpresores transcripcionales. La metilacion de islas CpGs en regiones
promotoras y la desacetilacion de histonas, ocurre durante la tumorigénesis,
resultando en cambios conformacionales que obstruyen fisicamente Ila

transcripcion (figura 8 B).
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Figura 8. Patrones de metilacion del DNA y de configuraciéon de la cromatina

en células normales y tumorales. (A) Los promotores de los genes supresores

de tumores activos en células normales presentan islas CpG no metiladas, marcas

de acetilacion y metilacion de histonas propias de cromatina activa y configuracion

de cromatina descondensada relativamente libre de nucleosomas. (B) Los genes

supresores de tumores silenciados en cancer presentan promotores con islas CpG

hipermetiladas, marcas represivas de metilacion de histonas y elevado grado de

condensacion de la cromatina.
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3.5 Herramientas de analisis de los perfiles globales de metilacion.

La metilacion de citosinas es la modificacion al ADN mas comun en los
organismos eucariotas. La metilacion puede ser detectada usando conversion por
bisulito, enzimas de estriccion sensibles a metilacion, proteinas de unién a metilos
y anticuerpos anti-metilcitosinas. Combinando esas técnicas con microarreglos de
ADN se puede mapear el estado de metilacién en una escala gendmica amplia.
Muchos métodos para el analisis de la metilacion del ADN han sido desarrollados
en los ultimos anos. Sin embargo, estan basados en alguna de las tres técnicas
principales que son: conversion por bisulfito, digestion con enzimas de restriccion
sensibles a metilacion y purificacién por afinidad. Por ejemplo, el tratamiento con
bisulfito (MSP; Methyl Sensitive Array).tiene como propésito la transformacion
quimica de las citosinas no metiladas a uracilos, por el tratamiento con bisulfito de
sodio, que no afecta las 5—-metilcitosinas, y marca de forma fidedigna e individual
el estado metilado o no metilado de los dinucleétidos CpG. La modificacion del
ADN, su amplificacién por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y/o
secuenciacion automatizada son las técnicas mas usadas con este propdsito. Otra
técnica empleada para cuantificar la metilacion del ADN es MeDIP (Methylated
DNA inmunoprecipitation), en la que el ADN total es obtenido tras sonicacién, el
metilado precipita gracias a los anticuerpos anti-metil citosina. EI| ADN metilado y
sin metilar se unen a diferentes fluorocromos y mediante un analisis de
microarreglos de dos colores se cuantifica el grado de metilacion. Ademas, la
cuantificacion de la metilacion se puede realizar mediante digestion enzimatica

DMH (Differential Methylation Hybridization). En este proceso se hace una
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digestion de distintas combinaciones de enzimas sensibles o no a la metilacion
genera fragmentos de ADN que analizados en un microarreglo frente a un control

permiten cuantificar el grado de metilacién de las islas CpG.

3.6 Microarreglos de metilacion del DNA.
Un microarreglo es una coleccién de oligonucleétidos también llamados sondas
del ADN, arreglados en una plataforma rectangular de vidrio, usado para analizar
de forma paralela diferentes tipos de oligonucleétidos de muestras a investigar.
Cada sonda corresponde a una secuencia especifica de nucledtidos guanina,
adenina, citosina y timina (figura 9). En un microarreglo de metilacién, las sondas
empleadas permiten el mapeo de regiones metiladas del ADN y el reconocimiento
de islas CpGs metiladas para poder medir el estatus de metilacion del ADN de

células de tumores de cancer de mama triple negativo.

Mas de
100 mer

Figura 9. Sondas de oligonucleétidos del ADN que contiene un microarreglo

NimbleGen 3x720K (mas de 100 bases o mer).
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El microarreglo de metilacién de Roche NimbleGen 3x720K que utilizamos en este
trabajo esta elaborado con tecnologia MAS (maskless array sintesis), es un
método de fabricacion de microarreglos usando sintesis quimica mediada por luz
(figura 10). Utiliza un sistema digital de microespejos de aluminio (DMD)
arreglados para crear un patrén de millones de pixeles individuales de luz. El
sistema DMD controla el patréon de luz UV creando una “mascara virtual” que es
proyectada sobre la placa que contiene las sondas. Cada espejo dentro del
sistema DMD es activado y luego un grupo fotolabil protegido es removido de los
oligonucléotidos unidos que se encuentran en la superficie del arreglo, permitiendo
la unién de un nuevo oligonucledtido. Esto ocurre a través de un proceso de
activaciéon por luz UV, las sondas de oligonucleétidos que se sintetizan alcanzan
las 100 bases de longitud. EI empleo de esta tecnologia en el microarreglo
permite una alta densidad del ADN en el microarreglo y ademas que éste tenga
una sensibilidad y especificidad.

La determinacion de los patrones de metilacion mediante microarreglos permite
analizar los efectos de la metilacion aberrante en el genoma de humano,
proporcionan robustez estadistica debido a la deteccién cuantitativa a nivel puntal
de islas CpGs, con alta resolucién para el entendimiento de cambios epigenéticos
por comparacion de condiciones. El analisis con microarreglos de metilacion es
una poderosa herramienta para cuantificacion de cambios en la metilacion de un
genoma completo. Nos permitio obtener el estatus de metilacion del DNA de
células MDA-MB-231y comparar el efecto que el tratamiento con resveratrol por 24

y 48 horas tuvo en éstas células.
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Figura 10. Sistema MAS (maskless array sintesis) empleado en la
manufactura del microarreglo de metilacion 3x720K NimbleGen. El sistema
MAS es un sistema digital de microespejos de aluminio (DMD) arreglados para
crear un patrén de millones de pixeles individuales de luz, una tecnologia de

NimbleGen que respalda la alta sensibilidad y especificidad del microarreglo.

30



4. IMPORTANCIA DE CONTINUAR EL ESTUDIO.

El cancer de mama triple negativo constituye un subtipo de tumores de
caracteristicas clinicas agresivas. Las terapias disponibles son poco efectivas y
se requiere la implementacion de nuevos farmacos. El resveratrol es un
fitoquimico con propiedades quimiopreventivas y quimioterapéuticas que regula
blancos moleculares involucrados en la tumorigénesis, bloquea carcindégenos,
previene el dafio oxidativo, inhibe angiogénesis y procesos metastasicos e induce
apoptosis. Una caracteristica importante es que tiene la capacidad de alterar la
metilacion del ADN y modificar las histonas, regulando la expresion génica a nivel
epigenético. En los ultimos afos, se ha puesto de manifiesto que las alteraciones
epigenéticas adquiridas por influencia de factores ambientales como la dieta,
participan en todas las etapas del desarrollo de un tumor y son procesos
reversibles que favorecen el desarrollo del cancer de mama. Por tanto, es de
suma importancia la busqueda de nuevos agentes terapéuticos cuyos efectos
puedan restablecer la transcripcion génica mejorando la calidad de vida de las
pacientes con cancer de mama triple negativo, para el que no hay un tratamiento
especifico ni eficaz. El analisis del metiloma de células MDA-MB-231 en respuesta
al tratamiento con resveratrol es una herramienta molecular que nos permitié
evidenciar cambios globales en la metilacion de genes relevantes en el desarrollo
y progresion del cancer y definir nuevos blancos terapéuticos. Sin embargo, es
necesario continuar el estudio de los mecanismos de regulacion epigenética que
puedan explicar las propiedades quimioterapéuticas y quimiopreventivas de

agentes naturales como el resveratrol.
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Il. OBJETIVOS.

1.1  Objetivo general.

Analisis sistematico del metiloma de células MDA-MB-231 de cancer de mama

triple negativo en respuesta al tratamiento con resveratrol.

1.2 Objetivos particulares.

1.- Determinar la dosis letal media (DL50) del resveratrol en la linea celular MDA-

MB-231 de cancer de mama triple negativo.

2.- Cuantificar la apoptosis en la linea celular MDA-MB-231 en respuesta al

tratamiento con resveratrol.

3.- ldentificar cambios en los patrones de metilaciéon de los promotores de los

genes mediante el analisis del perfil global de metilacion de las células MDA-MB-

231 en respuesta al tratamiento con resveratrol.

4.- Predecir las rutas biologicas relevantes en cancer y en las cuales participan los

genes modulados a nivel epigenético en respuesta al resveratrol.
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lll. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Linea celular MDA-MB-231

) Apoptosis Viabilidad
"1 Alexa Fluor @488 — Determinar DL50
annexin V y Pl (MTT)
3, Determinacién del perfil global de metilacién de 4 Identificacion de las posibles rutas
células MDA-MB-23 sin tratamiento y en biolagicas moduladas en respuesta al
respuesta al tratamiento con Resveratrol (24 y 48h) Resveratrol
Inmunofluorescencia indirecta Extraccion de DNA total

Acon anti-5-methil-citosina

|

Analisis del estado de metilacion global Protocolo aPRIMES para identificacion de
de promotores de genes regiones diferencialmente metiladas en el genoma
humane

NimbleGen Human DNA methylation
3x720K {22,700 promotores)

Figura 11. Diagrama de flujo de la estrategia experimental realizada para
cumplir con los objetivos planteados en este trabajo. Se utilizaron células
MDA-MB-231 de cancer de mama triple negativo a las que se adicioné resveratrol
a concentraciones de 50, 100, 150, 200 y 250 yM. Posteriormente, se evaluod la

viabilidad celular por ensayo de MTT y se determiné la DL50. Las células fueron
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tefidas con anexina y ioduro de propidio. Se obtuvo el porcentaje de células en
apoptosis en respuesta a resveratrol y finalmente, para determinar el perfil de
metilacién, se realizaron inmunofluorescencias con el anticuerpo anti-5-metil-
citosina y un microarreglo de metilacion 3x720K NimbleGen. El ADN obtenido fue
sometido a digestién con enzimas sensibles y no sensibles a metilacion (protocolo
aPRIMES). De esta manera se obtuvieron regiones del ADN diferencialmente
metiladas para posteriormente hibridar al microarreglo de metilacion y obtener
imagenes del patrén de metilacion global de metilacién de las células MDA-MB-
231 vy las islas CpGs asociadas a sus transcritos de ARN, asi como los cambios
generados después del tratamiento con resveratrol (100 uM) a las 24 y 48 horas y
la identificacidn de las posibles rutas biolégicas moduladas por este fitoquimico a

nivel epigenético.
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IV. MATERIALES Y METODOS.

4.1Linea celular y tratamiento con resveratrol.

Se emplearon células de tumores de glandula mamaria, adherentes de morfologia
epitelial de la linea celular metastasica MDA-MB-231 de cancer de mama triple
negativo. Esta linea celular fue crecida en cajas de 75 mm con 7 ml de DMEMF12
adicionado con 10% de suero bovino fetal, penicilina y estreptomicina. Se
mantuvieron los cultivos en una atmoésfera de 5% C0»-95% aire a 37° C cada
tercer dia. Las células fueron lavadas con PBS-1X para crecerlas en condiciones
Optimas y cuando alcanzaban una confluencia del 80 al 90 % eran separadas a
cantidades iguales en dos cajas de cultivo.

El tratamiento con resveratrol se preparé disolviendo 1 mg de resveratrol
(Sigma-Aldrich®) en 55 uL de etanol al 100% para lograr una solucion stock a una
concentracion 80 pM. A partir de la solucion stock se obtuvieron las
concentraciones 50, 100, 150, 200 y 250 pM empleadas en los ensayos de

viabilidad.

4.2 Analisis de la viabilidad de la linea celular MDA-MB-231 en respuesta al
tratamiento con resveratrol mediante MTT.

El ensayo colorimétrico MTT esta basado en la capacidad de las células viables
para metabolizar la sal de tetrazolio (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrasodium bromide) (Sigma-Aldrich®) de color amarillo (MTT) dando lugar a la
sal de formazan de color violeta, la cual se precipita después de cuatro horas de
incubacion a 37° C. Esta sal se solubilizé con Isopropanol, resultando una solucion

violeta cuantificable mediante absorbancia a 570 nm en un lector convencional de
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ELISA. Como lectura de referencia se utilizé una longitud de 695 nm. La densidad
optica DO, fue proporcional al numero de células viables. En nuestros ensayos se
plaquearon células de la linea MDA-MB-231 en placas de 24 pozos con una
densidad de 200,000 células por pozo. Después de 24 horas en cultivo, se aspird
el medio normal y se anadié medio con diferentes concentraciones de resveratrol
(50 uM, 100 pM, 150 uM, 200 uM, y 250 uM). El tratamiento con el resveratrol se
realizd durante 24 y 48 horas renovandolo cada24 horas desde el inicio del
tratamiento. Las lecturas de citotoxicidad fueron tomadas a las 24y 48 horas de
tratamiento. Cada experimento se repitié tres veces de forma independiente. En
cada experimento, se calculd la fraccion de supervivencia como el cociente de DO
entre las células tratadas y el DO de las células control (no tratadas). Se obtuvo la
recta de regresion por el método de los minimos cuadrados que presentaba un
coeficiente r* superior a 0.95. A partir de la linea resultante se calculd la pendiente

m y la DL50 (dosis que inhibe el 50% del crecimiento celular).

4.3 Cuantificacion de la apoptosis mediante citometria de flujo de la linea
celular MDA-MB-231 de cancer de mama triple negativo en respuesta al
tratamiento con resveratrol.

El método permitié detectar el proceso de translocacién de la fosfatidilserina
hacia la cara externa de la membrana celular que se produce durante los estadios
tempranos de la apoptosis. El procedimiento consisti6 en una doble tincidn
Anexina V (Invitrogen® / loduro de propidio. La Anexina V es un anticuerpo
especifico de la fosfatidilserina que lleva conjugada una molécula de fluoresceina

que emite en la zona verde del espectro y que al unirse a la membrana celular
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permite cuantificar el porcentaje de células apoptéticas presentes en un cultivo. El
ioduro de propidio (emision en la zona roja del espectro) es un colorante vital que
entra unicamente en células muertas y que nos permitié calcular el porcentaje de
células necroticas presentes en el cultivo. Todas las muestras se analizaron por
citometria de flujo con el citbmetro FACS-Canto Il (Becton-Dickinson®) con el
software FACSDIVA® de la misma casa comercial. Las distintas poblaciones
celulares se centraron atendiendo al tamafio y complejidad celular (FSC/SSC). La
fluorescencia se midié mediante los fotomultiplicadores FL3 y FL5 para el IP y la
anexina respectivamente. El protocolo de tincién utilizado para este ensayo fue el
del kit comercial Alexa®Fluor 488 annexin V and Pl for Flow Cytometry
(Invitrogen). Las células fueron plagqueadas en una caja de 6 pozos a una
densidad celular 1x10° por pozo en 2000 uL de DMEMF12. Se colocaron dos
pozos como controles negativos de los experimentos células MDA-MB-231 sin
tratamiento; dos pozos como controles positivos que contenian células tratadas
con doxorrubicina 1 uM y en los 2 pozos restantes, células tratadas con resveratrol
100 uM. Para el ensayo a 48 horas, el tratamiento fue renovado cada 24 horas. El
tratamiento con resveratrol se prepard a partir de una dilucién stock con 2 mg de
resveratrol en 110 yL de etanol (concentracion: 80 uM). Para obtener el resveratrol
a una concentracion final de 100 uM, se depositaron en un tubo eppendorf 2.5 uL
de resveratrol de la solucion stock +1997.5 yL DMEMF12 para cada pozo con
tratamiento con resveratrol 100 uM. El buffer de uniéon a anexina 1X se preparo
mezclando 1 ml de 5X annexin-binding buffer (componente C del kit) + 4 ml de
agua desionizada; la solucion de trabajo de ioduro de propidio a una concentracion

de 100 ug/mL se obtuvo diluyendo 5 uL de la solucion stock de ioduro de propidio
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(componente B del kit) en 45 uL del buffer de unién a anexina 1X. Ambas
soluciones fueron cubiertas con aluminio para protegerlas de la luz. Después de
24 horas de tratamiento, las células fueron tripsinizadas para despegarlas de la
superficie, esto se llevo a cabo retirando el medio de los pozos para lavarlos con
PBS1X pH7 y después, agregando 1.5 mL de PBS1X-EDTA +64 uL de tripsina a
cada pozo. Se incubaron 3 minutos a 37°C. La tripsina se inactivd con medio
DMEMF12 (1 ml/pozo). Las células se despegaron con movimientos suaves y se
recuperaron en tubos. Después se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos a 4°C.
Se retiré cuidadosamente el sobrenadante para obtener el pellet. Luego, se hizo
un lavado con PBS y se adiciond a las células el buffer de uniéon a anexina 1X
(100uL x cada 1x10° células). Seguido a esto, se agregé 5ulL de Alexa Fluor 488
annexin V (Componente A) + 1uL de la solucién de trabajo de ioduro de propidio
por cada 100uL de suspension celular, las células fueron incubadas a temperatura
ambiente por 15 minutos. Después de la incubacién, se agregaron 400 uL de
buffer de uniéon a anexina 1X, mezclando bien, se conservaron en hielo previo y

durante el andlisis de las células tefidas por citometria de flujo.

4.4 Anadlisis de apoptosis mediante la técnica de TUNEL.

Esta técnica se basa en la incorporacidon de un oligonucleétido marcado con
fluorescencia, permitiendo la localizacion y cuantificacion de nucleos fragmentado.
La técnica de TUNEL (dUTP-final TdT-mediada) nos posibilitd evaluar la
fragmentacion nuclear del ADN in situ. Este método incorpora desoxiuridina

biotinilada al 3’OH del ADN cuando éste se encuentra fragmentado. La biotina
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actua como sefial y puede ser detectada por técnicas fluorescentes. Cuantas mas
roturas tenga el ADN mayor es la seial resultante. Los ensayos de TUNEL que se
realizaron en este trabajo se basaron en el protocolo In Situ Cell Death Detection
Kit, Fluorescein® (Roche). Las células fueron plaqueadas sobre cubreobjetos en
placas de 6 pozos a una densidad de 1x10° células por pozo. Después de 24
horas en cultivo, se procedi6 de la misma manera que para los ensayos
anteriores, aspirando el medio normal y afiadiendo medio recién preparado con la
doxorrubicina 1 UM o el resveratrol 100 uM. Los tratamientos se fueron renovando
cada 24 horas durante 48 horas. Transcurrido este periodo de tiempo, las
muestras se fijaron con formaldehido al 4% en PBS 1X durante una hora.
Posteriormente se permeabilizaron con Triton X-100 0.1% en citrato sodico en
PBS 1X. Las preparaciones se montaron con medio Vectashield-DAPI

(VECTOR®) y posteriormente se observaron en microscopio confocal.

4.5 Obtencion del patron de metilacion global de células MDA-MB-231
mediante inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-5-metil-
citosina.

La inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-5-metil-citosina es una de las
herramientas para el analisis de metilacion del genoma. Este anticuerpo
monoclonal reconoce citosinas metiladas en los nucleosomas de las células.
Actualmente se sabe que el DNA en los tumores esta frecuentemente
hipometilado comparado con el DNA de tejidos normales. Para este ensayo, las
células fueron sembradas sobre cubreobjetos en placas de 6 pozos a una

densidad de 1x10° células por pozo, después de 24 horas y una vez que se formé
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la monocapa, se retird el medio DMEMF12, se hizo un lavado con PBS 1X pH 7
por un minuto y se retiré el PBS. A continuacion se fijaron las células agregando
1000 pL de paraformaldehido al 4% a cada pozo y se dejaron a temperatura
ambiente por 20 minutos. Luego se hicieron 3 lavados con PBS 1X pH7 de 10
minutos cada uno. Posteriormente se permeabilizaron las células agregando
PBS/triton 100X 0.2% durante 10 minutos. Se lavaron con PBS 1X pH 7 3 veces
x 5 minutos y luego se hizo un bloqueo adicionando 1000 uL de SFB al 2% en
PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Después se lavé con PBS1X pH 7 3
veces x 5 minutos. A continuacion, se agreg6 el anticuerpo primario (1:100) sobre
parafiim (para evitar que se secara la laminilla y que se dispersara el anticuerpo)
de la siguiente manera: 1 UL de anti-5-Methylcytosine Mouse mAb (162 33 D3;
Calbiochem) en 999 L de PBS pH7 y se agregaron 50uL a cada pozo, incubando
a 37°C en camara humeda toda la noche. Transcurrido ese tiempo, se lavo con
PBS 1X pH 7 3 veces x 5 minutos y finalmente se agrego el anticuerpo secundario
anti-mouse IgG antibody conjugated to FITC Biotinylated Goat anti-Mouse IgG
(H+L), a una concentracion de 1:500 (Jackson Immuno Research). Se Incub6 a 37
°C en camara humeda por 1 hora. Posteriormente se lavé con PBS1X pH 7 3
veces X 5 minutos y se tiid con DAPI diluyendo 1 uL de DAPI en 999 uL de
PBS1X pH 7 y sobre parafim se esparcieron 20 UL colocando encima las
laminillas. Se incubdé por 2 minutos en obscuridad. Se hizo un lavado con PBS1X
pH 7 toda la noche. Al siguiente dia, sobre portaobjetos se colocaron 10-12 UL de
vectashield a cada laminilla y con esmalte fueron selladas. Se observaron en

microscopio confocal.
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4.6 Obtencion del patron de metilacion en islas CpGs de promotores de
genes en células MDA-MB-231 mediante protocolo aPRIMES (array-based

profiling of reference-independent methylation status).

El protocolo aPRIMES es un método empleado para la obtencion de regiones
gendmicas enriquecidas con secuencias CG-GC metiladas; es decir, islas CpG
metiladas, enriquecidas por medio de PCR. Se obtuvo la fraccion genémica que
no tuvo modificacién por metilacion; es decir, regiones hipometiladas. A partir de 1
x 10° células MDA-MB-231 se extrajo 2 ug deDNA de alta calidad A260/280 > 1.7
a una concentraciéon de 250-100 ng/ pL. Se cuantificé en espectrofotometro
NanoDrop® y mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1.2% se comprobé
la integridad del DNA. Se procesaron las muestras para la identificaciéon de
regiones diferencialmente metiladas en el Genoma Humano mediante el protocolo

aPRIMES descrito de forma general en la figura 12.
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Figura 12. Diagrama de flujo para la obtencién del patron de metilacién de
células MDA-MB-231 mediante protocolo para identificaciéon de fracciones
diferencialmente metiladas (aPRIMES). ElI microarreglo de metilacion 3x720K
NimbleGen se utilizé6 para obtener el perfil de metilacion de las células de interés,
para ello, se obtuvo ADN de alta calidad que posteriormente fue sometido a
digestion con enzimas de restriccidon que lo fragmentaron. Una vez fragmentado,
se crearon extremos cohesivos en las cadenas de ADN, por tanto, se unieron los
adaptadores por medio de la enzima DNA T4 ligasa. Una vez realizado esto, se
emplearon enzimas de restriccion sensibles a metilacion para obtener las
fracciones metiladas y no metiladas. Dado que la digestion fue eficiente, se
procedié a la amplificacion de estas fracciones mediante PCR, se hizo el marcaje
con las cianinas Cy3 y CY5, las muestras se hibridaron al microarreglo, se hicieron
los lavados correspondientes y finalmente, se escaned el micorarreglo y se

analizaron los datos.
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4.6.1 Ligacion a adaptadores.

Se mezclaron 2 pg de DNA gendémico, 20 U de Msel (2 I) y 2 ul de Buffer de
digestion 10X (NEB 2) la reaccion se llevd a un volumen final de 20 pL. Se
sometié a digestién durante seis horas a 37° C. transcurrido ese tiempo, se
inactivd a la enzima por calor a 65° C por 20 min. Después, se afiadié a la
reaccion 400 U de T4 DNA Ligasa, 1 yl de adaptadores y 2 ul de ATP, este
proceso de ligacién se mantuvo por seis horas a 16° C. Luego se inactivo por calor
a 65° C durante 20 min. De este volumen, se tomaron 10 pl para electroforesis en

gel de agarosa al 1.5%.

4.6.2 Digestion enzimatica para la obtencién de fraccion genémica metilada
y no-metilada.

Se agreg6 a la reaccion 10 yL de 4gH20 para tener un volumen de 20 JL. Se
hizo una divisién en dos fracciones (10 PL c/u). A la que represento la fracciéon
metilada se agregaron: 20 UL de agua, 2 uL de Acil, 2uL de HinPIl, 2 pL de Hpall
y 4 UL de Buffer NEB 1 10X en un volumen final de 40 pyL agregando 10 pL de
Muestra. A la fraccion no metilada se agregaron 13 UL de agua, 3 UL de la
enzima MCrBC, 2 ul de Buffer NEB 2, 1 uL de BSA 100X y 1 gL de GTP para un
volumen final de 30 pL agregando 10 pL de muestra. Se incubaron ambas
fracciones x 6 horas a 37° C. Transcurridas 4 horas de incubacion se adicioné 1 pL
de las enzimas a cada fraccion y la reaccidon continué hasta completar las 6 h.

Luego se inactivo por calor a 65° C durante 20 minutos.
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4.6.3 Amplificacion por PCR de las fracciones metilada y no metilada.
Antes de realizar la amplificacion de las fracciones metiladas y no metiladas, se
realizé un control de digestion tomando 2 YL de cada fraccién y se sometio a
digestion con McrBC a la fraccion metilada, y a la no metilada con el coctel de
enzimas HinPlI, Acil y Hpall. Se agregé 1 pL de cada enzima para un volumen
final de 30 pL. Después se incubd a 37° C por 4 horas. Posterior a esto, se inactivé
la reaccién por calor a 65° C durante 20 minutos. EI master mix para los controles
de digestién se realizé para una reaccion con 2.5 uL de Buffer 10X PCR sin
MgCl,, 0.625 L de dNTPs (10 Mm), 1.8 uL de MgCl,, 0.25 pL de TagPol, 1.25 pL
del Primer Libl (20 pM) y 13.575 ul de 4qH20. Una vez que se comprobd que la
digestion enzimatica anterior fue eficiente dada la ausencia de fragmentos de DNA
sujetos a digestion con enzimas contrarias, se realizé la amplificacion de las
fracciones metiladas y no metiladas. El master mix para las 2 fracciones metiladas
y 2 no metiladas totales obtenidas antes de los controles de digestién se realizd
con 20 pL del PCR Buffer 10X, 5 gL de DNTPs (10 mM), 14.4 uL de MgCl,, 2 pL
de Taq Pol, 10 pL del primer Libl (20 pM), 40 pL de la fraccion metilada o 30 pL
de la no metilada. Ademas de una parte variable de agua para llevar a un volumen
final de 200 pL. Las condiciones en que se realizé la PCR fueron: 3 minutos a 72°
C; seguido de 20 ciclos de 30 segundos a 90° C, 30 segundos a 92° C y 90

segundos a 72° C. después 10 minutos a 72° C y finalmente, a 4°C «.
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4.6.4 Marcaje de fracciones metiladas y no metiladas con Cy3 / Cy5.

Para este procedimiento se utilizé Dual Color DNA Labeling Kit de Roche
NimbleGen. Las muestras experimentales y los controles se organizaron en tubos
de PCR. La fraccién metilada (1 pg) se marcé con 40 pL de cianina Cy3 vy la no
metilada (1 pg) con 40 UL de Cy5. Ambos tubos se llevaron a un volumen final de
80 L de agua grado PCR. A continuacioén, se desnaturalizaron las muestras por
calor a 98°C x 10 minutos e inmediatamente después se colocaron en hielo por 10
minutos. Se utilizé el siguiente Master Mix para cada muestra conservando todos
los reactivos del dNTP/Klenow master mix en hielo y sin vortexear después de la
adicion de klenow. ElI dNTP/Klenow Master Mix para una muestra fue preparado
con 10 pL de dNTP Mix (10 mM de cada dNTP) vial 6, 8 uL de agua grado PCR'y
2 UL de Klenow (3-5°exo0) 50 U/uL (vial 5), completando en total 20 L. Se
adicion6 a cada muestra del paso inicial (80 pL) 20uL de dNTP/klenow master mix
preparado en el paso anterior, de manera que el volumen total fue de 100 UL para
cada muestra en este proceso. Se mezclaron bien las muestras por pipeteo y no
vortex, después se les di6 un spin de 5 segundos y posteriormente se incubaron
por 3 horas a 37° C en un termociclador con tapa caliente, protegidas de la luz. La
reaccion se detuvo por adicion de la solucién de paro agregando a las reacciones
anteriores 21.5 WL de la soluciéon de paro (vial 7 del kit) logrando un total de 121.5
ML de cada tubo. Brevemente, las muestras fueron vortexeadas, se les did un spin
y el contenido de cada tubo se transfirié a tubos de 1.5 ml que contenian 110 pL
de isopropanol. Hasta aqui, cada reaccion tenia un volumen final de 231.5 L.

