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Abstract Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic
and progressive fibrotic lung disorder of unknown etiology
and unclear pathogenesis. Matrix metalloproteinase-1
(MMP-1) is strongly upregulated and may contribute to the
abnormal remodeling that characterizes the disease. We
conducted a case—control study of 130 IPF patients and 305
healthy controls to investigate associations between two
polymorphisms of the MMP-1 gene promoter and IPF risk.
First, using PCR-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) analysis we studied the 2G polymorphism at
—1,607, shown previously to generate the core of an AP-1
binding site and correlate with high transcriptional activity
and risk for IPF. The frequency of the 2G/2G genotype was
higher in IPF than in controls (63 vs. 49%; P < 0.008;
OR =1.7; CI 1.15-2.79). Next, we studied a T/G SNP at
position —755, which we identified by sequencing the
MMP-1 promoter. Chromatin immunoprecipitation (ChIP)
assay performed on IPF fibroblasts with either —755 geno-
type revealed an AP-1 binding site for TT~7>° and GT ">
genotypes. The frequency of this SNP revealed no signifi-
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cant differences between IPF and healthy controls. How-
ever, when the study individuals were stratified by their
smoking status, a significant increase in the T/T genotype
frequency was observed in smoking cases compared with
smoking controls (45 vs. 26%; P =0.03; OR =2.3; CI
1.15-4.97). These findings indicate that polymorphisms of
the MMP-1 promoter may confer increased risk for IPF and
reveal a putative gene—environment interaction between the
—755 MMP-1 polymorphism and smoking in this disease.

Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic and fatal
lung disease of unknown etiology. It is characterized by
aberrant epithelial activation, fibroblastic foci formation,
and progressive lung scarring that together lead to abnor-
mal gas exchange (Selman et al. 2001, 2006; Hunninghake
etal. 2007). Despite numerous studies, the pathogenic
mechanisms implicated in the development of IPF are pres-
ently unknown. Recent findings have shown that, despite
progressive scarring, a number of matrix metalloprotein-
ases (MMPs) are upregulated at the transcriptional and pro-
tein levels indicating that MMPs may play a role in the
abnormal remodeling that characterizes the disease (Pardo
etal. 2006; Selman etal. 2000, 2006; Zuo et al. 2002;
Pardo et al. 2008).

MMPs (also called matrixins) belong to a large family of
peptidases consisting of 23 members. MMPs have long
been associated with tissue remodeling and influence cell
behavior, survival, and death. They are able to cleave the
protein components of extracellular matrix and also proteo-
Iytically activate highly selective mediators, such as growth
factors and cell surface receptors (Pardo et al. 2006; L6pez-
Otin et al. 2007). MMP-1 (also known as collagenase-1) is
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the prototype of some of the MMPs capable of degrading
fibrillar collagens types I, II, and III. MMP-1 like many
other MMPs is undetectable in normal resting tissues and is
mainly expressed during physiological and pathological tis-
sue remodeling in vivo suggesting a wide role in biology
(Pardo et al. 2005).

The MMP-1 gene contains consensus sequences for
DNA-binding proteins such as AP-1, AP-2, Ets/PEA-3, as
well as responsive elements to glucocorticoids, retinoic
acid, and cyclic AMP (Rutter et al. 1997). There is evi-
dence to indicate that a functional polymorphism in the
MMP-1 gene promoter that consists of a guanosine (G)
insertion at position —1,607 generates a new 5'-GGA-3’
core recognition sequence for members of the Ets family of
transcription factors (Rutter et al. 1998). Importantly, the
2G genotype displays significantly higher transcriptional
activity in normal and malignant cells compared to cells
possessing the 1G allele (Rutter et al. 1998; Wyatt et al.
2002).

Given the prominent upregulation of this enzyme in IPF
lungs, the purpose of our study was to examine this pro-
moter polymorphism in a cohort of IPF patients. Our results
showed that the frequency of the 2G/2G genotype is
increased in this disease. In addition, by sequencing the
MMP-1 promoter region we identified a new polymorphism
at position —755 (G/T) that creates a potential binding site
for transcription factors of the activation protein-1 (AP-1)
family and thus may influence the transcriptional respon-
siveness of the MMP-1 promoter. We found that the TT
genotype is increased in cigarette smoking IPF patients indi-
cating a potential gene—environment interaction between the
—755 MMP-1 polymorphism and smoking in IPF.

Patients and methods

One-hundred and thirty unrelated IPF patients were
included in this study. Diagnosis of IPF (67 males, 63
females, 62.5 £ 9.6 years old) was supported by history,
physical examination, pulmonary function studies, HRCT,
and bronchoalveolar lavage findings (American Thoracic
Society 2000). In 40% of the patients diagnosis was con-
firmed by morphology (open lung biopsy) based on typical
microscopic findings of usual interstitial pneumonia (Kat-
zenstein et al. 1998). In the absence of biopsy, patients had
to fulfill the criteria of the ATS/ERS international consen-
sus (American Thoracic Society 2000). Patients with
known causes of interstitial lung disease (i.e. collagen vas-
cular disease, drug toxicity, environmental exposure), were
excluded. Clinical data, including smoking status were
extracted from case records. Smoking status was character-
ized as “never”, “former” (patients who stopped smoking at
least 12 months before presentation), or “current” (patients
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who were either still smoking or stopped smoking less than
a year before presentation) (Selman et al. 2007). Smoking
index (packs/year) was also documented.

The control group was comprised of 305 unrelated
healthy subjects (189 males, 116 females, 40.6 &= 12.4 years
old). Forty-nine IPF patients and 107 controls were former
or current smokers. Patients and controls were individuals
with the same ethnic origin and with at least two genera-
tions born in Mexico. The protocol was approved by the
Ethics Committee of the National Institute of Respiratory
Diseases, México. All patients and control subjects were
informed of the purpose of the study and their consent
obtained.

DNA extraction and MMP-1 genotyping assays

Genomic DNA was extracted from 10 ml of peripheral
blood using the BD genomic DNA isolation kit (Maxim
Biotech, San Francisco CA). The polymorphic site —1,607
of the MMP-1 promoter was determined by polymerase
chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP). For each polymorphism, a DNA sequence
containing the polymorphic site was amplified by PCR. The
PCR primers used for amplifying a fragment of 269 bp for
the polymorphism at —1,607 (G > GG) were:

Forward: 5'-TGACTTTTAAAACATAGTCTATGTT
CA-3’
Reverse: 5'-TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTCA

TAGC-3'. The reverse primer was designed to introduce a
recognition site for the restriction enzyme Alul (AGCT) by
replacing a T with a G at the second position close to the 3’
end of the primer. The 1G allele has this recognition site,
but in the 2G allele this recognition site is destroyed by the
insertion of a guanine (Zhu et al. 2001).

The PCR primers used for amplifying a fragment of
120 bp for the SNP at —755 (G > T) were: Forward: 5'-GA
TCCTCCCACCTCAGCCTCTTCCG-3" Reverse: 5'-CAT
GGTGAGACCCCATCTCT-3'. The forward primer was
designed to introduce a recognition site for the restriction
enzyme Mspl (CCGG) by replacing an A with a C at the sec-
ond position close to the 3’ end of the primer. The G allele
has this recognition site, whereas the T allele lacks this.

PCR was performed in a 25 pl final volume containing
20 ng of genomic DNA, 1.5 mM MgCl,, 1 x Tag DNA poly-
merase buffer, 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM of each primer and
2.5U of recombinant Tag DNA polymerase (Invitrogen,
CA). The PCR conditions were 2 min at 94°C followed by
40 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at 64°C, and 30 s at 72°C, and
with a final step at 72°C for 7 min. Cycling was carried out in
a GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, CA).

The restriction endonucleases used were Alul (for —1,607
G > GG), and Mspl (for —755 G>T). A 15-pl aliquot of
PCR product was digested overnight at 37°C in a 20-pl
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reaction containing 10 units of restriction endonuclease (New
England BioLabs, Beverly, MA) and 2 pl reaction buffer.
After overnight digestion, the products were resolved on a
4% agarose gel stained with ethidium bromide. After electro-
phoresis, the homozygous 2G/2G alleles at —1,607 were rep-
resented by a DNA band with a size of 269 bp, whereas the
homozygous 1G/1G alleles were represented by DNA bands
with sizes of 241 and 28 bp. The heterozygote (2G/1G) dis-
played a combination of both alleles (269, 241, and 28 bp).
For the SNP at —755, the homozygous T/T alleles were
represented by a DNA band with a size of 120 bp, whereas
the homozygous G/G alleles were represented by DNA
bands with sizes of 97 and 23 bp. The heterozygote (T/G)
displayed a combination of both alleles (120, 97 and 23 bp).
To validate this method, 20 representative gel-purified
PCR products (Qiagen PCR purification kit) were directly
sequenced by a sequencer (Prism 3130x1 Genetic Analizer,
Applied Biosystems, CA), and the results were concordant.

DNA sequencing

In search for other possible functional SNPs, the complete
promoter region of the MMP-1 gene was sequenced in
pooled DNA obtained from ten Mexican subjects, by the
cycle-sequencing method, using a BigDye Terminator, v.
3.1, sequence kit, and was analyzed on an ABI Prism
3130xl Genetic Analizer (Applied Biosystems, CA). The
gene sequence obtained was then analyzed using Chromas
software.

We found a SNP at —755 bp that is a substitution of G
by T. For this SNP an AP-1 binding site was predicted to be
present in the T allele when possible transcription factor
binding sites were examined with the TRANSFAC (Tran-
scription Factor Database, http://www.cbrc.jp/research/db/
TFSEARCH.html) program.

Cell culture

Lung fibroblasts were derived from IPF lung tissues
obtained by open lung biopsy. Lung fibroblasts were iso-
lated by trypsin dispersion, and cells were cultured at 37°C
in 5% CO,-95% air containing Ham’s F-12 medium
(GIBCO BRL, Life Technologies, Grand Island, NY) sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (FBS; GIBCO
BRL) and 100 U/ml of penicillin, 100 pg/ml of streptomy-
cin, and 2.5 mg/ml of amphotericin B. Eight cell lines were
explored to identify the presence of —755 TT, —755GT,
and —755 GG genotypes were used.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay

Chromatin immunoprecipitation assay was performed
according to the manufacturer’s protocol (ChIP assay kit by

Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). Briefly, 1.5 x
107 fibroblasts were grown on 100 mm dishes. Formalde-
hyde was added to the medium to a final concentration of
1% for cross-linking at room temperature for 10 min. Cells
were washed with cold PBS containing protease inhibitors
(1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride PMSF, 1 pg/ml apro-
tinin and 1 pg/ml pepstatin A) and pelleted by centrifuga-
tion. Cell pellets were then lysed in SDS lysis buffer (1%
SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 8.1, with proteases
inhibitors mentioned above). After 10 min incubation on
ice, cells were sonicated to shear DNA to lengths between
200 and 1,000 base pairs. Samples were then immunopre-
cipitated with 10 pl c-Jun monoclonal antibody (Cell
Signaling Technology) according to the specifications
provided by the vendor (Upstate Biotech).

ChIP PCR analysis was done by using 5 ng of ChIP
DNA and the appropriate primers to amplify the region
—825 to —631 of the MMP-1 promoter. The expected PCR
product was 195 bp. PCR was performed in a 25 pl final
volume containing 5 ng of genomic DNA, 1.5 mM MgCl,,
1x Taq DNA polymerase buffer, 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM
of each primer and 2.5 U of recombinant Tag DNA poly-
merase (Invitrogen, CA).

The PCR conditions were 2 min at 94°C followed by
30 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at 60°C, and 30 s at 72°C,
and with a final step at 72°C for 7 min. Cycling was carried
out in a GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems,
CA). PCR products were electrophoresed on 2% agarose
gels and visualized with ethidium bromide.

Real time PCR

Total RNA was extracted from lung fibroblasts using TRI-
zol reagent (Invitrogen Life Technologies, Grand Island,
NY) and reversed transcribed into cDNA (Advantage RT-
for-PCR Kit; Clontech, Palo Alto, CA) according to the
manufacturer’s instructions. Real-time PCR amplification
was performed using i-Cycler iQ Detection System
(BioRad, Hercules, CA), using TAQMAN probes (PE
Applied Biosystems, Wellesley, CA) labeled with FAM
(Hs00899660_g1 for MMP-1 and eukaryotic 18S rRNA
endogenous control). Standard curves were calculated
referring the threshold cycle (C)) to the log of each cDNA
dilution step as previously described (Pardo et al. 2005).
Results are expressed as the number of copies of the target
gene normalized to 18S rRNA.

Statistical analysis
Data are expressed as means £ SD. Mantel-Haenszel chi
square test was used to determine the significance of the

association between MMP-1 promoter genotypes and IPF
(Epi Info v6.04b; Stone Mountain, GA). Associations

@ Springer
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between IPF and MMP-1 genotypes were estimated using
odds ratio (ORs) and their 95% confidence intervals (CIs).
Adjustment for multiple tests was made by multiplying the
P value by the number of SNPs (Bonferroni method).
P <0.05 was considered statistically significant. Confor-
mance of the allele frequencies with the Hardy—Weinberg
equilibrium was tested using a Fisher’s exact test.

