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.  RESUMEN.

Las proteinas MAF pequefias, codificadas por los genes MAFF, MAFG y MAFK
son factores reguladores de la transcripcién que modulan la expresion de toda una
bateria de genes implicados en la respuesta al estrés oxidativo, la diferenciaciéon y
el desarrollo tisular. A pesar de su importancia fisiologica, todavia esta incompleto
el registro de polimorfismos funcionales en estos genes. El objetivo del presente
estudio fue la caracterizacion de los polimorfismos de los genes MAF pequefios en
la poblacibn mexicana. Para ello, se obtuvieron muestras de DNA a partir de
sangre periférica de 112 individuos no relacionados entre si. Posteriormente se
secuenciaron las regiones regulatoria y codificante de estos genes, en cada una
de las muestras. En los genes MAFF, MAFG y MAFK se encontraron 19, 7y 16
polimorfismos, respectivamente, algunos de ellos descritos previamente. En
ninguno de los genes MAF se identificaron variantes en la regioén codificante de la
proteina, la mayor parte se encontré principalmente en el promotor y regiones
UTRs. De acuerdo al numero de polimorfismos encontrados, los genes MAF
pequefios pueden ordenarse de la siguiente manera: MAFF > MAFK > MAFG. La
menor variabilidad génica en las regiones regulatorias de MAFG concuerda con
diversos modelos murinos que indican una mayor importancia fisioloégica de
MAFG. La frecuencia y el numero de variantes encontradas en la poblacion
mexicana difiere de los datos reportados en la base dbSNP del NCBI (National
Center for Biotechnology Information), obtenida a partir de la secuenciacion del
genoma humano. Estos resultados sefalan la clara heterogeneidad genética
presente en nuestra poblacion y la necesidad de contar con estudios propios que
permitan determinar, tanto la presencia, como la frecuencia de variantes génicas
gue puedan ser utilizados como posibles biomarcadores para estudios de

susceptibilidad genética.

Palabras clave: SNPs, Nrf2, MAFF, MAFG, MAFK, small MAFs.
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IV. ABSTRACT.

Small MAF transcription factors are coded by genes MAFF, MAFG and MAFK.
These proteins regulate the expression of a whole battery of genes implicated in
the response towards oxidative stress, cell differentiation and tissue development.
In spite of its physiological importance, still unknown the presence of functional
polymorphisms in these genes. The objective of the present study was the
characterization of polymorphisms in small MAF genes in a sample of Mexican
population. DNA collected from peripheral blood of 112 Mexican unrelated
individuals was obtained. Regulatory and codifying regions were amplified by PCR
and analyzed for the presence of polymorphisms in promoter and codifying
regions. In MAFF, MAFG and MAFK genes we identified 19, 7 and 16 variants
respectively, mainly in the promoter and UTRSs regions, some of this variants were
described previously. We do not found variants in the codifying regions. According
to the number of founded variants, small MAF genes showed a different level of
variability being the MAFF gene the most polymorphic, followed by MAFK and
MAFG genes. The smaller genetic variability in MAFG agrees with diverse murine
models that indicate a greater physiological importance of this gene. The frequency
and number of variants found in Mexican population was different from data
reported in dbSNP of NCBI (National Center for Biotechnology Information) for
human genome. This study show clearly the genetic variability present in our
population and the necessity to carry on studies that allow us determine the
presence, as well as the frequency of genic variants that can be used like potential
biomarkers for future studies of genetic susceptibility toward some diseases.

Keywords: polymorphisms, SNPs, MAFF, MAFG, MAFK, NRF2.
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1 INTRODUCCION.
1.1 Estrés oxidativo y dafio a las macromoléculas biolégicas.

Los organismos aerobios utilizan el oxigeno molecular (O;) en numerosos
procesos metabdlicos esenciales, esto les confiere una gran ventaja evolutiva. Sin
embargo, tienen que enfrentar la generacion de especies reactivas del oxigeno

(reactive oxygen species, ROS,) como subproductos normales del metabolismo
celular. Entre las ROS generadas in vivo estan el aniéon superéxido (O;"), los

radicales peroxilo (RO;’) y alcoxilo (RO’), asi como el peroxido de hidrogeno
(H20>). La mitocondria es la principal fuente intracelular de ROS, sobre todo en
los complejos | y Il de la cadena respiratoria®®. También se producen ROS como
intermediarios en otros procesos metabdlicos celulares como la B-oxidacion de los
acidos grasos, la actividad de los citocromos P450 y durante la fagocitosis de
organismos patégenos por los neutréfilos y macréfagos®. Ademas de las fuentes
endogenas, la generacion de ROS puede deberse a la presencia de xenobidticos

como farmacos y pesticidas asi como por contaminantes ambientales.

A bajas concentraciones las ROS funcionan como mensajeros
intracelulares, regulando multiples rutas de transduccién de sefales en procesos
como el control del crecimiento y la diferenciacion celular, asi como en la
produccion de citocinas. Sin embargo, cuando surge un desequilibrio entre los
niveles intracelulares de las ROS vy los sistemas antioxidantes celulares aparece el
estrés oxidativo. De esta manera las ROS dafian a los &cidos nucleicos, las
proteinas y los lipidos ocasionando mutaciones, pérdida de actividad enzimatica, y
alteraciones en la permeabilidad celular. El estrés oxidativo ha sido implicado en la
etiologia de varios procesos patolégicos como el cancer, las enfermedades
cardiovasculares y autoinmunes, asi como en padecimientos

neurodegenerativos®.
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1.2 Enzimas inducibles de fase Il.

Dada la ubicuidad y la toxicidad del estrés oxidativo, las células cuentan con
mecanismos que regulan de manera rigurosa la produccién de las ROS. Este
control se consigue principalmente mediante la actividad de una bateria de
moléculas antioxidantes y desintoxicantes que eliminan eficientemente las ROS.
En el caso de las enzimas desintoxicantes, éstas pueden dividirse en dos tipos: a)
de fase | y b) de fase Y. En el primer caso, los citocromos P450, llevan a cabo
reacciones generadoras de grupos funcionales (-OH, -COOH, -NH,, o —SH) que
confieren mayor hidrofilicidad a las moléculas. Una consecuencia de estas
reacciones es la produccion de sustancias electrofilicas altamente nocivas para las
moléculas bioldgicas. Por su parte, las enzimas de fase Il intervienen de dos
maneras: i) transforman a los xenobio6ticos en formas menos toxicas, o b) llevan a
cabo reacciones de conjugacién (glucuronidacion, sulfacion, metilacién,
acetilacion, etc.) para transformar a los metabolitos en sustancias hidrofilicas de
facil excrecion. Finalmente, en la fase Il intervienen varios tipos de bombas

transportadoras que controlan la captura y eflujo de las sustancias a eliminar.

Las enzimas de fase Il incluyen proteinas como NAD(P)H:quinona
oxidorreductasa 1 (NQO1), hemo-oxigenasa 1 (HO-1), glutation S-transferasas
(GSTs) y UDP-glucuronosiltransferasas (UGTS), entre muchas otras. La regulacion
de las enzimas de fase Il estd coordinada por varios receptores nucleares
responsivos a la interaccion con sustancias endogenas y xenobiéticos. En la
region promotora de los genes de fase Il se ha localizado secuencias responsivas
a diversos factores de transcripcion, una de las mas importantes es el elemento de

respuesta antioxidante (antioxidant response element, ARE)®.
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1.2.1 Secuencias ARE.

Los elementos de respuesta antioxidante (ARES), ubicados en el promotor
de numerosos genes de fase Il presentan la secuencia consenso 5'-
GTGAG/CnnnGC-3’, en donde “n” representa a cualquier nucleétido y las bases
GC en el extremo 3’ son esenciales para la expresion de genes antioxidantes®.
En los Uultimos afios se ha demostrado que el heterodimero NRF2:MAF
pequefias"® es el principal regulador de genes que poseen sitios ARE®. Los
ratones Nrf2-null se caracterizan por presentar niveles muy bajos, basales e
inducibles, de diversas enzimas antioxidantes y desintoxicantes®®*?. Por otro
lado, cuando Nrf2 se induce genética o farmacolégicamente aumentan los niveles

de diversas enzimas de fase 111319,

En condiciones basales el factor Nrf2 es retenido en el citoplasma por la
proteina represora Keapl, de manera que continuamente es degradado por la ruta
del proteosoma (Figura 1-1). Sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo o
en presencia de sustancias electrofilicas, se modifican ciertos residuos de cisteina
sobre Keapl (Cys 151, 273, 288), esto promueve un cambio conformacional en la
proteina represora. Al mismo tiempo, algunas cinasas (como MAPK, PKC, PI3K)
inducidas por los agentes estresores fosforilan a ciertos residuos de tirosina sobre
Nrf2 (Ser40). Estos cambios permiten que Nrf2 se libere de Keapl y se transloque
al nticleo™®. Nrf2 necesariamente debe formar heterodimeros para poder unirse a
secuencias especificas en el DNA (AREs). Los complejos Nrf2:MAF pequefias
reclutan a la maquinaria de transcripcion basal para la expresion de numerosos

genes citoprotectores, entre ellos los de las enzimas de fase Il.
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Figura 1-1. Ruta citoprotectora Nr2-Keap1.

La cinasa GSK3p controla el apagado de la expresion génica controlada por
Nrf2. GSK3p fosforila a Fyn en un residuo treonina desconocido y esto permite su
translocacion nuclear*”. En el ntcleo, Fyn fosforila a Nrf2 (Tyr568) y este cambio
promueve la exportacién de Nrf2 del ndcleo, uniéndose nuevamente a Keapl para
ser degradado por el protesosoma®®. Bachl es una proteina nuclear que compite
con Nrf2 para la union a sitios ARE, de esta manera suprime la expresion de los
genes controlados por Nrf2®%. La regulacién negativa de Nrf2 a través de Fyn y
Bachl es importante en la inactivacion de los genes controlados por Nrf2. Al
parecer, Nrf2 también puede formar un complejo con c-Myc para reprimir la
expresion de genes de fase 11°?. Por otro lado, Nrf2 puede unirse con c-Jun para
la activacién de genes con secuencias ARE®Y, mientras que con los integrantes

de la familia Fos forma complejos represores de la transcripcion®?.

La actividad transcripcional de Nrf2 depende de la formacion de complejos
con los integrantes de varias familias proteicas. Una de las mas importantes es la

familia de proteinas MAF pequefias.
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1.3 Genes MAF.

Los genes MAF pequeiios (denominados en adelante como genes MAF)
pertenecen a la familia MAF (musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene
homolog) de factores de transcripcion bZIP, junto con las proteinas MAF grandes
(c-MAF, MAFA, MAFB y NRL)?®. Hasta el momento se han descrito tres genes
MAF pequefios: MAFF, MAFG y MAFK. Los factores MAF son las Unicas proteinas
bZIP capaces de reconocer una secuencia de DNA excepcionalmente larga. En la
Figura 1-5 se muestran las secuencias de DNA contactadas por sus dominios
proteicos.

1.3.1 Estructura génica.

Los genes MAF se localizaron en distintos cromosomas humanos; el gen
MAFF se ubica en el brazo largo del cromosoma 22, banda citogenética 22913.1,
MAFG reside en el brazo largo del cromosoma 17, banda citogenética 17925.3 y
MAFK se localiza en el brazo corto del cromosoma 7, banda citogenética 7p22.3.
La estructura general de estos genes consiste en tres exones separados por dos
intrones (Figura 1-2); el primer exon es regulador y no se traduce. La region 3'-
UTR de los genes MAF es extensa y posee numerosos residuos AT, ademas

)(24—26)

contiene varias sefales de desestabilizacion (ATTTA , lo cual sugiere un

rapido recambio proteico.

El gen MAFF, con un tamafio de 14, 630 pares de bases (NT_011520.12),
esta ubicado en la cadena positiva y posee dos intrones: el primer intrén tiene un
tamafo aproximado de 11.6 Kb mientras que el segundo intron es de 530 pb y se
localiza dentro de la region codificante. Este gen se expresa abundantemente en

la placenta y en menor proporcion en los pulmones, el ojo, los testiculos, la piel y
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el tejido adiposo (www.genecards.org). MAFF da origen a 5 transcritos diferentes,

todos ellos son codificantes y se producen en distintos tejidos.

El gen MAFG posee un tamafio de 9, 443 pb y esta localizado en
orientacion reversa (hebra negativa). Este gen codifica a dos transcritos que
producen la misma proteina. El segundo exén de MAFG contiene una secuencia
5-UTR adicional y codifica a los primeros 12 aminoacidos de la proteina. El resto
de la region codificante y al menos 1 Kb de la secuencia 3'-UTR estan incluidos en
el tercer exdn. Ambos intrones son pequefios (4.3 Kb y 92 pb). El gen MAFG tiene
una elevada expresion en el musculo esquelético y médula espinal, pero también

se transcribe en el corazon y el cerebro.

El gen MAFK tiene un tamafio de 12, 330 pb y esta orientado en la cadena
positiva. EI gen humano codifica para 3 transcritos que producen la misma
proteina. Esta estructura esta altamente conservada con respecto a los genes

MAF del pollo, ratén y otros mamiferos®.
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MAFF
5’ ~1000pb  222pb 22q13.1 67 pb 2086 pb 3’

| Promotor Mﬂﬁ‘

530 pb

MAFG
166 pb 17q25.3 65pb 1439 pb

| Promotor M

92pb

MAFK
167 pb 7p22 80 pb 790 pb

| Promotor 1 8250 pb 2 3

712 pb
Figura 1-2. Estructura de los tres genes MAF. Cada uno de ellos se localiza en
diferentes cromosomas, sin embargo comparten una estructura génica comun, consistente en una
region reguladora, tres exones y dos intrones. El exdn 1 es regulador y la proteina es codificada

por los exones 2 y parte del 3.

1.3.2 Regiones regulatorias.

Aungue se desconoce casi por completo el funcionamiento y las
caracteristicas de la region promotora de los genes MAF humanos, esta zona se
distingue por un alto contenido GC en su regién regulatoria minima', en donde
residen islas CpG%®*?®_ En los ratones, MAFG posee tres primeros exones
alternativos responsivos a estimulos especificos, mientras que MAFK cuenta con
dos promotores diferentes, cuya activacion ocurre dependiendo si estan en el

tejido mesodérmico o en el cerebro®”. Un potenciador (enhancer) localizado 3’

L En la base de datos INGENUITY, la regién promotora potencial de los genes MAF se considera 1
Kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) y 200 pb rio abajo del TSS.