Después de vortexear, los tubos se incubaron por 10 minutos a 15 o 25° C
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protegidos de la luz. A continuacién, fueron centrifugados a 12000 x g por 10
minutos para remover el sobrenadante con una pipeta. Los pellets marcados con
Cy3 mostraban un color rosa, y un tono azul los tefidos con Cy5. Luego, se
resuspendieron los pellets en 500 pL de etanol al 80% bien frio, disgregando el
pellet del tubo por pipeteo. Nuevamente, se sometieron a centrifugacion a 12000 x
g por 2 minutos, el sobrenadante fue removido con una pipeta y finalmente, el
pellet se hidraté en 25 L de agua inyectable para su cuantificacién en NanoDrop.
Una vez cuantificadas, se guardaron a -30°C protegidos de la luz y dos dias

después, se continué con el protocolo de hibridacion como se describe enseguida.

4.6.5 Hibridacién del microarreglo.

Se empleo el sistema de hibridacién NimbleGen para el alineamiento de Oligos y
Sample Tracking Control Kits (STCs). Los STCs son sondas constituidas por 20
bloques de secuencias repetidas que se colocan en el centro y extremos del
microarreglo, se utilizan como marcadores del alineamiento y rastreo de muestras
en un microarreglo. Las muestras fueron etiquetadas con las cianinas Cy3
(experimental) y Cy5 (control). Se utilizaron 5.6 L de cada STC. Ambas muestras
(fraccion metilada y no metilada) se juntaron en un mismo tubo y se colocaron en
speed back hasta quedar secas. A cada tubo se adicioné un STC (simple tracking
control) distinto que se eligié para cada tubo. Para la muestra 1, SCT # 5; muestra
2, SCT # 17; muestra 3, SCT # 20.Luego de vortexear y dar un spin a cada tubo,
se preparo el master mix de la solucidn de hibridacion para 1 slide, agregando 35

ML del buffer de hibridacion 2X (vial 1), 14 uL del componente A de hibridacién
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(vial 2), 1.4 pL de oligos de alineamiento (vial 3), en un volumen total de 50.4 pL.
Se agrego6 14.4 L de la solucion de hibridacion a cada par de muestras (5.6 JL)
para un volumen final de 20 UL. Se vortexearon e incubaron por 5 minutos a 95°C
protegidas de la luz previo a la carga en el mixer. Para cargar las muestras, se
utilizaron pipetas y puntas Gilson Microman como recomienda el protocolo, para
evitar la formacion de burbujas o el derrame de las muestras en el puerto de
llenado. Asi, la muestra correspondiente al tiempo 24 horas se cargo en el puerto
AO01, la de 48 horas en A02 y el control en A03. El mixer se cubrié con una fina
pelicula adherente y se colocd en el sistema de hibridacion. El proceso de
hibridacién de las muestras sobre el arreglo se hizo a una temperatura de 42° C
durante 20 horas. Transcurrido el tiempo, se prepararon las soluciones de lavado
de acuerdo a las recomendaciones del protocolo NimbleGen Wash Buffer Kit. El
proceso de lavado se realizé sin interrupcion para obtener mejores resultados.
Primero, antes de remover el mixer del sistema de hibridacion, se prepararon los
lavados 1, 2 y 3 con 225 mL de agua destilada, 25 mL del buffer de lavado 1,20 3
(segun correspondia) y 25 uL de DTT 1M para un volumen final de 25 mL. Ya
listas las soluciones de lavado, se procedio a la remocion del mixer sumergiéndolo
en el contenedor con la solucion del lavado a 42° C. Se retiré cuidadosamente y
sin tocar la superficie del arreglo, la pelicula utilizada para sellar las muestras. Se
sumergio el arreglo en un tubo falcon de 50 mL que contenia la solucién de lavado
1 durante 30 segundos, agitando vigorosamente para remover la solucion de
hibridacién. Inmediatamente después, se realizé el segundo lavado al transferir la

placa a otro tubo falcon que contenia la solucion de lavado 2 y durante 1 minuto se
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agité vigorosamente, de forma continua se transfirié al tubo con la solucién de
lavado 3 y se mantuvo en constante agitacion durante 15 segundos. Ya por ultimo,

se dej6 secando durante 2 minutos. Al terminar, se realiz6 el escaneo.

4.6.6 Escaneo del microarreglo.

Se utilizé el protocolo Scanning two-color NimbleGen arrays del escaner MS 200
y el MS 200 Data Collection software que se encuentran en la Unidad de
Gendmica del Instituto Nacional de Cancerologia. El proceso fue realizado
siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, antes de iniciar el escaneo,
se realiz6 el test inicial ILC del NimbleGen MS200 software para verificar el buen
funcionamiento del equipo. En la ventana principal del software se establecieron
los parametros con los que se inicid el escaneo, indicando una velocidad y
sensibilidad alta, la lectura de los canales 1 y 2 correspondientes a laser verde a
532 nm y rojo a 635 nm, una intensidad de laser 1 y 2 al 100% vy finalmente, ya
revisados los parametros anteriores, comenzo el escaneo. Después, el arreglo se
inserté en direccion al cédigo de barras, con el boton insert/eject, el scanner
comenzo el reconocimiento. El proceso durd 25 minutos, las imagenes resultantes
fueron almacenadas en formato .tiff de forma separada para su analisis posterior

mediante DEVA software.

4.6.7 Analisis de imagenes del microarreglo.
Las imagenes y datos obtenidos del escaneo del microarreglo 3x720K de Roche
NimbleGen fueron extraidos, analizados y visualizados mediante el software

DEVA versiéon 1.2. DEVA software es una aplicacion de computo que automatizé
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la extraccién de imagen y el analisis primario de los datos usando los disefios de
los microarreglos que oferta NimbleGen, de manera que solo con la imagen en
formato .tiff el programa pudo detectar que se trataba de un arreglo de metilacion
3X720K. Se verific6 el cédigo de barras del microarreglo (500238) vy
automaticamente las imagenes fueron cortadas y alineadas. Para el analisis de las
imagenes se obtuvouna versidén gratuita por 30 dias que fue descargada de
http://www.NimbleGen.com/DEVA a una computadora con 8GB disponibles en
memoria. Una vez instalado, se cred el proyecto de analisis especificando tanto el
directorio a la que serian exportados los archivos generados, asi como la carpeta
en que se encuentran los disefios y la anotacién contenida en el CD que provee el
distribuidor a la compra del microarreglo. Se estableci6 que la funcién DNA
methylation workflow seria el flujo de trabajo para el analisis. No se modificaron
los valores establecidos por default. Ya elegido el flujo de trabajo, se cargaron los
disefios de las sondas a partir de los archivos .ncd y los demas anotacion
contenida en el CD. Se especificd que el disefio del microarreglo (HG18), y se
capturé el cédigo de barras correspondiente (520238). Con la informacién anterior,
fue posible verificar la calidad del alineamiento en la funcién “hybridization plan”
del programa y asi obtener el reporte de los SCTs (simple control trackings) que
fueron utilizados como referencia en la hibridaciéon del microarreglo. Este reporte
permiti6 comprobar que la alineacion de las imagenes fue correcta. Ya con los
parametros anteriores verificados, se corrié el analisis y como resultado, se
obtuvieron graficos con la informacién sobre los transcritos primarios, las islas
CpGs, los sitios de inicio de la transcripcidn y su localizaciéon en cada cromosoma.

Para convertir estos archivos graficos a tablas, se crearon los archivos de
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anotacién en formato .gff tal como lo sugiere el manual de usuario de este
software. Los archivos de anotacion obtenidos, pudieron ser analizados como
hojas de calculo en Microsoft Excel 14.0.Los datos fueron organizados en tres
grupos para cada una de las condiciones de andlisis: grupo 1, islas CpGs; grupo
2, sitios de inicio de la transcripcidn; grupo 3, transcritos primarios. Los datos
obtenidos permiten multiples posibilidades de analisis. Sin embargo, los resultados
mostrados en este trabajo corresponden unicamente a los transcritos primarios.
Se establecieron puntos de corte para formar cuatro categorias de acuerdo a los
valores normalizados de la tasa de cambio obtenidos por DEVA software. Asi, a
los valores (Logy) entre 0 y 2 se asigno la etiqueta “metilados” (categoria 1); a
aquellos entre 0 y -2 “desmetilados” (categoria 2); valores >2 “hipermetilados”
(categoria 3) y finalmente, < -2 “hipometilados” (categoria 4). Una vez que los
datos fueron organizados en las categorias correspondientes y para obtener la
lista de transcritos primarios que cambiaron su estado de metilacién por efecto del
tratamiento con resveratrol, se compararon las categorias metilados e
hipermetilados en la condicién control Vs desmetilados e hipometilados de la
condicion con tratamiento por 24 y 48 horas. Asi también las categorias
desmetilados e hipometilados del control Vs metilados e hipermetilados de las
condiciones experimentales. Mediante este proceso de comparacién, obtuvimos la
lista de genes que cambiaron su estado de metilacion en respuesta al tratamiento
con resveratrol. Para determinar las rutas celulares de importancia en cancer,
utilizamos dos herramientas bioinformaticas: reactome.org y string-db.org que
permitieron la identificacion de las relaciones ya reportadas entre los genes

anotados y los procesos celulares en los que estan involucrados.

50



V. RESULTADOS.

5.1 Efecto del resveratrol en la viabilidad de las células MDA-MB-231.

Esta seccidon del trabajo experimental se realizé para evaluar la toxicidad del
resveratrol en células de cancer de mama triple negativo mediante el uso del
colorante tetrazolio (MTT) tal como se describe en materiales y métodos.
Brevemente, la viabilidad celular fue medida indirectamente por la reduccién de
tetrazolio a un producto de formazan en las células vivas. La cantidad de MTT-
formazan reducido fue determinado espectrofotométricamente. Los resultados
muestran que los valores de absorbancia (570 nm) obtenidos en este ensayo
disminuyeron a medida que se incrementd la concentracion de resveratrol (50,
100,150, 200 y 250 uM). De tal manera que a las 24 horas del tratamiento con
resveratrol a una concentracién de 50 uM y 150 uM, la viabilidad de las células
disminuyé un 20% y 68% respectivamente. Sin embargo, a las 48 horas del
tratamiento con resveratrol a una concentracion de 50 pM, la viabilidad solo bajo
10% y a la concentracién de 150 pM la viabilidad fue del 55% (figura 13). Al
utilizar concentraciones muy altas (250 uM) la mayoria de las células (89%) no
sobrevivieron. Los valores de densidad Optica permitieron calcular la dosis
qgue en un periodo de tiempo definido (24 y 48 horas) maté el 50% de
la poblacion de células evaluadas (DL50). S e determind por analisis probit que
la concentracion a la cual el 50% de las células murieron por efecto del resveratrol
fue de 134 UM y 168 UM a las 24 y 48 horas respectivamente. Por tanto, se tomé
la decisidn de utilizar una concentracion de 100 UM de resveratrol para los

tratamientos realizados a las células en los ensayos posteriores.
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Figura 13.Viabilidad de las células MDA-MB-231 tratadas con diferentes
concentraciones de resveratrol. (A) Placas de 24 pozos con células MDA-MB-
231 (1x10°). De izquierda a derecha, se muestran los pozos que contienen células
sin tratamiento, células tratadas con resveratrol (50, 100, 150, 200 y 250 uM) por
triplicado durante 24 y 48 horas. Se observé un cambio de color que va de amarillo
a violeta producido por las células vivas cuando ocurrid la reduccion del tetrazolio
(MTT) a cristales de formazan. (B) La grafica muestra el porcentaje de células que
sobrevivieron al tratamiento con resveratrol a distintas concentraciones. Las barras
en color verde y morado corresponden al porcentaje de viabilidad después del

tratamiento con resveratrol a las 24 y 48 horas respectivamente.
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5.2 Efecto del resveratrol en la apoptosis de células MDA-MB-231.

5.2.1 Células MDA-MB-231 en apoptosis detectadas por citometria de flujo.

Con la finalidad de evaluar el efecto del resveratrol en la apoptosis de células
MDA-MB-231, se utilizé el kit de apoptosis de invitrogen para teiir a las células
con Alexa Fluor 488-A y loduro de propidio siguiendo las recomendaciones del
fabricante. La anexina V es una proteina de union a fosfolipidos dependiente de
calcio que tiene una alta afinidad a fosfatidil-serina (PS), contiene una etiqueta de
biotina o un fluoréforo que permite identificar células apoptéticas por unién a
fosfatidilserina expuesta al exterior. En células vivas normales, la PS no esta
expuesta al ambiente externo celular y la fluorescencia resultante es minima.
Como era esperado, las células apoptoéticas mostraron una fluorescencia verde,
las células muertas una fluorescencia roja y las células vivas, poca o nula
fluorescencia. Cada ensayo (24 y 48 horas) se realizd por triplicado. Los datos
obtenidos del citometro de flujo, mostraron que hubo 14% mas células
apoptéticas tefiidas por anexina V cuando éstas fueron tratadas con resveratrol
(100 pM) a las 24 horas, respecto de las células que no recibieron tratamiento
(figura 14). De 10,000 células contadas por el citdmetro de flujo, solo el 0.3 % de
las células no tratadas y el 0.5 % de las células tratadas con doxorrubicina (1 uM)
presentaron apoptosis a las 24 horas. Sin embargo, a las 48 horas, este efecto se
incrementd a 8.56 % en células después del tratamiento con doxorrubicina (1 uM),
mientras que la apoptosis en las células tratadas con resveratrol disminuy6 de

14.31 % a 6.35 % (figura 15).
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Figura 14. Células MDA-MB-231 tenidas con anexina V-ioduro de propidio
para detectar apoptosis mediante citometria de flujo. (A) células MDA-MB-231
tratadas con doxorrubicina 1 UM (agente inductor de apoptosis), en el panel
izquierdo se muestra la regidon de células contempladas en el conteo (10,000); en
el panel derecho, se muestran las células en apoptosis tefidas con Alexa Fluor
488-A y las células necroticas con ioduro de propidio. (B) células MDA-MB-231

sin tratamiento. (C) células MDA-MB-231 tratadas con resveratrol 100 uM.
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Figura 15. Apoptosis detectada por citometria de flujo a las 24 y 48 horas de
tratamiento con resveratrol 100 gHM. En el panel superior, las barras en color
negro y violeta de la grafica, corresponden al porcentajede células en apoptosis a
las 24 y 48 horas respectivamente. (C-) células MDA-MB-231 sin tratamiento; (C+)
células tratadas con doxorrubicina 1 uM; (RSV) células tratadas con resveratrol
100 pM. La tabla del panel inferior, muestra en resumen los valores porcentuales

de apoptosis en ambos ensayos.
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5.2.2 Células MDA-MB-231 en apoptosis detectadas por TUNEL.

Dado que la apoptosis es un evento de muerte celular programada que resulta
en fragmentacion nuclear y citoplasmica, se realizdé el ensayo de TUNEL para
identificar células MDA-MB-231 en apoptosis, de manera que este proceso celular
fue evaluado por la fragmentacion del DNA caracteristica de la apoptosis tardia de
las células. En el ensayo de TUNEL tal como se describe en materiales y
métodos, se utilizdé 2 deoxiuridina 5’trifosfato (dUTP) como una etiqueta para los
extremos terminales 3'OH libres que se produjeron cada vez que una cadena de
DNA se fragmentaba. Estos sitios del DNA etiquetados con dUTPs, pudieron ser
identificados por un anticuerpo monoclonal conjugado con un fluorocromo (FITC).
Las imagenes obtenidas por microscopia confocal permitieron observar como
previamente se ha reportado (46), que la doxorrubicina (1 uM) inducedario al DNA
de células MDA-MB-231 a las 24 horas posteriores al tratamiento (figura 16 A-C)
comparadas con las que no recibieron la doxorrubicina (figura 16 D-F). El 60% de
las células tratadas con doxorrubicina 1 UM asi como el 15% de las que fueron
tratadas con resveratrol 100 UM por 24 horas (figura 16 G-l) resultaron positivas
a TUNEL. A las 48 h el 90% de las células dio positivo a TUNEL después del
tratamiento con doxorrubicina 1 M (figura 17 A-C). Asi también, el 30% de las

células tratadas con resveratrol (figura 17 G-l).
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Figura 16. Imagenes de microscopia confocal resultantes del ensayo de
TUNEL en células MDA-MB-231 tratadas con resveratrol 100 pM por 24
horas. Se utilizd un anticuerpo monoclonal anti-BrdU conjugado a FITC para
detectar las cadenas rotas de DNA por efecto de los tratamientos. (A-C) células
tratadas con doxorrubicina 1 pM; (D-F) células sin tratamiento; (G-l) células

tratadas con resveratrol (100 uM).
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Figura 17. Imagenes de microscopia confocal resultantes del ensayo de
TUNEL en células MDA-MB-231 tratadas con resveratrol 100 uM por 48 horas.
Se utilizdé un anticuerpo monoclonal anti-BrdU conjugado a FITC para detectar las
cadenas rotas de DNA por efecto de los tratamientos. (A-C) células tratadas con

doxorrubicina 1 pM; (D-F) células sin tratamiento; (G-l) células tratadas con

resveratrol (100 pM).
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5.3 Cambios en la metilacion global del ADN de células MDA-MB-231 en

respuesta al tratamiento con resveratrol.

5.3.1 Efectos del resveratrol en la concentracion de citosinas metiladas en

los nucleosomas de las células MDA-MB-231.

Con el fin de llevar a cabo un analisis sobre las modificaciones que ocurren en
las células tumorales a nivel epigenético cuando son tratadas con resveratrol, se
evaluo la concentracion de metil-citosinas en los nucleosomas de las células MDA-
MB-231 mediante inmunofluorescencia indirecta usando el anticuerpo anti-5-metil-
citosina. Esta técnica es utilizada para conocer el perfil global de metilacion del
DNA que actualmente es considerado como un marcador molecular del cancer,
pues juega un papel determinante en el control de la actividad génica a nivel
epigenético. Las imagenes de inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-5-
metilcitosina, muestran diferencias en el patrén de metilacion cuando las células
son tratadas con resveratrol 100 uM durante 24 y 48 horas respecto a las que no
recibieron tratamiento (figuras 18, 19 y 20).

Se ha reportado que en las células de cualquier tipo de cancer, entre ellos el
cancer de mama, se presenta un patron de hipometilacion global del genoma que
las predispone a sufrir translocaciones y aneuploidias. Esto contribuye a la
progresion del tumor, por lo que la hipometilacién global esta estrechamente
relacionada con el grado de malignidad (5). Como era de esperarse, las células
MDA-MB-231 que no recibieron tratamiento con resveratrol, mostraron una baja

concentracion de citosinas metiladas en los nucleosomas como se observa en la
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imagen de la figura 18. Como control interno del experimento se comprobd que el
anticuerpo secundario no permaneciera en las células en ausencia del anticuerpo
primario. En el panel superior de la figura 18, se puede ver que en ausencia de
anti-5-mc no hay sefal de metilacion en el nucleo dada por la unién del anticuerpo
secundario al primario. Por otro lado, en la figura 19 se muestra que en células
MDA-MB-231 tratadas con resveratrol (100 uM) a las 24 horas no hay una
diferencia notable de la sefial detectada respecto a las células que no recibieron
tratamiento. Sin embargo, a las 48 horas, es claro el aumento en la concentracion
de citosinas metiladas cuya sefial se observa en los nucleos al realizar el merge.
Es importante mencionar que simultaneamente a la hipometilacion, ocurre
hipermetilacion que se concentra en islas CpGs de promotores de genes,
silenciando genes supresores de tumor. Utilizamos como control positivo de
metilacion global el fitoquimico epigalocatequina-3- galato (EGCG) a una
concentracion de 50 pM (figura 20). Este compuesto ha sido previamente
reportado como un agente capaz de reactivar genes silenciados por
hipermetilacion de islas CpGs a nivel de promotores de genes (44). Como se
observa en la figura 18, la EGCG es capaz de inducir un aumento en la metilacion
del ADN de células MDA-MB-231. Cabe resaltar que la imagen superpuesta
muestra una mayor localizaciéon nuclear del anticuerpo anti-5-metil-citosina en las
células MDA-MB-231 tratadas con EGCG por 48 horas que a las 24 horas de

tratamiento.
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Figura 18. Imagenes de microscopia confocal que muestran la sefal de metil-
citosinas en los nucleosomas de las células MDA-MB-231 sin tratamiento. (A-
D) células a las que se agregd unicamente el anticuerpo secundario. (E-H) células
sin tratamiento a las que se adiciond anti-5-metil-citosina (1:100) y el anticuerpo
secundario (1:500). Las flechas indican la localizacién del anticuerpo anti-5-metil-

citosina en los nucleosomas de las células.
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Figura 19. Imagenes de microscopia confocal que muestran la distribucion
de metil-citosinas en los nucleosomas de las células MDA-MB-231 posterior
al tratamiento con resveratrol por 24 y 48 horas. (A-D) células tratadas con
resveratrol (100 uM) durante 24 horas. (E-H) células tratadas con resveratrol (100
MM) durante 48 horas e incubadas con el anticuerpo anti-5-metil-citosina (1:100).
Las flechas indican la sefal correspondiente al anticuerpo anti-5-metil-citosina en

los nucleosomas de las células.

62



Campo daro

Figura 20. Imagenes de microscopia confocal que muestran la distribucion
de metil-citosinas en los nucleosomas de las células MDA-MB-231 posterior
al tratamiento con EGCG (50 pM) por 24 y 48 horas. (A-D) células tratadas con
EGCG durante 24 horas. (E-H) células tratadas con EGCG durante 48 horas. Las
flechas indican la localizacion de la sefial correspondiente al anticuerpo anti-5-

metil-citosina (1:100) en los nucleosomas de las células.
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5.3.2 Efectos del resveratrol en la metilacion de células MDA-MB-231

evaluados por un microarreglo de metilacion 3x720K NimbleGen.

Contrariamente al fendmeno de hipometilacién global en células de diferentes
tipos de cancer, entre ellos el cancer de mama, existe evidencia de
hipermetilacion concentrada en islas CpGs de regiones promotoras de genes,
silenciando por ejemplo, genes supresores de tumor (46). Dada la importancia de
estos sucesos, y por la ausencia de informacion sobre efectos que fitoquimicos
como el resveratrol tienen sobre los estados de metilacion de las células de
tumores de cancer de mama triple negativo, se obtuvo el perfil de metilacion
mediante un microarreglo 3x720K HG18 Nimblegen con 27,728 sondas de islas
CpGs, 22,532 promotores y 30,848 transcritos. Este microarreglo permitié obtener
simultaneamente el metiloma de las células MDA-MB-231 en tres condiciones: sin
tratamiento y tratadas con resveratrol (100 pM) por 24 y 48 horas.

Como primer paso, se obtuvo DNA de alta calidad a partir de 1x10 © células
mediante método de fenol-cloroformo. La integridad del DNA de las células
tratadas y no tratadas se muestra en la figura 21. Posteriormente, el DNA fue
procesado mediante protocolo aPRIMES. Este protocolo se basa en la obtencion
de fracciones gendmicas diferencialmente metiladas a partir del DNA obtenido de
las células tratadas y no tratadas. El protocolo aPRIMES comienza sometiendo el
DNA a digestion enzimatica con la enzima Msel para fragmentarlo, los extremos

resultantes de este proceso fueron ligados con la enzima DNA T4 ligasa.
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Figura 21. Gel de Agarosa al 1.2% que muestra integridad del DNA teihido

con bromuro de etidio de células MDA-MB-231.(A) DNA de células tratadas y

no tratadas con resveratrol durante 24 horas. (B) DNA de células tratadas y no

tratadas con resveratrol durante 48 horas.
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Los fragmentos obtenidos de la digestidn-ligacion fueron menores a 100 pb
como se observa en el gel de agarosa de la figura 22. Para continuar, se realizd
una segunda digestion con las enzimas Acil, HinPIl y Hpall en buffer NEB1 para
obtener la fraccidbn metilada y se utilizé la enzima McrBc para la fraccion no
metilada de cada muestra. Para comprobar la eficiencia de la digestion se tomé
una pequefa cantidad del volumen final de cada fraccién (2 yL) y se agregaron las
enzimas de manera inversa, es decir a la fraccion metilada se adicion6é 1 uL de
McrBc y a la no metilada 1 yL de cada enzima del coctel de enzimas Acil, HinPIl y
Hpall de manera tal que se realizd la amplificacion de los controles de digestidon
descrita en la metodologia y los productos obtenidos se visualizaron en gel de
agarosa al 1.5%. Los fragmentos resultantes fueron casi imperceptibles y mayores
a 100pb que se observaron como un barrido (figura 23 carriles 3, 5, 7, 9, 11y
13). De esta manera se pudo continuar con el protocolo realizando la amplificacion
de las fracciones metiladas y no metiladas mediante PCR. Se purificaron los
productos de PCR utilizando Wizard SVGel and PCR clean-up system siguiendo
las recomendaciones del protocolo. En el gel de agarosa al 1.5% de la figura 23,
se muestran cada una de las fracciones metiladas y sus controles. Asi, en los
carriles 2 a 4 se observan la fraccion metilada y no metilada con sus controles
respectivos en los carriles 3 y 5 de células tratadas con resveratrol 100 uM por 24
horas. En los carriles 6 y 8 se observa la fraccién metilada y no metilada con sus
controles respectivos en los carriles 7 y 9 respectivamente de células tratadas con
resveratrol 100 yM por 48 horas. En los carriles 10 y 12 se observa la fracciéon
metilada y no metilada de la condicion células sin tratamiento. Cada control

corresponde a DNA metilado sujeto a digestion con enzimas HinPl, Acil, Hpall. Los
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controles de las fracciones no metiladas corresponden a DNA sujeto a digestion
con McrBC. La cantidad de ADN obtenido después de la purificacién fue de 6.1 a
14.43 g, cantidad suficiente para realizar el marcaje con las cianinas Cy3 (ADN
metilado) y Cy5 (ADN no metilado). Se obtuvieron de 21.6 a 57.92 ug de las
fracciones metiladas y no metiladas de las muestras marcadas y purificadas (tabla
5). Esta cantidad fue suficiente para cubrir los 15 pg que se requerian para la
hibridacién al microarreglo de metilacion 3x720K cuyo cdédigo de barras es

520238.
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Figura 22. Gel de agarosa al 1.5% que muestra el tamafo de los fragmentos
de DNA resultantes de la digestion con Msel y ligacion con DNA T4 ligasa.
(A) Carril 1 ladder 50 a 2000 pb. Carril 2 vacio; carril 3 DNA de células MDA-MB-
231 tratadas con resveratrol 100 uM por 24 horas sujeto a digestion con Msel y
T4 ligasa. (B) carril 1 ladder 50 a 2000pb; carril 2 DNA de células MDA-MB-231
tratadas con resveratrol 100 uM por 48 horas sujeto a digestion con Msel y T4
ligasa; carril 3 DNA sujeto a digestién con Msel y T4 ligasa de células MDA-MB-

231 sin tratamiento.
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Figura 23. Gel de agarosa al 1.5% que muestra el resultado de la segunda
digestion enzimatica para obtener las fracciones genémicas metiladas y no-
metiladas. Carril 1 marcador de peso molecular (50-2000 pb). Carriles 2 y 4
fraccibn metilada y no metilada respectivamente de células tratadas con
resveratrol (100 uM) por 24 horas. Carriles 3 y 5 controles de digestion enzimatica
de fraccién metilada y no metilada. Carriles 6 y 8 fraccion metilada y no metilada
respectivamente de células tratadas con resveratrol (100 uM) por 48 horas.
Carriles 7 y 9 controles de digestion enzimatica correspondientes a la fraccion
metilada y no metilada. Carriles 10 y 12 fraccibn metilada y no metilada
respectivamente de células no tratadas y sus respectivos controles de digestion se

cargaron en los carriles 11y 13.
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Constant CursorPos, Cursorabs

FMR SV24h 241.03] 4821|2513 1.2 234 50 20 2.082
FNMRSV24h 270.1| 5402] 2.809 1.2 208 50 20 2.591
FMRSV48h 118.57]| 2331 | 1227 19 1.49 50 230 1.504
FNMRSV48h |288.74| 5775|3029 1.9 208 50 20 2.802
FMMDAsA 121.96| 2439|1273 1.2 194 50 20 1.26
FNMMDASsA 258.06] 5181] 272 19 2.31 50 230 223
CFMRSV48h 29.12| 0.582]| 0298 1.9 145 20 230 0.401
CFNMRSVA4S8h | 2931058680324 1.8 144 50 220 0.408
CFMMDASsH 29.78] 0.595] 0.327 1.8 153 50 20 0.388
CFNMMDAs/t | 27.22]|0.545]| 0285 1.9 155 g0 220 0.35
Total FMRSV24h=> 12.05 ug FMRSV48h=> 5.82ug FMMDA s/t => 6.1ug

Total FNMRSV24h=>13.5ug FNMRSV48h=>14.43ug FNMMDA s/t=>12.9ug

Tabla 5. Valores de la concentracion y absorbancia de las fracciones
gendmica metiladas y no-metiladas obtenidas de la segunda digestion
enzimatica después de la purificacion. FMRSV24h/FMRSV48h/FMRSVs/t
fraccion metilada obtenida del DNA de células tratadas con resverarol (100 pM)
durante 24 o 48 horas o sin tratamiento (s/t) segun corresponde.
CFMRSV48h/CFMRSVs/t control de digestion de la fraccion metilada del ADN de
células MDA-MB-231 tratadas con resveratrol (100 pM) por 48 horas o sin
tratamiento (s/t) segun corresponde. CFNMRSV48h/CFNMRSVs/t control de
digestion de la fraccion metilada del ADN de células MDA-MB-231 tratadas con

resveratrol (100 uM) por 48 horas o sin tratamiento (s/t) segun corresponde.
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La hibridacion fue correcta, de acuerdo a los parametros de calidad que
resultaron del escaneo mediante MS200 scanner. Las imagenes tomadas a 532
nm y 635 nm fueron guardadas por separado e importadas y procesadas por
DEVA software de NimbleGen (figura 24). Se observan diferencias visibles en el
nivel de metilacién entre las tres condiciones: células MDA-MB-231 tratadas con
resveratrol 100 yM (AO01), tratadas con resveratrol por 48 horas (A02) y sin
tratamiento (A03). El alineamiento de las imagenes fue corroborado por un valor
de alineamiento menor a 0.16 y la correspondencia de SCTs, de manera que para
AO01 su utilizé un simple control tracking 5, para A02 sct 17 y para A03 sct 20. El
reporte métrico experimental muestra el plan de hibridacion utilizado (tabla 6). Al
iniciar DEVA software se establecio el flujo de trabajo de metilacion del DNA para
el andlisis de las imagenes. En este flujo de trabajo se tomaron los parametros
default que el programa establece para el analisis de la metilacién (figura 25). Una
vez que se comprobd la calidad del alineamiento y se realizé el plan de
hibridacién, el analisis corrié exitosamente dando como resultado 3 archivos de
anotacion (.gff) que permitieron visualizar graficamente la distribucion de las islas
CpGs en cada uno de los cromosomas Yy los peaks de metilacién de estas islas
CpGs, los transcritos primarios y los sitios de inicio de la transcripcion para cada
gen como se muestra en la figura 26. Para tener una imagen alternativa y
complementaria de los datos obtenidos, los archivos fueron exportados a
SignalMap NimbleGen (datos no mostrados). Con esto se pudo obtener la
localizacion cromosdémica y el score de metilacidn del gran conjunto de valores
normalizados. En ambas aplicaciones se observaron cambios en los patrones de

metilacion de las islas CpGs entre las tres condiciones analizadas.
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B01 Trasacdes com sy 100 M por 24 H A2 Tratndas-con ar 100 M por &8 H TS T —
Figura 24. Imagenes del microarreglo de metilacion 3x720K obtenidas del
equipo de escaneo MS200 de Roche NimbleGen. A01, A02 y AO3muestran los
spots metilados (rojo) y no metilados (verde) del ADN de células MDA-MB-

231tratadas con resveratrol por 24, 48 horas y sin tratamiento respectivamente.
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Figura 25. Flujo de trabajo de metilacion del DNA requerido en el DEVA

software para el andlisis de imagenes y la obtencion de datos del
microarreglo. La imagen muestra en el panel superior los pasos que el flujo de
trabajo realizar durante el analisis de las imagenes del microarreglo de metilacion.
En el panel inferior se muestra el alineamiento de las imagenes del microarreglo

en base a las sondas o SCTs.
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# Roche NimbleGen, Inc. DEVA 1.2.1. For Life Science Research only. Not for use in diagnostic procedures.