Results

Genotype and allele frequency of the —1,607 MMP-1
promoter polymorphism

This case/control study included 130 patients with IPF and
305 normal controls. The distribution of the MMP-1
—1,607 allele and genotype frequencies for cases and con-
trols are shown in Table 1. The percent of the 2G/2G geno-
type in IPF patients was significantly higher than that in
controls (63 vs. 49%; P < 0.008). This finding indicates that
the 2G/2G genotype carriers may display an elevated risk
for developing IPF (OR = 1.7; CI 1.15-2.79). Allelic analy-
sis also showed a significant increase in the frequency of
the 2G allele in the patients group (P = 0.006; OR = 1.6, CI
1.13-2.29), while the frequency of the 1G allele was con-
siderably lower (P = 0.006, OR = 0.62, CI 0.44-0.88).

Characterization and analysis of the —755 (G/T) MMP-1
promoter polymorphism

Sequencing of the complete MMP-1 promoter revealed a T/G
SNP at nucleotide position —755. When this SNP was evalu-
ated for possible transcription binding sites using the Tran-
scription Factor Database (TRANSFAC) program, an AP-1
binding site was predicted to be present in the T allele (Fig. 1).

To corroborate this potential binding activity at position
—755, we performed a ChIP assay using lung fibroblasts
from IPF patients with the TT 7, GT>, and the GG~
genotypes. After formaldehyde cross-linking, chromatin
immunoprecipitation was performed with an antibody
against AP-1. The precipitated DNA was subjected to PCR

with the use of specific primers for the MMP-1 promoter
region that were located between nucleotides —825 and
—631. PCR characterization of the precipitated DNA
revealed an association of the MMP-1 promoter at —755 bp
with AP-1 in the lung fibroblasts that have the T allele
(Fig. 2, cells with T/T and G/T genotypes), whereas no
amplification was observed in the immunoprecipitated
chromatin from cells with the G/G genotype (Fig. 2). In the
negative control (PCR without antibody) no amplification
was detected (IgG). Only the total input sample gave a clear
PCR signal, confirming that AP-1 is specifically bound to
the promoter.

The frequency of —755 G/T polymorphism is increased
in smoker IPF patients

When we examined the frequency of the —755 G/T MMP-1
polymorphism using our entire study group of cases
(n=130) and controls (n=305) we found no significant
differences between IPF and healthy controls (Table 2).
However, as illustrated in Table 3, when we stratified them
by their smoking status, a significant increase in the geno-
type frequency of the T/T polymorphism was observed in
the smoking cases compared with the smoking controls (45
vs. 26%; P =0.03; OR =2.3; CI 1.15-4.97). A significant
increase in the frequency of T allele was also observed in
the smoking cases (68 vs. 48%; P =0.03; OR =1.68, CI
1.01-2.74). When we compared the frequency of the —755
T/T genotype in the IPF cohort, a significant increase was
observed in the smoker IPF patients [45 vs. 12% in non-
smoker IPF (P = 0.00007)]. Consequently, the T allele was
also significantly increased in smokers IPF (68 vs. 33%;
P =0.00002). In contrast, no differences were found in the
control population (T/T genotype 26% in smokers versus
21% in non-smokers).

Haplotype analysis of —1,607 and —755 polymorphic loci
Analysis of haplotypes of the two polymorphic loci

(—1,607 and —775) showed a marginal but significant
increase of the 1G/1G~"*"7_G/T~">> haplotype in the con-

Table 1 Genotype and allele

frequencies of the MMP1 MMP-1 IPF patients n = 130 Controls n = 305 pC OR CI (95%)
N genotype
—1,607 polymorphism in cases Freq. No. Freq.
and controls and their associa-
tion with risk of IPF —1,607 1G/2G
1G/1G 10 (0.08) 36 (0.12) 0.23
1G2G 38 (0.29) 119 (0.39) 0.10
pC P value with Bonferroni 2G/2G 82 (0.63) 150 (0.49) 0.008 1.79 1.15-2.79
correction, OR odds ratio, Alleles
CI confidence interval 1G 58 0.22) 191 (0.32) 0.006  0.62  0.44-0.88
Bold values indicate statistically 55 202 (0.78) 419 (0.68) 0.006 161  1.13-2.29

significant results
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Fig. 1 Analysis of binding sites A

in the —755 promoter region Database :

using the TRANSFAC software. Query: ALLELE “G”
a Sequence of the G allele. Taxonomy: Vertebrate
b Sequence of the T allele; an Threshold: 85.0 point

AP-1 binding site is shown.
Black arrow points at the single
nucleotide polymorphism, G in
aandTinb

T

Max score:

TRANSFAC MATRIX TABLE,

TFMATRIX entries with High-scoring:

1 CCACCTCAGC CTCTTCAGGG ACTAGGACTA CAGGTGCATG

Total 2 high-scoring sites found.
88.7 point,

Rel.3.3 06-01-1998
(40 bases)

entry score
M00271 AML-1a 88.7
M00073 deltaE 88.2

Min score: 88.2 point

B

Database:

Query: ALLELE “T”
Taxonomy: Vertebrate
Threshold: 85.0 point

Max score: 89.7 point,

TRANSFAC MATRIX TABLE, Rel.3.3 06-01-1998

TFMATRIX entries with High-scoring:

1 CCACCTCAGC CTCTTCAGTG ACTAGGACTA CAGGTGCATG

Total 3 high-scoring sites found.

(40 bases)

entry score
M00173 AP-1 89.7
M00271 AML-1a 88.7
M00073 deltaE 88.2

Min score: 88.2 point

Fig. 2 Analysis of the AP-1
site-specific binding activity by
chromatin immunoprecipitation
and PCR. Chromatin from lung
fibroblast cell cultures from IPF
patients with the T/T, G/T (three
different cell lines), and G/G
(two different cell lines) geno-
types were used. Anti c-Jun anti-
body precipitates DNA
fragments containing the

T allele, but does not precipitate
DNA fragments with the G/G
genotype. Positive control: no
immunoprecipitated chromatin
(input). Negative control: sam-
ples immunoprecipitated with
IgG

c-Jun
IgG
Input

TI/IT

G/G

trol group [P =0.05, OR =0.14; CI 0.01-0.96 (Table 4)].
After adjustment for smoking, the haplotype 2G~"07—
T3 was significantly higher in smoker patients compared
with smoker controls (33 vs. 24% P =0.04; OR = 1.6; CI
1.12-3.4) (Table 5). Consequently, in the non-smoking
group the frequency of the same haplotype was lower in
IPF cases (0.24) than control group (0.37) (P = 0.0009, OR
0.57, CI, 0.41-0.80). Also, a higher frequency of the
2G~1997_G~755 haplotype was present in IPF non-smokers.
No significant deviations from the Hardy—Weinberg
equilibrium in the distribution of MMP-1 SNP genotypes in
IPF patients and healthy controls were detected (P < 0.05).

No DNA

c-Jun
19G
Input

No DNA
c-Jun
I9G
Input

No DNA

In vitro baseline expression of MMP-1

Several IPF cell lines were explored searching for the
different MMP-1 haplotypes. Only one 1G/1G at the
—1,607 position was found. We examined MMP-1 expres-
sion in this cell-line compared with theree fibroblasts lines
that carried the 2G/2G polymorphism (Fig. 3). We found
that in the only 1G/1G fibroblast line MMP-1 expression
was lower than in the other three cell-lines carrying the 2G/
2G. Interestingly, the presence of the —755 T allele was
associated with a further increase of the MMP-1 expression
(Fig. 3).
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Table 2 Genotype and allele frequencies of MMP-1 —755 in cases
and controls and their association with risk of IPF

MMP-1 IPF patients n = 130 Controls n = 305 pC
enotype

& P No. Freq. No. Freq.

—755 G/T

G/G 50 (0.38) 98 (0.32) 0.31
G/T 48 0.37) 140 (0.46) 0.10
T/T 32 (0.25) 67 (0.22) 0.51

Alleles

C 58 (0.69) 191 (0.32) 0.82
T 202 0.31) 419 (0.68) 0.82

pC P value with Bonferroni correction

Table 3 Risk of IPF related to MMP-1 —755 genotype by smoking

Smokers IPF patients Controls pC OR CI(95%)
n=49 n=107
No. (Freq.) No. (Freq.)
—755 G/T
G/G 12 (0.25) 32 (0.29) 0.61
G/T 15 (0.30) 47 (0.44) 0.16
T/T 22 (0.45) 28 (0.26) 0.03 230 1.15-4.97
Alleles
G 39 (0.42) 111 (0.52) 0.04 0.60 0.37-0.95
T 59 (0.68) 103 (0.48) 0.04 1.68 1.01-2.74

pC P value with Bonferroni correction, OR odds ratio, CI confidence
interval

Bold values indicate statistically significant results

Discussion

IPF is a chronic, progressive, and often fatal form of inter-
stitial lung disease, characterized by injury and activation
of lung epithelial cells, fibroblastic foci formation and
abnormal tissue remodeling. Although the primary contrib-

uting factors and the mechanisms involved in repair and
remodeling have not been elucidated, recent work compar-
ing IPF lungs with normal lungs or from other interstitial
lung diseases have demonstrated that several MMPs, pri-
marily MMP-1, are highly upregulated in IPF (Pardo et al.
2006; Selman et al. 2000, 2006; Zuo et al. 2002; Pardo
et al. 2008). Moreover, it has been recently indicated that
increased levels of circulating MMP-1 and MMP-7 may
serve as molecular biomarkers for IPF, since both MMPs
are able to distinguish patients with this disorder compared
with normal subjects or patients with other chronic lung
diseases (Rosas et al. 2008).

In the present study, we carried out a case/control associ-
ation study to investigate the hypothesis that polymor-
phisms in the MMP-1 gene promoter associate with risk for
IPF. The focus was on a —1,607 polymorphism and a
newly discovered G/T polymorphism at —775. Our results
showed that: (a) the 2G allele and the 2G/2G genotype at
—1,607 associate with increased IPF risk; (b) the G/T SNP
at —775 shows no association with IPF if smokers and non-
smokers are grouped together but if separated then the TT
genotype at —775 associates with increased risk for IPF in
smokers; (c) in smokers the haplotype 2G/T associates with
increased disease risk; and (d) the AP-1 factor may bind
these or bind near these polymorphic sites. The observa-
tions may indicate that MMP-1 promoter polymorphisms
associate with IPF via perhaps their interaction with AP-1.
Moreover, one or both of —1,607 and —775 loci may be
involved in gene—environment interactions that in turn
modulate IPF susceptibility.

The frequency of the 2G/2G and 1G/1G genotypes were
increased and decreased, respectively, in IPF cases indicat-
ing that this genotype may modulate susceptibility to IPF.
Of interest, similar results have been found in chronic liver
disorders where there were significantly more 2G homozy-
gotes in patients with liver cirrhosis than in patients with
chronic hepatitis C virus infection (Okamoto et al. 2005). It
is well known that the 2G type of SNP at —1,607 in the

Table 4 Individual haplotypes

of MMP-1 promoter in cases and MMP-1 —1,607/—755 IPf patients C(introls pC OR CI (95%)
controls and their association haplotype n=130 n =305
with risk of IPF No. Freq. No. Freq.
1G 1G/G G 3 (0.025) 2 (0.005)
1G2G/G G 6 (0.05) 16 (0.052)
2G 2G/G G 41 (0.316) 64 (0.210)
IG1G/GT 1 (0.008) 18 (0.058) 0.05 0.14 0.01-0.96
1G2G/GT 20 (0.158) 55 (0.181)
2G2G/GT 27 (0.208) 76 (0.251)
1GIG/TT 8 (0.058) 17 (0.058)
pC P value with Bonferroni IG2G/TT 14 (0.108) 39 (0.128)
correction, OR odds ratio, 2G 2G/T T 10 (0.075) 18 (0.058)

CI confidence interval
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lTi‘ble 5 le\‘/[Sll\‘/I;f le’gendedkl,‘ap‘ MMP-1 —1,607/—755 IPF patients Controls oC OR CI (95%)
otypes o -1 by Smoking haplotype n=130 n =305
(Freq) (Freq)
Smoking
1G/G (0.10) (0.14) 0.09
2G/G (0.32) (0.35) 0.48
1G/T (0.25) 0.27) 0.64
2G/T (0.33) (0.24) 0.04 1.60 1.12-3.40
Non-smoking
pC P value with Bonferroni cor- 1G/G (0.11) (0.09) 0.60
rection, OR odds ratio, CI confi- 2G/G (0.54) (0.39) 0.004 1.87 1.38-2.54
dence interval 1G/T 0.11) (0.15) 0.055
Bold values indicate statistically 2G/T 0.24) 0.37) 0.0009 0.57 0.41-0.80
significant results
Fig. 3 MMP-1 mRNA expres- 120
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promoter of MMP-1 creates a sequence, 5'-GGA-3’, that is
the core recognition sequence of the binding site for Ets
family transcription factors. The promoter containing the
2G allele displays significantly higher transcriptional activ-
ity than the 1G promoter (Rutter et al. 1998). Our findings
in few lung fibroblast cell-lines suggest that the 2G allele
increases MMP-1 expression. More recent studies have
shown that this polymorphism, together with an adjacent
AP-1 binding site, significantly affects the induction of
MMP-1 by hydrogen peroxide (Ranganathan et al. 2001),
and that MMP-1 production is higher in human foreskin
fibroblasts from 2G homozygotes than in those from 1G
homozygotes when stimulated with epidermal growth fac-
tor or interleukinl (Wyatt et al. 2002). Although the details
as to how the 2G polymorphism may increase disease risk
are not known, the available literature supports the notion
that the 2G allele contributes to increased transcriptional
activity of the MMP-1 promoter (perhaps by enabling AP-1
binding). The increased activity most likely results in
increased protein levels that may have a negative impact on
lung tissue remodeling and then this abnormality may
enhance the risk for developing IPF.