% Es una regiéon genémica de 0.5 — 2.0 Kb y que posee un contenido > 50% de G+C. La p indica
que las bases C y G estan conectadas con un enlace fosfodiéster. Las islas CpG generalmente se
localizan rio arriba de genes housekeeping y también en algunos genes tejido-especificos. En las
células de los mamiferos las islas CpG estan hipometiladas con respecto al resto del genoma.
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respecto al gen MAFK es esencial para la transcripcion en los tejidos
hematopoyéticos y células del muasculo cardiaco®®. Finalmente, el gen MAFF
murino opera con tres promotores diferentes, pero su funciéon no se ha estudiado

detalladamente®@?,

1.3.3 Estructura proteica.

Entre las tres proteinas MAF existe un grado muy significativo de identidad
en su secuencia de aminoacidos. El dominio basico de la familia MAF posee una
equivalencia significativa (hasta el 40%) con otros factores bZIP, particularmente
con las familias AP-1 y CREB/ATF#*39)_ E| porcentaje de identidad de MAFK, de
acuerdo a la secuencia de aminoacidos, es del 75% con MAFG y del 68% con
MAFF. Las proteinas MAF forman heterodimeros con las familias CNC y Bach, asi
como con Fos (c-Fos, FosB, Fral y Fra2), c-MAF y p453, pero no con Jun, v-MAF
y MAFB®Y, En la Figura 1-3 se presenta la estructura general de las proteinas
MAF. La caracteristica distintiva de la familia MAF es un segmento conservado en
la porcién N-terminal, conocido como la region de homologia extendida (EHR, del
inglés extended homology region)®?. Esta zona forma una hélice a anfipatica,
conformada por residuos hidrofébicos y aminoacidos hidrofilicos, y es esencial
para la union especifica con el DNA. La presencia de un dominio cierre de
leucinas posibilita la dimerizacién entre si mismas y con otros factores bZIP®?.
Las tres proteinas MAF difieren en la region carboxilo terminal, por lo que se
especula que esta zona podria ejercer una funcién particular a cada una de
ellas®?, pero hasta el momento no se tienen evidencias de esto. Recientemente
se demostré en la porciéon C-terminal de MAFG la existencia de una sefal de
localizacion en la matriz nuclear, esta sefial seria indispensable para la ubicacion

de MAFG en un entorno cromatinico favorable para la transcripcion®?.

® p45 NF-E2 se expresa exclusivamente en las células hematopoyéticas. La pérdida de funcién de
p45 ocasiona la muerte del embrién por defectos trombopoyéticos severos, y su sobreexpresion
impulsa la liberacion de plaquetas.
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Regidn basica

{ 7 ] Maf pequeiias
N C  (Maff, MafG, Mafk)
Domin‘io dfz Regién T
tranSEF(;!V3C|0n extendida de Cierre de leucinas
3°'l'c° homologia (EHR) l
Maf grandes
N J{ Jc (MafA, MafB, c-Maf, Nrl
Reconocimiento Homo- o heterodimerizacién
del DNA

Elementos MARE

Figura 1-3. Comparacion de la estructura proteica de la familia MAF. Los factores MAF estan
constituidos por una estructura modular en dominios funcionales. El dominio bésico participa en la
union al DNA mientras que la dimerizacion sucede a través del cierre de leucinas. La regién
extendida de homologia (EHR) es especifica de las proteinas MAF y confiere especificidad de
unién al DNA.

La comparacién de las secuencias de todas las proteinas MAF en los
mamiferos muestra que los dominios basico y cierre de leucina estan altamente
conservados, pero cada una contiene particularidades importantes (Figura
1-4)®132) | a proteina MAFF se compone de 164 residuos de aminoécidos (17.76
KDa), MAFG de 162 (17.85 KDa) y MAFK de 156 (17.52 KDa). El dominio cierre
de leucinas en las tres proteinas MAF comprende los residuos 86-114; en tanto
que el motivo basico de union al DNA abarca los residuos 53 — 83 en las proteinas
MAFF y MAFG, y los residuos 51 -76 en MAFK.
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Sumailacién Region Extendida de -o=-————— Aceti -

<« Homologia(EHR) — s« Dominio

hMafKk M T T NPKPNKALKVEKKEAGENAPVILSDDELVSMSVRELNQHLRGLTKEEVTRLKQRRRTLKS60
mMafK M T TNPKPNKALKVKEKEAGENAPVLSDDELVSMSVRELNQHLRGLTKEEVTRLKQRRRTLKG0
hMafG MT TPNKGNKALKVKREPGENGTSILTDEELVTMSVRELNQHLRGLSKEEIVQLKQRRRTLKGO
mMafG MT T PNKGNKALKVKREPGENGTSLTDEELVTMSVRELNQHLRGLSKEEI I QLKQRRRTLKSG0
hMaff MsSVvDPLSSKALKIKRELSENTPHLSDEALMGLSVRELNRHLRGLSAEEVTRLKQRRRTLKG0
mMaff MAVDPLSSKALKVKRELSENTPHLSDEALMGLSVRELNRNLRGLSAEEVTRLKQRRRTLKES60
A
lacion . _._ Cierre de leucinas (ZIP)
Basico —> L L L M L L
hMafk NRGYAASCRIKRVTQKEELERQRVELQQEVEKLARENSSMRLELDALRSKYEALQTFARTI2
mMafk NRGYAASCRIKRVTQKEELERQRVELQQEVEKLARENSSMRLELDALRSKYEALQTFARTI12
hMaf6 NRGYAASCRVKRVTQKEELEKQKAELQQEVEKLASENASMKLELDALRSKYEALQTFARTI20
mMafG NRGYAASCRVKRVTQKEELEKQKAELQQEVEKLASENASMKLELDALRSKYEALQTFARTI120
hMaff NRGYAASCRVKRVCQKEELQKQKSELEREVDKLARENAAMRLELDALRGKCEALQGIFAR SI2
mMafF NRGYAASCRVKRVCQKEELOQKQKS/ELEREVDKLARENAAMRLELDALRGKCEALQGEFAR SI20
Regién homéloga
Region 1 carboxilo terminal Region 2
< nohoméloga — >« (CHR) — >« nohomélogg ——M >
hMafKk V AR GP VAP S - - - - - - - - - - - - - - KVATTSVITIVKSTELSSTSVPFSAAS - - - - - - - - 156
mMafKk VARGPV TP T - - - - - - - - - - - - - - KVATITSVITIVKSAELSSTSVPFSAAA - - - - - - - - 156
hMafG VW AR SPVAPARGPLAAGLGPLVPGKVAATSV I TIVKSKTDARS - - - - - = - -« - - -« - - - - 162
mMafG VAR SPVAPARGPLAAGLGPLVPGKVAATSV ITIVKSKTDARS - - - - - « - - = - - - - - - - 162
hMafF VAAARGP AT - - - - - - - - - - - - - - LVAPASVITIVKSTPGSGSGPAHGPDPAHGPASCSI164
mMaff VAAARGPAA - - - - - - - - - - - - - - LVAPASVITIVKSAPG - - - - - - - - PAPAADPAPCSI56

Figura 1-4. Identidad de las proteinas MAF pequefias en los mamiferos. Se muestra la
secuencia proteica de MAFF, MAFG y MAFK en el humano y ratén. En azul se indican los residuos
conservados en por lo menos cuatro de las seis proteinas. También se resalta el dominio basico
responsable de la unién al DNA y la regidn cierre de leucina utilizada en la dimerizacién. Existe una
region conocida como la region homéloga C-terminal (VAXxxSVITIVKS) cuya funcién se desconoce.
Este motivo esta flanqueado por dos zonas no homdlogas caracteristicas de cada proteina MAF.
En rojo se marcan los residuos de aminoacidos modificados por sumoilacion (consenso B-K-x-D/E,
en donde B es un residuo hidrofébico) y acetilacion, caracterizado Unicamente en MAFG. El
triangulo verde marca la ubicacion de un residuo insertado en la posicion 27, presente en una
variante de empalme de MAFG de la rata. Esquema modificado de la referencia ®V.

Se tiene evidencia experimental de la interaccidon especifica de las proteinas
MAF con otros factores de transcripcion, por ejemplo, MAFF interacttia con MIP®®
y NRF1®9: MAFG con PAX6®" y MAFK con NRF3®®),
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Las proteinas MAF pueden unirse a secuencias de DNA tipo MARE (del
inglés MAF-recognition element) o ARE (Figura 1-5). La secuencia MARE se
compone de un nicleo TRE de 7 pb (TGCTGA®“TCAGCA) o CRE de 8 pb
(TGCTGAC“TCAGCA), que es contactado por el dominio basico de la proteina,
y una secuencia TGC flanqueadora reconocida por el dominio EHR. Las
secuencias core de MARE estan flanqueadas por elementos GC. Esta secuencia
de reconocimiento es peculiar de las proteinas MAF. Los genes blanco activados
por los homo- y heterodimeros de la familia MAF difieren significativamente de los

activados por las proteinas AP1 o CREB®?.

TPA-responsive element e ]
(TRE) 7 bp TGACTCA
cAMP-responsive element e -iii - —
(CRE) 8 bp TGACGTCA
TRE type MARE L
(TMARE) 13 bp TGCTGACTCAGCA
CRE type MARE - e -
(C-MARE) 14 bp TGCTGACGTCAGCA
—li-al-a—
NF-E2 TGACTCAGCA
Anti-oxidant responsive
element (ARE) TGACNNNGC

Extended Homology  Basic Leucine Zipper

N

21 45 123

Figura 1-5. Secuencias consenso de DNA reconocidas por los factores bZIP. El nacleo TRE o
CRE (en rojo) esta implicito en las secuencias T-MARE y C-MARE, respectivamente. Las bases
adyacentes a las secuencias centrales (en azul) son esenciales para el reconocimiento de las
secuencias MARE por parte de las proteinas MAF, los sitios de uniéon para NRF2 y ARE son
secuencias asimétricas compuestas por la mitad de un sitio TRE y una mitad de un sitio MARE. En
la parte inferior se ilustran los dominios proteicos de MAFG que contactan al DNA. Esquema

obtenido de la referencia “%.
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1.3.4 Modificaciones post-traduccionales.

Aungue la actividad de las proteinas MAF esta controlada principalmente a
nivel transcripcional, algunas modificaciones post-traduccionales también rigen su
funcionamiento. Por ejemplo, la actividad de MAFG puede ser modificada por
acetilacién ejercida por la proteina CBP (del inglés CREB binding protein)*“Y.
Ademas, MAFG cuenta con un sitio consenso de sumoilacion intervenido por
SUMO2/3° esto le permite reclutar a un complejo con actividad de histona
desacetilasa represor de la transcripcion®®. De esta forma, la acetilacion y la

sumoilacion modulan de manera importante la actividad de las proteinas MAF.

1.3.5 Los genes MAF como activadores o represores.

Las proteinas MAF pueden activar o reprimir la transcripcion dependiendo
de su concentracion proteica intracelular y el tipo de heterodimeros formados.
Experimentos con ratones knockout sefialan que las proteinas MAF promueven la
transcripcion de genes antioxidantes y desintoxicantes cuando forman
heterodimeros con algunos factores de la familia CNC® como Nrfl, Nrf2, Nrf3 y

p45. Por otro lado, la interaccién de las proteinas MAF con los factores Bachl’y

* CBP y p300 son coactivadores transcripcionales que interactan con numerosos factores de
transcripcion para reclutar a la RNA polimerasa y otros reguladores transcripcionales. Ademas,
CBP y p300 poseen actividad de histona acetiltransferasa, de tal manera que influyen en la
actividad de la cromatina controlando a las histonas del nucleosoma.

®> SUMO (small ubiquitin-like modifier). Es una molécula similar a la ubiquitina; la modificacion post-
traduccional de proteinas con SUMO regula una amplia variedad de procesos celulares, como
translocacion nuclear, estabilidad, reparacion del DNA, modulacion de factores de transcripcion y
formacion de estructuras subnucleares.

® Nombrados de esta manera debido a su semejanza estructural con la proteina cap ‘n’ collar
(CNC) de Drosophila.

" Bach1 compite con Nrf2 para unirse en los sitios ARE. Se ha demostrado que un residuo tirosina
(Tyr486) de Bach1 tiene que ser fosforilado para permitir su salida del nicleo, de esta manera Nrf2
tiene acceso a ARE.
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Bach2 reprime la expresion de estos genes. Finalmente, ensayos con genes
reporteros han demostrado la funcién represora de los homodimeros MAF“?,

1.4 Regulacion de la expresion.

La expresion de los genes MAF puede ser inducida de manera conjunta por
diversas sustancias electrofilicas, ROS“?, asi como por metales pesados como el
cadmio y el zinc“®. Por otro lado, se ha descrito que cada uno de los genes MAF
puede ser regulado de manera diferencial. En el caso de MAFG, su expresion se
induce por agentes como el peroxido de hidrégeno y xenobidticos como la B-
naftoflavona®®®; la expresion de MAFG también puede inducirse por diversas
condiciones estresantes como acidificacion extracelular, estimulacién hipercapnica
(7% CO,) del bulbo raquideo™” y estimulo de barorreceptores con fenilefrina®®.
Por el contrario, el interferén alfa (IFN-a2b) es un regulador negativo de MAFG“9),
Los transcritos de MAFF son inducidos por citocinas proinflamatorias como la
interleucina 1B (IL1B)®? y el factor de necrosis tumoral (TNF)®?. MAFF se expresa
abundantemente en el miometrio alrededor de la culminacién del parto. La
induccion por arsénico en células del coriocarcinoma de la placenta, in vitro,
aumento ligeramente los niveles de expresion de MAFF, pero no los de MAFG y
MAFK, los cuales intervienen en la diferenciacion terminal de los megacariocitos,
precursores de las plaquetas®’. Por otra parte se ha demostrado que el factor
Tall/Scl controla la funcion de MAFK durante el desarrollo y diferenciacion de

células troncales hematopoyéticas®?.

A través del uso de microarreglos de expresion se han revelado alteraciones
en la actividad de los genes MAF debido al tratamiento de diversas sustancias.
Por ejemplo, el uso de angiotensina Il en células adrenocorticales humanas indujo
la expresion de MAFF®®. Por otro lado, la estimulacién de células T47D

(derivadas del cancer de mama) con prolactina y estradiol promueve la expresion
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de MAFF®Y. En la linea celular PC12 de feocromocitoma® el tratamiento con el
factor de crecimiento nervioso, NGF (del inglés nerve growth factor) también
induce la expresion de MAFF®®. La onconasa, una endorribonucleasa (RNasa)
utilizada para tratar el mesotelioma maligno, promueve la expresion de MAFF
ademas de otros genes implicados en la apoptosis, transcripcion, inflamacion y
respuesta inmune®®. En el caso de MAFG diversos estudios han revelado
cambios en su expresion debido a la exposicién al humo del tabaco ®”, interferén
a2b™, metales pesados™?, acidificacion extracelular® e hipoxia®®. Finalmente,
MAFK fue inducido por polifenoles presentes en extracto de té negro®
exposicion prenatal de ratas al perfluorooctano sulfonato (contaminante

ambiental)®V y sulforafano®?.

1.4.1 Funciones generales de los genes MAF.

Las proteinas MAF regulan la transcripcion de numerosos genes,
especialmente los comprometidos en el sistema hematopoyético, pero también la
de genes desintoxicantes de fase Il, e interventores en el desarrollo y
diferenciacion. Los genes MAF se expresan ampliamente, sin embargo el nivel de
sus transcritos varia considerablemente en diferentes tejidos. La disrupcién de los
genes MAF en los ratones ha puesto en relevancia las funciones de estas
proteinas en la promocién de la producciéon de plaquetas, mantenimiento de la
funcion neuronal, citoproteccion contra el estrés xenobidtico y oxidativo, asi como

la regulacién negativa del gen de la hemo-oxigenasa 1 (HO-1).

® Los feocromocitomas son tumores adrenales productores de catecolaminas. Surgen debido a
sindromes cancerosos hereditarios, 0 mas frecuentemente, aparecen esporadicamente debido a
una causa genética desconocida.
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1.4.2 Diferenciacion celular.