IMAGE_NAME BARCODE ~ ARRAY_ID DESIGN_NAME SAMPLE_NAISAMPLE_DESSAMPLE_ORGAINTERQUART
5202380120 520238 A01 100718 HG18 CpG Refseq Prom MeDIP 24horas  metilado  Homo sapiens 1554
520238A01 20 520238 A01 100718 HG18 CpG_Refseq_Prom_MeDIP 24horas  nometilado Homo sapiens 1508
520238A02.20 520238 A02 100718 HG18 CpG Refseq Prom MeDIP 48horas  metilado  Homo sapiens 163
520238A02. 20 520238 A2 100718 HG18 CpG_Refseq_Prom_MeDIP 48horas  nometilado Homo sapiens 1505
520238A03 20 520238 A03 100718 HGI8 CpG Refseq Prom MeDIP control  metilado  Homo sapiens 1.563
520238A03 20 520238 A03 100718 HG18 CpG_Refseq_Prom_MeDIP control  nometilado Homo sapiens 1478

RATIO_RANGE SIGNAL_RANGE  UNIFORMITY UNIFORMITY NUM_EMPTY MEAN_EMPTNUM_EXPER MEAN_EXPEINUM_RAND( MEAN_RANL

0.298 0.17  3971.002 0032 741877 1185645 714794 3971076 3000 1938.783
0.298 0442 2810.845 0076 741877 105268 714794 2811561 3000 1359.445
0.27 0.141 4161228 002 741877 1006523 714794 4161371 3000 2014.903
0.27 0392 4070.868 0078 741877 141182  T14794 4071937 3000 2032.981
0.243 0.308 11900.8% 005 741877 2593.004 714794 11903.192 3000 657391
0.243 0529 3314457 0102 741877 1052903 714794  3315.624 3000 1819.155

Tabla 6. Valores reportados en el archivo experimental metrics. txt del plan
de hibridacion generados por el software DEVA de Roche NimbleGen. Los
valores de esta tabla son utilizados como control del calidad del analisis que el
software realiz6. El numero 520238 corresponde al codigo de barras, HG18 es el
disefo de las sondas realizado en 2006 y que fue utilizado en el microarreglo; los
valores del panel inferior, entre los que se encuentran: rango de sefal,
uniformidad, etc., son los parametros que evaluan la calidad del plan de

hibridacion disefiado para el analisis.
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Figura 26. Mapa de anotacion que resulta del analisis de metilacion por

DEVA software. A) distribucion y localizacion de los sitios de inicio de la
transcripcion en el cromosoma. B) distribucién y localizacién de las islas CpGs en
los promotores de genes del cromosoma 1. C) distribucion y localizacion de los
transcritos primarios en el cromosoma 1. D) datos normalizados de los valores de
metilacion de islas CpGs del cromosoma 1. E) Valores de la prueba estadistica
Kolmogorov-Smirnov. F) Puntuaciones maximas promedio de las sondas de ese

pico.
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5.3.3 Genes modulados a nivel epigenético en células MDA-MB-231 como

respuesta al tratamiento con resveratrol.

Los datos se procesaron de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos.
Mediante el software DEVA NimbleGen analizaron las imagenes del microarreglo de
metilacion, los resultados obtenidos fueron cargados a una base de datos en Excel.
El total de islas CpGs en la condicién control fue de 20,515, de las cuales 1,138
presentaron una tasa de cambio (Logy) mayor a 2 por lo que se agruparon en la
categoria de islas CpGs hipermetiladas, 731 tuvieron un valor menor a -2 y se
clasificaron como islas CpGs hipometiladas. Las restantes 31,724 fueron metiladas o
desmetiladas por sus valores intermedios. Para A01 se obtuvieron 38,757 islas CpGs,
3,652 hipermetiladas y 3,381 hipometiladas. Para A02 se contaron 40,878 islas
CpGs, 2,990 hipermetiladas y 2994 hipometiladas. De la misma manera, se
agruparon los datos correspondientes a sondas de transcritos primarios y sitios de
inicio de la transcripcidn. Los resultados se muestran en la tabla 7.En este trabajo
consideramos unicamente los cambios en la metilacion de transcritos primarios que
corresponden a 500 pb de la regién promotora, de estos, tomamos en cuenta los
datos de las cuatro categorias de metilacion mostradas en la tabla 7 y aplicamos un
filtro por su valor de secuencia unica (uniquennes count) mayor a 2. Los resultados
mostraron que en A03 hubo 32 transcritos hipermetilados, 605 metilados, 941
desmetilados y 102 hipometilados. En A0O1 hubo 218 hipermetilados, 596 metilados,
1301 desmetilados y 158 hipometilados. En A02 se obtuvieron 95 hipermetilados, 832
metilados, 1401 desmetilados y 147 hipometilados (tabla 8).Posteriormente, la suma
de los datos de las categorias metilados e hipermetilados de la condicion control fue

comparado con el total de transcritos desmetilados e hipormetilados. Los datos
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obtenidos mediante la herramienta de computo ACCESS permitieron saber que de
los 637 transcritos metilados e hipermetilados 244 y 266 cambiaron su estado de
metilacion a desmetilados o hipometilados por efecto del tratamiento con resveratrol
durante 24 y 48 horas respectivamente. Por otra parte, comparamos el grupo de
transcritos desmetilados e hipometilados de la condicién control Vs los datos de las
categorias metilados e hipermetilados de las condiciones experimentales. De los
1043 que resultaron desmetilados e hipometilados en el control, 256 y 282 cambiaron
su estado de metilacion a metilados e hipermetilados resultado del tratamiento con
resveratrol durante 24 y 48 horas respectivamente. Los datos se muestran resumidos
en la tabla 9. Se identificaron algunas funciones biolégicas asociadas a los genes
que cambiaron su estado de metilacion, entre estas se encuentran su participacion en
distintas vias de la transduccion de sefales como la sefalizacion por GPCR
(receptores acoplados a proteinas G), en sistema inmune, en ciclo celular, en el
ensamble de nucleosomas y mantenimiento de telémeros y en la comunicacién célula
a célula que favorece la migracion tumoral, entre otras. De forma importante cabe
mencionar que entre los oncogenes silenciados por resveratrol encontramos algunos
empleados actualmente como biomarcadores tumorales: NOTCH2, plasminogeno
(PLG), factor de complemento H (CFH), suero amiloide A2 (SAA2), ADAM
metalopeptidasa 6 (ADAMG6), gonadotropina coridénica (CGB7), sirtuina 7 (SIRT7),
entre otros. En la figura 27 se muestra un ejemplo de la participacion del resveratrol
como modulador epigenético silenciando al gen NOTCH2 que actua favoreciendo la

promocién tumoral.
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Figura 27. Efecto del resveratrol en la inactivacion de NOTCH2 en las células
de cancer. En células tumorales NOTCH2 no estad metilado manteniendo activo al
gen que induce a las células a la proliferacion e invasién. El resveratrol aumenta la
metilacion de las islas CpGs del promotor del gen NOTCH2 inactivandolo, de esta

manera impide la proliferacion e invasion de las células cancerosas.
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5.3.4 Senalizacién Notch y su importancia en cancer de mama.

La via de sefalizacion Notch desempefa un papel fundamental para el
desarrollo normal de muchos tejidos y tipos celulares. Es una ruta clave en las
diferentes etapas del desarrollo celular como la proliferacion, crecimiento,
diferenciacion y apoptosis. Cambios en la regulacion de la diferenciacion,
supervivencia y/o proliferacién permiten la transformacion maligna mediante
senales fisiopatoldgicas de Notch, esto contribuye potencialmente al desarrollo del
cancer. Por ejemplo, estudios recientes (59) han demostrado que, dependiendo
del nivel de expresion y del contexto celular, los receptores de membrana Notch
contribuyen en la resistencia a apoptosis en células tumorales. Estos
descubrimientos sugieren que componentes de la via de senalizacion Notch son
un blanco potencial para el desarrollo de terapias mas efectivas contra el cancer
de mama.

Los genes Notch codifican receptores de superficie celular altamente
conservados. La ruta de sefalizacion Notch consiste de receptores Notch,
ligandos, modificadores positivos y negativos y factores de transcripciéon. Son
cuatro los receptores Notch (1-4), se trata de proteinas de membrana que tienen
grandes motifs, en la superficie celular se rompen proteoliticamente por la accion
de convertasas, las subunidades Notch extracelular consisten de grandes
dominios de unién a ligandos compuestos por repetidos en tandem del tipo factor
de crecimiento epidermal (EGF). La subunidad transmembranal incluye un dominio
extracelular, un unico dominio transmembranal y un dominio grande intracelular.
Los cuatro receptores tienen estructuras muy similares entre si, con diferencias

esenciales en las porciones extracelular y citoplasmica.Los receptores Notch-1y -
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2 contienen 36 repeticiones “EGF-like” en sus dominios EC, mientras que Notch-3
contiene 34 y Notch-4 solamente 29. A nivel del dominio IC tienen las siguientes
diferencias: Notch-1 contiene un dominio de transactivacion fuerte (TAD, por sus
siglas en inglés), mientras que en Notch-2 su TAD es débil y en Notch-3 y -4 no
esta presente. Se conocen cinco ligandos de receptores Notch en mamiferos
denominados JAG1, JAG2 y H-Delta-1, -3, y -4 (DLL1, DLL3, y DLL4), estos
ligandos que sugieren que Notch puede mediar la comunicacion entre células no
contiguas.Ademas, se han identificado proteinas que modulan la
degradacion/procesamiento de Notch a nivel intracelular; entre éstas, la proteina
Numb que actua regulando negativamente la sefializacién al unirse con la region
intracelular de Notchy la proteina citoplasmatica Deltex que potencia la
sefalizacion de Notch en algunos contextos y en otros lo inhibe.

La senalizacion Notch comienza con la union del receptor a un ligando que
dispara dos procesos proteoliticos que permiten a liberacion del dominio
intracelular activo de Notch (ICN por sus siglas en inglés) de la membrana celular.
ICN se transloca al nucleodonde interactta con factores reguladores
transcripcionales. Un factor transcripcional caracterizado es CSL, un represor
transcripcional asociado con desacetilasas de histonas y correpresores. La union
de ICL a CSL desplaza complejos correpresores y recluta coactivadores
permitiendo la transcripcion de promotores que contienen elementos de union a
CSL. El complejo de activacion transcripcional Notch o enhanceosoma es un
complejo grande de proteinas clave que son: ICN, CSL y MAML. El ensamblaje
del enhanceosoma de Notch resulta en la transcripcidon de una gran variedad de

genes blanco de Notch incluyen factores de transcripcion represores entre los que
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se encuentran los pertenecientes a las familias de proteinas HES (hairy and
enhancer of Split) y HRT/HERP/Hey (familia “basic helix-loop-helix-Orange”), IL-4,
p21, etcétera. Sin embargo, aun no es claro cual(es) de esos genes es/son el/los
responsables de los efectos fenotipicos de la sefial Notch.

La senalizacion Notch esta implicada en la neurogénesis, hematopoyesis y
vasculogénesis. Especificamente, Notch-2 en la morfogénesis dental,
probablemente Notch-3 en neurogénesis y adipogénesis, y Notch-4 en el
desarrollo vascular, renal y hepatico. Los componentes de la via Notch estan
involucrados en una gran variedad de enfermedades humanas, siendo la mas
frecuente el cancer. Entre las causas principales se encuentran la presencia de
mutaciones, deleciones, translocaciones e inserciones virales en sus genes.En los
ultimos afos se ha notificado que la sobreexpresion de componentes de la via
Notch ocurre en una gran variedad de carcinomas humanos, incluyendo
leucemias, neuroblastomas, cancer cervicouterino, cancer de mama, tumores
mucoepidermoides, carcinomas renales, cancer de piel y cancer pulmonar, entre
otros (61).Las evidencias indican que el sistema de sefializacién Notch esta
frecuentemente desregulado en cancer y, por lo tanto, su modulacién ofrece una
nueva estrategia terapéutica. Con el objeto de regular la sefalizacion Notch en
condiciones patologicas, se ha considerado el uso de proteinas recombinantes,
péptidos sintéticos, anticuerpos monoclonales, oligonucleétidos antisentido y
terapia génica. Sin embargo, se han explorado muy poco los mecanismos de
regulacion a nivel epigenético inducidos por fitoquimicos,y que significan un

campo de investigacion prometedor para el desarrollo de agentes antineoplasicos.
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A01 (24 h) A02 (48)  AO03 (control)

CpGs(total) 38,757 40,878 20,515
Hipermetiladas 3,652 2,990 1,138
Hipometiladas 3,381 2,994 731
Desmetiladas y metiladas 31,724 34,894 18,646

Sitios de inicio de la 40,929 42,144 31,191

Transcripcion (total)

Hipermetilados 7,068 5,360 2,231
Hipometilados 3,494 2,294 510
Desmetiladas y metiladas 30,367 34,490 33,932

Transcritos Primarios (total) 79,866 80,438 25,183

Hipermetilados 7,862 5,914 1,017
Hipometilados 6,165 5,404 2,476
Desmetilados y metilados 65,839 69,120 21,690

Tabla 7. Resultados del analisis de metilacion por DEVA software. La tabla
muestra el numero de sondas que corresponden a islas CpGs, sitios de inicio de la
transcripcion y transcritos primarios con hiper o hipometilacion obtenidas del
analisis con DEVA. Los datos presentados se obtuvieron en el primer analisis y no
se aplico ningun filtro. AO1 y AO2 corresponden a la condicion de células tratadas
con resveratrol durante 24 y 48 horas respectivamente. A0O3 se refiere a la

condicion control.
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En células tratadas | En células tratadas
Transcritos con resveratrol con resveratrol En células
primarios (100 pM) por 24 H. | (100 uM) por 48 H. sin
tratamiento
Hipermetilados 218 95 32
(>2)
Metilados 596 832 605
(>0y<2)
Total 814 927 637
Desmetilados 1301 1401 941
(-2>0)
Hipometilados 158 147 102
(>-2)
Total 1458 1548 1043

Tabla 8. Total de transcritos primarios hipermetilados, metilados, desmetilados
e hipometilados de células MDA-MB-231 por efecto del tratamiento con
resveratrol 100 pM durante 24 y 48 horas. La primera columna de la izquierda
muestra las cuatro categorias en que fueron agrupados los datos de acuerdo a su
valor de tasa de cambio (Logz). Un valor por encima de 2 corresponde a la categoria
hipermetilados y de 0 a 2 a metilados, de menor a 0 y mayor que -2 a desmetilados y

finalmente, si es menor que -2 a la categoria hipometilados.
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CONTROL

transcritos metilados

RSV 24 H

Transcritos

RSV 48 H

Transcritos

e hipermetilados Vs desmetilados e desmetilados e
(0 a 5) hipometilados hipometilados
637 244 266
CONTROL RSV 24 H RSV 48 H
Transcritos Transcritos Transcritos
desmetilados Vs metilados e metilados e

e hipometilados

(<-5y>0)

hipermetilados

hipermetilados

1043

256

282

Tabla 9. Transcritos de las células MDA-MB-231 sin tratamiento que cambiaron su
estatus de metilacion en respuesta al tratamiento con resveratrol (100 uM) a las 24 y
48 horas.Las categorias metilados e hipermetilados comprenden valores de cambio entre

0 y 5. Las categorias desmetilados e hipometilados abarcan valores menores a 0 y -5.
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VI. DISCUSION

Todos los tipos de cancer entre ellos el de mama, son causados por la
acumulacién de multiples alteraciones epigenéticas en oncogenes y genes
supresores de tumor, las cuales no afectan la secuencia del DNA pero tienen un
importante papel en el control de la expresidén génica (46). La metilacién del ADN
es uno de los principales procesos epigenéticos heredables que afectan la
transcripcion, la compactacion de la cromatina y la organizacién nuclear del
material genético. Consiste en la adicidon de un grupo metilo de la S-adenosil L-
metionina obtenido de folatos, colina y metionina aportados por la dieta, al carbono
5 de la citosina en los dinucledtidos CpGs que se encuentran distribuidos a lo
largo de todo el genoma (metilacién global), o en las islas CpGs presentes en los
promotores de genes (metilacién local) (47). En células normales, el 80% de los
dinucleotidos CpG se encuentran metilados e hipometilados en las regiones
promotoras de los genes. En cambio, durante la tumorigénesis la inestabilidad
gendmica y la activaciéon de oncogenes estan asociadas a hipometilacién global.
También ocurre hipermetilacion en las islas CpGs ocasionando silenciamiento de
los genes supresores de tumor. Los mecanismos epigenéticos representan un
campo prometedor para el tratamiento del cancer debido a que diversos agentes
externos provenientes de la dieta pueden restaurar el estado de metilacién normal
de los genes supresores de tumor revirtiendo las propiedades tumorales. Se han
encontrado mas de 8000 diferentes polifenoles, flavonoides y acidos fendlicos con
potencial quimiopreventivo conferido por su capacidad para modular las
alteraciones epigenéticas que ocurren en las células cancerosas. Estos

compuestos estan presentes en los alimentos de la dieta diaria por ejemplo,
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diversas catequinas (té verde), la curcumina (curcuma), la genisteina (soya), el
resveratrol (uvas), los sulforafanos (cruciferas), la epigenina (perejil), la silimarina
(cardo lechero), entre otros. Sin embargo, los efectos quimiopreventivos vy
quimioterapéuticos del resveratrol a través de la metilacion y consecuente
silenciamiento o activacion de genes en células tumorales de cancer de mama se
desconoce a la fecha. El resveratrol es un fitoquimico de origen natural que se
consume a diario en la dieta y que presenta una amplia gama de propiedades
quimiopreventivas y quimioterapéuticas. El resveratrol inhibe la expresién de
genes involucrados en la tumorigenesis, asi mismo es capaz de inactivar
carcindgenos, previene el dafio oxidativo del DNA, induce apoptosis y de manera
notable inhibe la angiogénesis y metastasis de los tumores in vivo. El resveratrol
también tiene la capacidad de alterar la metilacion del DNA y modificar las
histonas, regulando la expresion génica a nivel epigenético. Las alteraciones
epigenéticas adquiridas por influencia de la dieta, pueden tener un gran impacto
en todas las etapas que favorecen el desarrollo del cancer de mama. En este
trabajo observamos que el numero de células vivas de tumores de cancer de
mama triple negativo disminuye de forma dependiente a la concentracion de
resveratrol al medir la viabilidad celular indirectamente por la reduccion de
tetrazolio a un producto de formazan en las células vivas. La cantidad de MTT-
formazan reducido fue determinado espectrofotométricamente. Los resultados
mostraron que los valores de absorbancia (570 nm) obtenidos en este ensayo
disminuyeron a medida que se incrementd la concentracion de resveratrol (50,
100,150, 200 y 250 uM). De tal manera que a las 24 horas del tratamiento con

resveratrol a una concentracién de 50 yM y 150 uM, la viabilidad de las células

86



disminuyd un 20% y 68% respectivamente. A las 48 horas del tratamiento con
resveratrol a una concentracién de 50 uyM, la viabilidad solo baj6 10% y a la
concentracion de 150 yM la viabilidad fue del 55%. Al utilizar concentraciones muy
altas (250 pM) la mayoria de las células (89%) no sobrevivieron. S e determiné
que la concentracion a la cual el 50% de las células murieron (DL50) por efecto del
resveratrol fue de 134 uM y 168 uM a las 24 y 48 horas respectivamente. Medimos
la apoptosis causada por el resveratrol en células MDA-MB-231 con Alexa Fluor
488-A y loduro de propidio siguiendo las recomendaciones del fabricante y
comprobamos que el resveratrol (100 uM) induce apoptosis en células de cancer
de mama triple negativo a las 24 y 48 horas de tratamiento. Los datos obtenidos
del citémetro de flujo, mostraron que de 10,000 células solo el 0.3 % de las no
tratadas y el 0.5 % de las células tratadas con doxorrubicina (1 yM) presentaron
apoptosis a las 24 horas. Se observo un 14% mas de células apoptdticas tefiidas
por anexina V cuando éstas fueron tratadas con resveratrol 100 uM a las 24 horas,
respecto de las células que no recibieron tratamiento. Sin embargo, a las 48 horas
este efecto se incrementé a 8.56 % en células después del tratamiento con
doxorrubicina (1 pM), mientras que la apoptosis en las células tratadas con
resveratrol disminuyé de 14.31 % a 6.35 %. Las imagenes obtenidas por
microscopia confocal obtenidas del ensayo de TUNEL permitieron observar que la
doxorrubicina (1 yM) indujo dafo al ADN en el 60% de células MDA-MB-231 a las
24 horas posteriores al tratamiento, el 15% de las células que fueron tratadas con
resveratrol 100 uM por 24 horas y el 30% de las tratadas con resveratrol a las 48
horas resultaron positivas a TUNEL a diferencia de las células que no recibieron

tratamiento en las que no se observé sefial de dano al ADN. Observamos también
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que el resveratrol aumento la sefial de concentracion de citosinas metiladas en los
nucleosomas de las células de tumor de cancer de mama triple negativo y fue
capaz de cambiar el estado de la metilacibn de genes que participan en la
iniciacién, promocién y progresion de células tumorales. Las imagenes de
inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-5-metilcitosina, mostraron que las
células MDA-MB-231 que no recibieron tratamiento con resveratrol tuvieron una
baja concentracion de citosinas metiladas en los nucleosomas, en cambio células
MDA-MB-231 tratadas con resveratrol (100 uM) a las 24 horas no mostraron una
diferencia notable de la sefal detectada. Sin embargo, a las 48 horas es claro el
aumento en la concentracion de citosinas metiladas cuya sefial se observé en los
nucleos.Se utilizd como control positivo la epigalocatequina-3-galato a una
concentracion de 50 uM y ésta fue capaz de aumentar la concentracién de
citocinas metiladas a nivel global en células MDA-MB-231. Se observé una mayor
localizacion nuclear del anticuerpo anti-5-metil-citosina en las células MDA-MB-
231 tratadas con EGCG por 48 horas que a las 24 horas de tratamiento.
Finalmente, se obtuvo el perfil de metilacibn mediante un microarreglo 3x720K
HG18 Nimblegen con 27,728 sondas de islas CpGs, 22,532 promotores y 30,848
transcritos. Este microarreglo permiti6 obtener simultdneamente el metiloma de
las células MDA-MB-231 en tres condiciones: sin tratamiento y tratadas con
resveratrol 100 uyM por 24 y 48 horas mediante protocolo aPRIMES para la
obtencién de fracciones gendmicas diferencialmente metiladas a partir del DNA
obtenido de las células tratadas y no tratadas.El estado de metilacion de los genes
de células MDA-MB-231 fue obtenido por NimbleGen DEVA software 1.2. Los

datos se filtraron por valor de cambio de metilacidon expresado en logaritmo base 2
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para agruparlos en cuatro categorias: metilados, hipermetilados, desmetilados y
hipometilados. En el presente trabajo analizamos el efecto del resveratrol en el
patrén de metilacion global del DNA en las células MDA-MB-231 de cancer de
mama con la finalidad de definir huellas epigenéticas que nos permitieran
identificar oncogenes que puedan ser hipermetilados y silenciados por el
resveratrol, lo cual puede revertir las propiedades tumorales tales como
crecimiento, proliferacién, invasion, metastasis y angiogénesis. Nuestros
resultados nos permitieron establecer por primera vez que el resveratrol es capaz
de inducir cambios notables en el estado de metilacion de cientos de genes
relevantes en el desarrollo y progresion del cancer de mama. Después de 24 h de
tratamiento con resveratrol (100 uM) 814 genes se hipermetilaron, mientras que
1458 se desmetilaron, lo cual puede tener un profundo impacto en la biologia del
tumor. Por ejemplo, encontramos que el resveratrol induce una hipermetilacién y
silenciamiento del gen Notch2, el cual se encuentra comunmente activado en
cancer de mama provocando aumento en la proliferacién, invasion y resistencia a
la quimioterapia. Otros genes de interés en cancer que encontramos
hipermetilados en respuesta la resveratrol incluyen PLG, CFH, SAA2, MRPL45, Y
CGB7. Nuestros hallazgos explican en parte las propiedades quimioterapéuticas y
quimiopreventivas de este agente natural en cancer y nos permite vislumbrar
nuevos blancos terapéuticos.El analisis de la metilacion de células de tumor
realizado en este trabajo muestra la capacidad que el resveratrol tiene a nivel
epigenético para activar genes que participan en la transducciéon de senales,
control de la division y el crecimiento celular, apoptosis, inflamacion, angiogénesis

y metastasis.

&9



VIl. CONCLUSIONES.