A new single nucleotide genetic variant (G/T) at —755
of the MMP-1 promoter identified in the present study was
shown to associate with the presence of IPF in smokers.
The TT genotype appeared to be a risk factor for IPF in
smokers. Cigarette smoking has been associated with IPF
in a number of case—control studies with patients of differ-
ent ethnic backgrounds as well as with patients with famil-
ial pulmonary fibrosis indicating that a history of ever
smoking may confer increased risk for IPF (Taskar et al.
2006; Steele et al. 2005). In this context, our findings indi-
cate that the —755 polymorphic site may modulate an inter-
action with smoking resulting in an increase in the
susceptibility to develop the disease.

Similar results have been reported for this and other genes
in other human diseases (Zhu et al. 2001). For example, it
has been demonstrated that the MMP-1 —1,607 2G/2G geno-
type enhances lung cancer susceptibility especially in current
smokers (Zhu etal. 2001). Likewise, Vitamin D receptor
Tagq-1 TT polymorphism is associated with both the presence
and the progression of periodontitis in smokers, while no
association was detected in non-smoking individuals (Nibali
et al. 2008). When the region containing the —775 polymor-
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phism was subjected to analysis by the Transcription Factor
Database Program, an AP-1 binding site was predicted in the
T allele, which was corroborated by chromatin immunopre-
cipitation assay. Of interest, an AP-1 core recognition
sequence was generated by the 2G allele at —1,607. Together
these findings indicate that AP-1 may be an important factor
in IPF pathogenesis especially in the context of the polymor-
phisms investigated in the present study.

Although the putative role of MMP-1 in IPF is unclear, it
has been demonstrated that this enzyme is primarily
expressed by the alveolar epithelial cells, but also by mac-
rophages in smoker patients (Selman et al. 2000). MMP-1
specifically degrades fibrillar collagens, which are the
major component of the lung extracellular matrix. More-
over, the identification of a large variety of non matrix sub-
strates of MMPs, including of MMP-1 indicates that many
molecular pathways may be involved. However, based on
the present findings where alleles and haplotypes of the two
MMP-1 polymorphic sites were shown to associate with
susceptibility to IPF and along with the available literature,
we postulate that both MMP-1 polymorphic sites (—1,607,
—775) play an important role in IPF pathogenesis, probably
via their ability to modulate transcriptional regulation
where the AP-1 factor may be involved.

It is likely that gene—environment (smoking) interactions
occur and that both of these polymorphisms modulate tran-
scription via AP-1 involvement. A larger confirmatory
study involving other populations is required to assess the
population-specificity and the relative contribution of these
polymorphisms to disease.
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RESUMEN

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), es una enfermedad pulmonar cronica y letal
de etiologia desconocida. Esta enfermedad se caracteriza por una activacion
epitelial aberrante, formacién de focos de fibroblastos y una cicatrizacidon
progresiva del pulmoén que conlleva a un intercambio gaseoso anormal. A pesar de
multiples estudios, se desconocen los mecanismos patogénicos implicados en el
desarrollo de dicha enfermedad. Hallazgos recientes han demostrado que diversas
metaloproteinasas de matriz (MMPs) estan sobre expresadas a nivel
transcripcional y a nivel de proteina, indicando que estas enzimas podrian
desempeniar un papel importante en la remodelacién que caracteriza a la FPI. Las
MMPs pertenecen a una amplia familia de peptidasas que incluyen 23 miembros.
Estas enzimas se han relacionado ampliamente con la remodelacion tisular,
ademas de modular el comportamiento, sobrevivencia y muerte celular. Las MMPs
son capaces de degradar los componentes proteicos de la matriz extracelular
(MEC) y ademas tienen la capacidad de activar selectivamente y de una manera
proteolitica a mediadores tales como factores de crecimiento y receptores de
superficie. La MMP-1 es el prototipo estructural de las MMPs y es capaz de
degradar colagena fibrilar tipo I, 1l y lll. La enzima es indetectable en condiciones
en las cuales el tejido se encuentra en reposo y su expresion se incrementa in vivo

en condiciones de remodelacion fisioldgica o patoldgica del tejido.



La region promotora de esta enzima contiene secuencias consenso de union a
factores de transcripcion tal como, AP-1, AP-2, Ets/PEA-3, asi como elementos
responsivos a glucocorticoides, acido retinoico y AMP ciclico. Se ha descrito un
polimorfismo de nucleétido sencillo (SNP) funcional en el promotor de la MMP-1
en la posicion -1607, el cual consiste en la adicion de una guanina, la cual crea un
sitio de union a un factor de transcripcion de la familia Ets. Se ha demostrado que,
células que contienen el alelo 2G muestra una actividad transcripcional mas alta
comparada con células portadoras del alelo 1G. Dada la sobreexpresion de esta
enzima en pacientes con FPI, el propésito del presente trabajo fue examinar el
polimorfismo en la posicion -1607 de la region promotora de la MMP-1 en una
cohorte de pacientes con FPI. Los resultados mostraron que la frecuencia del
genotipo 2G/2G se encuentra incrementada en pacientes con FPI comparada con
la poblacion control. Adicionalmente, al secuenciar un fragmento de la region
promotora de la MMP-1 identificamos un polimorfismo en la posicion -755, el cual
consiste en la sustitucion de una guanina por una timina, que al ser examinado en
un programa que predice posibles sitios de union a factores de transcripcion, se
encontrd un posible sitio de unién para el factor de transcripcion AP-1 (Activation
protein-1) para el alelo T, el cual podria modular la actividad transcripcional de
esta enzima. Por otra parte encontramos que el genotipo T/T de dicho SNP se
encuentra incrementado en pacientes fumadores con FPI, indicando que podria
existir una interaccion gen-ambiente entre el polimorfismo -755 y pacientes

fumadores con FPI.



Introduccidén

Fibrosis Pumonar Idiopatica

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es una enfermedad pulmonar cronica, que
pertenece a una familia de desordenes pulmonares, conocidos como
enfermedades pulmonares intersticiales (ILD). Dentro de esta amplia categoria
de enfermedades pulmonares difusas, la fibrosis pulmonar idiopatica pertenece al
subgrupo de neuropatias intersticiales idiopaticas (NIl), que por definicién, la
etiologia de las mismas es desconocida. Existen siete NIl distintas, que se
diferencian por caracteristicas clinicas especificas (39) y dentro de esta categoria
la FPI es la forma mas agresiva, con un promedio de sobrevivencia de 3 afios a

partir de su diagnostico (40).

El termino “idiopética” se refiere, como se sefial6 anteriormente, a que no existen
causas conocidas para el desarrollo de la enfermedad y los criterios para el
diagnostico de la FPI requieren por tanto la exclusién de causas conocidas de
enfermedades pulmonares intersticiales. Sin embargo, en fechas recientes se ha
sugerido que podria existir una etiologia de causa ambiental proveniente de varias
fuentes (79). Por ejemplo, se ha mostrado que el hecho de fumar esti asociado
con el desarrollo de la FPI, asi en un estudio reciente de fibrosis pulmonar
idiopética familiar, se demostrd esta asociacion en una cohorte de 309 individuos
afectados (76) después de ajustar por sexo y edad(8). De igual forma, en un
estudio de casos-control, llevado a cabo en una cohorte de Estados Unidos, que

consistié de una poblacion de 248 pacientes con FPl y 491 sujetos control, se
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demostré una asociacion significante entre el desarrollo de FPI y la exposicion al

tabaco y en la poblacion dedicada a la ganaderia (3).

Asi mismo, se ha sugerido la existencia de una susceptibilidad genética al
desarrollo de la fibrosis pulmonar, esto, en los casos de etiologia conocida, donde
la enfermedad se desarrolla solo en pequefios grupos de individuos, mientras que
la mayoria de individuos tratados con el mismo agente agresor no desarrollan la
enfermedad, sugiriendo un patron genético que determina niveles de

susceptibilidad y resistencia (5).

Por otra parte, en modelos experimentales de fibrosis pulmonar inducida con
diferentes agentes (bleomicina, asbesto), se ha demostrado que existen cepas
de ratones susceptibles y cepas resistentes al desarrollo de dicha enfermedad (30,

42, 85).

Otro dato que apoya la susceptibilidad genética, es que algunos estudios han
revelado la presencia de la FPI familiar (48), donde se ha encontrado pacientes
que desarrollan FPI en 3 0 4 generaciones sucesivas de una familia y por otra

parte se han reportado gemelos idénticos que desarrollaron FPI (36).

Sin embargo, la mayoria de los pacientes presentan una forma esporadica de FPI
(no familiar). En este campo se han desarrollado estudios de casos-control que
han tratado de identificar polimorfismos genéticos asociados a esta enfermedad, y
donde se ha encontrado asociaciones débiles o ausencia de relacion. (33, 41, 62,
98, 99). Adicionalmente, hay estudios donde se muestra que un determinado SNP

se asocia con el comportamiento clinico y con el desarrollo de FPI, como es el
7



caso de polimorfismos no sindnimos presentes en los codones 10 y 25 del gen de
TGF-B1, en los cuales no existe una diferencia entre el grupo de pacientes y los

sujetos control, pero estan asociados con una peor evolucion clinica (91).

Por otro lado, existen reportes donde se han encontrado asociaciones de ciertos
polimorfismos con el desarrollo de la FPIl. Por ejemplo algunos polimorfismos
localizados en los genes de las proteinas A y B del surfactante pulmonar, se
encuentran con una mayor frecuencia en pacientes con FPI. De igual forma
SNP’s localizados en el promotor de IL-4 presentan una frecuencia mayor en
pacientes fibréticos comparados con el grupo control. Recientemente, en un
estudio del complejo principal de histocompatibilidad se encontré que ciertos
haplotipos de este complejo confieren susceptibilidad al desarrollo de FPI ademas
de estar relacionados con la induccidén de células epiteliales de pulmén (26, 83).
Sin embargo, no existe a la fecha ningun reporte de polimorfismos presentes en

los genes de las metaloproteasas de matriz con el desarrollo de FPI.

Como se ha mencionado se desconocen los mecanismos patogénicos de la FPI y
se ha propuesto que al menos hay dos rutas para el desarrollo de fibrosis
pulmonar difusa. Una de éstas es la “ruta inflamatoria” donde hay una fase
temprana y claramente distinguible de alveolitis seguida de una fase tardia de
fibrosis, esta via esta representada por casi todas las enfermedades pulmonares
intersticiales no asociadas a FPI (52, 78). Por otro lado, en nuestro grupo de
trabajo ha fundamentado que la FPI no representa la via inflamatoria y se ha

propuesto que existe una “via epitelial” que se caracteriza por un dafio inicial al



epitelio alveolar que es seguido de una descarga de mediadores pro inflamatorios
y fibroproliferativos que por razones desconocidas no conducen a una reparacion

normal y el proceso de desarrollo de fibrosis continta (67).

En este contexto se ha propuesto que la FPI es desde los estadios tempranos,
una enfermedad epitelial/ fibroblastica, es decir, un desorden fibroproliferativo
precedido por una activacion celular (epitelio/alveolar) que induce Ila
migracion/proliferacién de fibroblastos, siendo estos aparentemente los primeros
sitios de la lesion y reparacion, llamados “focos de fibroblastos”. Una vez que los
fibroblastos han migrado y proliferado dentro del microambiente pulmonar
dafado, adquieren el fenotipo de miofibroblastos que gradualmente cambian sus

principales funciones de sintesis de proteinas especificas y contractibilidad.