A nivel de la diferenciacion celular se ha documentado que las tres
proteinas MAF son fundamentales para el desarrollo de diferentes tipos celulares
como los pertenecientes al tejido hematopoyético, el nervioso y el conectivo, entre
otros. De esta forma, MAFG es una proteina importante en las Ultimas etapas de
la megacariopoyesis®®; mientras que MAFK impide la conversién de células B en
células plasmaticas e interviene en la diferenciacién de células T®¥. En el sistema
nervioso, MAFK se ha vinculado al desarrollo de neuritas en células PC12%¢.
Ademas, MAFK y MAFG se expresan en meédula espinal, tronco cerebral,
hipocampo y ganglios dorsales. MAFF y MAFG también contribuyen en la
diferenciacién de queratinocitos®. Por su parte, MAFF colabora en la
diferenciacion de células precursoras de condrocitos de ratdn bajo condiciones de
hipoxia®”, la formacion del cartilago in vivo acontece en un ambiente de hipoxia.
También se ha vislumbrado la intervencion de MAFK en la diferenciacion de

adipocitos®®.

1.4.3 Desarrollo embrionario.

Investigaciones efectuadas en modelos animales y seres humanos indican
que los transcritos de estos genes varian significativamente entre los distintos
tejidos, asi como de manera temporal durante etapas particulares del desarrollo.
Por ejemplo, en el ratdbn adulto MAFF solo se expresa en abundancia en el
pulmén®; mientras que en humanos, la expresiéon de MAFF es significativa en el
miometrio durante el parto debido a la induccion por parte de citocinas

proinflamatorias como IL1B; en la placenta es menor la expresion®. En los

° Las células PC12 derivan de un feocromocitoma de rata y tienen la peculiaridad de diferenciarse
hacia un fenotipo neuronal en respuesta al factor de crecimiento neuronal (NGF). Las células
tratadas con NGF desarrollan neuritas y secretan neurotransmisores.
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ratones recién nacidos, se observa una mayor expresion de MAFF en los

queratinocitos, el cartilago y el periosteo.

En el higado fetal murino, los transcritos MAFK proliferan en paralelo con la
actividad hematopoyética®’?. Inicialmente, en el ratén, la expresiéon de MAFK se
restringe a los tejidos mesodérmicos, luego se vuelve mas prominente en las
células del mesénquima. Posteriormente, esta expresion se debilita a la par que
aumentan los niveles de MAFK en el higado fetal, mas tarde, MAFK es mas
abundante en el tubo neural. En los ratones, MAFK y MAFG presentan patrones
de expresion casi perfectamente complementarios en los embriones, pero su
patron de expresion se vuelve complicado conforme progresa el desarrollo'’. Los
animales MAFG™ son viables y fértiles pero presentan una proliferacién anormal
de megacariocitos asociada con trombocitopenia, asi como alteraciones
neuronales. Por el contrario, no se detectan defectos aparentes en los animales
MAFK™D. Esto demuestra que si bien las proteinas MAF pueden
complementarse en las etapas iniciales de la formacién del embrién, otras
funciones podrian no ser compensadas adecuadamente. Poco después del
nacimiento, los patrones de expresion de MAFG y MAFK se expanden y son mas
complejos, abarcando numerosos tejidos y érganos'’. En particular, la expresion
es mayor en los tejidos proliferantes, como la epidermis, los foliculos pilosos, el
tracto digestivo y respiratorio y la médula espinal. Esto sefiala la participacion de

las proteinas MAF en el crecimiento o division celular.

En los ratones, MAFG es mucho mas abundante que MAFK en el cerebro
anterior, mesencéfalo, cerebelo, capa celular del ganglio retiniano y el epitelio

sensorial del oido internot?.,
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1.4.4 Redundancia funcional de las proteinas MAF.

Dado el alto grado de identidad presente en las proteinas MAF, se ha
propuesto que existe una elevada redundancia funcional entre ellas, hipotesis que
se ha evaluado mediante el uso de modelos murinos. Los ratones knockout
individuales MAFF”, MAFK” son aparentemente fértiles y normales. Por el
contrario, los ratones MAFG™ se caracterizan por una proliferaciéon anormal de
megacariocitos, trombocitopenia’® y trastornos neuroldgicos moderados® "™,
Los ratones doble knockout MAFF"/MAFK” también muestran un fenotipo en
apariencia normal y son fértiles; mientras que los ratones MAFF"/MAFG”
muestran una ligera exacerbacion del fenotipo MAFG™. Sin embargo, los ratones
MAFK/MAFG™ presentan ataxia posterior crénica, trastornos en la diferenciacion
de células hematopoyéticas’” y mueren poco después del nacimiento. Los
estudios anteriores son consistentes con una redundancia parcial de la funcion de

las tres proteinas MAF.

1.45 Asociacion con enfermedades.

Debido a su importancia como reguladores de genes citoprotectores y de la
diferenciacion celular, se han reportado alteraciones en la funcion de las proteinas
MAF en diversas enfermedades humanas. En pacientes con diabetes tipo | se ha
constatado una reduccién en la expresion de MAFF. Por otra parte, se ha
descubierto que el tratamiento de estos pacientes con &cido félico para mejorar la
funcidén de las células progenitoras del endotelio aumenta los niveles de MAFF.
Esta es la primera referencia de un vinculo entre MAFF y la diabetes mellitus de
tipo 17, De manera similar, la expresiéon de MAFG esta ligada en la respuesta

(67)

hacia el humo del tabaco y el riesgo de cancer en fumadores®™”. Finalmente, la

1% Disminucién persistente en el nimero de plaquetas.
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amplificacion génica de MAFK ha sido reportada en un cancer pancreatico

familiar”.

Uno de los aspectos que se ha asociado con la aparicibn de numerosas
enfermedades es la presencia de cambios en el DNA que influyen en el
funcionamiento de los genes. Los polimorfismos mas comunes en el genoma
humano son los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), de manera que es
necesaria una breve digresion para resaltar su importancia en los estudios

genéticos.

1.5 Los polimorfismos y su importancia en el desarrollo de enfermedades.

Un polimorfismo genético es una variacion en la secuencia del DNA que
ocurre en al menos el 1% de la poblacion general™. Los polimorfismos de un solo
nucledtido, SNPs (del inglés single nucleotide polymorphisms) son variantes
generalmente bialélicas, que aparecen en una ubicacién especifica en el genoma.
Los SNPs son las variaciones mas comunes en el genoma humano ya que
constituyen > 90% de la variacién genética total’”. El tipo mas com(in de SNP son
las transiciones. Dado que la 5-metilcitosina es la base modificada mas comuan y
puede convertirse espontaneamente en timina, los SNPs C/T son los mas
numerosos en el genoma humano'®. Hasta el momento se han identificado mas

de 11 millones de SNPs en el genoma humano.

Los SNPs pueden ser codificantes o no codificantes dependiendo de su
ubicacion dentro de la region génica. Los SNPs codificantes se clasifican en dos
grupos: i) los sinbnimos, no generan un cambio de aminoécido, de manera que
no alteran la secuencia primaria de la proteina y ii) los no sinénimos, que si
modifican la secuencia de aminoacidos de la proteina. EI cambio de un
aminoacido, ocasionado por un SNP, podria alterar la funcion proteica debido a un

mal plegamiento, cambio de polaridad, fosforilacion inadecuada y otras
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repercusiones funcionales. Estos SNPs son los que se han asociado mas
frecuentemente con la susceptibilidad a desarrollar diversos padecimientos.
Aungue los SNPs sinGnimos no alteran la secuencia proteica, se ha propuesto que
podrian ejercer cambios funcionales debido a la alteracion de la cinética del

plegamiento de las proteinas, causada por el empleo de codones no frecuentes!’.

Por otro lado, los SNPs situados en las regiones regulatorias de un gen
(rSNPs) pueden afectar la transcripcion, por consiguiente modifican la expresion
de las proteinas correspondientes. En distintos genes se han reportado rSNPs que
confieren susceptibilidad hacia patologias como la hipercolesterolemia, la

hiperbilirrubinemia, el infarto al miocardio, el dafio pulmonar agudo, y el asma®.

1.6 Haplotipos (Haploid genotype).

En el afilo 2002 se inicido el Proyecto Internacional del HapMap con el
objetivo de catalogar las variaciones genéticas comunes aparecidas en el genoma
humano, asi como la distribucion de estas variantes en la poblacion mundial. Para
lograr esto se genotipificaron 3.1 millones de SNPs utilizando 269 muestras de
cuatro poblaciones™. Un resultado importante de este proyecto fue la
identificacion de los bloques de haplotipos (regiones del genoma en las que los
SNPs fisicamente cercanos se heredan juntos). Esto permite trazar los patrones
de herencia de grandes regiones del genoma analizando Unicamente un
subconjunto de SNPs (SNPs etiqueta) en cada bloque de haplotipos. La
informacion derivada del proyecto HapMap, junto con el uso de ensayos de
genotipificacion en todo el genoma, ha permitido la identificacion de genes
asociados con enfermedades humanas como el infarto al miocardio, la diabetes y

el asma®V.

YR (Yoruba en Ibadan, Nigeria), CHB (chinos Han en Beijing, China), JPT (japoneses de Tokio,
Japén) y CEU (residentes de Utah con ancestria del norte y occidente de Europa).
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Los haplotipos constituyen un conjunto de SNPs estadisticamente
asociados y presentes en el mismo cromosoma'’®. Debido a que el genoma
experimenta recombinacion y esto puede involucrar a grandes segmentos de
DNA, varios SNPs pueden permanecer ligados a través del tiempo. De esta
manera, un grupo de SNPs es co-heredado de generacion en generacion en
grandes blogues esta en desequilibrio de ligamiento, LD (del inglés linkage
disequilibrium). El LD entre variantes genéticas sucede como resultado de la no
segregacion independiente de las mismas en los cromosomas de una poblacion,
lo que ocasiona que dos 0 mas variantes en posiciones fisicas independientes se
comporten como si fuera la misma. En general, el grado de LD se mide mediante
los parametros D’ y %, los cuales capturan diferentes aspectos de una asociacién
no aleatoria®. De esta forma D', una medida de la recombinacién, adquiere
valores desde 0 hasta 1, en donde 1 indica un LD completo (no recombinacion); es
decir, los dos SNPs siempre se heredan juntos. Un valor D’ = 0.8 sefiala un LD

2

significativo. Por su parte, r°, es una medida de correlacion indicativa de la

proporcion en la que dos SNPs aparecen juntos.

El mapeo de genes responsables de la aparicion de enfermedades
complejas se basa en la identificacion de una asociacion entre los marcadores
polimérficos, ya sea individualmente o como haplotipos, con el loci de

susceptibilidad a una enfermedad.
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2 ANTECEDENTES.

2.1 SNPs en genes inducibles de fase Il y asociacion con enfermedades.

Existen muy pocos reportes referentes a la presencia de polimorfismos en
los genes MAF. Se ha encontrado una alteracion de niumero de copia para MAFK
en un caso familiar de carcinoma de pancreas'””. En fumadores con cancer
pulmonar los niveles de expresion de MAFG se han relacionado con un bajo nivel
de enzimas antioxidantes (GCLC'?, NQO1, TXNRD1, SLC7A11'*®") En ese
estudio se confirmo6 una correlacion entre la expresion de MAFG y la de varios
genes poseedores de sitios ARE. Esto revela el alcance de identificar variantes en
los genes MAF que potencialmente pudieran alterar la susceptibilidad hacia el

desarrollo de algunas enfermedades.

Las proteinas MAF participan activamente en la regulacion de diversas
enzimas antioxidantes y desintoxicantes, principalmente a través de la ruta Nrf2-
Keapl”). La presencia de polimorfismos en algunos de los genes antioxidantes y
desintoxicantes regulados por los genes MAF se ha asociado con diferentes
enfermedades. Por ejemplo, polimorfismos en NQO1 se han vinculado a una

1483 cancer hepatico® y de

predisposicion a la leucemia linfoblastica aguda
mama®). Por otro lado, variantes en el gen que codifica para la glutation S-
transferasa se han asociado con la susceptibilidad a cancer de es6fago®® y

asma®”. Asi también, el polimorfismo (GT),, un repetido localizado en el promotor

'2 Es la subunidad catalitica de la glutamato cisteina ligasa, implicada en la sintesis del glutation.
La expresion de enzimas productoras del glutation esta reducida en diversas condiciones, como en
la diabetes mellitus, hepatitis alcohdlica, envejecimiento, endotoxemia y colestasis crénica.

3 Un transportador de cistina. La cistina es un dimero de dos cisteinas unidas por un puente
disulfuro.

% La leucemia linfoblastica aguda (ALL) se caracteriza por un bloqueo en la diferenciacién de los
progenitores linfoides tempranos, esto se refleja en una acumulacién de linfoblastos inmaduros.



ANTECEDENTES

del gen HMOX1 es capaz de regular la expresion génica. Los repetidos (GT), mas
largos estdn asociados con un aumento de la susceptibilidad a enfermedades
pulmonares como el enfisema inducido por el tabaquismo, neumonia y asma®889.
Este microsatélite también se ha relacionado con otras enfermedades como la
artritis reumatoide®”, malaria cerebral®, trastornos por trasplante renal® y
padecimientos de las arterias coronarias®. Otros polimorfismos en el promotor de
HMOX1 también estan asociados con el cancer gastrico y tumores
linfovasculares®. Polimorfismos funcionales en el promotor de NRF2 se han
asociado con algunos padecimientos®® humanos como el dafio pulmonar
agudo®, vitiligo®®, ulcera péptica®”, colitis ulcerante®” y cancer gastrico®®.
Ademas, ciertos haplotipos conformados por SNPs reguladores de NRF2 afectan
la actividad del gen y estan asociados con la gravedad de la enfermedad pulmonar

obstructiva crénica (COPD)®? y proteccion contra la enfermedad de Parkinson®®?.

!> Consiste en comparar la morbilidad (ocurrencia de una enfermedad) observada en uno o varios
grupos de individuos inicialmente indemnes a la enfermedad y definidos en funcién de su
exposicién a un factor de riesgo sospechoso de provocar esta enfermedad.
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3 JUSTIFICACION.

Numerosos polimorfismos presentes en genes antioxidantes se han
vinculado con el desarrollo de diversas patologias. Sin embargo, a pesar de la
relevancia de las proteinas MAF pequefias como reguladores de la expresion
génica citoprotectora, y de que su mal funcionamiento ocasiona serios trastornos,
todavia no se tiene un registro completo de los SNPs presentes en estos genes y
no se han emprendido estudios de secuenciacién poblacionales. Por consiguiente,
consideramos importante determinar la presencia de SNPs funcionales en estos

genes.
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4 OBJETIVO GENERAL.

Identificacion de las variantes génicas en MAFF, MAFG y MAFK en una muestra

de la poblacion mexicana sana.

4.1  Objetivos especificos.

e Generacion de un banco de muestras de DNA a partir de 112 individuos de
la poblacion mexicana no relacionados entre si.

¢ Identificacion de polimorfismos en las regiones promotora y codificantes.

e Determinacion de haplotipos.

¢ Identificacion de los SNPs etiqueta.

e Analizar in silico los posibles efectos funcionales de los polimorfismos

encontrados.
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5 MATERIALES Y METODOS.