1.- El numero de células vivas de tumores de cancer de mama triple negativo

disminuye de forma dependiente a la concentracion de resveratrol.

2.- El resveratrol (100 pM) induce apoptosis en células de cancer de mama triple

negativo a las 24 y 48 horas de tratamiento.

3.- El resveratrol inactiva oncogenes mediante la hipermetilacion de las islas CpG
y en general, actua cambiando el estado de metilacion de genes que participan en

la iniciacion, promocion y progresion de células tumorales.

4.- El resveratrol puede regular a nivel epigenético las vias que favorecen la
iniciacién, promocion, y progresion del cancer, reestableciendo la funcion de
genes implicados en la transduccion de sefales, sistema inmune, progresion del
ciclo celular, ensamblaje de nucleosomas, mantenimiento de telobmeros y en la

comunicacion célula a célula a través de su efecto en la metilacion.
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ANEXO

Funciones celulares asociadas a genes inactivados por resveratrol (100 uM) a las 24 horas.

Offactory Receptor - G Protein dfadtory trimer
complex fomation

Offactory Signaling Pathway

Serum amyloid P binds DNA and chromatin

Trimethylation of Histone H3 by PRDIVD
Amyloids

GPCR downstream signaling

Beta defensins
Pre-pro-defensins are cleaved to remove the signal

peptide
Signali GPCR
Defensins

Meiotic Recombination
Padkaging Of Telomere Ends

Incorporation Of Extended And Processed Telomere

End Into Higher Order T-Loop And Associated
Protein Structure

Incorporation Of Extended And Processed Telomere

End Into Associated Protein Structure
Beta-defensins bind microbia membranes causing
disruption

Beta-defensins are seaeted

Digestion of linear starch (amylase) by extracellular
amylase

Digestion of branched starch (amylopedtin) by
extracellular amylase

KIR2DL2/ 3 interacting with HLA-C group 1 (Ow4)
Deposition of New CENPA-containing Nudeosomes

atthe Centromere.
Deposition of New CENPA-containing Nudeosomes

at the Centromere

RSF Conplex Binds the Centromere.

Nucleosome assembly

Telomere dustering at the nuclear membrane
Meiosis

Formation of Meiotic Heteroduplex

Formation of Meiotic Single-stranded DNA Invasion
Complex

Digestion of dietary carbohydrate
Recruitment of BRCA1 to Unsynapsed Regions

Telomere Maintenance

Meidtic Synapsis

Recruitment of ATR Kinase to Unsynapsed Regions
ATR Phos| lates Histone H2A.X at Unsyna
Regions

Formation of Meiotic Hdlliday Junction

Signal Transduction

Phase || conjugation

Formation of O-dlucuronides
Gluauronidation

Bidogical oxidations
Chronosome Maintenance

OR181, ORA4C13, OR5M3, OR5T2, OR4M1, OR52E6, ORAC46, ORZT2, OR5P3, ORGMI1, OR2
T5, OR4MR, OR4Q3, OR5211,0R2T34, ORGM10, OR8B3, OR2T6, OR1E1, OR4C12, OR2J3, O
OR181, ORA4C13, OR5M3, OR5T2, OR4M1, OR52E6, ORAC46, ORZT2, OR5P3, ORGM1, OR2
T5, OR4AMR, OR4Q3, OR5211,0R2T34, ORGM10, OR8B3, OR2T6, OR1E1, OR4C12, OR2J3, O
HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H3H, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1HZBL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H3H, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H3H, SAA2, HIST1H2BC, HIST1H2AC

OR181, ORA4C13, OR5M3, OR5T2, OR4MI, OR52E6, ORAC46, OR2T2, OR5P3, ORGMI1, OR2
T5, OR4AMR, OR4Q3, OR52L1,SAA2, OR2T34, OR5M10, CCR2, OR8B3, OR1E1, OR2T6, OR4
C12, OR2J3, OR2T3

DEFB105B, CCRz, DEFB130, DEFB106B, DEFB106A, DEFB104B, DEFB105A, DEFB104A
DEFB105B, DEFB106B, DEFB106A, DEFA1, DEFA1B, DEFB130, DEFB104B, DEFB105A, DEF
B104A

OR1S1, OR4C13, OR5M3, CCL3L1, OR5T2, ORAM1, OR52E65, ORACA6, OR2T2, OR5P3, OR5
M1, OR2T5, CCL3L3, ORAM2,0R4Q3, OR52L1, SAA2, OR2T34, OR5M10, CCR2, OR8B3, OR
1E1, OR2T6, OR4C12, OR2J3, OR2T3

DEFB105B, DEFB106B, DEFB106A, DEFA1, CCR2, DEFA1B, DEFB130, DEFB104B, DEFB105
A, DEFB104A

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H3H, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1HZBL, HIST2HAA, HIST2H4B, HST1H2BC, HST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2HAA, HIST2H4B, HST1H2BC, HST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC

DEFB105B, DEFB130, DEFB106B, DEFB106A, DEFB104B, DEFB106A, DEFB104A
DEFB105B, DEFB130, DEFB106B, DEFB106A, DEFB104B, DEFB105A, DEFB104A
AMY1C, AMY1A, AMY1B

AMY1C, AMY1A, AMY1B
KIR2DL2, KIR2DL3
HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC
HIST1HZBL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HST1H2AC
HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC
HIST1HZBL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H3H, HIST1H2BC, HIST1H2AC
HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HST1H2BC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HST1H2BC

AMY1C, AMY1A, AMY1B

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HST1H2BC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC
HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HST1H2BC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HST1H2BC

HIST1HZBL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC

OR181, OR4C13, OR5M3, CCL3L1, ORGT2, ORAM1, MST1, OR52E5, OR4CA46, OR2T2, NOTC
H2, OR5P3, OR5M1, OR2T5,CCL3L3, OR4M2, OR4Q3, OR52L1, RHOQ, PLG, SAA2, OR2T34,
ORSVI0, CCR2, OR8B3, OR1E1, OR2T6, OR4C12,0R2J3, OR2T3

UGT2B17, GSTA1, SULT1A2, UGT2B15

UGT2B17, UGT2B15

UGT2B17, UGT2B15

UGT2B17, GSTA1, ADH1A SULT1A2, UGT2B15

HIST1HZBL, HIST2HAA, HIST2H4B, HIST1H2BC, HST1H2AC
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Funciones biolégicas asociadas a los genes inactivados por resveratrol (100 uM) a las 24 horas.

ID Pathway names
Abacavir transport and metabolism; Abacavir transport and metabolism; Biological
ADH1A oxidations;Biological oxidations; Metabolism; Metabolism; Phase 1 - Functionalization
of compounds; Phase 1 - Functionalization of compounds
Asparagine N-linked glycosylation; Asparagine N-linked glycosylation; Metabolism of
ALG10B proteins;Metabolism of proteins; Post-translational protein modification; Post-
translational protein modification
AMY1A Metabolism; Metabolism; Metabolism of carbohydrates; Metabolism of carbohydrates
AMY1B Metabolism; Metabolism of carbohydrates
AMY1C Metabolism; Metabolism of carbohydrates
lon channel transport; lon channel transport; lon channel transport; lon channel
transport;Transmembrane transport of small molecules; Transmembrane transport of
ATP7A ] )
small molecules;Transmembrane transport of small molecules; Transmembrane
transport of small molecules
Metabolism; Metabolism; Reversible Hydration of Carbon Dioxide; Reversible
CA5A . L
Hydration of Carbon Dioxide
CCL3L1 GPCR ligand binding; Signal Transduction; Signaling by GPCR
CCL3L3 GPCR ligand binding; Signal Transduction; Signaling by GPCR
Defensins; Defensins; Defensins; GPCR downstream signaling; GPCR downstream
signaling; GPCR ligand binding; GPCR ligand binding; Immune System; Immune
CCR2 System; Immune System; Innate Immune System; Innate Imnmune System; Innate
Immune System; Signal Transduction; Signal Transduction; Signaling by
GPCR; Signaling by GPCR
Complement cascade; Complement cascade; Complement cascade; Immune
CFH System; Immune System; Immune System; Innate Imnmune System; Innate Immune
System; Innate Immune System
CGB7 Metabolism; Metabolism of amino acids and derivatives
Cytokine Signaling in Immune system; Cytokine Signaling in Immune system; Immune
CSF2RA System;Immune System; Interleukin-2 signaling; Interleukin-2 signaling; Interleukin-3,
5 and GM-CSF signaling; Interleukin-3, 5 and GM-CSF signaling; Signaling by
Interleukins; Signaling by Interleukins
DEFA1 Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFA1B Defensins; Immune System; Innate Imnmune System
DEFB104A Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB104B Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB105A Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB105B Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB106A Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB106B Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB130 Defensins; Immune System; Innate Immune System
Adaptive Immune System; Class | MHC mediated antigen processing &
FCGR1B presentation; Cytokine Signaling in Immune system; Immune System; Interferon
gamma signaling; Interferon Signaling
GSTA1 Biological oxidations; Biological oxidations; Metabolism; Metabolism; Phase Il

conjugation; Phase Il conjugation
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HIST1H2AC

Amyloids; Cell Cycle; Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Chromosome
Maintenance; Disease;Meiosis; Meiosis; Meiotic Recombination; Meiotic
Synapsis; Meiotic Synapsis; Nucleosome assembly; Telomere Maintenance

HIST1H2A|

Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Meiosis; Meiotic Synapsis

HIST1H2BC

Amyloids; Cell Cycle; Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Chromosome
Maintenance; Disease;Meiosis; Meiosis; Meiotic Recombination; Meiotic
Synapsis; Meiotic Synapsis; Nucleosome assembly; Telomere Maintenance

HIST1H2BL

Amyloids; Cell Cycle; Cell Cycle; Chromasome Maintenance; Chromosome
Maintenance; Disease;Meiosis; Meiosis; Meiotic Recombination; Meiotic
Synapsis; Meiotic Synapsis; Nucleosome assembly; Telomere Maintenance

HIST1H3H

Amyloids; Amyloids; Cell Cycle; Chromosome

Maintenance; Disease; Disease; Factors involved in megakaryocyte development
and platelet production; Factors involved in megakaryocyte development and platelet
production; Hemostasis; Hemostasis; Meiosis; Meiosis; Meiotic

Recombination; Meiotic Recombination; Meiotic Synapsis

HIST2H4A

Amyloids; Amyloids; Cell Cycle; Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Chromosome
Maintenance;Disease; Disease; Meiosis; Meiosis; Meiotic Recombination; Meictic
Recombination; Meiotic Synapsis; Meiotic Synapsis; Nucleosome

assembly; Nucleosome assembly; Telomere Maintenance;Telomere Maintenance

HIST2H4B

Amyloids; Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Disease; Meiosis; Meictic
Recombination; Meiotic Synapsis; Nucleosome assembly; Telomere Maintenance

HSD17B7

Cholesterol biosynthesis; Cholesterol biosynthesis; Cholesterd
biosynthesis; Metabolism; Metabolism; Metabolism; Metabolism of lipids and
lipoproteins; Metabadlism of lipids and lipoproteins;Metabolism of lipids and
lipoproteins

KCNH5

Neuronal System; Neuronal System; Neuronal System; Neuronal System; Potassium
Channels;Potassium Channels; Potassium Channels; Potassium Channels

KIRZ2DL2

Adaptive Immune System; Immune System; Immunoregulatory interactions between
a Lymphoid and a non-Lymphoid cell

KIR2DL3

Adaptive Immune System; Immune System; Immunoregulatory interactions between
a Lymphoid and a non-Lymphoid cell

MAFG

Factors involved in megakaryocyte development and platelet production; Factors
involved in megakaryocyte development and platelet production; Factors involved in
megakaryocyte development and platelet

production; Hemostasis; Hemostasis; Hemaostasis
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Immune System; Inmune System; Immune System; Innate immune response
mediated by toll like receptors; Innate Immune System; Innate Immune

System; Innate Immune System; MAP kinase activation in TLR cascade; MAP kinase
activation in TLR cascade; MAP kinase activation in TLR cascade; MAPK targets/
Nuclear events mediated by MAP kinases; MAPK targets/ Nuclear events mediated
by MAP kinases; MAPK targets/ Nuclear events mediated by MAP kinases; MyD88
cascade initiated on plasma membrane; MyD88 cascade initiated on plasma

MAPK10 membrane; MyD 88 cascade initiated on plasma membrane; MyD88 dependent
cascade initiated on endosome; MyD88 dependent cascade initiated on
endosome; MyD88 dependent cascade initiated on endosome; MyD 88-independent
cascade ; MyD88-independent cascade ; MyD88-independent cascade ; MyD88:Mal
cascade initiated on plasma membrane; MyD88:Mal cascade initiated on plasma
membrane;MyD88:Mal cascade initiated on plasma membrane; Toll Receptor
Cascades; Toll Receptor Cascades; Toll Receptor Cascades

MLLT4 Cell junction organization; Cell junction organization; Cell-Cell com munication; Cell-
Cell com munication

MOB2 Signal Transduction; Signaling by Hippo
Gene Expression; Gene Expression; Gene Expression; Gene Expression; Generic
Transcription Pathway; Generic Transcription Pathway; Generic Transcription
Pathway; Generic Transcription Pathway; Pre-NOTCH Expression and

NBR 1 Processing; Pre-NOTCH Expression and Processing; Pre-NOTCH Expression and
Processing; Pre-NOTCH Expression and Processing; Signal Transduction;Signal
Transduction; Signal Transduction; Signal Transduction; Signaling by
NO TCH; Signaling by NOTCH; Signaling by NOTCH; Signaling by NOTCH; Signaling
by NOTCH2; Signaling by NOTCH2;Signaling by NOTCH2; Signaling by NOTCH2

NXF 2 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

NXF 2B GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR11H12 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR13C3

OR1E1 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR 181 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2J3 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2M1P GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2T2 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2T3 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2T 34 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2T5 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2T6 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR4C12 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR4C13 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR4C46 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR
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OR4M1

GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR4M2

GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR4Q3

GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR52E6

GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR52L1

GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

ORS5M1

GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR5M3

GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR8U8

Activation of Matrix Metalloproteinases; Activation of Matrix

Metalloproteinases; Activation of Matrix Metalloproteinases; Degradation of the
extracellular matrix; Degradation of the extracellular matrix;Degradation of the
extracellular matrix; Diabetes pathways; Diabetes pathways; Diabetes
pathways;Disease; Disease; Disease; Dissolution of Fibrin Clot; Dissolution of Fibrin
Clot; Dissolution of Fibrin Clot; Extracellular matrix organization; Extracellular matrix
organization; Extracellular matrix

organization; Hemostasis; Hemostasis; Hemostasis; Lipid digestion, mobilization, and
transport;Lipid digestion, mobilization, and

transport; Metabolism; Metabolism; Metabolism of lipids and lipoproteins; Metabolism
of lipids and lipoproteins; Platelet activation, signaling and aggregation;Platelet
activation, signaling and aggregation; Platelet activation, signaling and
aggregation;Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) Activity by Insulin-like
Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs); Regulation of Insulin-like Growth Factor
(IGF) Activity by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs); Regulation of Iy

RABL2A

Signal Transduction; Signal Transduction; Signal Transduction; Signaling by Rho
GTPases; Signaling by Rho GTPases; Signaling by Rho GTPases

RGPD1

Adaptive Immune System; Class | MHC mediated antigen processing &
presentation; Immune System

RHOXF2

Advanced glycosylation endproduct receptor signaling; Advanced glycosylation
endproduct receptor signaling; Amyloids; Amyloids; Disease; Disease; Gastrin-CREB
signalling pathway via PKC and MAPK; Gastrin-CREB signalling pathway via PKC
and MAPK; GPCR downstream signaling; GPCR downstream signaling; GPCR ligand
binding; GPCR ligand binding; Immune System; Immune System; Innate Immune
System; Innate Immune System; Signal Transduction; Signal Transduction;Signaling
by GPCR; Signaling by GPCR

SEMG2

SLC-mediated transmembrane transport; SLC-mediated transmembrane
transport; SLC-mediated transmembrane transport; Transmembrane transport of
small molecules; Transmembrane transport of small molecules; Transmembrane
transport of small molecules; Transport of inorganic cations/anions and amino
acids/oligopeptides; Transport of inorganic cations/anions and amino
acids/oligopeptides; Transport of inorganic cations/anions and amino
acids/oligopeptides

SEPT7P2

Gene Expression; Gene Expression; Gene Expression; Gene
Expression; Metabolism of non-coding RNA; Metabolism of non-coding
RNA; Metabolism of non-coding RNA; Metabolism of non-coding RNA

SIRT?7

Gene Expression; Metabolism of non-coding RNA

SPANXN3

Biological oxidations; Metabolism; Phase Il conjugation
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Disease; Gene Expression; Gene Expression; Gene Expression; Gene
Expression; Gene Expression;HIV Infection; HIV Life Cycle; RNA Polymerase |1

SRSF10 Transcription; RNA Polymerase Il Transcription; RNA Polymerase I
Transcription; RNA Polymerase Il Transcription; RNA Polymerase Il Transcription

TP53TG3 Biological oxidations; Metabolism; Phase |l conjugation

TP53TG3B Biological oxidations; Metabolism; Phase Il conjugation

UGT2B17 Gene Expression; Generic Transcription Pathway

XAGE2 Gene Expression; Generic Transcription Pathway

ZNF286A Gene Expression; Generic Transcription Pathway
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Funciones celulares asociadas a genes inactivados por resveratrol (100 uM) a las 48 horas.

Olfactory Receptor - G
Protein olfactory trimer
complex formation

Olfactory Signaling Pathway

Beta defensins

Pre-pro-defensins are
cleaved to remove the signal

peptide

Serum amyloid P binds DNA
and chromatin

Trim ethylation of Histone H3
by PRDM9

Amyloids

Beta-defensins bind
microbial membranes
causing disruption

Beta-defensins are secreted

Defensins

Signaling by GPCR

GPCR downstream signaling

Meiotic Recombination
Packaging Of Telomere
Ends

Incorporation Of Extended
And Processed Telomere
End Into Higher Order T-
Loop And Associated Protein

Structure

Incorporation Of Extended
And Processed Telomere
End Into Associated Protein
Structure

Digestion of linear starch
(amylose) by extracellular
amylase

Digestion of branched starch

(amylopectin) by extracellular
amylase

KIR2DL2/3 interacting with
HLA-C group 1 (Cw4)
Deposition of New CENPA-
containing Nucleosomes at
the Centromere.

Deposition of New CENPA-
containing Nucleosomes at
the Centromere

RSF Complex Binds the
Centromere.

Nucleosome assembly
Telomere clustering at the
nuclear membrane

Meiosis

Formation of Meiotic
Heteroduplex

OR1S1, OR4C13, OR5M3, OR4M1, OR52E6, OR4C46, OR2T2, OR5P3, OR5M1
, OR2T5, OR4M2, OR4Q3, OR52L1, OR2T34,0R5M10, OR8B3, OR2T6, OR1E1
, OR2J3, OR2T3

OR1S1, OR4C13, OR5M3, OR4M1, OR52E6, OR4C46, OR2T2, OR5P3, OR5M1
, OR2T5, OR4M2, OR4Q3, OR52L1, OR2T34,0R5M10, OR8B3, OR2T6, OR1E1
, OR2J3, OR2T3

DEFB105B, DEFB106B, DEFB106A, CCR2, DEFB108B, DEFB130, DEFB104B,
DEFB105A, DEFB104A

DEFB105B, DEFB106B, DEFB106A, DEFA1, DEFA1B, DEFB130, DEFB108B, D
EFB104B, DEFB105A, DEFB104A
HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H3H, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H3H, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H3H, SAA2, HIST1H2BC, HIST1H2A
C

DEFB105B, DEFB106B, DEFB106A, DEFB108B, DEFB 130, DEFB104B, DEFB1
05A, DEFB104A

DEFB105B, DEFB106B, DEFB106A, DEFB108B, DEFB 130, DEFB104B, DEFB1
05A, DEFB104A

DEFB105B, DEFB106B, DEFB106A, DEFA1, CCR2, DEFA1B, DEFB130, DEFB1
08B, DEFB104B, DEFB105A, DEFB104A

OR1S1, OR4C13, OR5M3, CCL3L1, OR4M1, OR52E6, OR4C46, OR2T2, OR5P
3, OR5M1, OR2T5, CCL3L3, OR4M2, OR4Q3,CCL4, OR52L1, SAA2, OR2T34,
OR5M10, CCR2, PDPK1, OR8B3, OR1E1, OR2T6, OR2J3, OR2T3

OR1S1, OR4C13, OR5M3, OR4M1, OR52E6, OR4C46, OR2T2, OR5P3, OR5M1
, OR2T5, OR4M2, OR4Q3, OR52L1, SAA2,0R2T34, OR5M10, CCR2, PDPK1, O
R8B3, OR1E1, OR2T6, OR2J3, OR2T3

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H3H, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC

AMY1C, AMY1A, AMY1B

AMY1C, AMY1A, AMY1B

KIR2DL2, KIR2DL3

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC
HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC
HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC
HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H3H, HIST1H2BC, HIST1H2AC
HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC
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Formation of Meiotic Single-

stranded DNA Invasion HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC
Complex

Digestion of dietary

carbohydrate AMY1C, AMY1A, AMY1B

Recruitment of BRCATIO |\ o1y piom) HIST2HAA, HIST2H4B, HIST1H2BC
Unsynapsed Regions

Telomere Maintenance HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC

Recruitment of ATR Kinase
to Unsynapsed Regions

HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC

ATR Phosphorylates Histone
H2A.X at Unsynapsed HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC

Regions

JFS;E?;:?” of Meiotic Holliday 1o 14110p  HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC
Meiotic Synapsis HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC

OR1S1, OR4C13, OR5M3, OR4C46, OR5P3, OR5M1, OR2T5, OR4Q3, OR52L1
, RHOQ, PLG, SAA2, OR5M10, CCR2, PDPK1,0R8B3, OR2T6, OR2T3, ARHGA
P11A, CCL3L1, MST1, OR4M1, NOTCH2, OR2T2, OR52E6, CCL3L3, OR4M2, C
CL4, OR2T34 ARHGAP11B, OR1E1, OR2J3

Receptor CCBP2 binds most

Signal Transduction

inflammatory CC CCL3L1, CCL3L3, CCL4
chemokines

Formation of O-glucuronides UGT2B17, UGT2B15
Glucuronidation uGT2B17, UGT2B15
Chemokine receptors bind

- CCR2, CCL3L1, CCL3L3, CCL4
chemokines
Chromosome Maintenance HIST1H2BL, HIST2H4A, HIST2H4B, HIST1H2BC, HIST1H2AC
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R utas bioldgicas en las que participan los genes inactivados por resveratrol (100 uM) a las 48 horas.

ID Pathway names
Abacavir transport and metabolism; Abacavir transport and metabolism; Biological
ADH1A oxidations; Biological oxidations; Metabolism; Metabolism; Phase 1 - Functionalization
of compounds; Phase 1 - Functionalization of compounds
AIMP2 Gene Expression; tRNA Aminoacylation
Asparagine N-linked glycosylation; Asparagine N-linked glycosylation; Metabolism of
ALG10B proteins; Metabolism of proteins; Post-translational protein modification; Post-
translational protein modification
AMY 1A Metabolism; Metabolism; Metabolism of carbohydrates; Metabolism of carbohydrates
AMY 1B Metabolism; Metabolism of carbohydrates
AMY1C Metabolism; Metabolism of carbohydrates
ARHGAP11A Signal Transduction; Signal Transduction; Signaling by Rho GT Pases; Signaling by
Rho GTPases
ARHGAP11B Signal Transduction; Signaling by Rho GTPases
Metabolism; Metabolism; Reversible Hydration of Carbon Dioxide; Reversible
CA5A : o
Hydration of Carbon Dioxide
CCL3L1 GPCR ligand binding; Signal Transduction; Signaling by GPCR
CCL3L3 GPCR ligand binding; Signal T ransduction; Signaling by GPCR
GPCR ligand binding; GPCR ligand binding; GPCR ligand binding; Signal
CcCL4 Transduction; Signal Transduction; Signal Transduction; Signaling by GPCR; Signaling
by GPCR; Signaling by GPCR
Defensins; Defensins; Defensins; GPCR downstream signaling; GPCR downstream
signaling; GPCR ligand binding; GPCR ligand binding; Immune System; Immune
CCR2 System; Inmune System;Innate Immune System; Innate Immune System; Innate
Immune System; Signal Transduction; Signal Transduction; Signaling by GPCR;
Signaling by GPCR
Cell Cycle; Cell Cycle; Cell Cycle, Mitotic; Cell Cycle, Mitotic; D evelopmental Biology;
CDK11B Mitotic G2-G2/M phases; Mitotic G2-G2/M phases; Transcriptional Regulation of W hite
Adipocyte Differentiation
CGB7 Metabolism; Metabolism of amino acids and derivatives
Cytokine Signaling in Immune system; Cytokine Signaling in Immune system; Immune
CSF2RA System; Inmune System; Interleukin-2 signaling; Interleukin-2 signaling; Interleukin-3,
5 and GM-CSF signaling; Interleukin-3, 5 and GM-CSF signaling; Signaling by
Interleukins; Signaling by Interleukins
DEFA1 Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFA1B Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB104A Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB104B Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB105A Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB105B Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB106A Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB106B Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB108B Defensins; Immune System; Innate Immune System
DEFB130 Defensins; Immune System; Innate Immune System
Eukaryotic Translation Initiation; Eukaryotic Translation Initiation; Gene Expression;
EIF3C Gene Expression; Metabolism of proteins; Metabolism of proteins; Translation;
Translation
EIF3CL Eukaryotic Translation Initiation; Gene Expression; Metabolism of proteins; Translation
FBXW 10 Metabolism of proteins; Protein folding
Amyloids; Cell Cycle; Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Chromosome
HIST1H2AC Maintenance; Disease; Meiosis; Meiosis; Meiotic Recom bination; Meiotic Synapsis;
Meiotic Synapsis; Nucleosome assembly; Telomere Maintenance
HIST1H2AI Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Meiosis; Meiotic Synapsis
Amyloids; Cell Cycle; Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Chromosome
HIST1H2BC Maintenance; Disease; Meiosis; Meiosis; Meiotic Recombination; Meiotic Synapsis;
Meiotic Synapsis; Nucleosome assembly; Telomere Maintenance
Amyloids; Cell Cycle; Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Chromosome
HIST1H2BL Maintenance; Disease; Meiosis; Meiosis; Meiotic Recombination; Meiotic Synapsis;
Meiotic Synapsis; Nucleosome assembly; Telomere Maintenance
Amyloids; Amyloids; Cell Cycle; Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Chromosome
HIST2H4A Maintenance; Disease; Disease; Meiosis; Meiosis; Meiotic Recombination; M eiotic

Recombination; Meiotic Synapsis; Meiotic Synapsis; Nucleosome assembly;
Nucleosome assembly; Telomere Maintenance; Telomere Maintenance
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Amyloids; Cell Cycle; Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Chromosome

HIST1H2BL Maintenance; Disease; Meiosis; Meiosis; Meiotic Recombination; Meiotic Synapsis;
Meiotic Synapsis; Nucleosome assembly; Telomere Maintenance
Amyloids; Amyloids; Cell Cycle; Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Chromosome
Maintenance; Disease; Disease; Meiosis; Meiosis; Meiotic Recombination; Meiotic

HIST2H4A L L | o :
Recombination; Meiotic Synapsis; Meiotic Synapsis; Nucleosome assembly;
Nucleosome assembly; Telomere Maintenance; Telomere Maintenance
Amyloids; Cell Cycle; Chromosome Maintenance; Disease; Meiosis; Meiotic

HIST2H4B o . : )
Recombination; Meiotic Synapsis; Nucleosome assembly; Telomere Maintenance
Cholesterol biosynthesis; Cholesterol biosynthesis; Cholesterol biosynthesis;

HSD17B7 Metabolism; Metabolism; Metabolism; Metabolism of lipids and lipoproteins; Metabolism
of lipids and lipoproteins; Metabolism of lipids and lipoproteins

KIR2DL2 Adaptive Immune System; Immune System; Immunoregulatory interactions between a
Lymphoid and a non-Lymphoid cell
Adaptive Immune System; Immune System; Immunoregulatory interactions between a

KIR2DL3 . .
Lymphoid and a non-Lymphoid cell

LILRB3 Ada ptivg Immune System; Im.m une System; Immunoregulatory interactions between a
Lymphoid and a non-Lymphoid cell
Immune System; Immune System; Immune System; Innate immune response mediated
by toll like receptors; Innate Immune System; Innate Immune System; Innate Immune
System; MAP kinase activation in TLR cascade; MAP kinase activation in TLR
cascade; MAP kinase activation in TLR cascade; MAPK targets/ Nuclear events
mediated by MAP kinases; MAPK targets/ Nuclear events mediated by MAP kinases;
MAPK targets/ Nuclear events mediated by MAP kinases; MyD88 cascade initiated on