Los mecanismos involucrados en la diferenciacion de miofibroblastos, asi como el
origen de sus células progenitoras en pulmones fibréticos no son claros aun, sin
embargo se cree que varias citocinas estan implicadas. Por ejemplo, al TGF-B1 se
le ha relacionado en la patogénesis de la fibrosis, no so6lo por su capacidad de
acelerar la acumulaciéon de moléculas de MEC, sino también por su capacidad de
promover la diferenciacion a miofibroblastos, sobre expresando alfa actina de
musculo liso (a-SMA), ya sea in vivo o in vitro (21). Ademas de ser un marcador
de diferenciacion de miofibroblastos, la alfa-SMA es importante en el mecanismo
de contraccion celular, la cual esta probablemente involucrada en el decremento

caracteristico de la distensibilidad observada en pacientes con fibrosis pulmonar.



Uno de los papeles principales de los miofibroblastos en el proceso de
cicatrizacion, debido a su fenotipo contractil, es el de reducir el area de la
superficie desnuda en el tejido dafiado, acercando los margenes de las micro

heridas.

Por otro lado, los miofibroblastos de pulmones con FPI inducen muerte celular del
epitelio alveolar, y al menos en parte, la falta de re-epitelizacién adecuada parece
ser provocada por este mecanismo (56, 80). Ademas, los miofibroblastos
provocan la ruptura de la membrana basal, perpetuando el dafio y evitando una re-
epitelizacion apropiada. El resultado final es la acumulacion excesiva de matriz
extracelular con una destruccion de unidades capilares-alveolares y la formacién
de espacios fibroticos quisticos, lo cual lleva a la destruccién de la arquitectura del

parénquima pulmonar (68). (Figura 1)
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Figura 1. Mecanismos generales de la FPI.

El proceso fibrético se inicia con una activacion epitelio/alveolar, la cual induce la
migracion/proliferacion de fibroblastos, y a su vez ocurre una diferenciacion a
miofibroblastos. Estos ultimos inducen muerte celular del epitelio alveolar, una
acumulacion excesiva de matriz extracelular, y una ruptura de la membrana basal,
lo cudl tiene como resultado final una destruccibn de la arquitectura del

parénquima pulmonar.
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METALOPROTEASAS DE MATRIZ Y SUSTRATOS DE LA MATRIZ

EXTRACELULAR

La matriz extracelular (MEC) es una estructura dinamica que no solo constituye un
soporte estructural que determinan la histo-arquitectura especifica para cada
organo si no que regula el comportamiento de las células que se encuentran en
contacto con ella, afectando asi su desarrollo, adhesién, migracién, forma y
funciones metabdlicas. Las células se unen a la matriz extracelular a través de
receptores de superficie de la familia de las integrinas, desencadenando sefiales
de transduccion que afectan diversas funciones celulares (2). Ademas, la MEC
participa activamente en la presentacion de una gran variedad de factores de
crecimiento. En este contexto el recambio altamente controlado de la MEC es
critico para mantener la estructura y funcion de los 6rganos entre ellos la del

pulmon (77).

El desequilibrio entre la sintesis y degradacion de las moléculas de la MEC esta
bien documentado en diferentes condiciones patolégicas como es el caso de la
fibrosis y el enfisema pulmonar (55). La degradacién de la MEC se realiza por
enzimas proteoliticas que pueden actuar tanto a nivel de membrana como
extracelularmente, y a estas enzimas se les conoce como metaloproteinasas de
matriz (MMP’s de su abreviatura en ingles Matrix metalloproteinases), estas,
comprenden una gran familia de metaloenzimas que poseen caracteristicas

estructurales comunes.
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Estas enzimas son una familia de endopeptidasas que contienen un sitio activo de
Zn?* (de alli del prefijo “metalo”), de las cuales se han reportado 23 de estas en el
humano y 24 en mamiferos. Estas enzimas fueron descritas en un principio como
procesadoras de la matriz extracelular (MEC) con un papel predominante en la
homeostasis de ésta, sin embargo, ahora es claro que su funcién va mas alla del
solo hecho de degradar MEC. Recientemente, se ha descrito su papel en la
regulacion del crecimiento celular a través del procesamiento de factores de
crecimiento y receptores que se encuentran unidos en la superficie celular; la
liberacion de factores de crecimiento que se encuentran secuestrados en la MEC
o sefializacion de integrinas; regulacion de apoptosis via la liberacion de factores
de muerte o sobrevivencia; alteracion de la motilidad celular; efectos en el sistema

inmune; y modulacion de la bioactividad de citocinas. (16)

Tradicionalmente las MMP’s han sido clasificadas basandose en la especificidad
por el substrato, en caracteristicas estructurales de los dominios, en su
localizacion celular y en su estructura primaria (47, 89). Sin embargo nuevos
descubrimientos de estas enzimas hacen dificil su clasificacion y se han propuesto

alternativas diferentes para su clasificacion. (11)

Una MMP debe tener al menos dos dominios conservados, uno llamado pro-
dominio y el dominio catalitico. El prodominio de una MMP tipica es de cerca de
80 aminoacidos, y todas las MMP’s, excepto MMP-21 y MMP-23, contienen la

secuencia consenso PRCXXPD.
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El dominio catalitico (de 170 aa aproximadamente) contiene un sitio activo de
Zn**, que se une a tres histidinas conservadas en la secuencia
HEXXHXXGXXHS/TXXXXXXM, la cual también contiene una metionina
conservada al lado carboxilo del sitio de unién al zinc. En el estado inactivo, el
residuo conservado cisteina en el prodominio provee el cuarto sitio de
coordinacion para el ion de zinc catalitico, y la ruptura de este puente es necesaria

para la actividad enzimatica (8, 89). (Figura 2)

Ademas de las dos regiones conservadas, las MMPs tienen una variedad de
dominios especializados que contribuyen a la especificidad del sustrato y

reconocimiento o interaccién con otras proteinas o moléculas.

Las MMP’s tienen una region de union bisagra, la cual es rica en prolina, y un
dominio carboxilo terminal Illamado tipo hemopexina (de 120 aa
aproximadamente). El dominio tipo hemopexina es requerido para la actividad de
triple helicasa. Ademas se ha demostrado que el dominio hemopexina juega un
papel funcional en la union al sustrato y en interacciones con inhibidores tisulares

de metaloproteinasas (TIMP'’s). (50, 71)

Dependiendo de sus caracteristicas estructurales y funcionales las MMPs se han
clasificado en 6 subgrupos diferentes de miembros cercanamente relacionados
gue poseen afinidad de sustrato que en ocasiones se sobre lapa, estos subgrupos
son: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas, MMPs tipo membrana

(MT-MMPs), y otras MMPs (Tabla 1).
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Figura 2. ESQUEMA DE DOMINIOS

Una MMP debe tener al menos dos dominios conservados, uno llamado pro-
dominio y el dominio catalitico. EI dominio catalitico contiene un sitio activo de
Zn?. Ademas, las MMPs tienen una variedad de dominios especializados que
contribuyen a la especificidad del sustrato y reconocimiento o interaccion con otras

proteinas o moléculas.
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Tabla 1.

Clasificacion de MMP’s basada en sus caracteristicas estructurales y
funcionales.

Colagenasas MMP-1 Colagenasa -1
MMP-8 Colagenasa -2
MMP-13 Colagenasa -3
MMP-18* Colagenasa -4
Gelatinasas MMP-2 Gelatinasa A
MMP-9 Gelatinasa B
Matrilisinas MMP-7 Matrilisina 1
MMP-26 Matrilisina 2.
Estromelisinas MMP-3 Estromelisina 1
MMP-10 Estromelisina 2
MMP-11 Estromelisina 3
MMP’s tipo membrana MMP-14 MT1-MMP
MMP-15 MT2-MMP
MMP-16 MT3-MMP
MMP-17 MT4-MMP
MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MT6-MMP
Otras MMP-12 Metaloelastasa de macréfagos
MMP-19 RASI-1
MMP-20 Enamelisina
MMP-21
MMP-22 CA-MMP
MMP-23
MMP-27 Epilisina
MMP-28

*Colagenasa-4 fue aislada de Xenopus, y hasta el momento no se ha
encontrado su homaologo en mamiferos.
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Colagenasas:

Esta subfamilia comprende 3 miembros: MMP-1 (colagenasa-1) la cual es

expresada en su mayor parte por fibroblastos, macrofagos y células epiteliales;

MMP-8 (colagenasa 2) que es expresada principalmente por neutréfilos; y

MMP-13 (colagenasa 3) que es expresada por una gran variedad de células. Las

colagenasas tienen como sustrato colagenas fibrilares tipos I, Il y III.

Las colagenas fibrilares son los componentes estructurales mas
abundantes de la matriz extracelular, y son moléculas homo o
heterodiméricas, cuyas subunidades las cadenas a, son el producto de
diferentes genes, estas cadenas varian en un tamafio que va de 600 a 3000
residuos de aminoacidos. Las cadenas o contienen uno 0 mas segmentos
de polipéptido con multiples secuencias repetidas Gly-X-Y, donde cerca del
30% de las posiciones X e Y estan ocupadas por prolina e hidroxiprolina
respectivamente, estas secuencias, ademas de brindarle a la molécula
estabilidad y rigidez hace posible que se formen triples hélices, es decir,
una colagena fibrilar clasica en mas de un 95% su estructura secundaria es
de triple hélice (12, 81, 82). En el pulmon las colagenas de tipo I, Il, y lli
constituyen el 95% de la coldgena en este, las colagenas de tipo | y Ill se
encuentran en el intersticio pulmonar, en las paredes de las vias aéreas y
en los vasos sanguineos, mientras que la colagena de tipo Il se localiza en

el cartilago bronquial (54). Un aspecto relevante de su metabolismo es que
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estas moléculas son resistentes a la degradacion de la mayoria de la

proteasas.

Gelatinasas:

Esta subfamilia comprende 2 miembros la gelatinasa A o colagenasa tipo IV de 72

kDa (MMP-2) y la gelatinasa B de 92 kDa (MMP-9), estas enzimas degradan

generalmente colagena tipo IV y elastina. Reciben el nombre de gelatinasas

debido a su capacidad para degradar gelatina (colagena desnaturalizada) (89).

La colagena tipo IV fue la primera colagena no fibrilar extensamente
estudiada y es un componente de las membranas basales donde forma
una fina red de cordeles entrelazados que atrapan a moléculas de gran
tamafio como laminina o el proteoglicano heparan sulfato. Las cadenas de
colagena tipo IV son estructuralmente similares y combinan un dominio
largo en triple hélice con un dominio globular complejo en el extremo
carboxilo terminal. , que es una estructura laminar con una porcion en triple
hélice y que se encuentra en membranas basales.

La elastina es una proteina fuertemente hidrofébica que se sintetiza en
forma soluble (tropoelastina), se modifica post traduccionalmente, se
empaca y se transporta a sitios especificos de la superficie celular donde se
producen las uniones cruzadas y el ensamble final para la formacién de las
fibras elasticas. Las fibras elasticas desempefian un papel fundamental en

la estructura de las matrices intersticiales y en la organizacion tisular.
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Dependiendo del tejido, por un lado otorgan la flexibilidad apropiada, y por
otra, permiten la resistencia a los procesos de estiramiento. En este
sentido, estas fibras se encuentran en cantidades significativas en aquellos
tejidos en los cuales la extensibilidad reversible es importante en su funcion

como ocurre con el pulmédn, la piel y las grandes arterias.

Matrilisinas.

En esta subfamilia se retnen la matrilisina (MMP-7) y la matrilisina-2 (MMP-26),

estas han perdido el dominio carboxilo terminal, es decir, s6lo contienen tres

dominios necesarios para la secrecion, latencia y actividad catalitica. Los sustratos

de estas enzimas son muy amplios y variados y degrada entre otras moléculas de

la matriz a la fibronectina (50, 89).

Las fibronectinas constituyen una familia de  glucoproteinas
multifuncionales, que se pueden encontrar tanto en forma insoluble en la
MEC, como en forma soluble circulando en el plasma. Las moléculas de
fibronectina estdn formadas por 2 subunidades de 230 y 250 kDa
respectivamente que se encuentran ligadas por uniones de disulfuro. La
estructura de la fibronectina esta fuertemente conservada en la escala
evolutiva y es altamente repetitiva con 3 unidades basicas, denominadas
homologias tipos I, Il y 1ll, las cuales constituyen el esqueleto de la proteina.

Interviene estableciendo las conexiones que utilizan las células cuando
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éstas migran a través de la matriz extracelular. Ademas es la principal

proteina de unién entre las células y las fibras colagenas (75).

Estromelisinas.