5.1 Poblacién de estudio.

En esta investigacion se incluyd un grupo de 112 individuos mexicanos,
mayores de 18 afos, obtenidos del banco de sangre del Instituto Nacional de
Pediatria (72.3 % hombres; 27.7 % mujeres). Cada uno de los participantes firmo
un consentimiento informado. Con el tamafio de muestra utilizado en este estudio
se tiene una probabilidad >95% de identificar a los sitios polimérficos con una

frecuencia alélica de al menos el 1%.%V

5.2 Extraccién de DNA gendmico.

El DNA se extrajo a partir de 10 mL de sangre periférica utilizando el kit
QIAamp Blood Maxi, de acuerdo al protocolo del proveedor (QUIAGEN 2005,
California), el cual se describe brevemente a continuacion. En un tubo de 50 mL
se afiadieron 10 mL de sangre periférica, centrifugandose a 2 500 rpm por 20
minutos. El botén de linfocitos obtenidos se transfirié a un tubo nuevo con 500 [L
de proteinasa y mezclado por inversion moderada. A continuacion se vertieron 12
mL de amortiguador AL'® y el contenido se mezclé invirtiendo el tubo ~15 veces y
después con agitacion vigorosa durante al menos un minuto hasta conseguir una
solucién homogénea, para posteriormente incubar el lisado celular a 70 °C durante
10 min. La adhesion selectiva de DNA a la membrana de la columna se consiguio
afiadiendo 10 mL de etanol absoluto al tubo Falcon con la muestra y mezclando el
tubo por inversion diez veces, seguido por una fuerte agitacion. La solucién del
paso anterior se vertio en una columna QlAamp colocada en un tubo de centrifuga
de 50 mL y se centrifugd a 3 000 rpm por 3 minutos para eliminar todas las
impurezas al desechar el filtrado. EI DNA adherido a la membrana se lavo
vertiendo 5 mL de bufer AW1 a la columna y centrifugando después a 5 000 rpm

'® Contiene clorhidrato de guanidina y sales caotrépicas.
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durante 1 minuto. A continuacion se afiadieron 5 mL de amortiguador AW2 a la
columna y se centrifugd a 5 000 rpm por 15 minutos. La columna con el DNA se
colocd en un tubo limpio, descartandose. Después se afiadié 1 mL de bufer AE
directamente sobre la membrana de la columna y se dej6 incubar a temperatura
ambiente por 5 minutos, después se centrifugd a 5 000 rpm por 2 minutos. El DNA
obtenido fue cuantificado mediante espectrofotometria (ND 1000 UV-Vis v3.2,
Thermo Fisher Scientific, EUA). Una vez cuantificadas las muestras, se efectuaron
diluciones con agua, para obtener una concentracion de 100 ng/uL de DNA. La
pureza del templado debidé cumplir con un cociente de absorbancia de 260/280
entre 1.7 a 1.9. Las diluciones fueron almacenadas en alicuotas a una

concentracion de 100 ng/uL a - 20 °C.

Integridad de DNA.

La integridad de DNA se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1 % con amortiguador TBE 1x (Tris-Borato-EDTA) a 90 V por 35 minutos. El
DNA fue visualizado por tincidon con bromuro de etidio (agente intercalante) a una
concentracion de 0.5 pg/mL. Para la toma de imagenes se empled el

transiluminador Gel Logic 1500 Digital Imaging System (KODAK).

5.3 Lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR permite la amplificacion exponencial de secuencias especificas de
DNA. Una reaccién de amplificacion estandar incluye al DNA molde, una DNA
polimerasa termoestable, dos oligonucleétidos, desoxinucleétidos trifosfato
(dNTPs), bufer de reaccion y magnesio. Una vez reunidos los componentes, la
reaccion se coloca en un termociclador, un instrumento necesario para someter la
mezcla de reaccion a distintas temperaturas durante un tiempo predeterminado.
Esta serie de ajustes de temperatura y tiempo se conoce como un ciclo de

amplificacion. En teoria, cada ciclo de PCR duplica la cantidad de secuencia
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blanco (amplicon) en la reaccion. Diez ciclos tentativamente multiplican al

amplicén alrededor de 1, 000 veces; 20 ciclos por un factor de un millén.

Cada ciclo de PCR incluye los pasos de desnaturalizacion del DNA molde,
hibridacién de los oligonucleétidos y sintesis de las nuevas cadenas (extension).
a) La desnaturalizacion del DNA molde se consigue mediante calentamiento de la
mezcla de reaccion a 94 °C o mas durante un minuto. En este paso las dos
cadenas del DNA molde son separadas, produciendo el DNA molde de una sola
cadena requerido para la replicacién por parte de la DNA polimerasa termoestable.
En el siguiente paso del ciclo, se reduce la temperatura hasta alrededor de 40 — 60
°C. A esta temperatura, los oligonucledtidos cebadores pueden formar
asociaciones estables (hibridaciéon) con el DNA blanco desnaturalizado y
funcionan como cebadores para la DNA polimerasa. Este paso perdura durante
aproximadamente 15 — 60 s. Finalmente, la sintesis del nuevo DNA comienza
conforme se eleva la temperatura de reaccion hasta la 6ptima de trabajo de la
DNA polimerasa. Para la mayoria de las DNA polimerasas termoestables esta
temperatura se ubica en el rango de 70 — 74 °C. El paso de extensién dura
aproximadamente 1 — 2 minutos. El siguiente ciclo inicia con el regreso a la
temperatura de 94 °C para la desnaturalizacién. Cada paso del ciclo debe
optimizarse para cada combinacion de DNA molde y oligonucleotidos. Después de
20 — 40 ciclos, el producto amplificado puede ser analizado para conocer su

tamanfo, cantidad, secuencia, etc.

Para amplificar la region promotora y codificante de los genes MAF
pequefios, las muestras de DNA se desnaturalizaron a 95 °C por 60 segundos,
posteriormente se disminuyd la temperatura a 60 °C durante 45 segundos, para
permitir la hibridacién de los oligonucleétidos cebadores con las cadenas de DNA
molde. Después, se realiz0 el paso de extension, para amplificar la region
gendmica deseada, elevando la temperatura a 72 °C, durante 1 minuto. EI nimero

de ciclos de amplificacion utilizados fue de 30. Al concluir el ultimo ciclo de
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amplificacion, las muestras se incubaron a 72 °C por 10 minutos para rellenar los
extremos salientes de los productos recién sintetizados. Para las reacciones de
amplificacion se utilizé una enzima de alta fidelidad de tipo “hot start”: la JumpStart
AccuTaq LA DNA polimerasa (D5809, Sigma-Aldrich, EUA).

Debido al alto contenido de GC en algunas de las regiones analizadas, se
incluyeron diferentes aditivos como el dimetil sulféxido (DMSO) o el GC-Melt
(Clontech) para mejorar el rendimiento de la PCR y disminuir las amplificaciones
inespecificas.

5.3.1 Disefio de oligonucleétidos para la secuenciacion de los genes MAF.

Las secuencias de los genes MAF humanos se obtuvieron del GenBank y
sirvieron como referencia, tanto para el disefio de los oligonucle6tidos como para
la ubicacién de los polimorfismos: MAFF genelD: 23764
(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/23764),  secuencia  genOmica: NT_011520.12
(Genome Reference Consortium Human Build 37, GRCh37); MAFG genelD: 4097
(www.nchbi.nlm.nih.gov/gene/4097), secuencia genomica NT_010663.15
(GRCh37); MAFK genelD: 7975 (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7975), secuencia
genémica: NT_007819.17 (GRCh37).

Los oligonucledtidos para la amplificacion de los genes MAF se disefiaron
utiizando el programa PrimerSelect (Lasergene v7.1, DNAStar). Todos los
oligonucledtidos tuvieron una longitud de entre 18 a 25 pares de bases; un
contenido GC del 40 — 60% y ausencia de residuos G o C consecutivos en el
extremo 3’ para minimizar la hibridacion inespecifica. Los oligonucleétidos
utilizados presentaron una zona de traslape de al menos 100 pb entre amplicones
contiguos, de esta forma los picos poco definidos, tipicos de las porciones inicial y
final de los electroferogramas, pudieron resolverse perfectamente en la secuencia

del amplicon siguiente. Todos los oligonucledtidos utilizados se muestran en la
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Tabla 5-1, Tabla 5-2 y Tabla 5-3. Las posiciones de los nucledtidos, basadas en la
secuencia genomica de cada gen MAF, se numeraron tomando como referencia la
primera base (+1) en el sitio de inicio de la transcripcion (TSS). Para cada gen
MAF se amplificé alrededor de 1 kb rio arriba del TSS (a fin de incluir al promotor
minimo y sus elementos proximales), los tres exones y las regiones intronicas

inmediatamente adyacentes.

Para la amplificacion de los genes MAF se utilizé una mezcla de reaccion de
25 pL con 100 ng de DNA gendmico, 0.62 U de la enzima JumpStart AccuTaq LA
DNA polimerasa, bufer 10X con 2.5 mM de MgCl,, dNTPs a 0.2 mM y 0.4 uM de
cada oligonucledtido. La temperatura de alineamiento, asi como las condiciones
de PCR particulares para cada par de oligonucleétidos se muestran en la Tabla
5-4, Tabla 5-5 y Tabla 5-6. Las reacciones de PCR se corrieron en un
termociclador GeneAmp PCR 9700 (Applied Biosystems, Foster City CAL, EUA).

Tabla 5-1. Oligonucledtidos utilizados en la amplificacién del gen MAFF.

Longitud

Amplicon Oligonucleétido directo (5’ a 3') Mer Oligonucleétido reverso (5" a 3’) Mer amplicén (pb)
Prom1 TCCGGGCTGACGTGAAAGAT 20 CCCAAAAACCCGCTCCTGAT 20 484
Prom2 TTGTCCGGGTAAGCTGATGGTG 22 CCCCGCCCCCGTATGAC 17 573
Exén 1 AGGGGGCGGGGTCATACG 18 ATCCCGGGACGCAGAAACC 19 415
Exén 2 TAGGCGGGGTTATGTGATGTGA 22 GGCCTGGTGCCTGCTGAG 18 513
Exén 32 GGCGGCTAAGGCGGTGAA 18 AGCCCGGGGTGGACTTGAC 19 490
Exén 3° GCGCCGCACACTCAAAAAC 19 TCTGCCCCATCCCCAACCTAC 21 551
Exoén 3° CTTCGTGGGCCCTGTCTTCCT 21 GGCCCTCCCACCACATTTCTG 21 543
Exén 3° TGCCTGGCCTTCCGAAACTAAA 22 TCAGCCCCCACCCCACAGT 19 491
Ex6n 3° GGGGGCTGGCCAGTCAGAG 19 GCGCCCGGCTTAAACATTTTT 21 421

Exon 3' AAGCCGGAGAGCAACAACAAAA 22 CCGCCACCAGAAGCCCTAAG 20 530
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Tabla 5-2. Oligonucleo6tidos utilizados en la amplificacién del gen MAFG.

Amplicon Oligonucleétido directo (5’ a 3') Mer Oligonucleétido reverso (5" a 3’) Mer :g]r;?ilégi (pb)
Prom1 GGCCCCGTGTGCTGTTTTGTA 21 GGGGAGACTTCGCTGCTTGTTG 22 498
Prom2 AGGCGGAGGGACGCTTCTGAG 21 GGCCCCGCGATTCCAACTC 19 427
Prom3 CCCCCTACCGCTGGGCATCT 20 GCGGCGGGAGGGCAAACT 18 525
Prom4 GGGCTGGGGGTGGAGACCT 19 GCCGCAGCCGCACTCAC 17 432
Exén 1 CCGCGTCGCCGCTTCAT 17 GCGGCAGACCCGAAACCAG 19 401
Exén 2 GGCCAAGGGCTGCCTCCTATC 21 AGCGTAGCCGCGGTTCTTGAG 21 478
Exon 3% AGCGGGAGCCGGGTGAGAAT 20 GCCTAGTGGCCCCGCAAAGAC 21 492
Exo6n 3° GACGCGCTGCGCTCCAAGTA 20 TCTAGTCCGTTCCCACAGCACCAA 24 484
Exo6n 3° CCGCCACCAGCGTCATCAC 19 CTTCAAGCCCGCCCTACTCTCA 22 563
Exo6n 3° CGCGGGCTGGGAAGGATT 18 CAGCCACAAAGAGGTGTCCGTAAG 24 557

Tabla 5-3. Oligonucledtidos utilizados en la amplificacién del gen MAFK.

Amplicon Oligonucleotido directo (5" a 3") Mer Oligonucleotido reverso (5" a 3) Mer Long_ltl{d
amplicon (pb)
Prom1 CCCCGGGGGATGTCTTTCTG 20 GAGCCCCTTGCCACGCTTCT 20 514
Prom2 GTTGCCCAGGCCTGAAACTCC 21 TGCCTGCGGCCCCAGATA 18 461
Prom3 GCCGCTTATCCCCATTTTTACATT 24 TGGAGGCCGGGAGTTCAAGA 20 420
Prom4 GGGCCGCAGGCACATACC 18 CCCGGCTCCCCAGCATC 17 457
Exén 1 TTCCCAGCTGGCCTTAATGTTTTT 24 GTGACTCAGCGGCCAGGTAGC 21 560
Exon 2 GCTGGGCCCGGATGGTG 17 AGGCGGGAAGGCAGCAGAC 19 473
Exon 32 ATGGGCTCTGAGGCTGTCGGTAAC 24 GTAGCCGCGGTTCTTGAGTGTGC 23 418
Exon 3° AGAACGCCCCGGTGCTCA 18 GGGCCTGCGCTTGGACTC 18 533
Exon 3° GACGCCCTGCGCTCCAAGTA 20 TTCCCGAGGGCCTTTCCATTAT 22 473
Exo6n 3° GCTCCCCGCAGGATGTGTC 19 AGGCCCTCCCCCAGTGAAC 19 484
Tabla 5-4. Condiciones 6ptimas de PCR para los amplicones MAFF.
MgCl,
Oligonucleétidos DNA polimerasa Tm (°C/1 min)  Textension Ciclos  (mM) DMSO (uL) GC Melt (pL)
Prom1 TagGold 62 72°CI30s 30 2.0 1 ----
Prom2C-Exonl JumpStart 63 68°C/30s “ 25 1 25
Exonl TaqGold 62 72°CI30s " 1.0 1 ----
Exon2 " 3 62 " 3 “ 1.0 1 ----
Exon 2° “ “ 64 “ « « 20 1 .
EXOnSa “ “ 64 “ “ “ 10 l e
Exonsb “ “ 62 “ “ “ 1.0 1 .
Exonsc “ “ 64 “w “ “ 20 1 oo
Exon3° w « 64 « w w 1.0 1 o
Exon3® ¢ “ 64 o ¢ 1.0 1 25
Exon 3T w « 62 « w w 1.0 1 o
Exon 3FIN'5 “w “w 60 “w “ “ 1.0 1 25
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Tabla 5-5. Condiciones 6ptimas de PCR para los amplicones MAFG.