MAPK10 plasma membrane; MyD88 cascade initiated on plasma membrane; MyD88 cascade
initiated on plasma membrane; MyD88 dependent cascade initiated on endosome;
MyD88 dependent cascade initiated on endosome; MyD88 dependent cascade initiated
on endosome; MyD88-independent cascade ; MyD88-independent cascade ; MyD88-
independent cascade ; MyD88:Mal cascade initiated on plasma membrane; MyD88:Mal
cascade initiated on plasma membrane; MyD88:Mal cascade initiated on plasma
membrane; Toll Receptor Cascades; Toll Receptor Cascades; Toll Receptor Cascades

MLLT4 Cell junc_tion_organization; Cell junction organization; Cell-Cell communication; Cell-Cell
communication

MST1 Signal Transduction; Signaling by Hippo
Gene Expression; Gene Expression; Gene Expression; Gene Expression; Generic
Transcription Pathway; Generic Transcription Pathway; Generic Transcription Pathway;
Generic Transcription Pathway; Pre-NOTCH Expression and Processing; Pre-NOTCH

NOTCH2 Expression and Processing; Pre-NOTCH Expression and Processing; Pre-NOTCH
Expression and Processing; Signal Transduction; Signal Transduction; Signal
Transduction; Signal Transduction; Signaling by NOTCH; Signaling by NOTCH;
Signaling by NOTCH; Signaling by NOTCH; Signaling by NOTCHZ2; Signaling by
NOTCH2; Signaling by NOTCH2; Signaling by NOTCH2

OR1E1 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR1S1 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2J3 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2T2 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2T3 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2T34 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2T5 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR2T6 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR4C13 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR4C46 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR4M1 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR4M2 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR4Q3 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR52E6 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR52L1 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR5M1 GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR
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OR5M10

GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR5M3

GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR5P3

GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

OR8B3

GPCR downstream signaling; Signal Transduction; Signaling by GPCR

PDPK1

PLG

Adaptive Immune System; Adaptive Immune System; Adaptive Immune System;
Costimulation by the CD28 family; Costimulation by the CD28 family; Costimulation by
the CD28 family; Disease; Disease; Disease; GPCR downstream signaling; GPCR
downstream signaling; GPCR downstream signaling; GPVI-mediated activation
cascade; GPVI-mediated activation cascade; GPVI-mediated activation cascade;
Hemostasis; Hemostasis; Hemostasis; Immune System; Immune System; Immune
System; Integrin alphallb beta3 signaling; Integrin alphallb beta3 signaling; Integrin cell
surface interactions; Integrin cell surface interactions; Neuronal System; Neuronal
System; Neuronal System; Neurotransmitter Receptor Binding And Downstream
Transmission In The Postsynaptic Cell; Neurotransmitter Rece ptor Binding And
Downstream Transmission In The Postsynaptic Cell; Neurotransmitter Rece ptor
Binding And Downstream Transmission In The Postsynaptic Cell; NGF signalling via
TRKA from the plasma membrane; NGF signalling via TRKA from the plasma
membrane; NGF signalling via TRKA from the plasma membrane; PIP3 activates AKT
signaling; PIP3 activates AKT signaling; PIP3 activates AKT signaling; Platelet activatior

Activation of Matrix Metalloproteinases; Activation of Matrix Metalloproteinases;
Activation of Matrix Metalloproteinases; Degradation of the extracellular matrix;
Degradation of the extracellular matrix; Degradation of the extracellular matrix;
Diabetes pathways; Diabetes pathways; Diabetes pathways; Disease; Disease;
Disease; Dissolution of Fibrin Clot; Dissolution of Fibrin Clot; Dissolution of Fibrin Clot;
Extracellular matrix organization; Extracellular matrix organization; Extracellular matrix
organization; Hemostasis; Hemostasis; Hemostasis; Lipid digestion, mobilization, and
transport; Lipid digestion, mobilization, and transport; Metabolism; Metabolism;
Metabolism of lipids and lipoproteins; Metabolism of lipids and lipoproteins; Platelet
activation, signaling and aggregation; Platelet activation, signaling and aggregation;
Platelet activation, signaling and aggregation; Regulation of Insulin-like Growth Factor
(IGF) Activity by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs); Regulation of
Insulin-like Growth Factor (IGF) Activity by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins
(IGFBPs); Regulation of Insulin-like Growth Factor (IGF) Activity by Insulin-like Growth H

POM121

Antiviral mechanism by IFN-stimulated genes; Cytokine Signaling in Immune system;
Disease; Hexose transport; Hexose transport; HIV Infection; HIV Life Cycle; Host
Interactions of HIV factors; Immune System; Interferon Signaling; ISG15 antiviral
mechanism; Metabolism; Metabolism; Metabolism of carbohydrates; Metabolism of
carbohydrates; SLC-mediated transmembrane transport; SLC-mediated
transmembrane transport; Transmembrane transport of small molecules;
Transmembrane transport of small molecules

RHOQ

Signal Transduction; Signal Transduction; Signal Transduction; Signaling by Rho
GTPases; Signaling by Rho GTPases; Signaling by Rho GTPases

RHOXF2

RHOXF2B

RNF123

Adaptive Immune System; Class | MHC mediated antigen processing & presentation;
Immune System

RPL23AP7

SAA2

Advanced glycosylation end prod uct receptor signaling; Advanced glycosylation
endproduct receptor signaling; Amyloids; Amyloids; Disease; Disease; Gastrin-CREB
signalling pathway via PKC and MAPK; Gastrin-CREB signalling pathway via PKC and
MAPK; GPCR downstream signaling; GPCR downstream signaling; GPCR ligand
binding; GPCR ligand binding; Inmune System; Inmune System; Innate Immune
System; Innate Immune System; Signal Transduction; Signal Transduction; Signaling
by GPCR; Signaling by GPCR
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SDHA

Metabolism; Metabolism; Metabolism; Metabolism; Metabolism; Metabolism;
Respiratory electron transport, ATP synthesis by chemiosmotic coupling, and heat
production by uncoupling proteins.; Respiratory electron transport, ATP synthesis by
chemiosmotic coupling, and heat production by uncoupling proteins.; Respiratory
electron transport, ATP synthesis by chemiosmotic coupling, and heat production by
uncoupling proteins.; Respiratory electron transport, ATP synthesis by chemiosmotic
coupling, and heat production by uncoupling proteins.; Respiratory electron transport,
ATP synthesis by chemiosmotic coupling, and heat production by uncoupling proteins.;
The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport; The citricacid (TCA)
cycle and respiratory electron transport; The citric acid (TCA) cycle and respiratory
electron transport; The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport; The
citric acid (TCA) cycle and respiratory electron transport; The tricarboxylic acid cycle

SLC12A7

SLC-mediated transmembrane transport; SLC-mediated transmembrane transport;
SLC-mediated transmembrane transport; Transmembrane transport of small
molecules; Transmembrane transport of small molecules; Transmembrane transport of
small molecules; Transport of inorganic cations/anions and amino acids/oligopeptides;
Transport of inorganic cations/anions and amino acids/oligop eptides; Transport of
inorganic cations/anions and amino acids/oligopeptides

SMN1

Gene Expression; Gene Expression; Gene Expression; Gene Expression; Metabolism
of non-coding RNA; Metabolism of non-coding RNA; Metabolism of non-coding RNA;
Metabolism of non-coding RNA

SMN2

Gene Expression; Metabolism of non-coding RNA

TAF13

Disease; Gene Expression; Gene Expression; Gene Expression; Gene Expression;
Gene Expression; HIV Infection; HIV Life Cycle; RNA Polymerase Il Transcription; RNA
Polymerase Il Transcription; RNA Polymerase Il Transcription; RNA Polymerase |l
Transcription; RNA Polymerase Il Transcription

UGT2B15

Biological oxidations; Metabolism; Phase Il conjugation

UGT2B17

Biological oxidations; Metabolism; Phase Il conjugation

VAMP7

Membrane Trafficking

VKORC1L1

Gene Expression; Generic Transcription Pathway

ZDHHC19
ZNF286B

Gene Expression; Generic Transcription Pathway
Gene Expression; Generic Transcription Pathway

ZNF320

Gene Expression; Generic Transcription Pathway

102



Interacciones conocidas de los genes activados por resveratrol a las 24 horas.

Name Known interaction

CEACAM6 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 (non-specific cross reacting antigen) (344 aa)

DDT D-dopachrome tautomerase; Tautomerization of D-dopachrome with decarboxylation to give 5,6-
dihydroxyindole (DHI) (118 aa)

CST4 cystatin S; Human saliva appears to contain several cysteine proteinase inhibitors that are immunologically
related to cystatin S but that differ in their specificity due to amino acid sequence differences. Cystatin SN,
with a pI of 7.5, is @ much better inhibitor of papain and dipeptidyl peptidase I than is cystatin S, although
both inhibit ficin eguallv well (141 aa)

CcCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3; Chemotactic for lymphocytes and monocytes. Is a ligand for CCR1, CCR3
and CCR5. Is an inhibitor of HIV-1-infection. The processed form LD 78-beta(3-70) shows a 20-fold to 30-
fold higher chemotactic activity and is a very potent inhibitor of HIV-1- infection. LD78-beta(3-70) is also a
ligand for CCR1, CCR3 and CCRS5 (92 aa)

PRAMEF10 PRAME family member 10 (474 aa)

SEPT7L Novel protein (92 aa)

PRAMEF2 PRAME family member 2 (474 aa)

ocM oncomodulin; Has some calmodulin-like activity with respect to enzyme activation and growth regulation.
Binds two calcium jons (109 aa)

FKBP9 FK506 binding protein 9, 63 kD a; PPlases accelerate the folding of proteins during protein synthesis
(570 aa)

ZNF468 zinc finger protein 468; May be involved in transcriptional regulation (522 aa)

HIST1H2BJ histone cluster 1, H2bj; Core component of nucleosome. Nucleosomes wrap and compact D NA into
chromatin, limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones
thereby play a central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal
stability. DNA accessibility is regulated via a complex set of post-translational modifications of histones,
also called histone code, and nucleosome remodeling (126 aa)

TMEM111 transmembrane protein 111 (261 aa)

KATNAL2 katanin p60 subunit A-like 2; Severs microtubules in vitro in an ATP-dependent manner. This activity may
promote rapid reorganization of cellular microtubule arrays (By similarity) (466 aa)

SBDS Shwachman-Bodian-Diamond syndrome; May be involved in the biogenesis of the 60S ribosomal subunit
and translational activation of ribosomes. May trigger the GTP-dependent release of EIF6 from 60S pre-
ribosomes in the cytoplasm, thereby activating ribosomes for translation competence by allowing 80S
ribosome assembly and facilitating EIF6 recycling to the nucleus, where it is required for 60S rRNA
processing and nuclear export (By similarity) (250 aa)

USP6 ubiquitin specific peptidase 6 (Tre-2 oncogene); Has an ATP-independent isopeptidase activity, cleaving at
the C-terminus of the ubiquitin moiety. In vitro, isoform 2, but not isoform 3, shows deubiquitinating
activity (1406 aa)

ZNF232 zinc finger protein 232; May be involved in transcriptional regulation (444 aa)

HSD17B7 hydroxysteroid (17 -beta) dehydrogenase 7; Responsible for the reduction of the keto group on the C-3 of
sterols (341 aa)

SAA2 serum amyloid A2; Major acute phase reactant. Apolipoprotein of the HDL complex (By similarity) (122 aa)

ANKRD36 ankyrin repeat domain 36B (1353 aa)

CBWD2 COBW domain containing 2 (395 aa)

CFC1 cripto, FRL-1, cryptic family 1; Involved in the correct establishment of the left-right axis. May play a role
in mesoderm and/or neural patterning during gastrulation (223 aa)

SLC7A5 solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 5; Sodium-independent, high-
affinity transport of large neutral amino acids such as phenylalanine, tyrosine, leucine, arginine and
tryptophan, when associated with SLC3A2/4F2hc. Involved in cellular amino acid uptake. Acts as an amino
acid exchanger. Involved in the transport of L-D OPA across the blood- brain barrier, and that of thyroid
hormones triiodothyronine (T3) and thyroxine (T4) across the cell membrane in tissues such as placenta.
Plays a role in neuronal cell proliferation (neurogenesis) in brain. In [...] (507 aa)

EGF7 fibroblast growth factor 7 (keratinocyte growth factor); Growth factor active on keratinocytes. Possible
maior paracrine effector of normal epithelial cell proliferation (194 aa)

ARHGDIA Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alp ha; Regulates the GDP/GTP exchange reaction of the Rho proteins
by inhibiting the dissociation of GDP from them, and the subsequent binding of GTP to them (By similarity)
(204 aa)

AMMECRIL AMME chromosomal region gene 1-like (310 aa)

GTF2H2 general transcription factor IIH, polypeptide 2, 44kDa; Component of the core-TFIIH basal transcription
factor involved in nucleotide excision repair (NER) of DNA and, when complexed to CAK, in RNA
transcription by RNA polymerase II. The N-terminus interacts with and regulates XPD whereas an intact C-
terminus is required for a successful escape of RNAP II form the promoter (395 aa)

CFC1B cripto, FRL-1, cryptic family 1B; Involved in the correct establishment of the left-right axis. May play a role
in mesoderm and/or neural patterning during gastrulation (223 aa)

FLJ36492 coiled-coil domain containing 144B (724 aa)

ZNF714 zinc finger protein 714; May be involved in transcriptional regulation (554 aa)

KIR3DL3 killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long cytoplasmic tail, 3; Receptor on natural killer
cells. May inhibit the activity of NK cells thus preventing cell lysis (410 aa)

BTN2A3 butyrophilin, subfamily 2, member A3 (586 aa)

POTED POTE ankyrin domain family, member D (584 aa)

ZNF701 zinc finger protein 701; May be involved in transcriptional regulation (465 aa)

SPACASB sperm acrosome associated 5B (159 aa)

DTYMK deoxythymidylate kinase (thymidylate kinase); Catalyzes the conversion of dTMP to dTDP (212 aa)

OR182 olfactory receptor, family 1, subfamily S, member 2; Odorant receptor (Potential) (325 aa)

SPACA5 sperm acrosome associated 5 (159 aa)

ZNF182 zinc finger protein 182; May be involved in transcriptional regulation (639 aa)

MRPL45 mitochondrial ribosomal protein L45 (306 aa)
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ALG10B

asparagine-linked glycosylation 10, alpha-1,2-glucosyltransferase homolog B (yeast); Putative alpha-1,2-
glucosyltransferase, which adds the third glucose residue to the lipid-linked oligosaccharide precursor for N-
linked glycosylation. Transfers glucose from dolichyl phosphate glucose (Dol-P-Glc) onto the lipid-linked
oligosaccharide Glc(2)Man(9)GIcNAc(2)-PP-Dol. When coupled to KCNH2 may reduce KCNH2 sensitivity to
classic proarrhythmic drug blockade, possibly by mediating glycosylation of KCNH2 (473 aa)

BTN2A1 butyrophilin, subfamily 2, member A1 (527 aa)

FAM156A family with sequence similarity 156, member B (213 aa)

STAG3 stromal antigen 3; Meiosis specific component of cohesin complex. The cohesin complex is required for the
cohesion of sister chromatids after DNA replication. The cohesin complex apparently forms a large
proteinaceous ring within which sister chromatids can be trapped. At anaphase, the complex is cleaved and
dissociates from chromatin, allowing sister chromatids to segregate. The meiosis- specific cohesin complex
probably replaces mitosis specific cohesin complex when it dissociates from chromatin during prophase I
(By similarity) (1225 aa)

ORAN2 olfactory receptor, family 4, subfamily N, member 3 pseudogene; Odorant receptor (Potential) (307 aa)

EPN2 epsin 2; Plays arole in the formation of clathrin-coated invaginations and endocytosis (641 aa)

DEFB104A defensin, beta 104A (72 aa)

DEFB104B defensin, beta 104B; Has antimicrobial activity. Synergistic effects with lysozyme and DEFB103 (72 aa)

ZNF321 zinc finger protein 321 (164 aa)

OR2T35 olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 35; Odorant receptor (Potential) (323 aa)

KIR3DL2 killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long cytoplasmic tail, 2; Receptor on natural killer
(NK) cells for HLA-A alleles. Inhibits the activity of NK cells thus preventing cell lysis (455 aa)

OR1D4 olfactory receptor, family 1, subfamily D, member 4; Odorant receptor (Potential) (330 aa)

TRIM49 tripartite motif-containing 49 (452 aa)

PRAMEF15 PRAME family member 15 (478 aa)

TCEB3C transcription elongation factor B polypeptide 3C (elongin A3); SIII, also known as elongin, is a general
transcription elongation factor that increases the RNA polymerase II transcription elongation past template-
encoded arresting sites. Subunit A3 is transcriptionally active but its transcription activity is not enhanced
by binding to the dimeric complex of the SIII regulatory subunits B and C (elongin BC complex) (By
similaritv) (546 aa)

DEFA defensin, alpha 3, neutrophil-specific; Defensin 1 and defensin 2 have antibacterial, fungicide and antiviral
activities. Has antimicrobial activity against Gram- negative and Gram-positive bacteria. Defensins are
thought to kill microbes by permeabilizing their plasma membrane (94 aa)

PRAMEF7 PRAME family member 7 (474 aa)

OR4C46 olfactory receptor, family 4, subfamily C, member 46; Odorant receptor (Potential) (309 aa)

LGALSOC lectin, galactoside-binding, soluble, 9C; Binds galactosides. Has high affinity for the Forssman
pentasaccharide. May play a role in thymocyte-epithelial interactions relevant to the biology of the thymus.
Inhibits cell proliferation. It is a ligand for HAVCR2/TIM3. Induces T-helper type 1 lymphocyte (Th1l) death.
Isoform Short acts as an eosinophil chemoattractant (356 3a)

OR4Q3 olfactory receptor, family 4, subfamily Q, member 3; Odorant receptor (Potential) (313 aa)

CD8B CD8b molecule; Identifies cytotoxic/suppressor T-cells that interact with MHC class I bearing targets. CD8
is thought to play a role in the process of T-cell mediated killing (By similarity) (24 3 aa)

OR2T29 olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 29; Odorant receptor (Potential) (315 aa)

PRAMEF19 PRAME family member 19 (481 aa)

PRAMEF21 PRAME family member 21 (475 aa)

CTAG1A cancer/testis antigen 1A (180 aa)

PRAMEF1 PRAME family member 1 (474 aa)

OR4 N4 olfactory receptor, family 4, subfamily N, member 4; Odorant receptor (Potential) (316 aa)

CTAG1B cancer/testis antigen 1B (180 aa)

EIF3C eukaryotic translation initiation factor 3, subunit C; Component of the eukaryotic translation initiation factor
3 (elF-3) complex, which is required for several steps in the initiation of protein synthesis. The eIF-3
complex associates with the 40S ribosome and facilitates the recruitment of elF-1, eIF-1A, eIF-2-GTP-
methionyl-tRNAi and eIF-5 to form the 43S preinitiation complex (43S PIC). The elF-3 comp lex stimulates
mRNA recruitment to the 43S PIC and scanning of the mRNA for AUG recognition. The eIF-3 complex is
also required for disassembly and recycling of posttermination ribosom [...] (913 aa)

RGP D2 RANBP2-like and GRIP domain containing 2; E3 SUMO-protein ligase which facilitates SUMO1 and SUMO 2
conjugation by UBE2I. Involved in transport factor (Ran-GTP, karyopherin)-mediated protein import via the
F-G repeat-containing domain which acts as a docking site for substrates. Could also have isomerase or
chaperone activity and may bind RNA or DNA. Component of the nuclear export pathway. Specific docking
site for the nuclear export factor exportin-1 (1013 aa)

UGT2B28 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B28; UDPGTs are of major importance in the
conjugation and subsequent elimination of potentially toxic xenobiotics and endogenous compounds. This
isozyme has glucuronidating capacity with steroid substrates such as 5-beta-androstane 3-alpha,17-beta-
diol, estradiol, ADT, eugenol and bile acids. Only isoform 1 seems to be active (529 aa)

DEFB105A defensin, beta 105A (78 aa)

DEFB106B defensin, beta 106B; Has antibacterial activity (65 aa)

DEFB107A defensin, beta 107A (70 aa)

PNRC2 proline-rich nuclear receptor coactivator 2 (139 aa)

DEFB105B defensin, beta 105B; Has antibacterial activity (Potential) (78 aa)

DEFB106A defensin, beta 106A (65 aa)

KIR2DL1 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 1; Receptor on natural killer
(NK) cells for HLA-C alleles (HLA-Cw1, HLA-Cw3 and HLA-Cw7). Inhibits the activity of NK cells thus
preventing cell lvsis (348 33)

KIR2DL4 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 4 (342 aa)
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ZNF600

zinc finger protein 6 00; May be involved in transcriptional regulation (722 aa)

RPS17 ribosomal protein S17 (135 aa)

PRAME F20 PRAME family member 20 (475 aa)

PDGFA platelet-derived growth factor alpha polypeptide; Platelet-derived growth factor is a potent mitogen for
cells of mesenchymal origin. Binding of this growth factor to its affinity receptor elicits a variety of cellular
responses. It is released by platelets upon wounding and plays an important role in stimulating adjacent
cells to arow and therebv heals the wound (211 aa)

OR8B3 olfactory receptor, family 8, subfamily B, member 3; Odorant receptor (Potential) (313 aa)

MINK1 misshapen-like kinase 1 (zebrafish); Serine/threonine kinase that may play arolein the response to
environmental stress. Appears to act upstream of the JUN N-terminal pathway. May play a role in the
development of the brain (Bv similaritv) (1332 aa)

DEFB107B defensin, beta 107B; Has antibacterial activity (Potential) (70 aa)

HSD17B7P2 Putative uncharacterized protein HSD17B7P2 ; Responsible for the reduction of the keto group on the C-3
of sterols (341 aa)

CBWD1 COBW domain containing 1 (395 aa)

S AA1 serum amyloid Al; Major acute phase reactant. Apolipoprotein of the HDL complex (By similarity) (122 aa)

BTN2A2 butyrophilin, subfamily 2, member A2 (523 aa)

CSAG3 CSAG family, member 3; Drug-resistance related protein, its expression is associated with the
chemotherapy resistant and neoplastic phenotype. May also be linked to the malignant phenotype (127 aa)

POTEM ANKRD26-like family C member ENSP00000349402 (508 aa)

HIST1H2BK histone cluster 1, H2bk; Core component of nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into
chromatin, limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones
thereby play a central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal
stability. DNA accessibility is regulated via a complex set of post-translational modifications of histones,
also called histone code, and nucleosome remodeling (126 aa)

FAM115C family with sequence similarity 115, member C (845 aa)

PRAMEF8 PRAME family member 8 (474 aa)

ANAPC11 anaphase promoting complex subunit 11; Component of the anaphase promoting complex/cyclosome
(APC/C), a cell cycle-regulated E3 ubiquitin ligase that controls progression through mitosis and the G1
phase of the cell cycle. The APC/C complex acts by mediating ubiquitination and subsequent degradation of
target proteins- it mainly mediates the formation of 'Lys-11'-linked polyubiquitin chains and, to a lower
extent, the formation of 'Lys-48'- and 'Lys-63'-linked polyubiquitin chains. May recruit the E2 ubiquitin -
conjugating enzymes to the complex (196 aa)

CCRL2 chemokine (C-C motif) receptor-like 2; Receptor for CCL2, CCL5, CCL7 and CCL8 (By similarity) (356 aa)

C6orf124 Uncharacterized protein C6orf124 (Protein HGC6.4) (254 aa)

ENPP3 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3; Cleaves a variety of phosphodiester and
phosphosulfate bonds including deoxynucleotides, nucleotide sugars, and NAD (By similarity) (875 aa)

FCGR2B Fc fragment of IgG, low affinity IIb, receptor (CD32); Receptor for the Fc region of complexed or
aggregated immunoglobulins gamma. Low affinity receptor. Involved in a variety of effector and regulatory
functions such as phagocytosis of immune complexes and modulation of antibody production by B- cells.
Binding to this receptor results in down-modulation of previous state of cell activation triggered via antigen
receptors on B-cells (BCR), T-cells (TCR) or via another Fc receptor. Isoform IIB1 fails to mediate
endocytosis or phagocytosis. Isoform IIB2 does not trigger phagocytosis (310 aa)

HIST1H2AI histone cluster 1, H2ai (130 aa)

OR2T3 olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 3; Odorant receptor (Potential) (318 aa)

TYW1 tRNA-yW synthesizing protein 1 homolog (S. cerevisiae); Probable component of the wybutosine
biosynthesis pathway. Wybutosine is a hyper modified guanosine with a tricyclic base found at the 3'-
position adjacent to the anticodon of eukaryotic phenylalanine tRNA (By similarity) (732 aa)

CBWD3 COBW domain containing 3 (395 aa)

NOTCH2NL Notch homolog 2 (Drosophila) N-terminal like; May function in the Notch signaling pathway and regulate
neutrophil differentiation (236 aa)

PCDH11Y protocadherin 11 Y-linked; Potential calcium-dependent cell-adhesion protein (1048 aa)

OR2T5 olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 5; Odorant receptor (Potential) (315 aa)

FCGR3A Fc fragment of IgG, low affinity IIla, receptor (CD16a); Receptor for the Fc region of immunoglobulins
gamma. Low affinity receptor. Binds complexed or aggregated IgG and also monomeric IgG. Contrary to
III-A, is not capable to mediate antibody-dependent cytotoxicity and phagocytosis. May serve as a trap for
immune complexes in the peripheral circulation which does not activate neutrophils (290 aa)

HIST2H4B histone cluster 2, H4b (103 aa)

HIST1H3H histone cluster 1, H3h; Variant histone H3 which replaces conventional H3 in a wide range of nucleosomes
in active genes. Constitutes the predominant form of histone H3 in non-dividing cells and is incorporated
into chromatin independently of DNA synthesis. Deposited at sites of nucleosomal displacement throughout
transcribed genes, suggesting that it represents an epigenetic imprint of transcriptionally active chromatin.
Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin, limiting DNA accessibility to the cellular machineries
which require DNA as a template. Histones thereby play a centr [...] (136 aa)

HIST2H4A histone cluster 2, H4a (103 aa)

HIST2H2BF histone cluster 2, H2bf; Core component of nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into
chromatin, limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones
thereby play a central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal
stability. DNA accessibility is regulated via a complex set of post-translational modifications of histones,
also called histone code, and nucleosome remodeling (By similarity) (126 aa)

SPANXN3 SPANX family, member N3 (141 aa)

RHOXF2 Rhox homeobox family, member 2 (288 aa)

RHOXF2B Rhox homeobox family, member 2B (288 aa)
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SFTPAT

surfactant protein A1; In presence of calcium ions, it binds to surfactant phospholipids and contributes to
lower the surface tension at the air-liquid interface inthe alveoli of the mammalian lung and is essential for
normal respiration (248 aa)

SFTPA2 surfactant protein A2; In presence of calcium ions, it binds to surfactant phospholipids and contributes to
lower the surface tension at the air-liquid interface inthe alveoli of the mammalian lung and is essential for
normal respiration (248 aa)

NXF2B nuclear RNA export factor 2B; Involved in the export of mRNA from the nucleus to the cytoplasm (626 aa)

NXF2 nuclear RNA export factor 2; Involved inthe export of mRNA from the nucleus to the cytoplasm (626 aa)

OXCT2 3-oxoacid CoA transferase 2; Key enzyme for ketone body catabolism. Transfers the CoA moiety from
succinate to acetoacetate. Formation of the enzyme-CoA intermediate proceeds via an unstable anhydride
species formed between the carboxylate groups of the enzyme and substrate (By similarity) (517 aa)

BMP 8B bone morphogenetic protein 8b; Induces cartilage and bone formation. May be the osteoinductive factor
responsible for the phenomenon of epithelial osteogenesis. Plays a role in calcium regulation and bone
homeostasis (Bv similaritv) (402 aa)

PCDH11X protocadherin 11 X-linked; Potential calcium-dependent cell-adhesion protein (1347 aa)

PABPC1L2B poly(A) binding protein, cytoplasmic 1-like 2B (200 aa)

OR8B2 olfactory receptor, family 8, subfamily B, member 2; Odorant receptor (Potential) (313 aa)

ZNF322B zinc finger protein 322B; May be involved in transcriptional regulation (By similarity) (402 aa)