A esta subfamilia pertenecen las estromelisinas 1 (MMP-3), 2 (MMP-10) y
3 (MMP-11), teniendo como sustratos principales a la fibronectina, laminina vy

colagena tipo IV (50, 89).

e La laminina es una glicoproteina filamentosa y es abundante en las laminas
basales de las matrices extracelulares embrionarias Tiene una estructura
altamente conservada en diferentes especies como en el hombre, ratén,
drosophila, sanguijuelas, y estrellas de mar. Consiste de tres cadenas
polipeptidicas o (400kDa), B1 (220kDa) y B2 ( (205kDa) unidas por enlaces
disulfuro para formar una estructura en forma de cruz con terminaciones
globulares. Existen diversas formas de laminina y los cambios en la
composicién de subunidades de laminina pueden influir no solo en la
interaccion con los receptores celulares sino también en la interaccion con
otras moléculas de la matriz y por lo tanto en la arquitectura de la

membrana basal. ( 2)
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MMP’s tipo membrana (MT-MMP).

A esta subfamilia la conforman 6 miembros diferentes MT1-MMP (MMP-14), MT2-
MMP (MMP-15), MT3-MMP (MMP-16), MT4-MMP (MMP-17), MT5-MMP (MMP-
24), MT6-MMP (MMP-25), son proteinas con un dominio de membrana y una cola
citoplasmatica, y un dominio de furina que sirve como sitio activo de
reconocimiento para su activacion intracelular. Estas enzimas tienen la capacidad
de activar a otras MMP’s como la MMP-2 y -13, ademas de degradar proteinas de

la matriz extracelular (50, 89).

Otras MMP'’s.

En esta subfamilia se agrupan aquellas enzimas cuyas propiedades no les permite
agruparse dentro de las subfamilias anteriores en este grupo encontramos a MMP-
12 (metaloelastasa de macrofagos), MMP-19, MMP-20, MMP-23, MMP-27, MMP-

28 (50, 89).
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REGULACION DE LAS MMP’s

La regulacién en las MMP’s ocurre tanto intra como extra celularmente y la
actividad enzimatica es el resultado final de una compleja serie de eventos que
incluye la expresion del gen, la activacion del zimdgeno y la inhibicidn enzimatica

en el espacio extracelular.

Regulacion transcripcional

La expresion génica de las MMPs es regulada por una variedad de citocinas, tales
como factores de crecimiento y mediadores inflamatorios los cuales pueden

incrementar o disminuir la sintesis de la enzima.

Algunas enzimas como MMP-2, MMP-19, MMP-28 y varias MT-MMPs, son
expresadas en condiciones fisioldgicas, participando en la homeostasis. Sin
embargo la mayoria de las MMPs no son expresadas en estas condiciones, solo si
son inducidas debido a un proceso de reparacion o remodelacion y en tejidos
inflamados o danados. En una gran mayoria, la produccion de las MMPs es
regulada a nivel de transcripcion por sefiales especificas que son temporalmente
limitadas y confinadas espacialmente (34). Citocinas como el factor de necrosis
tumoral (TNF-a), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y la interleucina-1
(IL-1), son capaces de aumentar la expresion de las MMP’s a través de una

combinaciéon de mecanismos transcripcionales y postranscripcionales.
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De este modo, se ha demostrado que los promotores de éstas, presentan diversos
elementos cis que permiten que la regulacion sea llevada a cabo por variados
conjuntos de activadores trans, incluyendo AP-1, PEA3, Sp1,
B- catenina/Tcf-4 y el NF-kB. Muchos de los promotores de MMPs son muy
semejantes y, de hecho, comparten algunos elementos cis, lo cual es consistente
con observaciones en donde algunas MMPs son co-reguladas en su expresion. En
contraste, la composicion de los promotores funcionalmente relacionados de las

MMPs como son, MMP2 y MMP9 o MMP1 y MMP8 es distinta.

Con base en la composicion de los elementos cis, los promotores de las MMPs
pueden ser agrupados en tres grupos (Figura 3). El primer grupo, que comprende
a la mayoria de los promotores de las MMP (MMP-1, -3, -7, -9, -10, -12, -13, -19y
-26), contiene una caja TATA aproximadamente a -30 p.b. (relativo al sitio de inicio
de la transcripcion) y un sitio de union AP-1 aproximadamente a -70 p.b. Los
promotores de las MMPs del segundo grupo (MMP-8, -11, y -21) también
contienen una caja TATA, pero carecen de un sitio AP-1 proximal. La regulacion
de estos promotores es relativamente sencilla y distinta con respecto al primer

grupo de promotores.
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Figura 3. Grupo de promotores de MMPs.

Los promotores de las MMPs pueden ser agrupados en tres grupos con base en

la composicion de sus elementos cis.
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El ultimo grupo de promotores (incluyendo MMP2.-14 y -28) no poseen una caja
TATA, de ahi que, la transcripcion en éstos promotores comienza en multiples
sitios. Ademas la expresion de las MMPs en éste ultimo grupo esta determinada
principalmente por la familia ubiquitinada de factores de transcripcion Sp1, los
cuales se unen a una caja GC cercana. La mayor parte de la expresién de éstas
MMPs es constitutiva, como en el caso del promotor de la MMP-2 humana, el cual
contiene ciertos elementos regulatorios cis, donde la expresion de esta enzima
estd sujeta, al parecer, a la regulacion por factores de transcripcion con una

induccién en pequefia proporcion por factores de crecimiento o citocinas.

La presencia de sitios de uniéon a AP-1 en la mayoria de los promotores de las
MMPs responsabiliza a estos genes de los cambios en la actividad y/o cantidad
de los activadores trans correspondientes, ya sea solos o en cooperacién con
PEA3. De hecho una gran variedad de citocinas y factores de crecimiento,
incluyendo interleucinas, interferones, EGF, KGF,NGF, HGF, bFGF, VEGF, PDGF,
TNF-a y TGF-B activan la sefalizacion celular culminando en la activacion de
factores trans de los promotores de las MMPs convergiendo en elementos AP-1
y/o PEA3 (28). El incremento en la expresion por este tipo de trans-activacion a
través de AP-1 o PEA3 es mediada por la fosforilacion de proteinas cinasas

dependientes de mitogenos (MAPKSs) (20).
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Factores de transcripcién AP-1y regulacion de MMPs

Diversas vias de senalizacion mediadas por citocinas y factores de trascripciéon
convergen en un sitio de union AP-1, el cual también constituye el elemento
responsivo a esteres de forbol (TRE “phorbol ester-responsive element”). El factor
de transcripciéon AP-1 es un complejo de heterodimeros de proteinas de la familia
de proto-oncogenes (jus y fos). Estos factores de transcripcién son proteinas de
cremallera de leucinas que se unen a secuencias consenso de ADN
(5’- TGAG/CTCA-3’) como complejos diméricos (38).

Los elementos AP-1 localizados en las posiciones -72 y -66 de los promotores de
varias MMPs juegan un papel importante en la regulacién transcripcional de estas
enzimas, y esto ha sido demostrado mediante mutaciones que se han llevado a
cabo en estos sitios, las cuales, reducen dramaticamente la actividad basal y la
respuesta a estimulos externos (22, 86). Por otra parte, la funcién de sitios
adicionales de unién a AP-1 encontrados en los promotores de MMP-1, -3 y -9 no
esta clara. Solo se ha demostrado que en el promotor de la MMP-1 de conejo,
media los efectos de esteres de forbol. (4).

En otros estudios de co-transfeccion se ha demostrado que la sobre expresién de
proteinas fos y jun aumenta la actividad del promotor de MMP-1. Sin embargo, la
induccién simultanea del ARN mensajero de c-jun y junB precede la induccion de
la expresion de MMP-1 por varios tipos de estimulo (84). c-Jun es capaz de
estimular la actividad minima del promotor de la MMP-1 como homodimero
(Jun/Jun), mientras que la induccion minima de este promotor por jun-B requiere la
presencia de varios elementos AP-1 (19). De este modo se cree que c-Jun es un
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activador independiente de la expresion de MMP-1, mientras que la trans
activaciéon del promotor de la MMP-1 por jun-B, y posiblemente otros factores de
transcripcion AP-1, es dependiente de la interaccidon con otros sitios de union a
factores de transcripcidén a adicionales elementos regulatorios cis del promotor de

la MMP-1.

Factores de transcripcién ETS y regulacion de MMPs

Estos factores de transcripcion se encuentran en casi todos los promotores
inducibles de MMPs, con la excepcion de MMP-12, y se encuentran localizados en
sitios adyacentes de al menos un elemento AP-1. Este factor de transcripcion se
une a elementos conservados llamados PEA3 (del inglés “polyoma enhancer A
binding protein-3”). Estos factores de transcripcion son proteinas que contienen
en su estructura primaria la secuencia hélice-asa-hélice que contiene un dominio
modular caracterizado por un dominio ETS altamente conservado, el cual
reconoce el elemento PEA3 rico en purina (A/CGGAA/T) (72). Aunque se
demostré que las proteinas ETS trans activan constructos de promotores
artificiales conteniendo solo el elemento PEA3, este factor no dimeriza usualmente
ni se une al ADN solo, si no que forma complejos con otros factores de
transcripcion como AP-1, funcionando como coactivadores (15).

La interaccion funcional entre los factores AP-1 y ETS en la regulacion
transcripcional de MMPs revelan que las interacciones in vivo entre los distintos

factores de transcripcion pueden modular la respuesta de promotores de MMPs,
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especialmente en situaciones donde la induccion simultanea de la expresion de

ambos ocurre, como en el caso de invasién y crecimiento celular (87).
Activacion e inhibicion de MMPs

A nivel de activacion, las MMPs se regulan a través de la digestién parcial del
dominio propeptidico. En algunos casos, como en las procolagenasas de
fibroblastos, neutrofilos y las proestromelisinas 1 y 2, los propéptidos presentan
zonas de rompimiento para enzimas como la plasmina y la tripsina; el rompimiento
desestabiliza la interaccion entre un residuo de Cis y el Zn** y la conformacién de
la proteina cambia, permitiendo asi el proceso autocatalitico hacia la forma activa.
Los activadores fisiolégicos de muchas de estas enzimas no se conocen con
precision; sin embargo, se ha sugerido la existencia de una cascada en la que
algunos de los miembros de la familia de las MMPs tienen la capacidad de activar
a otros miembros de la misma familia. En el caso de la pro gelatinasa A
(pro MMP-2), la activacion se lleva a cabo en la superficie celular y las
metaloproteinasas de membrana desempefian un papel central mediante un

complejo mecanismo que involucra a la MT1-MMP, y al TIMP-2 (9).

Finalmente a nivel de regulacion por inhibicién, los principales inhibidores
fisiologicos de las MMP’s son una familia de inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMP), de los cuales se han descrito cuatro tipo diferentes
llamados TIMP-1, 2, 3 y 4. Los TIMP’s forman complejos de alta afinidad con las

formas activas de MMP’s e inhiben su actividad enzimatica a través de una
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interaccion no covalente. Estos inhibidores tienen entre otras propiedades, las de
ser moduladores de la proliferacion, promotores del crecimiento celular,
inhibidores de la angiogenesis, apoptosis, etc. (88). Por otra parte inhibidores
generales de proteinasas como a2-macroglobulinas, tienen también la capacidad

de inhibir MMPs.
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POLIMORFISMOS NUCLEOTIDO SENCILLO (SNP)

Los polimorfismos son distinguidos terminolégicamente de las mutaciones por un
criterio de frecuencia. Las diferentes formas de los polimorfismos (llamados
“alelos”) se encuentran mas frecuentes en las poblaciones con respecto a las
mutaciones, esto es, en una frecuencia mayor al 1%.

Actualmente, mas de 9 millones de variantes en la secuencia de ADN han sido
catalogadas en el dbSNP (base de datos publica de SNP’s) (73,74). Se ha descrito
que los SNP’s se presentan uno cada 200 pares de bases en el genoma humano.
Basados en este dato se esperaria que existieran aproximadamente 9 millones de
SNP’s en el genoma humano, muchos de los cuales ya han sido descritos en el
dbSNP (17).

Los SNP’s pueden estar presentes en regiones codificantes y pueden provocar un
cambio en un aminoécido, y a este tipo de SNP’s les conoce como “no sinénimos”.
Debido a que este tipo de SNP’s pueden afectar directamente la funcion de la
proteina, muchos investigadores han centrado su atencibn en estudios de

asociacion genética en este tipo de variaciones (10).

Por otra parte existen variaciones funcionales que pueden causar alguna
enfermedad o susceptibilidad a ésta, y pueden estar localizados en la regién
promotora del gen influenciando la actividad transcripcional del gen (modulando la

union de factores de transcripcion), en intrones (modulando la estabilidad de la
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proteina), en sitios de “splicing” (sitios donde ocurre la eliminacién de intrones y

unidn de exones), 0 en regiones intragénicas (6, 44).

Otro tipo de SNP’s son los llamados “sinénimos” (o silenciosos) los cuales no
alteran la conformacion del gen, sin embargo se ha descrito que algunos de estos
polimorfismos pueden tener consecuencias funcionales por algun tipo de

mecanismo aun desconocido (23).