MgCl,

Oligonucleétidos DNA polimerasa z;n(gllmin) Textension Ciclos  (mM) I(DP'\IA_)SO a(li-)Melt
Prom1 JumpsStart 60 68°C/30s 30 25 1 ----
Prom1 Taqg gold 60 72°/30s ” 1 1 2
Prom2 JumpStart 62 68°C/30s - 25 1 ----
Prom2 Tag gold 62 72°/130s ” 1 1 25
Prom1F — Prom2R Taq gold 60 72°/130s - 1 1 25
Prom3 TaqGold 60 72°CI30s - 1 1 2
Prom4 JumpStart 68 68°C/30s ” 25 1 25
Prom4 Sf"rf;’;‘:;“c LA 66 72°/30s - 25 1 25
Exon 1 JumpStart 60 68°/30s ” 25 1 25
Prom4F-Ex1R Jump Start 68 68°/60s - 25 1 25
Exén 2 JumpStart 60 68°/30s ” 25 1 2.0
Exon 3% Tag gold 58 72°/130s ” 1.5 1 .- --
Exon 3° Tag gold 58 72°/30s ” 1.5 1 -
3FF-3R Tag gold 58 72°30s i 15 1 -
Exon 3° Tag gold 60 72°/130s ” 1.0 0 .- --
Exdn 3° Taq gold 60 72°130s - 1.0 0 - -
FF-3R GC Genomic LA 67 72°/30s ” 25 0 -
polimerasa
3F-3R Tag gold 67 72°30s i 2.0 1 25
Exon 3° Tag gold 60 72°/130s ” 1.0 0 .- --
3F-3R Tag gold 65 72°30s i 1.0 1 25
[3°F - 3R] GC Genomic LA 67 72°/30s - 25 0 -
polimerasa
Tabla 5-6. Condiciones 6ptimas de PCR para los amplicones MAFK.
MgCl,
Oligonucledtidos  DNA polimerasa Tm (°C)/Amin  Textensién Ciclos  (mM) DMSO (uL) GC Melt (pL)
Prom1 Tag gold 60 72°/30s 30 2.0 0 ----
Prom2 Taq gold 60 72°/130s - 2.0 1 25
Prom1F-Prom2R Tag gold 60 72°/130s - 2.0 1 25
Prom3 TagGold 62 72°CI30s ” 2.0 1 25
Prom4 JumpStart 60 68°C/30s - 25 1 25
Prom3F-Prom4R JumpStart 60 68°C/30s ” 25 1 25
Exo6n 1 JumpStart 60 68°/30s - 25 1 25
Exon2-Exon3® TagGold 62 72°/130s ” 2.0 1 2.5
Exén 2 JumpStart 60 72°/130s ” 25 1 2.0
Exon 3% Tag gold 58 72°/130s ” 1.5 1 .- --
Exon 3° JumpStart 60/45s 68°/45s ” 25 0 25
Exo6n 3° Advantage 64 72°/60s ” 2.5 0 .-
Ex6n 3° Advantage 66 72°/60s ” 2.5 0 ----
3*F-3R GC Genomic LA polimerasa 67 72°/130s ” 2.5 0 .-
3F-3R Taq gold 67 72°/30s - 1.0 1 25
Exon 3° Tag gold 60 72°/130s ” 1.0 0 ----
3F-3R Tag gold 65 72°30s i 1.0 1 25
[3°F — 3R] GC Genomic LA polimerasa 67 72°/130s ” 2.5 0 .- --
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5.4 Electroforesis en geles de agarosa.

Los distintos amplicones MAF fueron sometidos a electroforesis en geles de
agarosa (Invitrogen) al 2.5% tefiidos con bromuro de etidio (0.5 mg/mL). Estos
geles fueron preparados con amortiguador TBE 1X (Tris-base, &cido borico y
EDTA). Posteriormente, las bandas de DNA se observaron bajo luz UV empleando
un fotodocumentador GEL Logic 1500 Imaging System (KODAK, EUA) y el
programa Kodak Molecular Imagen v4.0.5. Para la determinacion del tamafio de
los fragmentos se utilizaron dos tipos de marcadores de peso molecular, la
escalera de DNA de rango bajo (#SM1193) y la escalera 1 Kb Plus (#SM1333),

ambos de Fermentas (Thermo Fisher Scientific, EUA).

5.5 Purificacion de los productos de PCR.

Los productos de PCR se purificaron utilizando el QIAquick PCR purification
kit, siguiendo las indicaciones del proveedor'’ (QIAGEN). En primer lugar, en un
tubo eppendorf de 1.5 mL se agregaron 5 volumenes de amortiguador PB (bufer
de union) por cada volumen de producto de PCR. La mezcla se afadié a una
columna QIAquick colocada en un tubo colector de 2 mL y se centrifugd por 1
minuto, descartandose el sobrenadante. El producto de PCR unido a la membrana
de la columna fue lavado con 750 [L de amortiguador PE y centrifugado durante 1
minuto. El sobrenadante se removid y el etanol residual fue eliminado mediante
centrifugacion durante 1 minuto adicional. A continuacion, la columna se colocé
en un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5 mL y se aplicaron 30 [L de
amortiguador EB (amortiguador de eluciéon; 10 mM Tris-Cl, pH 8.5) en el centro de
la membrana de la columna. Después de dos minutos de incubacion a
temperatura ambiente, el DNA fue eluido por centrifugacion durante un minuto y

colectado en tubos eppendorf de 0.6 mL.

" Nota: Se afiade etanol absoluto al amortiguador PE antes de utilizarse. Todos los pasos de
centrifugacién son a 12 000 rpm en una microcentrifuga Mini Spin (Eppendorf).
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5.6 Secuenciacidn automatizada.

La secuenciacion de los genes MAF se llevd a cabo siguiendo el
procedimiento de secuenciacion BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) basado en el proceso automatizado

de Sanger!®?,

Este método se fundamenta en la incorporaciéon de
dideoxinucledtidos en la cadena en crecimiento durante la reaccion de
amplificacion, lo cual impide su posterior elongacion debido a la ausencia de un
grupo 3’-hidroxilo. ElI empleo de dideoxinucledtidos acoplados a distintos
fluorocromos (A, C, Gy T) permite detectar las 4 bases a través de la longitud de
onda de excitacion particular a cada fluorocromo. Ademas, mediante el uso de la
electroforesis capilar es posible separar fragmentos con una resolucion de una

base.

Para la reaccion de secuenciacion se utilizaron 10 ng de cada producto de
PCR sometidos a los siguientes parametros de amplificacion: a) desnaturalizacion
inicial a 96°C por 1 minuto; b) 25 ciclos de desnaturalizaciéon a 96°C por 10 s,
alineamiento a 50 °C por 5 s y extensién a 60 °C por 4 minutos. Una vez
concluidos los ciclos de secuenciacion, los amplicones se purificaron con el
meétodo BigDye XTerminator (Applied Biosystems) para eliminar sustancias que
pudieran interferir con la inyeccion electrocinética, la separacion por electroforesis
o el andlisis de los datos. Posteriormente, los productos purificados se sometieron
directamente a una electroforesis capilar utilizando el polimero POP-7 para la
separacion de los fragmentos de DNA en un secuenciador modelo 3730x! (Applied

Biosystems), que cuenta con un arreglo de 96 capilares (36.5 cm de longitud).

Las secuencias directa y reversa de los amplicones MAF se compararon con
sus respectivos referentes en el GenBank utilizando los programas Segman
(Lasergene v7.1, DNAStar), SeqScape v2.7 (Applied Biosystems) y Mutation

Surveyor (Softgenetics). Cada variante nueva se confirmé al amplificar vy
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secuenciar nuevamente a partir de la muestra original. Esto se realiz6 para
descartar un posible error en la secuenciacion o la introduccion de mutaciones por
parte de la polimerasa. Finalmente, se determinaron las frecuencias alélicas y

genotipicas de las variantes encontradas.

5.7 Desequilibrio de ligamiento y anélisis de haplotipos.

Los andlisis sobre el equilibrio de Hardy-Weinberg y el desequilibrio de
ligamiento (LD) se llevaron a cabo utilizando dos programas: Haploview v4.1
(Broad Institute) y SNPAIlyze v7.0 (Dynacom, Co., Yokohama, Japon). Los analisis
de pareamiento (pairwise) entre las distintas variantes se efectuaron obteniendo
los coeficientes D’ y r>. D' se utiliz6 para evaluar la probabilidad de
recombinaciones pasadas en tanto que r? (r* > 0.8) sirvi6 como parametro del
grado de ligamiento entre un par de variantes. Algunos de los haplotipos se
descubrieron sin ambigtedad identificando manualmente a los individuos con
variantes homocigotas en todos los sitios, 0 que poseian una variante heterocigota
en un solo sitio. Los haplotipos inferidos in silico con una muy baja frecuencia se
agruparon bajo el rétulo de “otros”. Todos los SNPs etiqueta se analizaron para su

desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg empleando ¥°.
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6 RESULTADOS.
6.1 Amplificacion de los genes MAF.

Una parte importante de este estudio consistié en la estandarizacion de las
condiciones de amplificacién; esto implicé la modificacion de parametros como la
concentracion de MgCl,, oligonucleotidos, curvas de temperatura de hibridacion y
la incorporacién de aditivos como DMSO (Sigma-Aldrich) y GC-Melt (Clontech).
Las estandarizaciones se iniciaron con gradientes de concentracion de magnesio
(1.0 — 2.5 mM). En la figura 6-1 (A) se observa que la presencia de productos de
PCR inespecificos es inversamente proporcional a la concentracion de MgCl,. Los
amplicones donde el gradiente de magnesio fue insuficiente para obtener una
banda especifica del tamafio esperado, se sometieron a un gradiente de
temperatura de alineamiento. En este caso, el incremento de la temperatura de
alineamiento disminuyo la presencia de los productos inespecificos (figura 6-1, B).
Debido al alto contenido de GC de las regiones regulatorias fue necesaria la
incorporacion de aditivos para facilitar la desnaturalizacién del DNA y obtener los
productos de interés (figura 6-1, C).
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Figura 6-1. Estandarizacion de las condiciones de amplificacion de los genes MAF. A. Efecto
de la concentracién de Mg en la PCR. B. Efecto de la temperatura sobre la PCR. C. Influencia de

los reactivos especiales en la PCR.
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Una vez obtenido un producto de PCR se realiz6 la secuenciacion de las
cadenas forward y reverse de cada muestra para confirmar en ambas secuencias
la presencia de alguna variante. Las variantes mas frecuentemente encontradas
en nuestro estudio fueron los SNPs, aunque también se encontraron algunas
deleciones e inserciones. Por ejemplo, en la Figura 6-2 A se muestra una nueva
variante identificada en la region 3-UTR de MAFG con una FAM = 0.126; hasta el
momento este polimorfismo no se ha identificado en otros grupos humanos, por lo
que tal vez podria ser exclusivo de nuestra poblacion. En algunos casos fue
posible advertir la presencia de algunas deleciones desde el corrimiento del
producto de PCR en el gel de agarosa debido a la formacién de DNA heteroduplex
(Figura 6-2, B). Los heteroduplex se generan por un apareamiento incompleto de
ambas cadenas de DNA debido a la delecion o insercion de bases. A la izquierda
del gel se observa la banda de interés (484 pb), pero en algunas muestras se
observa un DNA heteroduplex asociado a una delecion de 7 bases (SNP
rs34308084, -/ATCTATC). En el panel derecho se observa el electroferograma
correspondiente a un individuo normal y un homocigoto para la delecién de 7 pb,

confirmada en las secuencias directa y reversa.
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Figura 6-2. Algunas variantes identificadas en los genes MAF. A. Secuenciacién de la
region 3-UTR de MAFG, que muestra un nuevo polimorfismo. B. Amplicon Prom1 de la regién

regulatoria de MAFF mostrando un DNA heterodlplex en algunas muestras debido a la delecion
mostrada en el electroferograma a la derecha.
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En ocasiones, la presencia de dobles inserciones dificultd el andlisis de las
secuencias. Este obstaculo se superé utilizando el programa Mutation Surveyor
v3.24 (Softgenetics, EUA) el cual genera un reporte de mutaciones resaltando las
discrepancias en electroferogramas sintéticos separados, esto permitio visualizar
facilmente la doble insercion. En la Figura 6-3 se muestran los cambios
identificados en el amplicon Prom4 de MAFG. En a) se muestra el traslape de los
picos (en amarillo) debido a la presencia de un alelo con dos inserciones de 3
pares de bases. b) Mediante el programa Mutation Surveyor v3.24 (Softgenetics)
se analizd este cambio con respecto a la secuencia de referencia, las inserciones
se indican con barras en rojo. Finalmente, en c) se reproducen los cambios en la
secuencia, las inserciones se marcan con letras de distinto color (GCG y CGG).
Las cadenas marcadas como F mut y R mut corresponden al alelo mutado, abajo
se muestran las secuencias F y R del alelo normal. En amarillo se muestran las

zonas no coincidentes con la secuencia de referencia.
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F mut ~CATGAATGGAGCCCACGTGACCAAACATCATGTGACGTCTGIGGAGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGATCCCGAGCCTGGTCCGGCCCGGCCTTCCCA

F

*CATGAATGGAGCCCACGTGACCAAACATCATGTGACGTCTGTGGAGCGGCGGCGGCGGCGGCGGATCCCGAGCCTGGTCCGGCCCGGCCTTCCCA

R MUt CATGAATGGAGCCCACG TGACCAAACATCATGTGACG TCTGTGGAGCGGCG

R CATGAATGGAGCCCACGTGACCAAACATCATGTGACGTCTGTGGA

GCGGCGGCGGCGGCGGCGE

IGCGGCGGCGGCGGCGGCGG

IATCCCGAGCCTGGTCCGGCCCGGCCTTCCCA

IATCCCGAGCCTGGTCCGGCCCGGCCTTCCCA

Figura 6-3. Doble insercién heteréciga (GCG y CGG) presente en laregion reguladora

de MAFG.
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Polimorfismos en los genes MAF.
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El nimero de variantes identificadas fue distinto para cada gen. En el caso

de MAFF se descubrieron 19 variantes, 6 de ellas nuevas (Tabla 6-1). De las

variantes identificadas 7 se ubicaron en la region promotora, 4 en la region 5'-

UTR, 2 en los intrones y 6 en la region 3'-UTR. Todas las variantes identificadas

con una frecuencia > 30 % estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg (p =

0.05)*8.
Tabla 6-1. Variantes encontradas en el gen MAFF.
SNP ID Posicion
oGS bewon  WLOUSOE Do o 1o
rs2413508 Promotor 17987743 -765 TGTTTGGGGGACAG>CAAAGAAGGGCACT 0.467
rs34308084 Promotor 17987882:17987888 -626 AGTAGGGAGCCTC -/ATCTATCGGAGGCTGCTGCC 0.446
rs4374456 Promotor 17987946 -562 CATGACTGGAGGTG>CGTGAGAAATGGTC 0.446
rs4608623 Promotor 17987947 -561 ATGACTGGAGGTGG>TTGAGAAATGGTCC 0.446
-550° N.V. Promotor 17987958 -550 TGGTGAGAAATGGI>CCCTATGCAGGAGA 0.004
-514° N.V. Promotor 17987994 -514 ACCGCTAGCTTGAG>ATCCTGAGGTGGGG 0.004
-15° N.V. Promotor 17988493 -15 AAGCGGCCGCTCCTI>CGGCCGGAGGGCGG 0.013
36" N.V. 5-UTR 17988544 36 ACTGGGTTTTTATG>TAATGAAAGGAATC 0.004
rs11703601 5-UTR 17988610 103 CGCGCGGCCTCGGLC>TCCCCTGCGCCGCC 0.408
rs909629 5-UTR 17988663 156 GCTCCCGGGCGCCC>GGGTTCAGAGCGAC 0.004
274 N.V. 5-UTR 17988781 274 ACCAAGCGGGCCCA>TGAAGCGGGTGAGG 0.004
1s2267372 Intrén 1 17988803 296 TGAGGAACGCGGGG>ACCAGGAGGACGGT 0.442
1s2235264 Intrén 2 18000519 12012 CCCTGCCCATGCAG>AAGCCTCCTCATCC 0.463
rs76165778 3-UTR 18001614 13107 CCTCTTGCAGCCCC>ACCAAACTGGGACC 0.008
rs9610915 3-UTR 18001649 13142 CTGGGAAGGGGAAC>GTTGGGTAGGTTGG 0.483
rs11544353 3-UTR 18001867 13360 TGTGACTTACGGGA>CCCGTCCTGCTGAG 0.004
13773% N.V. 3-UTR 18002280 13773 GCCAGTCAGAGAA A>GGGGGGCCATGGA 0.004
rs4821766 3-UTR 18002780 14273 ATGGTGAAACCCCG>ATCTCTACAAAAAA 0.042
5995550 3-UTR 18002941 14434 GCAACATAGCAAAA>CTCCTGTCTCAAAA 0.408

# Nuevas variantes detectadas en este estudio. N.V. = Nueva variante.

'8 | a ausencia de desviacion implica que estas variantes no son nuevas, y que los eventos que los

incorporaron en la poblacién mexicana (mutacion o migracién), se han diluido en el tiempo.
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Por otro lado, MAFG presentd 9 variantes, de las cuales 8 son nuevas.
Cinco de las variantes se identificaron en la zona promotora del gen, una en la
region 5-UTR, una en el intrén 1 y dos en la region 3'-UTR. Con la excepciéon de
una de las dos variantes detectadas en la region 3-UTR (f= 0.128), todos los
cambios encontrados en este gen presentaron frecuencias menores a 0.09 (Tabla
6-2).