HIATL2 hip pocam pus abundant transcript-like 2 (134 aa)

HIATL1 hip pocampus abundant transcript-like 1 (506 aa)

PRAMEF18 PRAME family member 18 (479 aa)

PRAMEF9 PRAME family member 9 (478 aa)

PRAME F22 PRAME family member 22 (481 aa)

SSX4B synovial sarcoma, X breakpoint 4B (188 aa)

SSX4 synovial sarcoma, X breakpoint 4; Could act as a modulator of transcription (188 aa)

CBWD5 COBW domain containing 5 (347 aa)

HIST1H2BL histone cluster 1, H2bl; Core component of nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into
chromatin, limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones
thereby play a central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal
stability. DNA accessibility is regulated via a complex set of post-translational modifications of histones,
also called histone code, and nucleosome remodeling (126 aa)

CBWD®6 COBW domain containing 6 (395 aa)

EAM27A family with sequence similarity 27, member A (67 aa)

PRR20B proline rich 20B (221 aa)

PRR20A proline rich 20A (221 aa)

CCL3L1 chemokine (C-C motif) ligand 3-like 1; Chemotactic for lymphocytes and monocytes. Is a ligand for CCR1,
CCR3 and CCRS5. Is an inhibitor of HIV-1-infection. The processed form LD 78-beta(3-70) shows a 20-fold to
30-fold higher chemotactic activity and is a very potent inhibitor of HIV-1- infection. LD78 -beta(3-70) is
also a ligand for CCR1, CCR3 and CCR5 (93 aa)

OR4AS5 olfactory receptor, family 4, subfamily A, member 5; Odorant receptor (Potential) (315 aa)

EAM106A family with sequence similarity 106, member A (169 aa)

PMS2L10 Postmeiotic segregationincreased 2-like protein 2 (Postmeiotic segregation increased 2-like protein
14 )(Postmeiotic segregation increased protein 4) (232 aa)

SMN1 survival of motor neuron 1, telomeric (294 aa)

GTF2H2C general transcription factor IIH, polypeptide 2C; Component of the core-TFIIH basal transcription factor
involved in nucleotide excision repair (NER) of DNA and, when complexed to CAK, in RNA transcription by
RNA polymerase II. The N-terminus interacts with and regulates XPD whereas an intact C- terminus is
required for a successful escape of RNAP II form the promoter (395 aa)

SMN2 survival of motor neuron 2, centromeric; The SMN complex plays an essential role in spliceosomal snRNP
assembly in the cytoplasm and is required for pre-mRNA splicing in the nucleus. It may also play a role in
the metabolism of SnoRNPs (294 aa)

EIF3CL eukaryotic translation initiation factor 3, subunit C-like; Component of the eukaryotic translation initiation
factor 3 (eIF-3) complex, which is required for several steps in the initiation of protein synthesis. The eIF-3
complex associates with the 40S ribosome and facilitates the recruitment of eIF-1, eIF-1A, eIF-2-GTP-
methionyl-tRNAi and eIF-5 to form the 43S preinitiation complex (43S PIC). The eIF-3 complex stimulates
mMRNA recruitment to the 43S PIC and scanning of the mRNA for AUG recognition. The eIF-3 complex is
also required for disassembly and recycling of posttermination ri [...] (914 aa)

CRLF2 cytokine receptor-like factor 2; Receptor for thymic stromal lymphopoietin (TSLP). Forms a functional
complex with TSLP and IL7R which is capable of stimulating cell proliferation through activation of STAT3
and STATS. Also activates JAK2 (By similarity). Implicated in the development of the hematopoietic system
(256 aa)

DEFA1 defensin, alpha 1; Defensin 1 and defensin 2 have antibacterial, fungicide and antiviral activities. Has
antimicrobial activity against Gram- negative and Gram-positive bacteria. Defensins are thought to kill
microbes by permeabilizing their plasma membrane (94 aa)

DEFA1B defensin, alpha 1B; Defensin 1 and defensin 2 have antibacterial, fungicide and antiviral activities. Has
antimicrobial activity against Gram- negative and Gram-positive bacteria. Defensins are thought to kill
microbes by permeabilizing their plasma membrane (94 aa)

ZFP62 zinc finger protein 62 homolog (mouse); May play a role in differentiating skeletal muscle (By similarity)
(840 aa)

PTPRN2 protein tyrosine phosphatase, receptor type, N polypeptide 2; Implicated indevelopment of nervous
system and pancreatic endocrine cells (1015 aa)

KRTAP2-1 keratin associated protein 2-1; In the hair cortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated proteins (KRTAP), which are essential for the
formation of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with
abundant cysteine residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-
tvrneine keratine (128 aa)

ASH1L ashl (absent, small, or homeotic)-like (Drosophila); Histone methyltransferase. Probably methylates 'Lys-4'

of histone H3, a specific tag for epigenetic transcriptional activation (By similarity) (2964 aa)
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KRTAP4-12

keratin associated protein 4-12; In the hair cortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated proteins (KRTAP), which are essential for the
formation of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with
abundant cysteine residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-
tvrosine keratins (201 aa)

PMS2L5 postmeiotic segregation increased 2-like 5 (159 aa)

ZNF286A zinc finger protein 286A; May be involved in transcriptional regulation (521 aa)

ZNF765 zinc finger protein 765; May be involved in transcriptional regulation (By similarity) (523 aa)

C6orf103 Calpain-7-like protein ; Not known. Probably catalytically inactive (1667 aa)

ENSG00000236 [Putative uncharacterized protein ENSP0O0000381209 Fragment (230 aa)

761

RGPD1 RANBP2-like and GRIP domain containing 1; E3 SUMO-protein ligase which facilitates SUMO1 and SUMO 2
conjugation by UBE2I. Involved in transport factor (Ran-GTP, karyopherin)-mediated protein import via the
F-G repeat-containing domain which acts as a docking site for substrates. Could also have isomerase or
chaperone activity and may bind RNA or DNA. Component of the nuclear export pathway. Specific docking
site for the nuclear export factor exportin-1 (1756 aa)

MLLT4 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila); translocated to, 4; Belongs
to an adhesion system, probably together with the E-cadherin-catenin system, which plays a role in the
organization of homotypic, interneuronal and heterotypic cell-cell adherens junctions (AJs). Nectin- and
actin-filament-binding protein that connects nectin to the actin cytoskeleton (1834 aa)

KIR2DL2 killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, short cytoplasmic tail, 1; Receptor on natural killer
(NK) cells for HLA Bw4 allele. Inhibits the activity of NK cells thus preventing cell lysis (455 aa)

EAM72D family with sequence similarity 72, member D (149 aa)

ANKRD30BL non-protein coding RNA 164 (258 aa)

POTEG POTE ankyrin domain family, member G (508 aa)

LGALS9B lectin, galactoside-binding, soluble, 9B; Binds galactosides. Has high affinity for the Forssman
pentasaccharide. May play a role in thymocyte-epithelial interactions relevant to the biology of the thymus.
Inhibits cell proliferation. It is a ligand for HAVCR2/TIM3. Induces T-helper type 1 lymphocyte (Th1l) death.
Isoform Short acts as an eosinophil chemoattractant (355 aa)

PRR20D proline rich 20D (221 aa)

DEFB 130 defensin, beta 130; Has antibacterial activity (Potential) (79 aa)

TEX 101 testis expressed 101; May play a role in signal transduction and promote protein tyrosine phosphorylation
(By similarity) (267 aa)

STAG3L2 stromal antigen 3-like 2; Meiosis specific component of cohesin complex. The cohesin complex is required
for the cohesion of sister chromatids after D NA replication. The cohesin complex apparently forms a large
proteinaceous ring within which sister chromatids can be trapped. At anaphase, the complex is cleaved and
dissociates from chromatin, allowing sister chromatids to segregate. The meiosis- specific cohesin complex
probably replaces mitosis specific cohesin complex when it dissociates from chromatin during prophase I
(By similarity) (134 aa)

LOC643854 CTAGE family, member 9; Tumor-associated antigen (777 aa)

EAMBBA family with sequence similarity 86, member A (330 aa)

ZNF761 zinc finger protein 761; May be involved in transcriptional regulation (By similarity) (746 aa)

CSAG2 CSAG family, member 2 (127 aa)

UBTFL2 HCG1799097Putative uncharacterized protein ENSP00000403967 ; (393 aa)

PRR20E proline rich 20E (221 aa)

LIMS3 LIM and senescent cell antigen-like domains 3; Effector of integrin and growth factor signaling, coupling
surface receptors to downstream signaling molecules involved in the regulation of cell survival, cell
proliferation and cell differentiation. Focal adhesion protein part of the complex ILK-PINCH. This complex is
considered to be one of the convergence points of integrin- and growth factor-signaling pathway (117 aa)

SEPT7P2 septin 13 (285 aa)

GTF2H2B general transcription factor IIH, polypeptide 2B; Component of the core-TFIIH basal transcription factor
involved in nucleotide excision repair (NER) of DNA and, when complexed to CAK, in RNA transcription by
RNA polymerase II. The N-terminus interacts with and regulates XPD whereas an intact C- terminus is
required for a successful escape of RNAP II form the promoter (395 aa)

FAMB6B1 family with sequence similarity 86, member B1 (296 aa)

ENSG00000176
476

coiled-coil domain containing 101 pseudogene (LOC388242), non-coding RNA; Involved in transcriptional
regulation, probably through association with histone acetyltransferase (HAT) complexes like the TFTC-HAT
or STAGA complexes. May be involved in c-Myc-mediated oncogenic transformation (By similarity).
Component of the ATAC complex, a complex with histone acetyltransferase activity on histones H3 and H4
(168 aa)

OR2J3 olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 3 (311 aa)

SPAG11B sperm associated antigen 11B (133 aa)

TRIM64 tripartite motif-containing 64 (455 aa)

TCEB3CL transcription elongation factor B polypeptide 3C-like; SIII, also known as elongin, is a general transcription
elongation factor that increases the RNA polymerase II transcription elongation past template-encoded
arresting sites. Subunit A3 is transcriptionally active but its transcription activity is not enhanced by binding
to the dimeric complex of the SIII regulatory subunits B and C (elongin BC complex) (By similarity)

(546 aa)

CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta, convertase); Caspase inhibitor. Acts as
a regulator of procaspase- 1/CASP1 activation implicated in the regulation of the proteolytic maturation of
pro-interleukin-1 beta (IL1B) and its release during inflammation. Inhibits the release of IL1B in response
to LPS in monocytes. Also induces NF-kappa-B activation during the pro- inflammatory cytokine response.
Also able to inhibit CASP1 - mediated neuronal cell death, TNF-alpha, hypoxia-, UV-, and staurosporine-
mediated cell death but not ER stress-mediated cell death. A [...] (404 aa)

PRR20C proline rich 20C (221 aa)

MST1P9 macrophage stimulating 1 (hepatocyte growth factor-like) pseudogene 9; Probably has no proteolytic
activity, since crucial characteristic of serine proteases catalytic sites are not conserved (By similarity)

(715 aa)
FAM41C Putative protein FAM41C (46 aa)
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CTAGE4 CTAGE family, member 4; Tumor-associated antigen (777 aa)

FCGR2C Fc fragment of IgG, low affinity IIc, receptor for (CD32); Receptor for the Fc region of complexed or
aggregated immunoglobulins gamma. Low affinity receptor. Involved in a variety of effector and regulatory
functions such as phagocytosis of immune complexes and modulation of antibody production by B- cells.
Binding to this receptor results in down-modulation of previous state of cell activation triggered via antigen
receptors on B-cells (BCR), T-cells (TCR) or via another Fc receptor. Isoform IIB1 fails to mediate
endocytosis or phagocytosis. Isoform IIB2 does not trigger phagocytosis (181 aa)

PRB1 proline-rich protein BstNI subfamily 1 (330 aa)
(Homo sapiens)

String-db.org

108



Interacciones conocidas de los genes activados por resveratrol a las 48 horas.

Name Known interaction

FAM65C family with sequence similarity 65, member C (946 aa)

ASAH2B N-acylsphingosine amidohydrolase (non-lysosomal ceramidase) 2B; Hydrolyzes the sphingolipid ceramide into
sphingosine and free fatty acid atan optimal pH of 6.5-8.5. Acts as a key regulator of sphingolipid signaling
metabolites by generating sphingosine atthe cell surface. Acts as a repressor of apoptosis both by reducing C16-
ceramide, thereby preventing ceramide-induced apoptosis, and generating sphingosine, a precursor of the
antiapoptotic factor sphingosine 1-phosphate. Probably involved in the digestion of dietary sphingolipids in intestine
by acting as a key enzyme for the catab [...] (165 aa)

CEACAMG6 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 (non-specific cross reacting antigen) (344 aa)

ADH1A alcohol dehydrogenase 1C (class |),gamma polypeptide (375 aa)

DDTL D-dopachrome tautomerase-like; May have lyase activity (Potential) (134 aa)

DDT D-dopachrome tautomerase; Tautomerization of D-dopachrome with decarboxylation to give 5,6-dihydroxyindole
(DHI) (118 aa)

GSTT2 glutathione S-transferase theta 2; Conjugation ofreduced glutathione to a wide numberofexogenous and
endogenous hydrophobic electrophiles. Has a sulfatase activity (244 aa)

LHB luteinizing hormone beta polypeptide; Promotes spermatogenesis and ovulation by stimulating the testes and
ovaries to synthesize steroids (141 aa)

CEACAM4 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 4 (244 aa)

AIMP2 aminoacyl tRNA synthetase complex-interacting multifunctional protein 2; Required for assembly and stability of the
aminoacyl tRNA synthetase complex. Mediates ubiquitination and degradationof FUBP 1, a transcriptional activator
of MYC, leading to MYC down- regulation which is required for aveolar type Il cell differentiation. Blocks MDM2-
mediated ubiquitination and degradation of TP53/p53. Functions as a proapoptotic factor (320 aa)

CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3; Chemotactic for lymphocytes and monocytes. Is a ligand for CCR1, CCR3 and
CCRS5. Is an inhibitorof HIV-1-infection. The processed form LD78-beta(3-70) shows a 20-fold to 30-fold higher
chemotactic activity and is a very potent inhibitor of HIV-1- infection. LD78-beta(3-70) is also aligand for CCR1,
CCR3 and CCR5 (92 aa)

FAM18B2 family with sequence similarity 18, member B2 (276 aa)

HSPAS8 heat shock 70kDa protein 8; Chaperone. Isoform 2 may function as an endogenous inhibitory regulator of HSC70 by
competing the co-chaperones (646 aa)

CcCDCs86 coiled-coil domain containing 86 (360 aa)

NANOG Nanog homeobox; Transcription regulator involved in inner cell mass and embryonic stem (ES) cells proliferation
and self-renewal. Imposes pluripotency on ES cells and prevents their differentiation towards extraembryonic
endoderm and trophectoderm lineages. Blocks bone morphogenetic protein-induced mesoderm differentiation of ES
cells by physically interacting with SMAD 1 and interfering with the recruitment of coactivators to the active SMAD
transcriptional complexes (By similarity). Acts as atranscriptional activator or repressor (By similarity). Binds
optimally to the DNA consensus [...] (305 aa)

KATNAL2 katanin p60 subunit A-like 2; Severs microtubules in vitroin an ATP-dependentmanner. This activity may promote
rapid reorganization of cellular microtubule arrays (By similarity) (466 aa)

FAM182A family with sequence similarity 182, member A (154 aa)

HTN1 histatin 1; Histatins are salivary proteins that are considered to be major precursors of the protective proteinaceous
structure on tooth surfaces (enamel peliicle). In addition, histatins exhibitantibacterial and antifungal activities
(57 aa)

OR1E2 offactory receptor, family 1, subfamily E, member 2; Odorant receptor (Potential) (323 aa)

CcD68 CD68 molecule; Could play arole in phagocytic activities of tissue macrophages, both in intracellular lysosomal
metabolism and extracellular cell-cell and cell-pathogen interactions. Binds to tissue- and organ-specific lectins or
selectins, allowing homing of macrophage subsets to particular sites. Rapid recirculation of CD68 from endosomes
and lysosomes to the plasma membrane may allow macrophages to crawl over selectin-bearing substrates orother
cels (354 aa)

MPDU1 mannose-P-dolichol utilization defect 1; Not known. May be involved in the synthesis of the sugar donor DolP-Man
which is requiredin the synthesis of N-linked and O -linked oligosaccharides and for that of G Pl anc hors (By
similarity) (247 aa)

CClL4 chemokine (C-C motif) ligand 4; Monokine with inflammatory and chemokinetic properties. Binds to CCR5. One of
the major HIV-suppres sive factors produced by CD8+ T-cells. Recombinant MIP-1-betainduces a dose-dependent
inhibition of differentstrains of HIV-1, HIV-2, and simian immunodeficiency virus (SIV). The processed form MIP-1-
beta(3-69) retains the abilities to induce down-modulation of surface expression of the chemokine receptor CCR5
and to inhibit the CCR5- mediated entry of HIV-1 in T-cells. MIP-1-beta(3-69) is also a ligand for CCR1 and CCR2
isoform B (92 aa)

GIlYD2 GIlY-YIG domain containing 2 (275 aa)

LILRA1 leukocyte immunoglobulindike receptor, subfamily A (with TM domain), member 1; May actas receptorfor class |
MHC antigens (489 aa)

LILRA3 leukocyte immunoglobulindike receptor, subfamily A (without TM domain), member 3; May actas soluble receptor
for class | MHC antigens (439 aa)

HBA2 hemoglobin, alpha 2; Involved in oxygen transport from the lung to the various peripheral tissues (By similarity)
(142 aa)

GALNTS8 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine-polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 8 (GalNAc-T8); Probably
catalyzes theintial reaction in O-linked oligosaccharide biosynthesis, the transfer of an N-acetylD- galactosamine
residue to aserine or threonine residue on the protein receptor (By similarity) (637 aa)

OR11H1 offactory receptor, family 11, subfamily H, member 1; Odorant receptor (Potential) (326 aa)

FAM22F family with sequence similarity 22, member F (756 aa)

FAM153A family with sequence similarity 153, member B (387 aa)

PCDH A6 protocadherin alpha subfamily C, 1; Potential calcium-dependent cell-adhesion protein. May be involved inthe
establishmentand maintenance of specific neuronal connections inthe brain (963 aa)

KRTAP9-8 keratin associated protein 9-8; In the hair cortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (159 aa)

HSD17B7 hydroxysteroid (17 -beta) dehydrogenase 7; Responsble for the reduction of the keto group on the C-3 of sterols
(341aa)

ADAM?20 ADAM metallopeptidase domain 20; May be involved in sperm maturation and/or fertiization (776 aa)
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NOTCH2 Notch homolog 2 (Drosophila); Functions as a receptorfor membrane-bound ligands Jagged1, Jagged2 and Delta1
to regulate cell-fate determination. Upon ligand activation through the released notch intracellular domain (NICD) it
forms atranscriptional activator complex with RBP-J kappa and activates genes of the enhancer of split locus.
Affects the implementation of differentiation, proliferation and apoptotic programs (By similarity) (2471 aa)

GNS glucosamine (N-acetyl)-6-sulfatase (552 aa)

ANKRD36 ankyrin repeatdomain 36B (1353 aa)

CBWD2 COBW domain containing 2 (395 aa)

CFC1 cripto, FRL-1, cryptic family 1; Involved in the correct establishment of the left-right axis. May play a role in
mesoderm and/orneural patterning during gastrulation (223 aa)

OR13C9 olfactory receptor, family 13, subfamily C, member 9; Odorant receptor (Potential) (318 aa)

OR1L4 olfactory receptor, family 1, subfamily L, member 4; Odorantreceptor (Potential) (311 aa)

CCBL2 cysteine conjugate-beta lyase 2; Catalyzes the irreversible transamination of the L- tryptophan metabolite L-
kynurenine to form kynurenic acid (KA). May catalyze the beta-elimination of S-conjugates and Se- conjugates of L-
(seleno)cysteine, resulting in the cleavage of the C-S or C-Se bond (By similarity) (454 aa)

MLL3 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 3; Histone methyltransferase. Methylates 'Lys-4' of histone H3. H3 'Lys]
4'methylation represents a specific tag for epigenetic transcriptional activation. Central component of the
MLL2/MLL3 complex, a coactivator complex of nuclear receptors, involved in transcriptional coactivation. MLL3 may
be a catalytic subunit of this complex. May be involved in leukemogenesis and developmental disorder (4911 aa)

FAM86B2 family with sequence similarity 86, member B2 (330 aa)

METTL2B methyltransferase like 2B; Probable methyltransferase (By similarity) (378 aa)

CHCHD3 coile d-coil-helix-c oiled-coil-helix domain containing 3 (227 aa)

CABIN1 calcineurin binding protein 1; May be required for replication-independent chromatin assembly. May serve as a
negative regulatorof T-cell receptor (TCR) signaling via inhibition of calcineurin. Inhibition of activated calcineurinis
dependentonboth PKC and calcium signals (2220 aa)

N OX4 NADPH oxidase 4; Constitutive NADP H oxidase which generates superoxide intracellularly upon formation of a
complex with CYBA/p22phox. Regulates signaling cascades probably through phosphatases inhibition. May function
as an oxygen sensor regulating the KCNK3/TASK-1 potassium channel and HIF1A activity. May regulate insulin
signaling cascade. May play arole in apoptosis, bone resorption and lipolysaccharide-mediated activation of NFKB.
May produce superoxide inthe nucleus and play a role in regulating gene expression upon cell stimulation. Isoform
3 is notfunctional. Isoform 4 displa [...] (578 aa)

AREG amp hiregulin; Bifunctional growth-modulating glycoprotein. Inhibits growth of several human carcinoma cells in

- culture and stimulates proliferation of human fibroblasts and certain other tumor cells (252 aa)

GPN1 GPN-loop GTPase 1;Forms an interface between the RNA polymerase Il enzyme and chaperone/scaffolding
protein, suggesting that itis required to connect RNA polymerase |l to regulators of protein complex formation. May
beinvolved in nuclear localization of XPA (388 aa)

ALG10 asparagine-linked glycosylation 10, alpha-1,2-glucosyltransferase homolog (S. pombe);, Putative alpha-1,2-
glucosyltransferase, which adds the third glucose residue to the lipid-linked oligosaccharide precursorfor N-link ed
glycosylation. Transfers glucose from dolichyl phos phate glucose (Dol-P-Glc) onto the lipid-linked oligosaccharide
Glc(2)Man(9)GIcNAc(2)-PP-Dol. When coupled to KCNH2 may reduce KCNH2 sensitivity to classic proarrhythmic
drug blockade, possibly by mediating glycosylation of KCNH2 (473 aa)

ADAM21 ADAM metallopeptidase domain 21 pseudogene 1; May be involved in sperm maturation and/or fertilization. May
also beinvolved in epithelia functions ass ociated with establishing and maintaining gradients of ions or nutrients
(722 aa)

FGF7 fibroblast growth factor 7 (keratinocyte growth factor); Growth factor active on keratinocytes. P ossible major
paracrine effector of normal epithelial cell proliferation (194 aa)

ARHGDIA Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha; Regulates the GDP/GTP exchange reaction of the Rho proteins by
inhibiting the dissociation of GDP from them, and the subsequentbinding of GTP to them (By similarity) (204 aa)

N ATS8 N-acetyltransferase 8B (GCN5-related, putative, gene/pseudogene); Plays a role in regulation of gastrulation
(227 aa)

AMMECR1L |AMME chromosomalregion gene 1-like (310 aa)

GTF2H2 general transcription factor|IH, polypeptide 2, 44kDa; Component of the core-TFIIH basal transcription factor
involved in nucleotide excision repair NER) of DNA and, when complexed to CAK, in RNA transcription by RNA
polymerase Il. The N-terminus interacts with and regulates XPD whereas an intact C- terminus is required for a
successful escape of RNAP Il form the promoter (395 aa)

NLGN4X neuroligin 4, X-linked; P utative neuronal cell surface protein involved in cell- cell-interactions (816 aa)

FBXO25 F-box protein 25; Substrate-recognition componentofthe SCF (SKP 1-CUL 1-F- box protein)type E3 ubiquitin ligase
complex (367 aa)

NACC?2 NACC famiy member 2, BEN and BTB (POZ) domain containing (587 aa)

CFC1B cripto, FRL-1, cryptic family 1B; Involved in the correct establishmentofthe left-right axis. May play arole in
mesoderm and/orneural patterning during gastrulation (223 aa)

CDH12 cadherin 12, type 2 (N-cadherin 2); Cadherins are calcium dependentcell adhesion proteins. They preferentially
interact with themselves in a homophilic mannerin connecting cells; cadherins may thus contribute to the sorting of
heterogeneous cell types (794 aa)

FLJ36492 coiled-coil domain containing 144B (724 aa)

GSTT2B glutathione S-transferase theta 2B (gene/pseudogene); Conjugation of reduced glutathione to a wide number of

- exogenous and endogenous hydrophobic electrophiles. Has a sulfatase activity (244 aa)

OR3A3 offactory receptor, family 3, subfamily A, member 3; Odorantreceptor (Potential) (321 aa)

KIR3DL3 killer cellimmunoglobulin-like receptor, three domains, long cytoplasmic tail, 3; Receptoron natural killer cells. May
inhibit the activity of NK cells thus preventing cell lysis (410 aa)

MED27 mediator complex subunit 27; Componentofthe Mediator complex, a coactivator involved in the regulated

transcription of nearly all RNA polymerase |I-dependent genes. Mediator functions as a bridge to convey information
from gene-specific regulatory proteins to the basal RNA polymerase |l transcription machinery. Mediator is recruited
to promoters by directinteractions with regulatory proteins and serves as a scaffold for the assembly of a functional
preinitiation complex with RNA polymerase Il and the general transcription factors (311 aa)
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CCR2 chemokine (C-C motif) receptor 2; Receptor for the MCP-1, MCP-3 and MCP-4 chemokines. Transduces a signal by
increasing the intracellular calcium ions level. Alternative coreceptor with CD4 for HIV-1 infection (374 aa)

EIF4A1 eukaryotic translation initiation factor4A, isoform 1; ATP-dependent RNA helicase whichis a subunitofthe elF4F
complex involved in cap recognition and is required for mRNA binding to ribosome. Inthe current model of
translation initiation, eIF4A unwinds RNA secondary structures in the 5'-UTR of mRNA's which is necessary to allow
efficientbinding of the small ribosomal subunit, and subsequent scanning for the initiator codon (406 aa)

FCGR 3B Fc fragmentoflgG, low affinity Illb, receptor (CD16b); Receptor for the Fc region ofimmunoglobulins gamma. Low
affinity receptor. Binds complexed or aggregated IgG and also monomeric IgG. Contrary to IlI-A, is notcapable to
mediate antibody-dependent cytotoxicity and phagocytosis. May serve as a trap for immune complexes in the
peripheral circulation which does not activate neutrophils (233 aa)

FLJ25701 coiled-coil domain containing 127 (260 aa)

BTN2A3 butyrophilin, subfamily 2, member A3 (586 aa)

EABP5 fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated); High s pecificity for fatty acids. Highest affinity for C18 chain
length. Decreasing the chain length or introducing double bonds reduces the affinity. May be involved in
keratinocyte differentiation (135 aa)

PDIA3 protein disulfide is omerase famiy A, member 3 (505 aa)

MFSD 3 major facilitator superfamily domain containing 3 (412 aa)

OR8J3 olfactory receptor, family 8, subfamily J, member 3; Odorant receptor (Potential) (315 aa)

KCTD5 potassium channel tetramerisation domain containing 5; Its interaction with CUL3 suggests that itmay act as a
substrate adapter insome E3 ligase complex. Does not affect the function of Kv channel Kv2.1/KCNB1,
Kv1.2/KCNA2,Kv4.2/KCND2 and Kv3.4/KCNC4 (234 aa)

OR52K1 offactory receptor, family 52, subfamily K, member 1; Odorant receptor (Potential) (314 aa)

OR4K15 offactory receptor, family 4, subfamily K, member 15; Odorant receptor (Potential) (348 aa)

OR8U1 olfactory receptor, family 8, subfamily U, member9; Odorant receptor (Potential) (309 aa)

OR2AT4 olfactory receptor, family 2, subfamily AT, member 4; Odorantreceptor (Potential) (320 aa)

OR1S2 offactory receptor, family 1, subfamily S, member 2; Odorantreceptor (Potential) (325 aa)

EAM18B1 family with sequence similarity 18, member B (205 aa)

OR2A20P offactory receptor, family 2, subfamily A, member 20 pseudogene (194 aa)