De acuerdo a su localizacion en el genoma los SNP’s son clasificados de la
siguiente manera: iSNP si estan localizados en regiones intronicas, cSNP en
regiones codificantes (exones), rSNP en regiones reguladoras y gSNP localizados
en regiones intergendmicas. Los cSNP pueden estar representados por SNPs

sindnimos (SSNP) o0 no sin6nimos (nsSNP) (14) (Figura 4).
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FIG.4: CLASIFICACION DE SNP’s DE ACUERDO A SU LOCALIZACION
EN EL GENOMA.

iISNP localizados en regiones intronicas; cSNP en regiones codificantes (exones),
rSNP en regiones reguladoras y gSNP localizados en regiones intergenémicas.
Los cSNP pueden estar representados por SNPs sindnimos (sSNP) o0 no
sindnimos (NsSNP).

(E-Exones; I- Intrones; UTR- Regiones no codificantes)
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Polimorfismos funcionales en los promotores de MMPs

Uno de los mejores ejemplos es el SNP localizado en la regiébn promotora de
MMP-1 en la posicion -1607, el cual consiste en la adicién de una guanina, la cual
resulta en la creacion de un sitio de union para el factor de transcripcion Ets-1(65).
Se ha reportado que el alelo 2G del promotor de la MMP-1 en la posicion -1607
aumenta la actividad transcripcional y una mayor produccion de esta enzima (37,
65, 90), y se ha asociado con la susceptibilidad al desarrollo de diversos tipos de
cancer entre ellos, el cancer de pulmon (25, 31, 97). Por otra parte, una insercion
de una adenina en el promotor de la MMP-3 en la posicion -1171 genera un alelo
6A (92), y se ha reportado, tiene una afinidad mayor por el factor de transcripcién
ZBP-89 comparada con el alelo 5A, y del cual, el alelo 6A se ha asociado con un
bajo riesgo al desarrollo de cancer pulmonar (27).

Del mismo modo se han reportado sustituciones de nucleétidos en las regiones
promotoras de la MMP-2, -9, y 12. En el caso de la MMP-2 se han reportado dos
polimorfismos funcionales, uno consiste en la sustitucion de una citocina por una
timina en la posicién -1306, en la cual se ha demostrado que el alelo T rompe un
sitio de unién Sp-1, reduciendo asi la actividad transcripcional de la enzima (60).
La asociacién entre el polimorfismo -1306 C/T y la susceptibilidad a cancer
humano ha sido investigada en diversos estudios, demostrando que el alelo C esta
asociado a un incremento en el riesgo de cancer comun, incluyendo el de pulmon,
de mama, gastrico, oral, y colorectal (93, 94, 95). Por otra parte, se ha descrito
otra sustitucién en la regiébn promotora de esta enzima en la posicion -1576, la
cual consiste de una adenina por una guanina, la cual, interfiere con la unién del
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receptor de estrogeno o al promotor y esta asociado con una disminucion de la
actividad transcripcional (29). Por otro lado, en el promotor de la MMP-12 existe
una sustitucion de A por G, adyacente a un sitio AP-1, el cual reduce la afinidad
por este factor de transcripcion, afectando la respuesta a PMA e insulina (35)
Finalmente en la regién promotora de la MMP-9 se ha descrito la sustitucion de
una citocina por una timina en la posicion -1562, la cual produce una actividad
transcripcional mas alta, sin embargo no se ha demostrado que factor de
transcripcion se une a dicho sitio (96).

MMP y FPI

Aunque los principales factores y los mecanismos involucrados en la remodelacion
de la FPI no se conocen con precision, a la fecha, existen reportes que han
demostrado que varias MMPs desempefian un papel importante en la patogenia
de esta enfermedad (58). Estudios de microarreglos han demostrado que MMP-1,
-2, -7 y -28 se encuentran sobre expresadas en pacientes con diagnoéstico de FPI

comparado con sujetos control (69).

Recientemente se reporté que existen niveles proteicos altos de MMP-1 y MMP-7
en circulacion, sugiriendo que estas enzimas podrian servir como bio marcadores
moleculares para el desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopatica, ya que ambas
MMPs se distinguen claramente de los pacientes con este desorden comparados
con sujetos normales u otras enfermedades cronicas del pulmon ( 63). De manera
interesante, se ha demostrado que un ratén carente de MMP-7 es resistente al

desarrollo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, sugiriendo que esta
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enzima es critica en el desarrollo de esta enfermedad (100). El papel de ésta
enzima en la fibrosis pulmonar podria ser mdultiple considerando su amplia
especificidad por sustrato. Diferentes estudios han sugerido que participa en
procesos fisiologicos durante la apoptosis, inflamacion e inmunidad nata, entre
otros (49). De igual forma se ha propuesto que participa en el corte del
ectodominio de E-caderina en el epitelio de pulmones dafiandos con bleomicina,

siendo un factor critico de la reparacion epitelial (43).

Como se menciond anteriormente, se ha encontrado que la expresion del gen de
la MMP2 se encuentra sobre expresada en tejidos de FPI y su forma activa esta
generalmente incrementada en los fluidos de lavados bronquiolo-alveolares (LBA).
Ademas, la MMP2 se encuentra generalmente sobre regulada en modelos
experimentales de fibrosis pulmonar y ésta sobre expresion, asi como el caso de
la MMP9, se sospecha, esta implicada en la ruptura de la membrana basal. Esta
ruptura de la membrana basal, puede contribuir al fallo de la reparacion ordenada
de las células epiteliales tipo | alveolares dafiadas, afectando, la re epitelializaciéon
normal y sobre todo esta puede tener un papel deletéreo adicional por la induccién
de apoptosis epitelial. De hecho, la integridad de la membrana basal es necesaria
para suprimir la muerte celular programada como ha sido demostrado en epitelio

de mamiferos y otros tejidos (7, 13).

Por otro lado se supondria que las colagenasas estarian menos expresadas en la
enfermedad por la evidencia de la acumulacién excesiva de colagenas fibrilares

(tipo | y 1lI). Sin embargo, se ha demostrado que, la MMP-1 esta altamente
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incrementada en pacientes con FPI, y que la proteina se localiza en células
epiteliales alveolares mientras que se encuentra practicamente ausente del
espacio intersticial, donde la colagena esta siendo acumulada, sugiriendo que el
papel de la MMP-1 en el desarrollo de la FPI va mas alla del hecho de degradar
colagena fibrilar. Recientemente se ha demostrado que la MMP-1 tiene la
capacidad de regular actividades migratorias a través de la union de B1 integrinas
sobre la membrana plasmatica de monocitos y queratinocitos humanos (18, 24).
Por otro lado se ha demostrado la presencia de esta proteina en el espacio
intracelular, siendo acumulada durante la fase mitética del ciclo celular, por lo cual
se ha propuesto que esta enzima podria tener una participaciéon durante el

crecimiento celular (45).

Dados los antecedentes anteriores consideramos que uno de los factores que
contribuyen al incremento de la MMP-1 en la patogénesis de la fibrosis pulmonar
idiopética son variantes genéticas que influyen en su actividad transcripcional. Por
lo que el objetivo del presente estudio es identificar si existe una asociacion de
estas variantes (localizadas en la posicion -1607 y -755) con el desarrollo de la

FPI.
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METODOLOGIA

Poblacion de estudio

Se estudiaron 130 sujetos mestizos mexicanos no relacionados (67 hombres y 63
mujeres, 62.5 + 9.6 afos) con diagndstico de fibrosis pulmonar idiopatica, el cual
fue sustentado por estudios de funcion pulmonar, inspeccion fisica, historia y
estudio de lavados bronquio alveolares, (1). En 40% del diagnéstico de pacientes
con FPI fue confirmado por morfologia (biopsias de pulmén) basado en
examinacion microscépica de neumonias intersticiales (39). En la ausencia de
biopsias, los pacientes tuvieron que cumplir con los criterios del consenso
internacional del ATS. Los pacientes incluidos en el grupo fueron informados de su
participacion en el estudio, firmando una carta de consentimiento, y el protocolo
fue aprobado por el comité de bioética del Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias (INER).

En cuanto a los criterios de inclusion se tomo6 en cuenta que los sujetos fueran
mexicanos por abolengo, es decir, que el individuo tuviera al menos tres
generaciones de residencia en el pais. Mientras que el principal criterio de
exclusién fueron pacientes con causas de enfermedades pulmonares intersticiales
de causas conocidas (B.G. enfermedades vasculares, toxicidad debido a drogas y
exposicién al medio ambiente). Los datos clinicos incluyendo el habito de fumar
fueron obtenidos de sus registros clinicos. Los diferentes habitos fueron
caracterizados como “no fumadores”, “fumadores antiguos” (pacientes quienes

dejaron de fumar al menos 12 meses antes del diagnostico de la enfermedad), o
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“fumadores actuales” (pacientes que a la fecha fuman o dejaron de fumar en hace

menos de 12 meses del diagndstico) (70).

Como grupo control se analizaron 305 individuos mestizos mexicanos (189
hombres, 116 mujeres, 40 + 12.4 anos) no relacionados entre si, ni con los
pacientes con diagnostico de FPI. Del grupo de estudio, 49 pacientes con FPI y

107 sujetos control fueron antiguos fumadores o actuales fumadores.

Determinacion de genotipos

Extraccién de ADN

Para la determinacion de genotipos se realizé la extraccion ADN gendmico, esto, a
partir de 10 ml de sangre periférica usando el estuche comercial de extraccién BD
tract isolation kit (Maxim Biotech, San Francisco CA, USA). ElI ADN fue

cuantificado por espectrofotometria de absorcién a 260 nm de longitud de onda.

Los polimorfismos fueron determinados por la técnica de PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism). Para cada
polimorfismo, un fragmento del sitio polimoérfico fue amplificado por PCR usando

oligonucledtidos especificos.

Para determinar el SNP localizado a -1607 p.b. del promotor de la MMP-1 se

amplificé un fragmento de 269 p.b. utilizando los siguientes oligos:

sentido: 5'- TGACTTTTAAAACATAGTCTATGTTCA- 3’

antisentido: 5-TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTCATAGC-3'.
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El oligo antisentido fue disefiado de tal forma que crea un sitio de reconocimiento
para la enzima de restricciéon Alu | (AGCT), esto, reemplazando una T por una G

en la segunda posicidon cercana al sitio 3’ del oligonucledtido.

De esta forma el alelo 1G tiene el sitio de restriccion para la enzima Alu |, mientras

que el alelo 2G rompe este sitio debido a la insercidén de la guanina.

Por otra parte, para el SNP localizado a -755 p.b. (G > T) del promotor de la
MMP-1 se amplific6 un fragmento de 120 p.b. utilizando el siguiente juego de

oligonucledtidos:

sentido: 5'- GATCCTCCCACCTCAGCCTCTTCCG- &

antisentido: 5'- CATGGTGAGACCCCATCTCT- 3’

En este caso el oligonucleétidos sentido se disefio de tal forma que se crea un

sitio de restriccion para la enzima Msp | (CCGG); esto se hizo reemplazando una

A por una C en la segunda posicion cercano al sitio 3’ del oligonucleétido.

En este caso el alelo G contiene el sitio de restriccion para dicha enzima, mientras

que alelo T rompe este sitio de restriccion.
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La mezcla de reaccion de la PCR fue llevada a cabo en un volumen final de 25 pl,
conteniendo 20 ng de ADN gendmico, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de cada

oligonucledtido y 2.5 Unidades de Taq ADN polimerasa (Invitrogen, CA).

Las condiciones del ciclaje fueron 2 min a 94°C seguido de 40 ciclos de 30 seg a
94°C, 30 seg at 64°C, and 30 seg a 72°C, y con un paso final de extension de
72°C por 7 min, esto fue llevado a cabo en un termociclador GeneAmp PCR

System 9700 (Applied Biosystems, CA).

Una alicuota del producto de PCR fueron digeridos con su respectiva enzima de
restriccion. Las endonucleasas usadas fueron Alu | (para -1607 G>GG), y Msp |
(para -755 G>T). Una alicuota de 15ul del producto de PCR fue digerida toda la
noche en un volumen final de 20ul, a 37°C en una reaccion de 20-ul conteniendo
10 unidades de la enzima de restriccion (New England BioLabs, Beverly, MA) y
2 ul de buffer. Posterior a la digestion, los productos fueron visualizados en un gel

de agarosa al 4% tefiido con bromuro de etidio.

Posterior a la electroforesis, los genotipos para el SNP localizado a -1607 p.b.,
fueron visualizados de la siguiente manera: el homocigoto 2G/2G fueron
representados por el fragmento integro de 269 pb, mientras que el homocigoto
1G/1G estuvo representado por dos fragmentos de 241 y 28 pb, y el heterocigoto

mostré la combinacion de ambos alelos (269, 241 y 28 pb). (Figura 5, A)

40



Para el SNP localizado a -755 pb, el homocigoto T/T estuvieron representados
por el fragmento integro de 120 pb, por otro lado el homocigoto G/G mostro 2
fragmentos producto de la digestidon, uno de 97 pb y otro de 23, mientras que el
heterocigoto muestra la combinacion de los dos alelos (120, 97 y 23 pb).(Figura 5,
B)

Para la validacion del método, 20 muestras de productos purificados del gel de
agarosa (Qiagen PCR purification kit) fueron secuenciados (Prism 3130x1 Genetic

Analizer, Applied Biosystems, CA) y los datos fueron concordantes.