Tabla 6-2. Variantes encontradas en el gen MAFG.

SNP ID Posicion

Este estudio ?,S(S:g;’b Ubicacién ‘NSZ;OIEOESS;S (DNe,\ji%gégsssz) Cambio de nucledtido® %Z}i;”oma

rs74006139 Promotor 127519 -980 GACTCGGGCTGTGI>CCCAGAGCAGGGGG 0.009
-806% N.V. Promotor 127345 -806 GGCTTCGGGACTTI>CGGGGCCGGCCTGT 0.004
-458% N.V. Promotor 126997 -458 CCGCCCCGCGCCGC>GTCCGGGACCCCCG 0.004
-374% N.V. Promotor 126913 -374 CAGGGCCCAGGCCG>AGCACTCGAGGGGG 0.004
-8° N.V. Promotor 126547 -8 GTGACGTCTGTGGA>GCGGCGGCGGCGGCGG 0.004
13* N.V. 5-UTR 126527 13 GCGGCGGCGGCGGA>CGGTCCCGAGCCTGGT 0.004
4436-4444° N.V. Intrén 1 122104 - 122095  4436-4444 CTGGGCCGGGGGCG>-9GGGGGGTGCGGCGA 0.009
52472 N.V. 3-UTR 121292 5247 CAAAGCACAACCTG>ATACCCCAGGGGCG 0.004
5296% N.V. 3-UTR 121243 5296 CGTCATTGTCGTCG>ATGTGTTTTGTATG 0.128

@ Nuevas variantes detectadas en este estudio; N.V.. = Nueva variante
® E| gen MAFG tiene una orientacion inversa. Aqui se presenta en orientacion 5' > 3'.

En el gen MAFK se descubrieron 16 variantes, seis de ellas se localizaron
en la zona reguladora del gen, nueve en los intrones, y una en la region 3-UTR
(Tabla 6-3). Todos los cambios encontrados estuvieron en equilibrio de Hardy-
Weinberg (p =2 0.05) y seis de ellas no habian sido reportadas previamente.



Tabla 6-3. Variantes encontradas en el gen MAFK.
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SNP ID Posicion
Este i
doSNP Ubicacion NT_007819.17 Desde el TSS Cambio de nucleétido Z:(;LIJ:IZCIa
estudio (NCBI) Gen ID: 7975 (NM_002360.3)
menor
rs3829898 Promotor 1571619 -1157 AGAACCCGCAAGTG>AGGGGGGAGAGATG 0.454
rs3814477 Promotor 1571826 -950 CTTCCCAGAACCCC>TGGGCAGATGCCAT 0.454
rs3814478 Promotor 1571857 -919 GTCCTGGGGGGCCC>TTCGGTTGCCCAGG 0.454
rs3814479 Promotor 1571928 -848 GGGGACCCAGAAGT>CGTGGCAAGGGGCT 0.454
rs10254597 Promotor 1572501 -275 GTTTTTTATGTTTA>GTAGAGACAGAGAA 0.470
rs11763285 Promotor 1572528 -248 TGGGGGAAGGGAGG>CTTTCGCTATGTTG 0.470
83807 N.V. Intrén 1 1581155 8380 CGCTGCCGGCCCTG>TACCTGTGCTGGCT 0.013
8523% N.V. Intrén 2 1581298 8523 CCAAGCAGGCCCCG>ATCTCAAGCACAGG 0.013
8553% N.V. Intrén 2 1581328 8553 GGGAAAGGCCCCCG>AGCCCGACAGCCCC 0.017
8753% N.V. Intrén 2 1581528 8753 TGGGCTGTGTGTCC>TGCCGGGCGCTACT 0.008
rs34350497 Intrén 2 1581583:1581592 8809 GGGCAGCGTGGCC/AGCGTGGCCTCTGGTGAACGCG 0.092
rs892522 Intrén 2 1581681 8907 GTGCCTGTGGGCCG>AGCTCAGTCCCAGC 0.458
rs73042781 Intrén 2 1581756 8982 AACCAGGAGTGACC>TGATGTCACCACTG 0.212
rs3824071 Intrén 2 1581779 9004 CACTGGCTTTTCCC>TGTTCAGAAAGGGT 0.458
9030% N.V. Intrén 2 1581805 9030 TCCTGTGGGGCCAC>AAGCTGTCACATGG 0.029
rs3735655 Intrén 2 1581888 9113 TGAGAGCGCAGGCG>ATGCAGGGGCACCG 0.202
9880% N.V. 3-UTR 1582655 9880 GCCACCTGCTCCCC>TGCAGGATGTGTCT 0.004

Nuevas variantes detectadas en este estudio. N.V. = Nueva variante.

En la Tabla 6-4, hasta la Tabla 6-7, se comparan las frecuencias alélicas

para algunos SNPs cuyos datos estan disponibles en el NCBI para otras

poblaciones. Debe sefalarse que estos datos no provienen de estudios de

resecuenciacion, mas bien se trata de SNPs comunes (FAM > 5%) identificados

mediante microarreglos. Claramente se advierte diferencias que podrian ser

caracteristicas de nuestra poblacion, como la presencia de alelos mas frecuentes,

SNPs raros 0 no detectados, e inclusive la presencia de nuevas variantes no

detectadas en otras poblaciones.
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Tabla 6-4. Comparacioén de las frecuencias alélicas poblacionales para el gen MAFF.

SNP, regiéon Poblacién Cambio, FAM | Figura
P!Iot.l.CEU G/C, 0.292 MAFF rs2413508 (G/C)
Pilot.1.YRI GIC, 0.180 .
HapMap-CEU GIC, 0.275 '
HapMap-HCB CIG, 0.467 t
HapMap-JPT C/G, 0.326 08 o 0228 -
rs241?;508, HapMap-YRI  GIC, 0.050 os | 028 Lol oms :
promotor ’ .
04
L. eSS oo 0,482
México G/C, 0.482 o1 20 018 0275
0
pilot.1.CEU pilot1.YRI ~ HapMap_CEU HapMap_HCB HapMap_JPT México
rs4608623 Pilot.1.CEU T/G, 0.458
! ! MAFF rs4608623 (T/G
promotor Pilot.1.YRI GIT, 0.480 . e (1/6)
HapMap-CEU T/G, 0.483 ‘
HapMap-HCB T/G, 0.467 !
HapMap-JPT TI/G, 0.443 08 oas 0339
HapMap-YRI GIT, 0.339 B B 057 os3 oss 067
04
0,661
México T/ G, 0.433 02 0,458 0,52 0,483 0,467 0,443 0433
0
pilot.1.CEU  pilot.1.YRI HapMap-CEU HapMap-HCB HapMap-JPT HapMap-YRI ~ México
1s2267372, JBIC-allele G/A, 0.259
intrén
México G/A, 0.429
SNP, regién Poblacién Cambio, FAM Figura
Pilot.1.CEU A/G, 0.500
! MAFFrs2235264 (A/G
Pilot.1.YRI GIA, 0.180 B " (a/6)
JBIC-allele A/G, 0.438 '
HapMap-HCB  GJ/A, 0.216 '
HapMap-JPT GI/A, 0.386 o8| los 238 064 044 o436 0442
rs2235264, HapMap-YRI GIA, 0.042 06 082 . .
intrén AoD Japanese  A/G, 0.440 04 '
KHP1 A/G, 0.486 o | 08 0s62 o 056 osu 0558
018 0,216 ’
México AIG, 0.442 ’




RESULTADOS

Pilot.l.CEU T/C, 0.111 MAFF rs4821765 (C/T)
Pilot.1.YRI T/C, 0.240 .
HapMap-CEU  T/C, 0.142 '
HapMap-HCB  T/C, 0.356 !
HapMap-JPT T/C, 0.200 08
rszirisra‘frg‘%, HapMap-YRI  T/C, 0.217 0 BB E B EBR .
0,4 : ¢
México No 02 b sse
identificado oo D2 0142 ’ 02 0,217 0,217
0
pilot.1.CEU  pilot.1.YRI HapMap-CEU HapMap-HCB HapMap-JPT HapMap-YRI HapMap-YRI
Pilot.1.CEU G/C, 0.486
Pilot.L.YRI C/G, 0.220 MAFF rs9610915 (C/G)
1,2
1
0,22
) 08 0,514 0,531
rs9610915, 3™ | \exico GIC, 0.469 '
UTR 08 G
0,4 0,78 c
02 0,486 0,469
0
pilot.1.CEU pilot.1.YRI México
rs5995550, 3'- s
UTR México A/C, 0.393
Tabla 6-5. Frecuencias alélicas y genotipicas de la nueva variante de MAFG.
SNP, region Poblacién Cambio, FAM | Figura
MAFG Nuevo SNP pos 5277 (G/A)
0,8 0,759
0,7
0,6
Nueva variante, 3’ o8
y - s G/G
UTR México G/A, 0.129 04 o
03 0,223 A/A
0,2
0,1
0,018
0
México
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Tabla 6-6. Comparacion de las frecuencias alélicas poblacionales para el gen MAFK.
SNP, region Poblacién Cambio, FAM | Figura
pilot.1.CHB+JPT A/G, 0.261 MAFK 2 G/A
pilot.1.YRI A/G, 0.320 . rs3829898 (G/A)
1
08 0,261 032
0,546
0,6
rs3829898, promotor | México G/A, 0.454 04 0739 oee
02 : 0,454
0
pilot 1 CHB-JPT pilot 1 YRI Meéxico
HapMap-CEU T/C, 0.448 MAFK rs3814477 (T/C)
12
1
08 o 0454
06
rs3814477, promotor | México C/T, 0.454 o4
02 0,448 Oz
0
HapMap-CEU Meéxico
rs10254597, HapMap-CEU G/G, 1.00
promotor HapMap-HCB G/G, 1.00 MAFK1510254597 AfG
HapMap-JPT GI/G, 1.00 !
HapMap-YRI G/G, 1.00 o5
1 1 1 1
AlG, 0.47
México Alta 047
frecuencia
0
HapMap-CEU HapMap-HCB HapMap-JPT HapMap-YRI México
SNP, region Poblacion Cambio, FAM Figura
JBIC-allele A/G, 0.335 MAFK rs892522 A/G
AoD African GIA, 0.400
American .
AoD Caucasian A/G, 0.440 ol
rs892522, intrén 0s o -
México GIA, 0.458

02 04 0,458

JBIC-allele AoD_African_American  AoD_Caucasian México
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MAFK rs73042781 (C/T)
12
Pilot.1.YRI CIT, 0.08 ! — e
rs73042781, o
intron o T
04 S 0,788 ¢
México CIT, 0.212 02
’ pilot.1.YRI Meéxico
Pilot.1.CHB+JPT  T/C, 0.250 MAFK rs3824071 (C/T)
JBIC-allele T/C, 0.340 1w
038 0,458
rs3824071 06 0,75 0,66 o
México CIT, 0.458 04 c
0,542
02 0,25 U=
0
pilot.1.CHB-JPT JBIC-allele México




Tabla 6-7. Reporte de SNPs encontrados en los genes MAF.

Numero
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Simbologia:

Celdas verdes = SNPs encontrados en este estudio.

Region
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
Promotor
5-UTR
5'-UTR
5-UTR
5-UTR
Intrén 1
Intrén 1
Intrén 2
Intrén2
Intrén2
Intrén2
3-UTR
3-UTR
3-UTR
3-UTR
3-UTR
3-UTR
3-UTR
3-UTR
3-UTR
3-UTR
3-UTR
3'cercadel gen
3'cercadel gen
3'cerca del gen
3'cerca del gen

Pos
765
742
r

“713
" 69
“627
“627

"626

r
-625

r
-514

r
156

"12012
"12319
"12404
12413
"13095
"13107
"13142
"13360
13773
"14064
"14091
14273
14434
"14569
"14574
"14581
14619
14622
14623

MAFF
SNP
rs2413508 (G/C)
rs12165335 (G/A)
rs11912025 (G/A)
rs6001050 (C/T)

rs3041785 (-/ATC/ATCTATC)

rs79226988 (-/ATCTATC)
rs34308084 (-/ATCTATC)
rs76701240 (A/C)
rs74730019 (G/T)
rs4374456 (C/G)
rs71324897 (CT/GG)
rs4608623 (T/G)
Variante inédita (T/C)
Variante inédita (G/A)
rs5756971 (T/C)
rs62228645 (A/C)
Variante inédita (T/C)
Variante inédita (G/T)
rs11703601 (C/T)
rs909629 (C/G)
Variante inédita (A/T)
rs2267372 (G/A)
rs62228646 (A/G)
rs2235264 (A/G)
rs4821765 (C/T)
rs12166436 (C/T)
rs75322268 (G/T)
rs73425641 (C/G)
rs76165778 (C/A)
rs9610915 (G/C)
rs11544353 (A/C)
Variante inédita (A/G)
rs75078936 (A/G)
rs1063237 (T/A)
rs4821766 (G/A)
rs5995550 (A/C)
rs3177639 (A/C)
rs3188073 (A/G)
rs36116754 (-/T)
rs67838059 (-/AAA)
rs60588032 (-/AAA)
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Celdas rojas = SNPs reportados en el NCBI, pero no identificados.
Celdas azules = Nuevas variantes encontradas.
La posicién indicada es con respecto al sitio de inicio de la transcripcion.
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6.3 Determinacion de haplotipos en los genes MAF.