OTUD7A OTU domain containing 7A; Has deubiquitinating activity that is directed towards 'Lys-48' or 'Lys-63"-linked
polyubiquitin chains. Hydrolyzes both linear and branched forms of polyubiquitin (By similarity) (926 aa)

GRM5 glutamate receptor, metabotropic 5; Receptor for glutamate. The activity of this receptor is mediated by a G-protein
that activates a phosphatidylinositol-calcium second messenger system and generates a calcium-activated chloride
cument (1212 aa)

BOLA2B bolA homolog 2B (E. coli) (152 aa)

MST1 macrophage stimulating 1 (hepatocyte growth factor-like); Probably has no proteolytic activity, since crucial
characteristic of serine proteases catalytic sites are not conserved (725 aa)

MRPLA45 mitochondrial ribosomal protein L45 (306 aa)

OR9G1 olfactory receptor, family 9, subfamily G, member 9; Odorantreceptor (Potential) (305 aa)

CA5A carbonic anhydrase VA, mitochondrial; Reversible hydration of carbon dioxide (305 aa)

ALG10B asparagine-linked glycosylation 10, alpha-1,2-glucosyltransferase homolog B (yeast); Putative alpha-1,2-
glucosyltransferase, which adds the third glucose residue to the lipid-linked oligosaccharide precursorfor N-link ed
glycosylation. Transfers glucose from dolichyl phos phate glucose (DokP-Glc) onto the lipid-linked oligosaccharide
Glc(2)Man(9)GIlcNAc(2)-PP-Dol. When coupled to KCNH2 may reduce KCNH2 sensitivity to classic proarthythmic
drug blockade, possibly by mediating glycosylation of KCNH2 (473 aa)

CHMP2A chromatin modifying protein 2A; Probable core component of the endosomal sorting required for transport complex
Il (ESCRT-Ill)which is involved in multivesicular bodies (MV Bs) formation and sorting of endosomal cargo proteins
into MVBs. MVBs contain intraluminal vesicles (ILVs) that are generated by invagination and scission from the
limiting membrane of the endosome and mostly are delivered to lysosomes enabling degradation of membrane
proteins, such as stimulated growth factor receptors, lysosomal enzymes and lipids. The MV B pathway appears to
require the sequential function of ESC [...] (222 aa)

OR7D4 olfactory receptor, family 7, subfamily D, member4; Odorant receptor. Selectively activated by androstenone and
the related odorous steroid androstadienone (312 aa)

CYP4A11 cytochrome P450, family 4, subfamily A, polypeptide 11; Catalyzes the omega- and (omega-1)-hydroxylation of
various fatty acids such as laurate and palmitate. Shows no activity towards arachidonic acid and prostaglandin A1.
Lacks functional activity in the kidney and does not contribute to renal 20-hydroxyeicosatetraenoic acid (20-HETE)
biosynthesis (519 aa)

OR1S1 offactory receptor, family 1, subfamily S, member 1; Odorantreceptor (Potential) (325 aa)

BTN2A1 butyrophilin, subfamily 2, member A1 (527 aa)

OR5M3 olfactory receptor, family 5, subfamily M, member 3; O dorantreceptor (Potential) (307 aa)

ADRBK1 adrenergic, beta, receptor kinase 1; Specifically phosphorylates the agonist-occupied form of the beta-adrenergic
and closely related receptors, probably inducing a desensitization of them (689 aa)

OR1E1 olfactory receptor, family 1, subfamily E, member 1; Odorantreceptor (Potential) (314 aa)

OR3A1 olfactory receptor, family 3, subfamily A, member 1; Odorantreceptor (Potential) (315 aa)

DDX10 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 10; Putative ATP-dependent RNA helicase (875 aa)

CD163L1 CD163 molecule-like 1 (1453 aa)

LILRB1 leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B (with TM and ITIM domains), member 1; Receptorfor class |
MHC antigens. Recognizes a broad spectrum of HLA-A, HLA-B, HLA-C and HLA-G alleles. Receptor for
H301/UL18,a human cytomegalovirus class I MHC homolog. Ligand binding results in inhibitory signals and down-
regulation of the immune response. Engagementof LILRB1 presenton natural killer cells or T-cells by class | MHC
molecules protects the target cells from lysis. Interaction with HLA-B or HLA-E leads to inhibition of the signal
triggered by FCER1A and inhibits serotonin rel [...] (652 aa)

OR9A2 olfactory receptor, family 9, subfamily A, member 2; Odorantreceptor (Potential) (310 aa)

OR7A5 olfactory receptor, family 7, subfamily A, member 5; Odorantreceptor (Potential) (319 aa)

OR13D1 olfactory receptor, family 13, subfamily D, member 1; Odorant receptor (Potential) (346 aa)

OR13C2 olfactory receptor, family 13, subfamily C, member 2; Odorant receptor (Potential) (318 aa)

MRFAP1L1 Morf4 family associated protein 1-like 1 (127 aa)

FAM156A family with sequence similarity 156, member B (213 aa)
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F AM46A family with sequence similarity 46, member A (442 aa)

FAM27L Protein FAM27L (92 aa)

OR52K2 olfactory receptor, family 52, subfamily K, member 2; Odorant receptor (Potential) (314 aa)

OR4N2 offactory receptor, family 4, subfamily N, member3 pseudogene; Odorant receptor (P otential) (307 aa)

OR4M1 offactory receptor, family 4, subfamily M, member 1; Odorantreceptor (Potential) (313 aa)

GPR89A G protein-coupled receptor 89A; May be involved in the NF-kappa-B and MAPK signaling pathways (455 aa)

OR4D11 olfactory receptor, family 4, subfamily D, member11; Odorant receptor (Potential) (311 aa)

EPN2 epsin 2; Plays arole inthe formation of clathrin-coated invaginations and endocytosis (641 aa)

DEFB104A defensin, beta 104A (72 aa)

DEFB103A defensin, beta 103B (67 aa)

OR56A1 offactory receptor, family 56, s ubfamily A, member 1; Odorant receptor (Potential) (318 aa)

HIST1H2AC |histone cluster 1, H2ac; Core componentofnucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex set of post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (130 aa)

HIST1H2BC |histone cluster 1, H2bc; Core componentofnucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex setof post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (By similarity) (126 aa)

DEFB104B defensin, beta 104B; Has antimicrobial activity. Synergistic effects with lysozyme and DEFB103 (72 aa)

HBA1 hemoglobin, alpha 1; Involved in oxygen transport from the lungto the various peripheral tissues (By similarity)
(142 aa)

OR5AK?2 Olfactory receptor 5AK2 ; Odorant receptor (Potential) (309 aa)

OR5M8 offactory receptor, family 5, subfamily M, member 8; O dorantreceptor (Potential) (311 aa)

ORS8H1 olfactory receptor, family 8, subfamily H, member 1; Odorant receptor (Potential) (311 aa)

OR5T1 olfactory receptor, family 5, subfamily T, member 1; Odorant receptor (Potential) (326 aa)

ORS8H3 offactory receptor, family 8, subfamily H, member3; Odorant receptor (Potential) (312 aa)

OR8H2 offactory receptor, family 8, subfamily H, member2; Odorant receptor (Potential) (312 aa)

OR2T35 offactory receptor, family 2, subfamily T, member 35; Odorantreceptor (Potential) (323 aa)

OR2M7 olfactory receptor, family 2, subfamily M, member 7; O dorantreceptor (Potential) (312 aa)

DEFB103B defensin, beta 103A; Exhibits antimicrobial activity against Gram-positive bacteria S.aureus and S.pyogenes, Gram-
negative bacteria P.aeruginosa and E.coli and the yeast C.albicans. Kills multiresistant S.aureus and vancomycin-
resistent E.faecium. No significant hemolytic activity was observed (67 aa)

CYP2B6 cytochrome P450, family 2, subfamily B, polypeptide 6; Cytochromes P450 are a group of heme-thiolate
monooxygenases. Inliver microsomes, this enzyme is involved in an NADPH-dependent electron transport
pathway. It oxidizes a variety of structurally unrelated compounds, including steroids, fatty acids, and xenobiotics
(491 aa)

OR4A15 olfactory receptor, family 4, subfamily A, member 15; Odorant receptor (Potential) (344 aa)

OR10G4 olfactory receptor, family 10, subfamily G, member 8; O dorant receptor (Potential) (311 aa)

LASP1 LIM and SH3 protein 1; Plays an important role in the regulation of dynamic actin-based, cytoskeletal activities.
Agonist-dependent changes in LASP1 phosphorylation may also serve to regulate actin-associated ion transport
activities, not only in the parietal cell butalso in certain other F-actin-rich secretory epithelial cell types (By similarity),
(261aa)

KIR3D L2 killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long cytoplasmic tail, 2; Receptoron natural killer (NK) cells
for HLA-A alleles. Inhibits the activity of NK cells thus preventing cell lysis (455 aa)

DHRS4 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 4; Reduces all-trans-retinal and 9-cis retinal. Can also catalyze the
oxidation of alktrans-retinol with NADP as co- factor, but with much lowerefficiency. Reduces alkyl phenyl ketones
and alpha-dicarbonyl compounds with aromatic rings, such as pyrimidine 4 -aldehyde, 3-benzoylpyridine, 4-
benzoylpyridine, menadione and 4-hexanoylpyridine. Has no activity towards aliphatic aldehydes and ketones (By
similarity) (278 aa)

MYNN myoneurin (610 aa)

OR1D4 offactory receptor, family 1, subfamily D, member4; Odorant receptor (Potential) (330 aa)

OR1D2 olfactory receptor, family 1, subfamily D, member2; Odorant receptor (Potential) (312 aa)

CCDC144NL |coiled-coil domain containing 144 family, N-terminal like (221 aa)

DEFA3 defensin, alpha 3, neutrophil-specific; Defensin 1 and defensin 2 have antibacterial, fungicide and antiviral activities .
Has antimicrobial activity against Gram- negative and Gram-positive bacteria. Defensins are thoughtto kill microbes
by permeabilizing their plasma membrane (94 aa)

KRTAP4-8 keratin associated protein 4-8; In the hair cortex, hair keratin intermediate flaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-ass ociated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (185 aa)

HIST1H2AJ |histone cluster 1, H2aj; Core component of nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex setof post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (128 aa)

OR52ES8 olfactory receptor, family 52, subfamily E, member 8; Odorant receptor (Potential) (317 aa)

GIYD1 GIY-YIG domain containing 1; Catalytic subunit of the SLX1-SLX4 structure-specific endonuclease that resolves
DNA secondary structures generated during DNA repair and recombination. Has endonuclease activity towards
branched DNA substrates, introducing single-strand cuts in duplex DNA close to junctions with ss-DNA.Has a
preference for 5-flap structures, and promotes symmetrical cleavage of static and migrating Holliday junctions
(HJs). Resolves HJs by generating two pairs of ligatable, nicked duplex products (275 aa)

OR4C46 olfactory receptor, family 4, subfamily C, member46; Odorant receptor (Potential) (309 aa)

OR4M2 olfactory receptor, family 4, subfamily M, member 2; O dorantreceptor (Potential) (313 aa)

CcD300C CD300c molecule (224 aa)

OR10G7 olfactory receptor, family 10, subfamily G, member 7; O dorant receptor (Potential) (311 aa)
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LGALS9C lectin, galactoside-binding, soluble, 9C; Binds galactosides. Has high affinity forthe Forssman pentasaccharide.
May play a role in thymocyte-epithelial interactions relevantto the biology of the thymus. Inhibits cell proliferation. It
is a ligand for HAVCR2/TIM3. Induces T-helper type 1 lymphocyte (Th1)death. Isoform Short acts as an eosinophil
chemoattractant (356 aa)

OR4Q3 offactory receptor, family 4, subfamily Q, member 3; Odorantreceptor (Potential) (313 aa)

HIST1H2AK |histone cluster 1, H2ak (130 aa)

OR52L1 offactory receptor, family 52, subfamily L, member 1; Odorant receptor (Potential) (329 aa)

AMY 1B amylase, alpha 1B (salivary) (511 aa)

OR2T34 olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 34; Odorant receptor (Potential) (318 aa)

BOLA2 bolA homolog 2 (E. coli) (152 aa)

CcD8B CD8b molecule; Identifies cytotoxic/suppressorT-cels thatinteract with MHC class | bearing targets. CD8 is
thoughtto play a rolein the process of T-cell mediated kiling (By similarity) (243 aa)

MBD3L5 Putative methyl-CpG-binding domain protein 3-like 5 (MBD3-lke 5) (208 aa)

OR2T29 olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 29; Odorant receptor (Potential) (315 aa)

OR10J3 olfactory receptor, family 10, subfamily J, member 3; Odorant receptor (Potential) (329 aa)

CTAG1A cancer/testis antigen 1A (180 aa)

OR5P3 olfactory receptor, family 5, subfamily P, member 3; Odorantreceptor (Potential). May be involved in taste
perception (311 aa)

OR4N5 olfactory receptor, family 4, subfamily N, member5; Odorant receptor (Potential) (308 aa)

DZIP1L DAZ interacting protein 1-like (767 aa)

HIST2H2AC |histone cluster 2, H2ac; Variant histone H2A which replaces conventional H2A in a subset of nucleosomes.
Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin, limiting DNA accessibility to the cellular machineries which
require DNA as a template. Histones thereby play a central role in transcription regulation, DNA repair, DNA
replication and chromosomal stability. DNA accessibility is regulated via a complex set of post-translational
modifications of histones, also called histone code, and nucleosome remodeling. Required for checkpoint-mediated
amrest of cell cycle progression inresponse [...] (129 aa)

OR4N4 olfactory receptor, family 4, subfamily N, member4; Odorant receptor (Potential) (316 aa)

CTAG1B cancer/testis antigen 1B (180 aa)

EIF3C eukaryotic translation inttiation factor 3, subunit C; Component of the eukaryotic translation initiation factor 3 (elF-3)
complex, which is required forseveral steps in the initiation of protein synthesis. The elF-3 complex associates with
the 40S ribosome and facilitates the recruitment of elF-1, elF-1A, elF-2-GTP-methionyl-tRNAi and elF-5 to form the
43S preinitiation complex (43S PIC). The elF-3 complex stimulates mMRNA recruitment to the 43S PIC and scanning
ofthe mRNA for AUG recognition. The elF-3 complex is also required for disassembly and recycling of
posttermination ribosom [...] (913 aa)

NSUNS5P2 NOP2/Sun domain family, member 5C; May have S-adenosylL-methionine-dependent methyl- transferase activity
(Potential) (315 aa)

HIST2H2AB |histone cluster 2, H2ab; Variant histone H2A which replaces conventional H2A in a subsetof nucleosomes.
Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin, limiting DNA accessibility to the cellular machineries which
require DNA as a template. Histones thereby play a central role in transcription regulation, DNA repair, DNA
replication and chromosomal stability. DNA accessibility is regulated viaa complex setof post-translational
modifications of histones, also called histone code, and nucleosome remodeling. Required for checkpoint-mediated
armrest of cell cycle progression inresponse [...] (130 aa)

ARPM1 Actin-related protein M1 (372 aa)

DEFB108B defensin, beta 108B; Has antibac terial activity (By similarity) (73 aa)

HIST2H3D histone cluster 2, H3d; Core component of nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex set of post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (136 aa)

CYP2F1 cytochrome P450, family 2, subfamily F, polypeptide 1; May be involved in the metabolism of various
pneumotoxicants including naphthalene. |s able to dealkylate ethoxycoumarin, propoxycoumarin, and
pentoxyresorufin but possesses no activity toward ethoxyresorufin and only trace dearylation activity toward
benzyloxyres orufin. Bioactivates 3- methylindole (3MI) by dehydrogenation to the putative electrophile 3-methylene-
indolenine (491 aa)

CYP4z1 cytochrome P450, family 4, subfamily Z, polypeptide 1 (505 aa)

DEFB105A [defensin, beta 105A (78 aa)

DEFB106B defensin, beta 106B; Has antibac terial activity (65 aa)

DEFB105B defensin, beta 105B; Has antibac terial activity (Potential) (78 aa)

DEFB106A defensin, beta 106A (65 aa)

KRTAP21-1 |keratin associated protein 21-1; Inthe haircortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-ass ociated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
ofa rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (79 aa)

KRTAP19-4 |keratin associated protein 194; Inthe haircortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-ass ociated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
ofa rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (84 aa)

OR1J2 olfactory receptor, family 1, subfamily J, member 2; Odorant receptor (Potential) (313 aa)

KRTAP19-2 |keratin associated protein 19-2; In the haircortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-ass ociated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
ofa rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (52 aa)

KIR2D L1 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 1; Receptor on natural killer (NK) cells
for HLA-C alleles (HLA-Cw1, HLA-Cw3 and HLA-Cw7). Inhibits the activity of NK cells thus preventing cell lysis
(348 aa)

ARL17A ADP -ribosylation factor-lke 17B (177 aa)
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CYP3A4 cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 4; Cytochromes P450 are a group of heme-thiolate
monooxygenases. Inliver microsomes, this enzyme is involved in an NADPH-dependent electron transport
pathway. Itperforms a variety of oxidation reactions (e.g. caffeine 8-oxidation, ome prazole sulphoxidation,
midazolam 1'-hydroxylation and midazolam 4- hydroxylation) of structurally unrelated compounds, including
steroids, fatty acids, and xenobiotics. The enzyme also hydroxylates etoposide (503 aa)

HTR7 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 7 (adenylate cyclase-coupled); This is one of the several different
receptors for5- hydroxytryptamine (serotonin), a biogenic hormone thatfunctions as a neurotransmitter, a hormone,
and a mitogen. The activity of this receptor is mediated by G proteins that stimulate adenylate cyclase (479 aa)

KIR2D L4 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 4 (342 aa)

KIR2D S4 killer cellimmunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 4, Receptor on natural killer (NK) cells
for HLA-C alleles. Does not inhibit the activity of NK cells (239 aa)

LRRC37B leucine rich repeat containing 37B (947 aa)

HIST1H2AD histone cluster 1, H2ad; Core componentofnucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex setof post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (130 aa)

DAP3 death associated protein 3; Involved in mediating interferon-gamma-induced cell death (398 aa)

ENSA endosulfine alpha; Endogenous ligand for sulfonylurea receptor. By inhibiting sulfonylurea from binding to the
receptor, itreduces K(ATP) channel currents and thereby stimulates insulin secretion (137 aa)

OR2T7 olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 27; Odorantreceptor (Potential) (317 aa)

KIR2D L3 killer cellimmunoglobulin-like receptor, two domains, short cytoplasmic tail, 2; Receptor on natural killer (NK) cells
for HLA-C alleles (HLA-Cw1,HLA-Cw3 and HLA-Cw7). Inhibits the activity of NK cells thus preventing cell lysis
(341 aa)

ARHGAP11B|Rho GTPase activating protein 11B (267 aa)

OR2T2 olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 2; Odorant receptor (Potential) (324 aa)

NBR1 neighborofBRCA1gene 1 (966 aa)

ENSGO00000Q |coiled-coil domain containing 144C (226 aa)

243435

PDPK1 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1; Phosphorylates and activates not only PKB/AKT, but also PKA,
PKC-zeta, RPS6KA1and RPS6KB 1. May play a general role in signaling processes and indevelopment (By
similarity). Isoform 3 is catalytically inactive (556 aa)

OR56A5 Putative uncharacterized protein ENSP00000344387 Fragment ; Odorant receptor (Potential) (246 aa)

OR8G1 olfactory receptor, family 8, subfamily G, member 1; Odorantreceptor (Potential) (311 aa)

C20rf88 UPF0733 protein C20rf88 (95 aa)

CXCL17 chemokine (C-X-C motif) ligand 17; Plays arole inangiogenesis and possibly in the development of tumors.May be
a housekeeping chemokine regulating recruitment of nonactivated blood monocytes and immature dendritic cells
into tissues. May play a role in the innate defense againstinfections (119 aa)

KIF25 kinesin family member 25 (384 aa)

ADAMTSL2 |ADAMTS-like 2 (951 aa)

ORS8B3 olfactory receptor, family 8, subfamily B, member 3; Odorantreceptor (Potential) (313 aa)

C140rf167 Uncharacterized protein C14o0rf167 (65 aa)

AK2 adenylate kinase 2; Catalyzes the reversible transfer of the terminal phosphate group between ATP and AMP . This
small ubiquitous enzyme involved in energy metabolism and nucleotide synthesis that is essential formaintenance
and cell growth. Plays a key role in hematopoiesis (239 aa)

M IN K1 misshapen-like kinase 1 (zebrafish); Serine/threonine kinase that may play a role in the res ponse to environmental
stress. Appears toactupstream ofthe JUN N-terminal pathway. May play a role in the development ofthe brain (By
similarity) (1332 aa)

MYH7 myosin, heavy chain 7, cardiac muscle, beta; Muscle contraction (1935 aa)

KRTAP13-1 |keratin associated protein 13-1;In the haircortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-ass ociated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
ofa rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (By
similarity) (172 aa)

OR2T6 olfactory receptor, family 2, subfamily T, member 6; Odorant receptor (Potential) (308 aa)

CGB7 chorionic gonadotropin, beta polypeptide 7 (165 aa)

MYH6 myosin, heavy chain 6, cardiac muscle, alpha; Muscle contraction (1939 aa)

HSD17B7P2 |Putative uncharacterized protein HSD17B7P2 ; Responsible for the reduction ofthe keto group on the C-3 of sterols
(341 aa)

HYLS1 hydrolethalus syndrome 1 (299 aa)

C20o0rf191 Putative nuclear receptor corepressor 1-like protein C200rf191 (102 aa)

CBWD1 COBW domain containing 1 (395 aa)

BTN2A2 butyrophilin, subfamily 2, member A2 (523 aa)

BAGE?2 B melanoma antigen family, member 3; Unknown. Antigen recognized on a melanoma by autologous cytolytic T-

- lym phocytes (109 aa)

FAM163B family with sequence simiarity 163, member B (166 aa)

PCDH A4 protocadherin alpha 4; Potential calcium-dependent cell-adhesion protein. May be involved in the establishment and

- maintenance of s pecific neuronal connections in the brain (798 aa)

NBR2 neighborofBRCA1 gene 2 (non-protein coding) (112 aa)

CSAG3 CSAG family, member 3; Drug-resistance related protein, its expression is associated with the chemotherapy
resistant and neoplastic phenotype. May also be linked to the malignant phenotype (127 aa)

HIST1H2BK |histonecluster 1, H2bk; Core componentofnucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DN A accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex setof post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (126 aa)

C90rf174 KIAA 1529 (1646 aa)
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OR2L8

olfactory receptor, family 2, subfamily L, member 8; Odorantreceptor (Potential) (312 aa)

HIST1H2AL |histonecluster 1, H2al (130 aa)

FAM115C family with sequence simiarity 115, member C (845 aa)

CCRL2 chemokine (C-C motif) receptor-like 2; Receptor for CCL2, CCL5, CCL7 and CCL8 (By similarity) (356 aa)

CEACAM3 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 3; Major granulocyte rece ptor mediating recognition and
efficient opsonin-independent phagocytosis of CEACAM-binding microorganisms, including Neissiria, Moxarella and
Haemophilus species, thus playing animportantrole in the clearance of pathogens by the innate immune system.
Responsible for RAC1 stimulation in the course of pathogen phagocytosis (252 aa)

C6orf124 Uncharacterized protein C6orf124 (Protein HGC6.4) (254 aa)

HIST1H4K histone cluster 1, H4k (103 aa)

ENPP3 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3; Cleaves a variety of phosphodiester and phosphosulfate
bonds including deoxynucleotides, nucleotide sugars, and NAD (By similarity) (875 aa)

BRCA1 breast cancer 1, early onset; The BRCA1-BARD1 heterodimer coordinates a diverse range of cellular pathways
suchas DNA damage repair, ubiquitination and transcriptional regulation to maintain genomic stability. Acts by
mediating ubiquitin E 3 ligase activity thatis required for its tumor suppressor function. Plays a central role in DNA
repair by facilitating cellular response to DNA repair. Required for appropriate cell cycle arrests after ionizing
irradiation in both the S-phase and the G2 phase of the cell cycle. Involved in transcriptional regulation of P21 in
response to DNA damage [...] (1863 aa)

OR2L13 olfactory receptor, family 2, subfamily L, member 13; Odorant receptor (Potential) (312 aa)

GYPE glycophorin E; This proteinis a minor sialoglycoprotein in human erythrocyte membranes (78 aa)

ECGR2B Fc fragmentof1gG, low affinity Ilb, receptor (CD32); Receptor for the Fc region of complexed or aggregated
immunoglobulins gamma. Low affinity receptor. Involved in a variety of effector and regulatory functions such as
phagocytosis ofimmune complexes and modulation of antibody production by B- cells. Binding to this receptor
results in down-modulation of previous state of cell activation triggered via antigen receptors on Bcells (BCR), T-
cells (TCR) or via another Fcreceptor. Isoform IIB1 fails to mediate endocytosis or phagocytosis. Isoform [I1B2 does
not trigger phagocytosis (310 aa)

HIST1H2AI histone cluster 1, H2ai (130 aa)

MAPK10 mitogen-activated protein kinase 10; Responds to activation by environmental stress and pro- inflammatory
cytokines by phosphorylating a number of transcription factors, primarily components of AP-1 suchas JUN, JDP2
and ATF2 and thus regulates AP -1 transcriptional activity. In T-cells, JNK1 and JNK2 are required for polarized
differentiation of T-helper cells into Th1 cells (By similarity). Phosphorylates heat shock factor protein 4 (HSF4)
(464 aa)

FAMS86C family with sequence similarity 86, member C (165 aa)

HIST1H2BM |histonecluster 1, H2bm; Core component of nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex set of post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (126 aa)

OR2T3 offactory receptor, family 2, subfamily T, member 3; Odorant receptor (Potential) (318 aa)

OR2M2 offactory receptor, family 2, subfamily M, member 2; O dorantreceptor (Potential) (347 aa)

OR11H12 offactory receptor, family 11, subfamily H, member 12; Odorantreceptor (Potential) (326 aa)

OR2L3 offactory receptor, family 2, subfamily L, member 3; Odorantreceptor (Potential) (312 aa)

HIST1H2BF |histonecluster 1, H2bf; Core componentofnucleosome. Nucleosomes wrap and compactDNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex setof post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling By simiarity) (126 aa)

CBWD3 COBW domain containing 3 (395 aa)

HIST1H4E histone cluster 1, H4e (103 aa)

CCDC144A |coied-coil domain containing 144 A (1427 aa)

CES1 carboxylesterase 1 (monocyte/macrophage serine esterase 1); Involved in the detoxification of xenobiotics and in
the activation of ester and amide prodrugs. Hydrolyzes aromatic and aliphatic esters, but has no catalytic activity
toward amides or a fatty acyl CoA ester (568 aa)

LGALS14 lectin, galactoside-binding, soluble, 14 (168 aa)

MAGT1 magnesium transporter 1; May be involved in N-glycosylation through its association with N-oligosaccharyl
transferase. May be involved in Mg(2+) transport in epithelial cells (367 aa)

OSTC oligosaccharyltransferase complex subunit (149 aa)

NOTCH2NL [Notchhomolog2 (Drosophila) N-terminal like; May function in the Notch signaling pathway and regulate neutrophil
differentiation (236 aa)

ARHGAP11A|Rho GTPase activating protein 11A (1023 aa)

MPHOSPH8 |M-phase phosphoprotein 8 (860 aa)

PCDH11Y protocadherin 11 Y -linked; Potential calcium-dependent cell-adhesion protein (1048 aa)

OR2T5 offactory receptor, family 2, subfamily T, member 5; Odorant receptor (Potential) (315 aa)

OR2T4 offactory receptor, family 2, subfamily T, member 4; Odorant receptor (Potential) (348 aa)

OR2M5 offactory receptor, family 2, subfamily M, member 5; O dorantreceptor (Potential) (312 aa)

OR2L2 offactory receptor, family 2, subfamily L, member 2; Odorantreceptor (Potential) (312 aa)

OPN3 opsin 3; May play arole in encephalic photoreception (402 aa)

HIST3H2A histone cluster 3, H2a; Core component of nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex set of post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (130 aa)

FAM72A family with sequence similarity 72, member A (149 aa)

KLHL12 kelch-like 12 (Drosophila); Serves as a substrate-specific adapter for the CUL3-based ubiquitin-protein E3 ligase
complex. Negatively regulates the Wnt signaling pathway via the targeted ubiquitination and subsequent proteolysis
of DVL3 (568 aa)