A
1 2 3 4

Figura 5. A: Representacién de genotipos para el SNP localizado a -1607 p.b;
B: genotipos para el SNP localizado a -755 p.b.
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Secuenciaciéon de ADN

En busca de otros posibles SNPs funcionales localizados en la regién promotora
del gen de MMP-1, se secuencio ésta regidbn en una mezcla de 10 sujetos
mexicanos, utilizando el estuche comercial “BigDye Terminator, v. 3.1, sequence
kit", la reaccion fue analizada en un secuenciador ABI Prism 3130x| Genetic
Analizer (Applied Biosystems, CA). Las secuencias obtenidas fueron analizadas

por medio del programa Chromas.

Posterior a la secuenciaciéon del promotor de la MMP-1 se encontré una sustitucion
de guanina por timina, y utilizando un programa que predice posibles sitios de
unién a factores de transcripcion (“TRANSFAC” Transcription Factor Database,

http://www.cbrc.jp/research/db/TESEARCH.html), se encontré en el alelo T, un

posible sitio de union para el factor de transcripcién AP-1 en la regién -755 p.b. del

promotor de la MMP-1.

Cultivo celular

Se utilizaron fibroblastos de pulmén derivados de tejido pulmonar de pacientes
con FPI y obtenidos de biopsias de pulmon. Los fibroblastos fueron aislados por
dispersion con tripsina, y las células fueron cultivadas a 37°C en 5% de COza 95%
de aire, esto, en medio F-12 de Ham (GIBCO BRL, Life Technologies, Grand
Island, NY) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB; GIBCO BRL) y
100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, and 2.5 mg/ml de
amfotericinaB. Ocho lineas celulares fueron utilizadas para explorar la presencia

de los genotipos usados en la region promotora de la MMP-1.
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Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChIP)

La Inmunoprecipitacion de Cromatina fue llevada a cabo de acuerdo a las
instrucciones del protocolo (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY).1.5x10" de
fibroblastos fueron crecidos en cajas de 100 mm. Para fijar las interacciones ADN-
proteina se utilizé formaldehido a una concentracién final de 1% a temperatura
ambiente por 10 minutos. Posteriormente las células fueron lavadas con PBS frio
conteniendo inhibidores de preoteasas (1mM de PMSF, 1 pg/ml aprotinina y 1
pg/ml pepstatina A) y se centrifugaron obteniendo un boton el cual fue utilizado
para la lisis celular utilizando buffer SDS de lisis (1% SDS, 10mM EDTA, 50mM
Tris, pH 8.1, con inhibidores de proteasas mencionado anteriormente). Después
de incubar 10 min en hielo las células fueron sonicadas con el fin de fragmentar el
ADN en fragmentos de 200 a 1000 pb. Posteriormente las muestras fueron
inmunoprecipitadas toda la noche con 10ul de un anticuerpo monoclonal anti c-Jun

(Cell Signaling Technology) en una dilucién 1:250.

Posterior a la inmunoprecipitacion (utilizando proteina G) se realizé el analisis por
PCR del ADN inmunoprecipitado, usando 5ng del ADN. Para esto se utilizaron
oligonucledtidos especificos que flanquean la region polimérfica (—-825pb a -631pb
del promotor de la MMP-1). El producto esperado fue de 195 pb y la mezcla de
PCR fue llevada a cabo en un volumen final de 25ul conteniendo 5 ng de ADN
gendémico, 1.5mM MgCI2, 1X Tag ADN polimerasa buffer, 0.2 mM de dNTPs, 1.5
mM de cada oligonucledtido y 2.5 Unidades de Tagq ADN polimerasa

recombinante (Invitrogen, CA).
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Las condiciones de la PCR fueron 2 min a 94°C seguido de 30 ciclos de 30 s a
94°C, 30 s a 60°C, y 30 s a 72°C, con un paso final de 72°C por 7 min. El ciclaje
fue llevado a cabo en un GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, CA).
Los productos de PCR fueron corridos por electroforesis en un gel de agarosa al

2% y visualizados con bromuro de etidio.
PCR en tiempo real

El ARN que se utilizé para la cuantificacién génica fue extraido de fibroblastos
pulmonares usando el reactive de TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Grand
Island, NY) y posteriormente, a partir de 1ug de ARN se creé ADN complementario
(cADN) mediante la técnica de transcripcion reversa (Advantage RT-for-PCR Kit;

Clontech, Palo Alto, CA) de acuerdo a las instrucciones del manual.

Para la amplificacion por PCR en tiempo real se utilizd el equipo i-Cycler iQ
Detection System (BioRad, Hercules, California, United States), usando ensayos
de sonda TAQMAN especificos para el gen de la MMP-1 (PE Applied Biosystems,
Wellesley, California, United States) marcada con FAM (Hs00899660 g1) y como
gen endogeno se utilizdé el 18S Ribosomal (Eukaryotic 18S rRNA Endogenous
Control). La PCR fue llevada a cabo utilizando el cADN, esto, en una mezcla de
25-ul, la cual contenia 3 pl of cADN, 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 0.2uM de cada
sonda TAQMAN (18S rARN y MMP-1), y 2.5 U de Taq Polimerasa Recombinante
(Invitrogen, CA). Para la cuantificacion se crearon curvas de numero de copias
seriales, las cuales abarcaban un rango de 1 x 10% a 1 x 10'. Los resultados

fueron expresados como el numero de copias del gen ajustado al numero de
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copias del gen enddgeno (18S rARN). Las condiciones de la PCR fueron 2 min a

94°C seguido de 40 ciclos de 15sa 94°Cy 1 m a 60°C.
Andlisis estadistico

Los datos de cuantificacion génica estan representados en promedio con
desviacion estandar. Para la comparacion de frecuencias génicas entre grupos se
determinaron sus frecuencias génicas, alélicas y haplotipicas. La significancia
estadistica se establecio utilizando el paquete estadistico Epi Info version 6.04b
(Epi Info v6.04b; Stone Mountain, GA), tomando el valor de chi cuadrada (x?) con
correccion de Yates. Con el fin de conocer la fuerza de asociacion se estimo la

razon de momios (OR) con intervalos de confianza del 95%.
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RESULTADOS

Frecuencia génicay alélica del SNP -1607 del promotor de la MMP-1

El estudio de casos-control incluyé 130 pacientes con diagnostico de FPIl y 305
sujetos control. La distribucion de las frecuencias genotipcas y alélicas para este
polimorfismo se muestran en la Tabla 1. El genotipo 2G/2G presentd una
frecuencia significativamente mas alta en pacientes con FPI comparado con los
sujetos control (63% vs 49%; P<0.008). Esto nos indica que los sujetos
portadores del genotipo 2G/2G presentan un riesgo mayor al desarrollo de la
fibrosis pulmonar idiopatica (OR=1.7; IC 1.15 — 2.79). En cuanto al analisis de las
frecuencias alélicas, se encontré un significante incremento en la frecuencia del
alelo 2G en el grupo de pacientes comparada con el grupo control (P<0.006;
OR=1.6, IC 1.13 - 2.29), mientras que la frecuencia del alelo 1G fue
considerablemente mas baja en pacientes con FPI (P<0.006; OR=0.62, IC 0.44 —

0.88).
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Tabla 1. Frecuencias génicas y alélicas del SNP -1607

en casos y controles

Pacientes FPI Controles

MMP1 n=130 n=305

genotipo pC OR IC (95%)
No. (Frec.) No. (Frec.)

-1607 1G / 2G
1G/1G 10 (0.08) 36 (0.12) 0.23
1G/2G 38 (0.29) 119 (0.39) 0.10
2G/2G 82 (0.63) 150 (0.49) 0.008 1.79 1.15-2.79
Alelos
1G 58 (0.22) 191 (0.32)
2G 202 (0.78) 419 (0.68) 0.006 1.61 1.13-2.29
155G/ T
G/G 50 (0.38) 98 (0.32) 0.31
GI/T 48 (0.37) 140 (0.46) 0.10
TI/T 32 (0.25) 67 (0.22) 0.51
Alelos
G 58 (0.69) 191 (0.32)
T 202 (0.31) 419 (0.68) 0.82
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Caracterizacion y analisis del SNP en la posicion -755 de la regién promotora

de la MMP-1

Con el fin de encontrar nuevos polimorfismos funcionales en la region promotora
de MMP-1, se llevé a cabo la secuenciacion de una region correspondiente al
promotor de dicha enzima en sujetos mexicanos. De forma interesante, se
encontrd6 un SNP localizado a -755 p.b. relativos al inicio de la transcripcion, el
cual consiste en la sustitucibn de una guanina por una timina (Figura 6). Esta
sustitucion se estudié en un programa gratuito llamado TRANSFAC (Transcription
Factor Database), el cual predice posibles sitios de unién a factores de
transcripcion, y de forma interesante, se encontr6 que en la secuencia que
contiene el alelo T existe un posible sitio de unién al factor de transcripcion AP-1,
mientras que en la secuencia que contiene el alelo G no existia dicha asociacion

(Figura 7).

Coordinates [x.y):
2350 2400 2450 2500 2980 2300 2250 00 275 2200 2350 2300 2350 2000 a5 |
=TT rrr T e e e . o o w e TOTTTONNTDNNTIN TN IINInIr anIan:d
MAGCATGGAGTCAT GCACCTGTAGTCCTAGT CACT GAAGAGGCT GAGGT GGGAGGAT CACTT GGGC(
s 195 200 208 20 215 a2 a5 a5 235 240 245 250 25
- mon
1000
500 ‘ 0
< | 1l
Analyzed [Raw | R ion | [erT]

Figura 6. Secuenciacion del promotor de MMP-1. El sitio polimdrfico de la
posicion -755 (G/T) se muestra en la linea amarilla.
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A

Database: TRANSFAC MATRIX TABLE, Rel.3.3 06-01-1998
Query: ALLELE “G” (40 bases)

Taxonomy: Vertebrate

Threshold: 85.0 point

TFMATRIX entries with High-scoring:

1 CCACCTCAGC CTCTTCAGGG ACTAGGACTA CAGGTGCATG entry score
e T MO0271 AML-l1a 88.7
e MOO0O73 deltakE 88.2

Total 2 high-scoring sites found.
Max score: 88.7 point, Min score: 88.2 point

B

Database: TRANSFAC MATRIX TABLE, Rel.3.3 06-01-1998
Query: ALLELE “T” (40 bases)

Taxonomy: Vertebrate

Threshold: 85.0 point

TFMATRIX entries with High-scoring:

1 CCACCTCAGC CTCTTCAGTG ACTAGGACTA CAGGTGCATG entry score
___________ > MO0173 AP-1 89.7

€ T MO0271 AML-1a 88.7
e MO0O0O73 deltakE 88.2

Total 3 high-scoring sites found.
Max score: 89.7 point, Min score: 88.2 point

Figura 7. Analisis de posibles sitios de unién a factores de transcripcion en la
region -755 del promotor de MMP-1 usando el software TRANSFAC.

A) Secuencia que contiene el alelo G.

B) Secuencia con el alelo T; donde se muestra un posible sitio de unién al factor de

transcripcién AP-1 ( La flecha roja marca el nucleétido polimérfico).
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Para corroborar la posible unién del factor de transcripcion en la posicion -755 se
llev6 a cabo un ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP “Chromatin
Immunoprecipitation”) usando fibroblastos de pulmon provenientes de pacientes
con FPI, los cuales contienen los genotipos GG, GT y TT. Después de fijar las
interacciones ADN-Proteina, se inmunoprecipité con un anticuerpo contra AP-1 (C-
Jun). Posteriormente el ADN precipitado se utilizd6 para hacer una PCR con
oligonucledtidos especificos que flanquean la region promotora de la MMP-1 que
contiene el sitio polimérfico, abarcando de la posicion -825 a -631 p.b. Dicha
amplificacion revelé una interaccion del factor de transcripcion AP-1 en
fibroblastos pulmonares que contienen el genotipo T/T y G/T en la region -755 del
promotor de la MMP-1 (Figura 8), mientras que en fibroblastos que contienen el
genotipo G/G no existe dicha interaccion. En el control negativo (PCR sin
anticuerpo) no se detectdé amplificacion. Solamente la muestra de cromatina total
(input) presenta una amplificacion (control positivo), confirmando que el factor de
transcripcion se une de manera especifica al promotor cuando esta presente el

alelo T.
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Figura 8: Analisis de la union de AP-1 en la posicion -755 del promotor de
MMP-1.