Todos los polimorfismos cuya frecuencia del alelo menor (FAM) fue mayor
a 0.03 se analizaron para el desequilibrio de ligamiento (LD), calculando los
valores de D' y r?, asi como la presencia de haplotipos utilizando los programas
SNPAlyze v7.0 (Dynacom, Japon) y Haploview v4.2. Debido al escaso numero de
variantes encontradas y la baja frecuencia de las mismas, el gen MAFG fue

descartado de este analisis.

Para MAFF se consideraron 9 variantes con una FAM > 0.3, de las 36
combinaciones posibles, 24 de ellas mostraron un valor de D’ =2 0.9. En lo que
atafie a los valores de r? (Figura 6-4) se observé un LD completo (r? = 1) entre los
SNPs: rs34308084 (-/ATCTATC), rs4374456 (G/C), y rs4608623 (G/T). Estos tres
SNPs situados en la regién reguladora también conservan un fuerte ligamiento (r?

= 0.91) con el cambio rs226732 (G/A) situado en el intrén 1.

Considerando las 10 variaciones mas frecuentes en el gen MAFK, 25 de
45 combinaciones presentaron valores de D’ = 0.90. Con respecto a los valores de
r* (Figura 6-5) se observé un ligamiento completo (> = 1) entre los SNPs
rs3829898 (G/A), rs3814477 (C/T), rs3814478 (C/T) y rs3814479 (T/C). También
se constatdé una r’> = 1 entre los SNPs rs10254597 (A/G) y rs11763285 (GI/C).
Todos los ligamientos anteriores involucran a SNPs detectados en la region
promotora. Por otro lado se advirtié un fuerte ligamiento (r>= 0.946) entre los pares
de SNPs rs892522 (G/A), rs3824071(C/T) y rs73042781 (C/T), rs3735655 (G/A),

estas Ultimas variantes se identificaron en el intrén 2.
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|_index __ 1 2 3 4 5 3 7 8 9
index [ Irs2413508 1534308084 34374456 14608623 rs11703601 rs2267372 rs2236264 19610915  rs5955S0

1/rs2413508

2|s34308084 D677

3|rs4374456 06777 1

4|r4608623 06777 1 1

5/rs11703601 04838 06558 06558 06558

6|rs2257372 DEB49 09101 09101 09101 0,704

7|rs2235264 06043 07882 07882 07882 04359 07711

8|rs9610915 06532 07619 07619 07619 04818 07463 D746

9rs5995550 05375 07425 07425 07425 05%47 0729 05474 05659

index 1 2 3 4 5 3 7 3 9

index 2413508 s34308084 54374456 rs4608623 rs11703601 2267372 152235264 rs9610915  rs5995E50

1 1

Figura 6-4. Matriz de LD para MAFF segln el parametro r’. Las casillas en la parte
superior e izquierda contienen SNPs analizados para su desequilibrio de ligamiento. Los distintos
niimeros indican el valor de correlacion r? para cada par de SNPs. Un valor de r=1 significa un
ligamiento perfecto, es decir, ambos SNPs siempre se heredan juntos. Un valor de r’ > 0.8 sefiala
un fuerte ligamiento. En la parte inferior se muestran los SNPs que estan fuertemente ligados entre
si, uno de ellos captura el estado alélico de los otros.

index

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
index rs3829898 3814477 3814478 rs3814479 rs10254597 s11763285 rs892522 rs73042731 rs3824071 rs3735655
1| 3829898
2|re3814477 1
3|rs3814478 1 1
4/rs3814479 1 1 1
5/rs10254597 0.5367 0.5367 0.5367 05367
6/rs11763285 05367 0.5367 05367 05367 1
7|rsB92522 0.8601 0.8601 0.8601 0.8601 05073 05073
8|rs73042781 01383 0.1383 0.1383 0.1383 01143 0.1143 0.2321
9|rs3824071 0.8425 0.8425 0.8425 0.8425 0.4521 0.4521 0.9463 0.223
10|rs3735655 0.1695 0.1695 0.1695 0.1655 0.0935 0.092% 0.2004 09188 0.15965
index 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
index 3829898 3814477 3814478 r=38714479 510254597 rs11763285 re892522 73042781 rs3824071 rs3735655
1 1
2 2
3 3
4 4

Figura 6-5. Matriz de LD para MAFK segln el parametro r’. Las celdas en amarillo
0.9), varios pares de SNPs estdn en
desequilibrio de ligamiento perfecto (r2 =1). Las celdas azules sefialan a los SNPs correlacionados
entre 0.5 < r’< 0.9. Por (ltimo, las celdas en blanco indican una escasa correlacion r* < 0.5. En la
parte inferior se observa, en distintos niveles y en amarillo, a los SNPs fuertemente ligados entre si.
Un SNP captura el estado alélico de los demas en su mismo nivel.

indican los SNPs fuertemente correlacionados (r2

>
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Debido a que se observaron ligamientos relativamente fuertes en MAFF y
MAFK para las regiones analizadas, se llevé a cabo un analisis de haplotipos
considerando un solo bloque de LD para cada gen. En el presente estudio, los
haplotipos detectados con una frecuencia mayor a 0.03 se denominaron como
haplotipos “comunes”. Mediante un analisis in silico, utilizando los programas
SNPAlyze v7.0 y Haploview 4.2, se estimd la configuracion de haplotipos para
MAFF con una probabilidad > 95% (Tabla 6-4). El andlisis de genotipos permiti6 la
identificacion directa de 4 haplotipos comunes con variaciones homécigas en
todos los loci (A, B, Cy D) y 5 con una variacion heteréciga en un solo sitio (E, G,
H, 1y J). Los haplotipos comunes fueron el A (f= 0.422), B (f=0.31), C (f=0.04) y
D (f= 0.032). Estos 4 haplotipos comunes explican el 81 % de toda la variabilidad

observada.

Para MAFK, los haplotipos determinados e inferidos se muestran en la
Tabla 6-5. Tres haplotipos se reconocieron sin ambigtedad debido a la presencia
de variantes homécigas en todos los sitios (haplotipos I, 11 y Ill) o una variaciéon
heterdciga en un solo sitio (IV y V). El haplotipo comun predominante fue el | (f =
0.384), seguido por el Il (f= 0,272), lll (f= 0.164), IV (f= 0.052) y V (f= 0.041). Estos
cinco haplotipos comunes constituyen el 91.3 % de toda la variabilidad observada.
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Tabla 6-8. Haplotipos del gen MAFF.

d d d o 'l a d d rs59955
Cameq deﬂ rstégiOB r534_360885084 rSA:j:gézlgSG rSA?(GJggZS r5117£f601 r52226377372 r521239552364 rsgf?}OOBQP}S 50° NUmero de Frecusncia
nucledtido G>C _IATCTATC oG G o>T G>A ASG G>C 1;‘32:5 cromosomas
REGION REGULATORIA 5-UTR INTRON 1 INTRON 2 3'-UTR
A C No insercién C T © G A G A 95 0.423
B G ATCTATC G G T A G © © 69 0.310
C G No insercion Cc T C G A G A 10 0.047
= D G ATCTATC G G () A G c c 7 0.032
§ E G ATCTATC G G T A A c () 5 0.023
= F G ATCTATC G G © A G © A 4 0.018
;g G G ATCTATC G G T A G C A 4 0.017
T H C No insercion C T T G A G A 3 0.016
| G No insercion Cc T C G A [ A 3 0.015
J © No insercion Cc T C G A [ A 3 0.013
Otros® 19 0.086
[ Total [ 224 ] 1.000 |

& Las posiciones estan numeradas tal como se indica en la Tabla 6-1.
Alelo mayor en verde; alelo menor en azul.
° Los haplotipos se asignan como letras del alfabeto.
4 Ntimero asignado en el dbSNP en el National Center for Biotechnology Information.
¢ Los haplotipos ambiguos que se infirieron en un solo individuo se agrupan como “otros”. La prediccién de haplotipos raros que se infirieron
en solo un sujeto (f= 0.004) en ocasiones es inexacta.

Tabla 6-9. Haplotipos del gen MAFK.

Cambio de rs3829898 rs3814477 rs3814478 rs3814479 rs10254597 rs11763285 rs892522 rs73042781 rs3824071 rs3735655 Namero de .
nucledtido® -1157 -950 -919 -848 -275 -248 8907 8982 9004 9113 cromosomas Frecuencia
G>A C>T C>T C>T A>G G>C G>A C>T C>T G>A
REGION REGULATORIA INTRON 2
| A T T T G C A C T G 84 0.376
Il G C C C A G G C C G 63 0.281
] G C C C A G G T C A 37 0.164
° v A T T T A G A c T G 12 0.052
2 [ Vv G c C c G C G C C G 9 0.040
-Fg VI G C C C G C G T C A 6 0.028
s [vi G C C C A G A C T G 5 0.021
£ [ otros” 8 0.038
[ Total [ 224 | 1.000 |

2 Las posiciones estan numeradas tal como se indica en la Tabla 6-3.
® Alelo mayor en verde; alelo menor en azul.
¢ Los distintos haplotipos se designan en nimeros romanos.
Los haplotipos ambiguos que se infirieron en un solo individuo se agrupan como “otros”, no se muestran las variaciones en contradas en

estos haplotipos.
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Ninguna de las variantes identificadas en la region 3'-UTR de los genes
MAF afecto la union de miRNAs conocidos, segun la busqueda realizada en la

base miRBase (http://www.mirbase.org/search.shtml).

6.4 Analisis in silico.

Dado que el mayor porcentaje de cambios encontrados en los genes MAF
se descubrieron en regiones regulatorias (promotor y UTRsS), MAFF: 89.4%,
MAFG: 88.9% y MAFK: 40%; se decidid utilizar una herramienta bioinformética,

rVISTA (http://rvista.decode.orq), para indagar si los polimorfismos detectados en

el promotor podrian alterar la actividad transcripcional del gen. Una de las
principales caracteristicas de rVISTA estriba en combinar la busqueda de bases
de datos como TRANSFAC con el andlisis comparativo en sitios conservados,
esto reduce el numero de falsos positivos en ~ 95%, al mismo tiempo que

mantiene una alta sensibilidad durante la bisqueda®®.

En primer lugar, se comparé la regiébn promotora de los genes MAF
humanos con su contraparte en el genoma del ratdbn (Mus musculus). La
homologia en la secuencia de nucleétidos de los genes MAFF, MAFG y MAFK

humanos con sus contrapartes del raton es del 91.24%, 90.55% y 89.74%,

respectivamente (www.genecards.org). Dado que el genoma del raton es uno de
los mas ampliamente estudiados, se decidié utilizarlo en el analisis de
alineamiento y busqueda de sitios conservados de union para factores de
transcripcion (TFs) mediante rVISTA, en una region total de 1692 pb. De acuerdo
con el reporte suministrado por rVISTA, se encontrd que algunos de los
polimorfismos presentes en la regiébn promotora de los genes MAF podrian ser

capaces de alterar la union de algunos factores de transcripcion.


http://www.mirbase.org/search.shtml
http://rvista.decode.org/
http://www.genecards.org/
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Este analisis sugiridé que el SNP rs11703601 (C/T) de MAFF esté situado en
el sitio de union de los factores de transcripcion PAX9 y NR2F2/COUP-TFII. En
MAFG el SNP rs74006139 (T/C) reside en el sitio de unién del factor MTF1,;
mientras que las nuevas variantes situadas en las posiciones -806 (T/C), -458
(C/IG) y +13 (-/CGG) del TSS alteran el sitio de uniéon del factor NUDR/DEAF-1.
Ademas, el cambio situado en la posicién -458 (C/G) del TSS podria afectar la
union de MINI19 y MINI20. En MAFK, los SNPs rs3814477 (C/T) y rs3814479
(T/C) tal vez afecten la union del factor REST/NRSF; en tanto que los sitios de
union para ZNF153/STAF y ZNF423/ROAZ estan alterados por los SNPs
rs3814477 (C/T) y rs3814478 (CI/T), respectivamente. Finalmente, el SNP
rs10254597 (A/G) podria perturbar la uniéon del factor MEF2 y el rs11763285 (G/C)

la del factor ZEC. En la Figura 6-6 se ilustra los resultados de este analisis.



MAFF as
rs11703601
(crm
Promotor Exon 1
PAX9,
COUPTF/(NR2F2)
1425 pb
. +13
- 980 - 806 \‘/‘?8 o
rS74006139 V. 1. (TIC) 6y 1CGE)
(T‘/C) ‘ ‘ ‘
Promotor Exoén 1
MTF1 NUDR/DEAF1 NUDR/DEAFL1, NUDR/DEAF1
MINI19,
MINI20
- 950 - 919 - 848 -275 -248
1s3814477 (C/T) rs3814478 (C/T) rs3814479 (T/C)  rs10254597 rs11763285
‘ ‘ ‘ (AG) (GIO)
Promotor Exoén 1
REST/NRSF,  ZNF423/ROAZ  REST/NRSF sEC
ZNF143/STAF MEF2
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267 pb

267 pb

267 pb

Figura 6-6. Andlisis in silico para sitios de unién de factores de transcripcién. En la parte
superior se muestran los polimorfismos con su posicién relativa al TSS. Abajo se muestran los TFs

con sitios de unién alterados.
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7 DISCUSION.

Las enfermedades complejas surgen por la interaccion entre los genes y el
ambiente, es decir, la exposicion de individuos genéticamente susceptibles a
condiciones ambientales adversas favorece el desarrollo de enfermedades. Sin
embargo, a diferencia de los padecimientos de tipo mendeliano, en las que la
alteracion de un solo gen propicia la patologia, en las enfermedades complejas

5(104)

participan numerosos gene , 'y el efecto individual de cada uno de ellos es

relativamente pequefio.

Los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) han permitido la
identificacion de numerosos genes asociados a diversos padecimientos. Estos
logros en buena medida se han obtenido porque en un estudio GWAS se analizan
desde cientos de miles hasta millones de SNPs®®. Sin embargo, estos anélisis
principalmente se han orientado a poblaciones con descendencia europea y
asiatica, las cuales representan un subconjunto de la variacion genética humana y
es probable que este conocimiento no sea totalmente transferible a otras
poblaciones®®®.

La composicion genética de la poblacion mexicana es compleja, debido al
alto mestizaje presente entre el componente amerindio, el europeo, y en menor
proporcion, el africano?”1%® En general, el perfil de variantes génicas en la
poblacién mexicana esta pobremente representado y se desconocen los patrones
de desequilibrio de ligamiento especificos de la poblacion. Dado lo anterior es
necesario efectuar estudios de secuenciacion en genes candidato o
funcionalmente relevantes, que permitan identificar marcadores de susceptibilidad

propios de nuestra poblacién.

Los genes MAF son reguladores de la transcripcion esenciales para el

desarrollo embrionario y la respuesta hacia diversos tipos de estrés. Sin embargo,
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a pesar de su importancia, se conoce poco sobre los polimorfismos que ocurren
en sus secuencias. La informacion depositada en el National Center for
Biotechnology Information (NCBI) para estos genes contiene Unicamente los datos
sobre las poblaciones estudiadas en el HapMap®® y para un gran ndmero de

polimorfismos falta validar y determinar su frecuencia alélica.