F13B coagulation factor XIII, B polypeptide; The B chain of factor Xlllis not catalytically active, butis thoughtto stabilize

the A subunits and regulate the rate of trans glutaminase formation by thrombin (661 aa)
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F CGR3A Fc fragmentoflgG, low affinity llla, receptor (CD16a); Receptor for the Fc region of immunoglobulins gamma. Low
affinity receptor. Binds complexed or aggregated IgG and also monomeric IgG. Contrary to Ill-A, is not capable to
mediate antibody-dependent cytotoxicity and phagocytosis. May serve as a trap for immune complexes in the
peripheral circulation which does notactivate neutrophils (290 aa)

LCE2B late cornified envelope 2B; Precursors of the cornified envelope of the stratum cormeum (110 aa)

LCE2C late cornified envelope 2C; Precursors of the cornified envelope of the stratum (110 aa)

LCE2D late cornified envelope 2D; Precursors of the cornified envelope of the stratum corneum (110 aa)

HIST2H2BE |histone cluster 2, H2be; Core componentofnucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex set of post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (By similarity) (126 aa)

HIST2H4B histone cluster 2, H4b (103 aa)

HIST2H3C histone cluster 2, H3c (136 aa)

HIST2H2AA4]|histone cluster 2, H2aa4; Core component of nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex setof post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (130 aa)

HIST2H2AA3]histone cluster 2, H2aa3; Core component of nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex setof post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (130 aa)

HIST1H3H histone cluster 1, H3h; Variant histone H3 which replaces conventional H3 in a wide range of nucleosomes in active
genes. Constitutes the predominant form of histone H3 in non-dividing cells and is incorporated into chromatin
independently of DNA synthesis. Deposited at sites of nucleosomal displacement throughouttranscribed genes,
suggesting that itrepresents an epigenetic imprint of transcriptionally active chromatin. Nucleosomes wrap and
compact DNA into chromatin, limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a
template. Histones thereby play a centr [...] (136 aa)

HIST2H4A histone cluster 2, H4a (103 aa)

HIST2H2BF |histone cluster 2, H2bf; Core componentofnucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex setof post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (By similarity) (126 aa)

FCGR1A Fc fragmentoflgG, high affinity la, receptor (CD64); May bind to the Fc region of immunoglobulins gamma with a
low affinity compared to FCGR1A. May functionin the humoral immune response (374 aa)

NBPF15 neuroblastoma break point family, member 15 (670 aa)

KIAAQ7 76 KIAAQ776 (794 aa)

FAM72B family with sequence similarity 72, member B (149 aa)

HSD3B2 hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 2; 3-beta-HSD is abifunctional
enzyme, that catalyzes the oxidative conversion of Delta(5)-ene-3-beta-hydroxy steroid, and the oxidative
conversion of ketosteroids. The 3-beta-HSD enzymatic system plays a crucial role in the biosynthesis of all classes
of hormonal steroids. Efficiently catalyzes the transformation of pregnenolone to progesterone, 17-alpha-
hydroxypregnenolone to 17- alpha-hydroxyprogesterone, DHEA to 4-androstenedione, dihydrotestosterone to 5-
alpha-androstane-3 beta, 17 beta-diol, dehydroepiandr [...] (372 aa)

AMY1C amylase, alpha 1C (salivary) (511 aa)

AMY 1A amylase, alpha 1A (salivary) (511 aa)

KIAA 1586 KIAA 1586 (787 aa)

NDOR1 NADPH dependentdiflavin oxidoreductase 1; Oxidoreductase that catalyzes the NADP-dependentreduction of
cytochrome c and one-electron acceptors, such as doxorubicin, potassium ferricyanide and menadione (in vitro)
(606 aa)

C Xorf61 chromosome X openreading frame 61 (113 aa)

NXF2B nuclear RNA exportfactor 2B; Involved inthe exportof mMRNA from the nucleus to the cytoplasm (626 aa)

N XF2 nuclear RNA exportfactor 2; Involved in the export of mMRNA from the nucleus to the cytoplasm (626 aa)

DNAJCY9 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 9 (260 aa)

PABPC1L2A |poly(A) binding protein, cytoplasmic 1-like 2A (200 aa)

PABPC1L2B |poly(A) binding protein, cytoplasmic 1-like 2B (200 aa)

OR1L6 olfactory receptor, family 1, subfamily L, member 6; Odorantreceptor (Potential) (347 aa)

ERMPD?2 FERM and PDZ domain containing 2 (1309 aa)

FRMPD2L2 |FERM and PDZ domain containing 2 like 2 (320 aa)

OR13C5 olfactory receptor, family 13, subfamily C, member 5; Odorant receptor (Potential) (318 aa)

OR13C3 olfactory receptor, family 13, subfamily C, member 3; Odorant receptor (Potential) (347 aa)

HLA-DRB5 major histocom patibility complex, class ||, DR beta 5 (266 aa)

OR8B2 olfactory receptor, family 8, subfamily B, member 2; Odorantreceptor (Potential) (313 aa)

OR10G9 olfactory receptor, family 10, subfamily G, member 9; O dorant receptor (Potential) (311 aa)

HIATL2 hippocampus abundant transcript-like 2 (134 aa)

HIATL1 hippocampus abundant transcript-like 1 (506 aa)

ADPRHL1 ADP -ribosylhydrolase like 1 (354 aa)

C200rf186 Long palate, lung and nasal epithelium carcinoma-associated protein 4 Precursor (Ligand-binding protein RY2G 5);

May have the capacity to recognize and bind specific classes of odorants. May actas a carrier molecule,
transporting odorants across the mucus layer to access receptor sites. May serve as a primary defense mechanism
by recognizing and removing potentially harmful odorants or pathogenic microorganisms from the mucosa or
clearing excess odorant from mucus to enable new odorant stimuli to be received (By similarity) (614 aa)
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HNRNPCL1 |heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C-like 1; May play arole in nucleosome assembly by neutralizing basic
proteins suchas A and B core hnRNP s (By similarity) (293 aa)

CBWD5 COBW domain containing 5 (347 aa)

HIST1H2BL |histonecluster 1, H2bl; Core component of nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex setof post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (126 aa)

CBWD6 COBW domain containing 6 (395 aa)

HIST1H2AH |histone cluster 1, H2ah; Core componentof nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex set of post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (128 aa)

FEAM27A family with sequence similarity 27, member A (67 aa)

FAM27C family with sequence similarity 27, member C (67 aa)

ENSGO00000 |Putative UPF0633 protein MGC21881 (94 aa)

204838

KRTAP9-3 keratin associated protein 9-3; In the hair cortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- suffur and high-glycine-tyrosine keratins (159 aa)

HIST1H3D histone cluster 1, H3d (136 aa)

PCDHAS5 protocadherin alpha 5; P otential calcium-dependent cell-adhesion protein. May be involved in the establishment and
maintenance of s pecific neuronal connections in the brain (816 aa)

PCDHA3 protocadherin alpha 3; Potential calcium-dependent cell-adhesion protein. May be involved in the establishment and
maintenance of s pecific neuronal connections in the brain (824 aa)

PCDHA2 protocadherin alpha 2; Potential calcium-dependent cell-adhesion protein. May be involved in the establishment and
maintenance of s pecific neuronal connections in the brain (824 aa)

PCDHA1 protocadherin alpha 1; P otential calcium-dependent cell-adhesion protein. May be involved in the establishment and
maintenance of s pecific neuronal connections in the brain (807 aa)

CCL3L1 chemokine (C-C motif) ligand 3-like 1; Chemotactic for ymphocytes and monocytes. Is a ligand for CCR1, CCR3
and CCR5. Is an inhibitor of HIV-1-infection. The processed form LD78-beta(3-70) shows a 20-fold to 30-fold higher
chemotactic activity and is a very potent inhibitor of HIV-1- infection. LD78-beta(3-70) is also aligand for CCR1,
CCR3 and CCR5 (93 aa)

OR5L2 offactory receptor, family 5, subfamily L, member 2; Odorantreceptor (Potential) (311 aa)

OR4A5 offactory receptor, family 4, subfamily A, member 5; Odorant receptor (Potential) (315 aa)

OR4C13 offactory receptor, family 4, subfamily C, member13; Odorant receptor (Potential) (309 aa)

FRG2 FSHD region gene 2 (278 aa)

KBTBD 7 kelkchrepeatand BTB (POZ) domain containing 7 (684 aa)

OR52E6 offactory receptor, family 52, subfamily E, member 6; Odorant receptor (Potential) (317 aa)

ASB9 ankyrin repeatand SOCS box-containing 9; May be a substrate-recognition componentofa SCF-like ECS (Elongin-
Cullin-SOCS-box protein) E3 ubiquitin-protein ligase complex which mediates the ubiquitination and subsequent
proteasomal degradation of target proteins (By similarity) (294 aa)

CPXM1 carboxypeptidase X (M14 family), member 1; May be involved in cellcell interactions. No carboxypeptidase activity
was found yet (By similarity) (734 aa)

GTF2H2C general transcription factor|IH, polypeptide 2C; Component of the core-TFIIH basal transcription factor involved in
nucleotide excision repair (NER) of DNA and, when complexed to CAK, in RNA transcription by RNA polymerase Il
The N-terminus interacts with and regulates XPD whereas an intact C- terminus is required fora successful escape
of RNAP Il form the promoter (395 aa)

EIF3CL eukaryotic translationinitiation factor 3, subunit C-like; Componentofthe eukaryotic translation initiation factor 3
(elF-3) complex, whichis required for several steps in the initiation of protein synthesis. The el F-3 complex
associates with the 40S ribosome and facilitates the recruitment of elF-1, elF-1A, elF-2-GTP-methiony-tRNAi and
elF-5 to form the 43S preinitiation complex (43S PIC). The elF-3 complex stimulates mRNA recruitment to the 43S
PIC and scanning of the mRNA for AUG recognition. The elF-3 complex is also required for disass embly and
recycling of postterminationri[...] (914 aa)

HTN3 histatin 3; Histatins are salivary proteins that are considered to be major precursors of the protective proteinaceous
structure on tooth surfaces (enamel pellicle). In addition, histatins exhibit antibacterial and antifungal activities.
Histatin-3 1/24 (histatin-5) is especially effective against C.albicans and C.neoformans, and inhibits Lys-gingipain
and Arg-gingipain (rgpB) from P.gingivalis. In addition, histatin-3 1/24 is a potent inhibitor of metalloproteinases
MMP2and MMP9 (51 aa)

MBD3L2 methyl-CpG binding domain protein 3-like 2 (208 aa)

CSF2RA colony stimulating factor 2 receptor, alpha, low-affinity (granulocyte-macrophage); Low affinity receptor for
granulocyte-macrophage colony- stimulating factor. Transduces asignal thatresults in the proliferation,
differentiation, and functional activation of hematopoietic cells (400 aa)

CRLF2 cytokine receptor-like factor 2; Receptor for thymic stromal lymphopoietin (TSLP). Forms a functional complex with
TSLP and IL7R which is capable of stimulating cell proliferation through activation of STAT3 and STAT5. Also
activates JAK2 (By similarity). Implicated in the development of the hematopoietic s ystem (256 aa)

C22orf42 Uncharacterized protein C220rf42 (251 aa)

DAZ3 deleted in azoos permia 3; RNA-binding protein that plays an essential role in spermatogenesis. May act by binding
to the 3'-UTR of mRNASs and regulating their translation (438 aa)

DEFA1 defensin, alpha 1; Defensin 1 and defensin 2 have antibacterial, fungicide and antiviral activities. Has antimicrobial
activity against Gram- negative and Gram-positive bacteria. Defensins are thoughtto kill microbes by permeabilizing
their plasma membrane (94 aa)

DEFA1B defensin, alpha 1B; Defensin 1 and defensin 2 have antibacterial, fungicide and antiviral activities. Has antimicrobial
activity against Gram- negative and Gram-positive bacteria. Defensins are thought to kill microbes by permeabilizing
their plasma membrane (94 aa)

OR5H6 offactory receptor, family 5, subfamily H, member6; Odorant receptor (Potential) (325 aa)

OTOA otoancorin; May actas an adhesion molecule (1139 aa)
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NLRP5

NLR family, pyrin domain containing 5; As amember of the subcortical maternal complex (SCMC), plays an
essential role for zygotes to progress beyond the first embryonic cell divisions (By similarity) (1200 aa)

KRTAP19-1

keratin associated protein 19-1; In the haircortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (90 aa)

KRTAP4-9

keratin associated protein 4-9; In the hair cortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- suffur and high-glycine-tyrosine keratins (210 aa)

KRTAP2-1

keratin associated protein 2-1; In the hair cortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
ofa rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- suffur and high-glycine-tyrosine keratins (128 aa)

KIR3D L1

killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long cytoplasmic tail, 1; Receptoron natural killer (NK) cells
for HLA Bw4 allele. Inhibits the activity of NK cells thus preventing cell lysis (444 aa)

LILRB2

leukocyte immunoglobulindike receptor, subfamily B (with TM and ITIM domains), member 2; Receptorfor class |
MHC antigens. Recognizes a broad spectrum of HLA-A, HLA-B, HLA-C and HLA-G alleles. Involved in the down-
regulation of the immune response and the development of tolerance. Competes with CD8A for binding to class |
MHC antigens. Inhibits FCGR1A-mediated phosphorylation of cellular proteins and mobilization of intracellular
calium ions (598 aa)

HIST3H2BB

histone cluster 3, H2bb; Core componentof nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex set of post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (By simiarity) (126 aa)

ASHI1L

ash1 (absent, small, or homeotic)-like (Drosophila); Histone methyltransferase. Probably methylates 'Lys-4' of
histone H3, a specific tag for epigenetic transcriptional activation (By similarity) (2964 aa)

KRTAP2-4

keratin associated protein 2-4; In the hair cortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (128 aa)

CClL4L2

chemokine (C-C motif) ligand 4-like 2 (92 aa)

GPT

LGALS9

glutamic-pyruvate trans aminas e (alanine aminotransferase); Participates in cellular nitrogen metabolism and also in
liver gluconeogenesis starting with precursors trans ported from skeletal muscles (496 aa)

lectin, galactoside-binding, soluble, 9; Binds galactosides. Has high affinity for the Forssman pentasaccharide. May
play a role in thymocyte-epithelial interactions relevantto the biology of the thymus. Inhibits cell proliferation. Itis a
ligand for HAVCR2/TIM3. Induces T-helper type 1lymphocyte (Th1) death. Isoform Short acts as an eosinop hil
chemoattractant (355 aa)

FBXW10

F-box and WD repeatdomain containing 10 (1051 aa)

MPRIP

myosin phosphatase Rho interacting protein; Targets myosin phosphatase to the actin cytoskeleton. Required for
the regulation of the actin cytoskeleton by RhoA and ROCK1. Depletion leads to an increased number of stress
fibers in smooth muscle cells through stabilization of actin fibers by phos phorylated myosin. Overexpression of
MRIP as well as its F- actin-binding region leads to disas sembly of stress fibers in neuronal cells (1038 aa)

BCAS1

breast carcinoma amplified sequence 1 (584 aa)

HIST1H2BN

histone cluster 1, H2bn; Core componentof nucleosome. Nucleosomes wrap and compact DNA into chromatin,
limiting DNA accessibility to the cellular machineries which require DNA as a template. Histones thereby play a
central role in transcription regulation, DNA repair, DNA replication and chromosomal stability. DNA accessibility is
regulated viaa complex set of post-translational modifications of histones, also called histone code, and
nucleosome remodeling (By similarity) (126 aa)

DYNC112

dynein, cytoplasmic 1, intermediate chain 2; The intermediate chains seem to help dynein bind to dynactin 150 kDa
component (638 aa)

C160rf13

UPF0585 protein C160rf13 (205 aa)

ENSG00000

236761

Putative uncharacterized protein ENSP00000381209 Fragment (230 aa)

KRTAPS5-11

keratin associated protein 5-11; In the haircortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated protein (KRTAP), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- suffur and high-glycine-tyrosine keratins (156 aa)

KRTAP5-10

keratin associated protein 5-10; In the haircortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated protein (KRTAP), which are essential for the formation
ofa rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- suffur and high-glycine-tyrosine keratins (202 aa)

MOB2

Mps one binder kinase activator-like 2 (Mob2 homolog )(HCCA2); Stimulates the autophosphorylation and kinase
activity of STK38 and STK38L (268 aa)

C9orf144

Chromosome 9openreading frame 144 (138 aa)

IFITM2
KRTAP13-2

interferoninduced transmembrane protein 2 (1-8D) (132 aa)

keratin associated protein 13-6, pseudogene; In the hair cortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in
aninterfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated proteins (KRTAP), which are essential for the
formation of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant
cysteine residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (By
similarity) (175 aa)

DEFB115

defensin, beta 115; Has antibacterial activity (By similarity) (88 aa)
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MLLT4

myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila); translocated to, 4; Belongs toan
adhesion system, probably together with the E-cadherin-catenin system, which plays arole in the organization of
homotypic, interneuronal and heterotypic cell-cell adherens junctions (AJs). Nectin- and actin-filament-binding
protein that connects nectin to the actin cytoskeleton (1834 aa)

KIR2D L2 killer cellimmunoglobulin-ike receptor, three domains, short cytoplasmic tail, 1; Receptor on natural killer (NK) cells
for HLA Bw4 allele. Inhibits the activity of NK cells thus preventing cell lysis (455 aa)

FAM72D family with sequence similarity 72, member D (149 aa)

ATG4B ATG 4 autophagy related 4 homolog B (S. cerevisiae); Cysteine protease required for autophagy, which cleaves the
C-terminal part of either MAP1LC3, GABARAPL2 or GABARAP, allowing the liberation of form |. A subpopulation of
form |is subsequently converted to a smaller form (form IlI). Form II, with a revealed C-terminal glycine, is
considered to be the phos phatidylethanolamine (P E)-conjugated form, and has the capacity for the binding to
autophagosomes (393 aa)

CDK11A cyclin-dependent kinase 11A; Appears to play multiple roles in cell cycle progres sion, cytokinesis and apoptosis.
Thep110isoforms have been suggested to be involved in pre-mRNA splicing, potentially by phosphorylating the
splicing protein SFRS7. The p58 isoform may actas a negative regulator of normal cell cycle progression (780 aa)

MTMR3 myotubularin related protein 3; Phosphatase that acts on lipids with a phosphoinositol headgroup. Has phosphatase
activity towards phos phatidylinositol- 3-phos phate and phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate. May also
dephosphorylate proteins phosphorylated on Ser, Thr, and Tyr residues (1198 aa)

DDX11 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 11 (CHL1-like helicase homolog, S. cerevisiae); DNA helicase
involved in cellular proliferation. Required formaintaining the chromosome segregation and is essential for
embryonic development and the prevention of aneuploidy. May function during either S, G2, or M phase ofthe cell
cycle. Binds to both single- and double-stranded DNA (970 aa)

HIST2H3A histone cluster 2, H3a; Variant histone H3 which replaces conventional H3 in a wide range of nucleosomes in active
genes. Constitutes the predominant form of histone H3 in non-dividing cells and is incorporated into chromatin
independently of DNA synthesis. Deposited at sites of nucleosomal displacement throughouttranscribed genes,
suggesting that itrepresents an epigenetic imprint of transcriptionally active chromatin. Nucleosomes wrap and
compact DNA into chromatin, limiting DNA accessibility to the cellular mac hineries which require DNA as a
template. Histones thereby play a centr [...] (136 aa)

MS4A15 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 15; May be involved in signal transduction as a component
of a multimeric receptor complex (By similarity) (240 aa)

OR2A14 olfactory receptor, family 2, subfamily A, member 14; Odorant receptor (Potential) (310 aa)

OR3A2 olfactory receptor, family 3, subfamily A, member 2; Odorantreceptor (Potential) (321 aa)

KRTAP 19-3 |keratin associated protein 19-3; In the haircortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-ass ociated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- suffur and high-glycine-tyrosine keratins (81 aa)

RABGC RAB6C, member RAS oncogene family (254 aa)

FCGR1C Fc fragment of IgG, high affinity Ic, receptor (CD64); May bind to the Fc region ofimmunoglobulins gamma with a
low affinity compared to FCGR1A. May functionin the humoral immune response (280 aa)

LGALS9B lectin, galactoside-binding, soluble, 9B; Binds galactosides. Has high affinity for the Forssman pentasaccharide.
May play a role in thymocyte-epithelial interactions relevantto the biology of the thymus. Inhibits cell proliferation. It
is a ligand for HAVCR2/TIM3. Induces T-helper type 1 lymphocyte (Th1)death. Isoform Short acts as an eosinop hil
chemoattractant (355 aa)

OR2M3 olfactory receptor, family 2, subfamily M, member 3; Odorantreceptor (Potential) (312 aa)

LILRB3 leukocyte immunoglobulin-ike receptor, subfamily B (with TM and ITIM domains), member 3; May act as receptor
for class | MHC antigens (By similarity) (632 aa)

HRNBP3 Hexaribonucleotide binding protein 3 (105 aa)

OR2A9P olfactory receptor, family 2, subfamily A, member 9 pseudogene (194 aa)

DEFB130 defensin, beta 130; Has antibacterial activity (Potential) (79 aa)

MRGPRE MAS -related GPR, member E; Omphanreceptor. May regulate nociceptor function and/ordevelopment, including the
sensation or modulation of pain (311 aa)

C2orf90 P utative uncharacterized protein ENSP00000393656 (215 aa)

AGBL1 ATP/GTP binding protein-like 1; May play arole inthe processing of tubulin (By similarity) (1043 aa)

OR8G2 olfactory receptor, family 8, subfamily G, member 2; Odorantreceptor (Potential) (309 aa)

ENSGO00000Q |Putative protein FAMB6E (47 aa)

215374

F AM8GBA family with sequence similarity 86, member A (330 aa)

OR10J1 olfactory receptor, family 10, subfamily J, member 8 pseudogene; Odorant receptor (Potential) (320 aa)

KIAA0125 KIAA0125 (151 aa)

HLA-DPB2 major histocom patibility complex, class |l, DP beta 2 (pseudogene) (157 aa)

KRTAP5-2 keratin associated protein 5-2; In the hair cortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-ass ociated protein (KRTAP ), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- suffur and high-glycine-tyrosine keratins (177 aa)

DDX12 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 12 (CHL1-like helicase homolog, S. cerevisiae); DNA helicase
involved in cellular proliferation. Required formaintaining the chromosome segregation and is essential for
embryonic development and the prevention of aneuploidy. May function during either S, G2, or M phase ofthe cell
cycle. Binds to both single- and double-stranded DNA (971 aa)

CSAG?2 CSAG family, member 2 (127 aa)

ENSG00000Q |BMS1pseudogene 4 (BMS1P4), non-coding RNA; May actas a molecular switch during maturation of the 408

165733 ribosomal subunitin the nucleolus (By similarity) (189 aa)

ARL17B ADP -ribosylation factor-like protein 17 (ADP-ribosylation factor 7 variant); GTP-binding protein that functions as an

allosteric activator of the cholera toxin catalytic subunit, an ADP- ribosyltransferase. Involved in protein trafficking;
may modulate vesicle budding and uncoating within the Golgi apparatus (By similarity) (177 aa)

119



LIMS3 LIM and senescent cell antigen-like domains 3; Effector of integrin and growth factor signaling, coupling surface
receptors to downstream signaling molecules involved in the regulation of cell survival, cell proliferationand cell
differentiation. Focal adhesion protein part of the complex ILK-PINCH. This complex is considered to be one of the
convergence points of integrin- and growth factor-signaling pathway (117 aa)

CcCL4L1 chemokine (C-C motif) ligand 4-like 1; Monokine withinflammatory and chemokinetic properties. Binds to CCR5.
One of the major HIV-suppressive factors produced by CD8+ T-cells. Recombinant MIP-1-beta induces a dose-
dependent inhibition of different strains of HIV-1, HIV-2, and simian immunodeficiency virus (SIV). The proces sed
form MIP-1-beta(3-69) retains the abilities to induce down-modulation of surface expression of the chemokine
receptor CCR5 and to inhibit the CCR5- mediated entry of HIV-1 in T-cells. MIP-1-beta(3-69)is also aligand for
CCR1 and CCR2 isoform B (92 aa)

GTF2H2B general transcription factor|IH, polypeptide 2B; Component of the core-TFIIH basal transcription factor involved in
nucleotide excision repair (NER) of DNA and, when complexed to CAK, in RNA transcription by RNA polymerase II.
The N-terminus interacts with and regulates XPD whereas an intact C- teminus is required fora successful escape
of RNAP [l form the promoter (395 aa)

FAMS86B1 family with sequence similarity 86, member B1 (296 aa)

GPX1 glutathione peroxidase 1; Protects the hemoglobin in erythrocytes from oxidative breakdown (203 aa)

GUSBP1 P utative beta-glucuronidase-like protein SMA3 (140 aa)

ENSGO00000 [coiled-coil domain containing 101 pseudogene (LOC388242), non-coding RNA; Involved in transcriptional

176476 regulation, probably through association with histone acetyltransferase (HAT) complexes like the TFTC-HAT or
STAGA complexes. May be involved in c-Myc-mediated oncogenic transformation (By similarity). Component of the
ATAC complex, a complex with histone acetyltransferase activity on histones H3 and H4 (168 aa)

MICB MHC class | polypeptide-related sequence B (383 aa)

FRMPD2L1 |FERM and PDZ domain containing 2 like 1 (320 aa)

OR2J3 offactory receptor, family 2, subfamily J, member 3 (311 aa)

BMS1P5 ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 9; Putative GTPase-activating protein (Potential)
(686 aa)

CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta, convertase), Caspase inhibitor. Acts as a
regulator of procaspase- 1/CASP1 activation implicated in the regulation of the proteolytic maturation of pro-
interleukin-1 beta (IL1B) and its release during inflammation. Inhibits the release of IL1B inresponse toLPS in
monocytes. Also induces NF-kappa-B activation during the pro-inflammatory cytokine response. Also able to inhibit
CASP1-mediated neuronal cel death, TNF-alpha, hypoxa-, UV-, and staurosporine-mediated cell death but not ER
stress-mediated cell death. A[...] (404 aa)

PATE4 prostate and testis expressed 4; May modulate the function of nicotinic acetylcholine receptors. May enhance spem
motility (98 aa)

LOCB46802 [|Uncharacterized protein C2orf14 (118 aa)

CCDC121 coiled-coil domain containing 121 (442 aa)

MST1P9 macrophage stimulating 1 (hepatocyte growth factor-like) pseudogene 9; Probably has no proteolytic activity, since
crucial characteristic of serine proteases catalytic sites are not conserved (By simiarity) (715 aa)

KRTAP9-9 keratin associated protein 9-9; In the hair cortex, hair keratin intermediate flaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-associated proteins (KRTAP), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (175 aa)

MICA MHC class | polypeptide-related sequence A (383 aa)

KRTAP5-7 keratin associated protein 5-7; In the hair cortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-ass ociated protein (KRTAP), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (165 aa)

FSD1L fibronectintype Ill and SPRY domain containing 14ike (530 aa)

COX7B cytochrome c oxidase subunit Vllb; This proteinis one of the nuclear-coded polypeptide chains of cytochrome ¢
oxidase, the terminal oxidase in mitochondrial electron transport (80 aa)

C9orf144B Transmembrane protein C9orf144B (1335 aa)

KRTAP5-8 keratin associated protein 5-8; In the hair cortex, hair keratin intermediate filaments are embedded in an
interfilamentous matrix, consisting of hair keratin-ass ociated protein (KRTAP), which are essential for the formation
of a rigid and resistant hair shaft through their extensive disulfide bond cross-linking with abundant cysteine
residues of hair keratins. The matrix proteins include the high- sulfur and high-glycine-tyrosine keratins (187 aa)

FCGR2C Fc fragment of 1gG, low affinity lic, receptor for (CD32); Receptor for the Fc region of complexed or aggregated

immunoglobulins gamma. Low affinity receptor. Involved in a variety of effector and regulatory functions such as
phagocytosis of immune complexes and modulation of antibody production by B- cells. Binding to this receptor
results in down-modulation of previous state of cell activation tiggered via antigen receptors on B-cells (BCR), T-
cells (TCR) or viaanother Fc receptor. Isoform 11B1 fails to mediate endocytosis or phagocytosis. Isoform [1B2 does
not trigger phagocytosis (181 aa)

(Homo sapiens)
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Genes metilados e hipermetilados (inactivos) en células MDA-MB-231 sin tratamiento
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Genes que son activados en respuesta al tratamiento con resveratrol (100 uM) por 24 H.

Genes que son activados en respuesta al tratamiento con resveratrol (100 uM) por 48 H.
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Genes que son inactivados en respuesta al tratamiento con resveratrol (100 uM) por 24 H.
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