El analisis se llevo a cabo por inmunoprecipitacién de cromatina. La cromatina fue
extraida de lineas primarias de fibroblastos pulmonares provenientes de pacientes
con FPI, con diferentes genotipos: TT, GT (4 cultivos diferentes), y GG (2 cultivos
diferentes). Se utilizé un anticuerpo anti c-Jun, el cual precipité fragmentos que
contienen el alelo T, pero no precipité fragmentos del genotipo G/G. Como control
positivo se utiliz6 cromatina total sin inmunoprecipitar (input). Los controles

negativos son muestras sin anticuerpo (IgG).
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Frecuencia génicay alélica del SNP -755 del promotor de la MMP-1

Cuando se analizaron las frecuencias del polimorfismo localizado en la region -755
en los 130 sujetos control y de los 305 pacientes con fibrosis pulmonar idiopéatica,
no se encontraron diferencias entre los dos grupos. Sin embargo cuando la
poblacién se estratificO en sujetos fumadores y no fumadores (Tabla 2), se
encontré un incremento de la frecuencia del genotipo T/T en pacientes fibréticos

fumadores comparados con sujetos control fumadores (45 % vs 26%; P=0.03;

OR=2.3; IC 1.01-2.74)

Tabla 2. Frecuencias génicas y alélicas del SNP -755 en casos y

controles fumadores

Pacientes FPI Controles
FUMADORES n=49 n=107
pC OR IC (95%)
No. (Frec.) No. (Frec.)
755G/ T
G/G 12 (0.25) 32 (0.29) 0.61
G/T 15 (0.30) 47 (0.44) 0.16
T/T 22 (0.45) 28 (0.26) 0.03 230 1.15-497
Alelos
G 39 (0.42) 111 (0.52) 0.04 0.60 0.37-0.95
T 59 (0.68) 103 (0.48) 0.04 168 101-274
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Analisis de haplotipos de los SNP -1607 y -755

El analisis de los haplotipos de los dos sitios polimérficos localizados a -1607 y
-755 pb relativos al inicio de la transcripcion, mostraron un leve, pero significante
aumento en la frecuencia del haplotipo 1G/1G™**%" — G/T®, esto, en el grupo
control [(P=0.05, OR=0.14; IC 0.01 — 0.96) (Tabla 3)]. Después de hacer el ajuste
por la condicién de fumar, se encontrd que el haplotipo 2G™*%" — T7° se
encuentra en una frecuencia mayor en pacientes fibréticos fumadores, comparado
con sujetos control fumadores (33 vs 24%, P=0.04: OR =1.6; IC 1.12 — 3.4) (Tabla
4). Por otra parte, en el grupo no fumador la frecuencia del mismo haplotipo (2G
1607 _ 779y es mas baja en fibréticos (0.24) comparada con el grupo control (0.37)
(P=0.0009: OR =0.57; IC 0.41 — 0.80). Otro hallazgo, en este mismo grupo, fue

-1607
G

una mayor frecuencia del haplotipo 2 — G ™ en pacientes fibréticos no

fumadores.

Cabe sefialar que no se encontraron desviaciones significantes del equilibrio de
Hardy-Weinberg en la distribucion de los diferentes genotipos del promotor de la

MMP-1 del grupo control ni en los pacientes fibréticos. (P<0.05).
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Tabla 3. Haplotipos individuales del promotor de MMP-1 en casos y

controles.
Pacientes FPI Controles
MMP1 n=130 n=305
-1607/-755 pC OR IC (95%)

Haplotipo No. (Freq.) No. (Freq.)

1G1G /GG 3 (0.025) 2 (0.005) NS
1G2G/GG 6 (0.05) 16 (0.052) NS
2G2G/GG 41 (0.316) 64 (0.210) NS
1G1G/GT 1 (0.008) 18 (0.058) 0.05 0.14 0.01-0.96
1G2G/GT 20 (0.158) 55 (0.181) NS
2G2G/GT 27 (0208) 76 (0.251) NS
1G1G/TT 8 (0.058) 17 (0.058) NS
1G2G/TT 14 (0.108) 39 (0.128) NS

2G2G/TT 10 (0.075) 18 (0.058) NS
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Tabla 4. Riesgo de haplotipos del promotor de MMP1 en fumadores

Pacientes
MMP1 FPI Controles
-1607/-755 n=130 n=305
Haplotipos pC OR IC (95%)
(Freq.) (Freq.)
FUMADORES
1G/ G (0.10) (0.14) 0.09
2G / G (0.32) (0.35) 0.48
1G/ T (0.25) (0.27) 0.64
2G /T (0.33) (0.24) 0.04 1.60 1.12 -3.40
NO
FUMADORES
1G/ G (0.12) (0.09) 0.60
2G / G (0.54) (0.39) 0.004 1.87 1.38 -2.54
1G/ T (0.12) (0.15) 0.055
2G /T (0.24) (0.37) 0.0009 0.57 0.41-0.80
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Expresion génica de MMP-1

Para cuantificar la expresion génica de la MMP-1 se llevé a cabo la tipificacién del
promotor de esta enzima en diferentes lineas celulares de fibroblastos
provenientes de pacientes con FPI. De éstas, solo se encontré una linea con el
genotipo 1G/1G de la posicién -1607. Después se tipificar cada una de las lineas,
se cuantifico la expresion génica de la MMP-1 en fibroblastos con diferentes
genotipos del promotor de la MMP-1. De forma interesante se encontré que en la
linea que contiene el genotipo 1G/1G tiene una expresidn génica mas baja
comparada con otras tres lineas que contienen el genotipo 2G/2G. Otro hallazgo
relevante fue la presencia del alelo T de la posicidon -755 esta asociado con un

incremento de la expresion de la MMP-1. (Figura 9).
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Figura 9: La expresion del ARN mensajero de la MMP-1 mRNA fue analizada por
PCR en tiempo real y el gen del 18S rARNA fue usado como gen endégeno. El ARN
mensajero de MMP-1 esta sobre expresado en células que contienen el alelo 2G

(-1607) y el alelo T (-755).
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Discusiodn

La fibrosis pulmonar idiopatica pertenece a las enfermedades intersticiales del
pulmén, ésta, es crbnica, progresiva y letal, caracterizada por dafio y activacion de
las células epiteliales, formaciéon de focos de fibroblastos y una remodelacién
tisular anormal. Aunque los principales factores y los mecanismos involucrados en
su remodelacién no han sido esclarecidos aun, trabajos recientes han demostrado
que varias MMPs, incluyendo la MMP-1, estan altamente sobre expresadas en
pulmones de pacientes fibréticos comparados con pulmones normales u otras
enfermedades intersticiales de pulmén. (58, 59, 69, 103). Por otra parte,
recientemente se reportd que existen niveles proteicos altos de MMP-1 y MMP-7
en circulacién, sugiriendo que estas enzimas podrian servir como biomarcadores
moleculares para el desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopética, ya que ambas
MMPs se distinguen claramente de los pacientes con este desorden comparados

con sujetos normales u otras enfermedades cronicas del pulmén (63).

En el presente trabajo, se llevo a cabo un estudio de asociacion de casos/control
para investigar la hipotesis de que polimorfismos funcionales del promotor de la
MMP-1 estan asociados con el desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopatica. La
atencion se centro en un SNP localizado en la posicion -1607 p.b. de la regién
promotora del gen de MMP-1 y en un recién descubierto SNP localizado en la
posicion -755. Nuestros resultados mostraron que el genotipo 2G/2G y el alelo 2G
del polimorfismo localizado en la posicion -1607, se asocian a un mayor riesgo al

desarrollo de la FPI; mientras la frecuencia genética del SNP localizado a -755 es
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similar en el grupo de pacientes fibréticos y el grupo control, sin embargo cuando
la poblacion fue estratificada en su condicion de fumar, se encontré que el
genotipo T/T se asocia con un riesgo al desarrollo de FPI en pacientes fumadores.
Por otra parte, en fibréticos fumadores la frecuencia del haplotipo 2G™%%"/T"*° se
encuentra incrementada con respecto a controles fumadores. De manera
interesante, se encontré que el factor de transcripcion AP-1, esta asociado con
estos sitios polimorficos. Estos hallazgos nos sugieren que estos polimorfismos en
el promotor de la MMP-1 estan asociados al desarrollo de la enfermedad, quizas,
via su asociacion con el factor de transcripcion AP-1. Ademas, estos SNPs
podrian estar involucrados en una interaccion gen-ambiente que podria modular la

susceptibilidad a la FPI.

La frecuencia de los genotipos 2G/2G se encuentra incrementado en sujetos con
FPI, indicando que este genotipo puede modular la susceptibilidad a esta
enfermedad. De forma interesante, se han reportado resultados similares en
desordenes crénicos de higado donde se encontré6 un aumento de la frecuencia
del genotipo homocigoto 2G en pacientes con cirrosis hepatica comparada con
pacientes con cirrosis provocada por infeccién de virus de hepatitis C (53). Por
otra parte es bien sabido que el alelo 2G del SNP -1607 crea una secuencia
consenso 5-GGA-3', que es una secuencia de unién para factores de
transcripcion de la familia Ets. Mediante ensayos in vitro se ha demostrado que el
alelo 2G muestra una actividad transcripcional mas alta que células que contienen
el alelo 1G (64). Nuestros resultados demostraron que fibroblastos provenientes

de pacientes con FPI que contienen el genotipo 2G/2G muestran un incremento en
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la expresion de MMP-1. Ademas estudios recientes han demostrado que este
SNP, junto con un sitio de union AP-1, afecta significativamente la induccion de
esta enzima en respuesta a peréxido de hidrogeno (61), y que la produccion de
MMP-1 es mas alta en fibroblastos de prepucio humano homocigotos 2G
comparados con homocigotos 1G, cuando éstos, son estimulados con el factor de
crecimiento epidermal (EGF) o interleucina 1 (90). Y aun cuando los detalles de
como el alelo 2G puede incrementar el riesgo a la enfermedad no es bien
conocida, se ha sugerido que este se debe a un incremento en la actividad
transcripcional de la enzima. Este incremento se veria reflejado en niveles
mayores de proteina que podrian tener un impacto negativo sobre la remodelacion
tisular del pulmén y este desorden puede aumentar el riesgo al desarrollo de la

fibrosis pulmonar idiopatica.

Por otra parte el polimorfismo en la posicion -755 (G>T) del promotor de la MMP-1
mostré una asociacion al desarrollo de FPI en pacientes fumadores. Y es que el
hecho de fumar ha sido asociado con la FPI en numerosos estudios de casos-
control con pacientes de diferentes poblaciones asi como en pacientes de fibrosis
pulmonar idiopatica familiar indicando que un historial de fumador confiere un
riesgo al desarrollo de la enfermedad (79, 76). En este contexto nuestros
resultados indican que el SNP -755 podria modular una interaccion en fumadores,
dando como resultado un incremento en la susceptibilidad al desarrollo de la

enfermedad.
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Cabe sefialar que en la literatura han sido reportados resultados similares para
este y otros genes en otras enfermedades humanas Por ejemplo, se ha
demostrado que el genotipo 2G/2G del promotor de la MMP-1 en la region -1607
aumenta la susceptibilidad a cancer pulmonar en fumadores (97). Por otro lado, un
polimorfismo en el receptor para Vitamina D en la posicion -1056 se ha asociado
con la presencia y progresion de peritonitis en fumadores, mientras que en sujetos
no fumadores no existe tal asociacion (51). Cuando la region -755 polimérfica fue
sujeto a un andlisis de unidon a posibles factores de transcripcion usando el
software TRANSFAC, se encontrd un posible sitio de union para un sitio AP-1 en
la secuencia que contenia el alelo T, lo cual fue corroborado posteriormente por un
ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP). En conjunto, estos resultados
indican que el factor de transcripcion AP-1 puede ser un factor importante en la
patogénesis de la FPI especialmente en el contexto de los polimorfismos

investigados en este estudio.

Aunque el papel que desempefia la MMP-1 en la FPI no es todavia claro, se ha
demostrado que esta enzima es expresada principalmente por células de epitelio
alveolar, pero también por macrofagos de pacientes fumadores (66), pero su
presencia en el espacio intersticial, donde se lleva la acumulacion de colagena, es

nula.
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De este modo, y basados en los resultados del presente trabajo, donde los alelos
y haplotipos de estos dos sitios polimoérficos mostraron una asociacion con la
susceptibilidad al desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopatica, y con antecedentes
de la literatura, se postula que ambos sitios polimoérficos (-1607 y -755)
desempeiian un papel importante en la patogénesis de la FPI, probablemente
basado en su habilidad de modular la regulacién transcripcional, donde el factor de
transcripcion AP-1 puede estar involucrado. Ademas, es probable que ocurran
interacciones gen-ambiente (el hecho de fumar) influyendo en estos dos SNPs,
modulando asi, su transcripcion via AP-1. Finalmente, es necesario confirmar el
presente estudio en otras poblaciones para asegurar la participacion de estos

polimorfismos en el desarrollo de esta enfermedad.
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