En nuestro estudio encontramos que de acuerdo al numero de variantes
encontradas, el orden de variabilidad de los genes MAF es MAFF (19)>MAFK
(17)>MAFG (9). Este orden concuerda con el nimero de polimorfismos registrado
en el NCBI para estas regiones analizadas: MAFF(36)>MAFK(24)>MAFG(8). Los
niveles de variabilidad encontrados sugieren que MAFG podria ser el gen de
mayor relevancia funcional de los tres, en tanto que, por su alta variabilidad MAFF
podria ser el menos esencial de ellos. Esto es, MAFG es un gen participante en
funciones de gran relevancia fisioldgica (respuesta al estrés, megacariopoyesis,
funcionamiento neuronal), esto ha impuesto restricciones para la aparicion de
SNPs que potencialmente pudieran alterar su actividad. En contraparte, MAFF es
un gen con poca relevancia para la supervivencia (el raton knockout es viable) y
por ello puede acumular mas cambios en su secuencia. El andlisis de ratones
knockout parece concordar con esta hipotesis, ya que la delecion germinal de
MAFG causa la aparicién de fenotipos de moderada gravedad®®, en tanto que la
supresion de MAFF y MAFK, e incluso con la doble delecion MAFG”:MAFF" no
presentan trastornos evidentes. Sin embargo, los ratones MAFG”:MAFK” son
afectados por diversas anormalidades hematolégicas y conductuales que culminan

en la muerte peri o post-natal™®.

19 270 individuos provenientes de 4 poblaciones: YRI (Yoruba en Ibadan, Nigeria), CHB (chinos
Han en Beijing, China), JPT (japoneses de Tokio, Japdn) y CEU (residentes de Utah con ancestria
del norte y occidente de Europa).
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Interesantemente, la mayoria de las variantes identificadas en los genes
MAF se ubicaron dentro de regiones con una alta plasticidad como la promotora y
regiones UTRs, pero no se identificaron en las regiones codificantes, estos
hallazgos son un reflejo de la importancia bioldégica de estas proteinas. Por
ejemplo, los polimorfismos no sinébnimos en la regién codificante del gen podrian

afectar negativamente la funcion de la proteina.

Los datos obtenidos en este trabajo sefalan claramente grandes
diferencias, tanto en el perfil como en las frecuencias de los polimorfismos en la
poblaciébn mexicana con respecto a otros grupos humanos (ver Tabla 6-4 hasta
Tabla 6-7). En principio, numerosos polimorfismos presentes en otras poblaciones
no fueron identificados en este estudio. Cabe sefialar que algunos de ellos, como
el rs76701240 (A/C) de MAFF, no estan validados a nivel poblacional y algunos
otros (como el rs73283896 (G/A) de MAFK, frecuente en la poblacion Yoruba) son
exclusivos de ciertos grupos étnicos. Sin embargo, SNPs como el rs4821765 (T/C)
de MAFF, que no fue identificado en nuestra muestra, presenta una alta frecuencia
en otras poblaciones. Ademas, varios de los polimorfismos identificados en este
estudio no han sido reportados en otros grupos poblacionales. Aunque la baja
frecuencia presentada por la mayoria de estas nuevas variantes hace dificlil
clasificarlas como polimorfismos (FAM ~ 0.004), en la region 3'-UTR de MAFG se
descubrié un nuevo polimorfismo, cuya elevada frecuencia (FAM= 0.128) podria
situarlo como un gen marcador de ancestralidad en nuestra poblacién (ver Tabla
6-7).

Por otro lado, a pesar de que diversos polimorfismos presentes en otras
poblaciones también fueron identificados en este estudio, hubo importantes
diferencias a nivel de su frecuencia. Por ejemplo, el SNP rs11703601 (C/T) de
MAFF aparece en nuestra poblacion con una FAM= 0.393, en el NCBI se reporta
su descubrimiento en el genoma de un solo individuo. Finalmente, el SNP
rs10254597 (A/G) de MAFK es bastante comdn en nuestra poblacion (FAM=
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0.47), sin embargo no se registran datos de frecuencia a pesar de estar validado
mediante el HapMap, “1, 000 genomas” y otros estudios. Por el contrario,
polimorfismos, como el rs4821766 (G/A) de MAFF, identificados a una baja
frecuencia en nuestra poblacion (FAM= 0.041) son mas frecuentes en otros

grupos humanos, como los coreanos (FAM= 0.091) o los Yoruba (FAM=0.5).

También se encontraron varios polimorfismos cuya frecuencia es semejante
a la reportada en otras poblaciones. Por ejemplo, el SNP rs2235264 (A/G) de
MAFF se identific6 con una FAM de 0.442 en nuestra poblacion, esta frecuencia
es similar a la de las poblaciones asiatica (KHP1, FAM= 0.514) y europea
(pilot.1.CEU, FAM= 0.5). El cambio rs3829898 (G/A) de MAFK en nuestra
poblacion tiene una FAM= 0.464, mientras que en la muestra pilot.1.CHB + JPT es
de 0.739 y de 0.680 en los Yoruba (pilot.1.YRI). Asimismo, se encontraron
polimorfismos como el SNP rs4821766 (G/A) de MAFF encontrado con una FAM=

0.041 validado Gnicamente en coreanos con una FAM= 0.091.

La presencia de polimorfismos en las regiones 5’-UTR y 3'-UTR podria tener
importantes efectos sobre la regulacién del mRNA. Por un lado, la longitud y
contenido GC, asi como la ubicacion de estructuras secundarias como los IRES
(sitios internos de entrada al ribosoma) influyen en la tasa de traduccion. Ademas,
la region 5’-UTR contiene numerosos sitios de union para proteinas que reprimen
0 promueven la traduccion en respuesta a sefiales moleculares de transmision.
Por otro lado, la region 3'-UTR regula numerosos aspectos del metabolismo del
MRNA como la exportaciéon nuclear, ubicacién citoplasmatica, eficiencia de la
traduccion y estabilidad, asi como la union de microRNAs (miRNAs). Por ejemplo,
el SNP rs61764370 situado en el gen KRAS altera un sitio complementario del
miRNA Let-7. Este cambio fue encontrado en el 20% de los casos de cancer
pulmonar y solamente en el 5% de la poblacion control; este SNP también se ha
ligado con una reduccién de la supervivencia de los pacientes con cancer oral®®?.

Entre los 120 000 SNPs conocidos como residentes de la regiéon 3'-UTR, alrededor
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del 17% tentativamente alteran sitios de unién de miRNAs y un 8.6% crean nuevos

sitios de union®?.

Para los genes MAF solamente se conoce un estudio referente a la
presencia de un SNP en la region 3'-UTR de MAFG y su nexo con alteraciones en
la expresion o funcién génica. En un estudio efectuado en fumadores con riesgo
de cancer pulmonar, se demostro la influencia de mir-218 sobre la expresion de
MAFG vy alteracion en su niamero de copias en este cancer; se descubrié que la
expresion de MAFG es modulada negativamente por mir-2184%. Las tres
variantes identificadas en nuestra poblacion no afectan la union de mMiRNAs
conocidos, segun la busqueda realizada en la base miRBase

(http://lwww.mirbase.org/search.shtml).

El etiguetado de SNPs se refiere a los métodos para seleccionar los SNPs
representativos de la variacidon genética asociada a un conjunto de ellos. Esto
reduce el nimero de variantes requerido para obtener una cobertura maxima de
las regiones gendmicas analizadas, reduciendo asi tiempos y costos. El nimero
de SNPs identificados con un fuerte LD (r* = 0.9) indica que MAFF es un gen que
ha experimentado una mayor recombinacién puesto que s6lo 4 SNPs (4/9)
estuvieron en fuerte LD y 4 haplotipos explicaron alrededor del 80% de la variacion
observada. Por el contrario, en MAFK un mayor nimero de SNPs esta en fuerte
LD y aproximadamente el 80% de la variabilidad est4 representada por so6lo 3
haplotipos. La eleccion cuidadosa de algunos de estos SNPs permitira predecir el
estado alélico de las variantes en el resto de los SNPs. El conocimiento sobre los
patrones de LD en los genes MAF permitira el disefio de plataformas de
genotipificacion eficientes que permitan descartar SNPs redundantes o que no

pueden ser genotipificados de manera confiable.


http://www.mirbase.org/search.shtml
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El analisis in silico para SNPs que potencialmente pudieran alterar los sitios
de union para factores de transcripcion aportd datos interesantes. En el caso de
MAFF el SNP rs11703601 podria afectar la union de factores como PAX9 y
NR2F2 (COUP-TF IlI). PAX9 es necesario para el desarrollo embrionario y se

(1) Ademas este factor es

expresa en las células del mesénquima dental
importante en el desarrollo de labios y dientes, mutaciones en PAX9 se han
asociado con oligodontia (falta congénita de 6 o mas dientes)™*?. En un reporte se
indica la coexpresion de PAX9 y MAFF durante el desarrollo del primer arco
faringeo humano, una estructura embrionaria conservada que se desarrolla en el
paladar y mandibula®™®. El factor NR2F2%° es un receptor nuclear huérfano que
desempeiia funciones esenciales en las células de Leydig, particularmente en la

s(114)

regulacion de genes CYP450 esteroidogénico y también es un regulador

central de la angiogénesis™®.

En la region regulatoria de MAFG algunas variantes se ubicaron en sitios de
unidn para factores de transcripcion como MTF1, MUSCLE INI, MINI19 y MINIZ20.
El factor MTF1 (Metal-activated transcription factor 1) es un mediador de la
induccion de metalotioneinas | y Il por el zinc, cadmio, arsénico y sefales de

estrés1®)

, procesos en los que se ha visto implicada MAFG. Finalmente, se
encontraron variantes en tres secuencias MINI (muscle initiator sequences), un

dominio encontrado normalmente en genes especificos del masculo.

Las variantes situadas en el promotor de MAFK se ubicaron en sitios de
unidon para los factores REST/NRSF, ZNF423 (ROAZ), MEF2 y ZEC. El factor
REST (REl-silencing transcription factor) es un regulador transcripcional que
reprime a toda una bateria de genes de diferenciacion neuronal en células que no

son neuronas o células progenitoras de neuronas™”. Esto es llamativo porque

2 COUP-TF Il es un receptor huérfano nuclear que pertenece a la superfamilia de receptores
nucleares de hormonas tiroideas y reconoce secuencias repetidas de DNA de tipo RGG/TTCA.
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MAFK opera en la neuritogénesis®, en el estriato?* de la rata se ha demostrado
la coexpresion de REST y MAFK!®. Por otra parte, ZNF423 es un coactivador
transcripcional de los receptores del acido retinoico®. Se ha demostrado que
cuando aumenta la expresion de p210BCR/ABL y ZNF423 se expresa de manera

aberrante, se induce una crisis blastica en la leucemia mieloide crénica*??,

Las proteinas MEF2 (myocyte enhancer factor 2) regulan la expresion de
varios genes que codifican proteinas contractiles y otros genes asociados con el
desempefio del musculo®®. Por (ltimo, ZEC es una proteina dedo de zinc,
descubierta en 2004, que se expresa abundantemente en los testiculos, higado y

rifién, asi como en las células troncales embrionarias??.

Segun el andlisis efectuado con rVISTA, algunos de estos cambios podrian
contribuir en el aspecto funcional o en la susceptibilidad a enfermedades. Dada las
limitaciones inherentes de los estudios in silico esto requiere el respaldo
experimental. Un primer paso en esta direccion seran los estudios de expresion in
vitro de las variantes residentes en sitios de union para factores de transcripcion,

esto aprovechando la composicion de los haplotipos inferidos.

El analisis de las variantes encontradas en los genes MAF indica que nuestra
poblacién claramente difiere con respecto a otros grupos humanos. Para cada gen
se identificaron SNPs ya reportados en el NCBI, otras variantes no pudieron ser
detectadas vy, finalmente, se descubrieron nuevas variantes no reportadas en el
NCBI. Por otra parte, la identificacion de diversos haplotipos en los genes MAFF y
MAFK permitié identificar variantes con un fuerte desequilibrio de ligamiento que
eventualmente pudieran utilizarse como SNPs marca en estudios futuros de
casos-control. Dado que la mayor parte de los polimorfismos encontrados residen

en las regiones promotora y UTRs, son factibles los estudios dirigidos a investigar

?L El estriato envia sefiales sobre el movimiento y pensamiento superior. Es un centro de mensajes
y también recibe sefiales de varias regiones cerebrales mas.
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la presencia de polimorfismos funcionales que pudieran afectar la actividad de
estos genes. Los haplotipos identificados pueden facilitar estos estudios dado que
algunos de ellos estan constituidos casi en su totalidad por alelos ancestrales y
otros por alelos menores, de manera que es posible hacer estudios comparativos
utilizando estos contrastes. Debe sefalarse que hacen falta estudios de
resecuenciacion de estos genes en otras poblaciones para tener un registro mas
fino de la variacidn presente en estos genes e identificar a los polimorfismos
comunes en las poblaciones humanas. Este trabajo da a conocer la variabilidad
encontrada para estos genes en la poblacién mexicana, los datos de frecuencia y
estructura de haplotipos permitiran disefiar estrategias experimentales
encaminadas a investigar el impacto de estos polimorfismos sobre la funcion y
posible repercusion en la susceptibilidad a desarrollar diversos padecimientos en

nuestra poblacion.
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8 CONCLUSIONES.

. En nuestra poblacion, los tres genes MAF mostraron un distinto grado
de variabilidad segun el siguiente orden: MAFF > MAFK > MAFG. Esto sugiere la
mayor importancia fisioldgica de MAFG y concuerda con los estudios en lineas
celulares y ratones knockout, en los que los fenotipos mas graves aparecen en los
animales MAFG™, o en los doble mutantes MAFG”:MAFK™".

. La mayor parte de las variantes detectadas se ubicaron en las
regiones promotoras y UTRs, ninguno de los cambios se detectaron en los exones
codificantes. Lo anterior sugiere que las proteinas MAF participan en funciones
criticas para el desarrollo y supervivencia de los organismos, de tal manera que

las regiones codificantes de estos genes presentan poca plasticidad genética.

. La identificacion de nuevas variantes, asi como la ausencia de
algunos polimorfismos frecuentes en otras poblaciones, indican un distinto perfil

genético de nuestra poblacidn con respecto a otras poblaciones.

. Varios de los SNPs identificados se encontraron en fuerte
desequilibrio de ligamiento (r* > 0.8). Algunos de los haplotipos inferidos para
MAFF y MAFK estan compuestos casi totalmente por los alelos ancestrales, y
otros por los alelos menores. Ademas, el nimero y naturaleza de los haplotipos
indica claramente que MAFF es el gen que ha experimentado una mayor

recombinacion.

. El analisis in silico efectuado con la herramienta bioinformatica
rVISTA sugiere que algunas de las variantes de la regidn promotora podrian

afectar sitios de union para TFs.
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9 PERSPECTIVAS.

El ndmero y la naturaleza de las variaciones identificadas en las regiones
regulatorias de los genes MAF, ofrecen la posibilidad de emprender un analisis de
expresion in vitro de estos genes. La deteccidon de haplotipos, compuestos casi
totalmente por alelos ancestrales y otros con alelos menores, permitiria efectuar el
estudio de estos haplotipos extremos en construcciones promotor-gen reportero.
Mediante este enfoque se tendria alguna oportunidad de descubrimiento de SNPs
regulatorios funcionales. Inclusive, podria efectuarse un enfoque mediante
mutagénesis dirigida para explorar esta posibilidad en el caso de las variantes

nuevas.
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