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RESUMEN
La infertilidad es una patologia que afecta aproximadamente el 15% de las parejas en el
mundo con un fuerte impacto en el bienestar psicoldgico y social de las mismas. La falla
ovarica prematura es una enfermedad comun que conduce a la infertilidad femenina y cuya
etiologia no es identificable en mas del 50% de los casos, lo cual sugiere un origen genético
en la patogénesis de esta enfermedad. La funcién crucial del gen BMP15 en la biologia de
la reproduccién fue propuesta cuando modelos KO de ratén y mutaciones naturales en
ovejas revelaron fenotipos ovaricos especificos. Aunque la secuenciacion de la region
codificante de BMP15 en grandes paneles de pacientes afectadas con Falla Ovarica
Prematura (FOP) ha identificado algunas mutaciones, estas variaciones explican una baja
proporcion de casos. Nosotros hipotetizamos que una variante en la secuencia reguladora
(promotor BMP15) podrian estar asociada a la etiologia de la FOP no-sindromica. Con la
evidencia de los estudios previos que sugirieron la potencial implicacion de la variante de
secuencia ¢.-9C>G del promotor de BMP15 en los fenotipos reproductivos incluyendo
FOP, evaluamos si este polimorfismo podria modificar las propiedades de transactivacion
de un factor de transcripcién especifico. Empleamos aproximaciones in-silico para predecir
potenciales sitios de unién a factores de transcripcion (TFBS: Transcription Factor Binding
Sites) en la region 5° de BMP15. El ensayo reportero de luciferasa se uso para determinar la
modificacion de la transacativacion del promotor de BMP15 causada por la variante de c-
9C>G. Se demostrd que aunque los dos constructos del promotor de BMP15 (BMP15-
prom-G and BMP15-prom-C) fueron transactivados por el factor de transcripcion PITX1,
el constructo BMP15- prom-G aument6 1.6 veces la actividad transcripcional del factor de

transcripcion de una manera estadisticamente significativa. Por otro lado, se demostré por

xii



primera vez que BMP15 y PITX1 son co-expresados en tejido ovarico de humano y de

raton.
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1. INTRODUCCION

La falla ovarica prematura es una enfermedad asociada con infertilidad femenina que afecta
el 1% a 2% de las mujeres menores de 40 afios de edad. Diversas causas han sido asociadas
con la etiologia de la FOP, sin embargo la alta incidencia de casos idiopaticos (mas del
50%) apoya una participacion genética en la patogénesis de esta enfermedad. BMP15 tiene
una funcién crucial en la biologia de la reproduccién que fue propuesta por modelos KO de
raton y mutaciones naturales en ovejas. La region codificante de este gen ha sido
secuenciada en grandes paneles de pacientes y solo 4 mutaciones han sido validadas por
estudios funcionales in-vitro como causales de la enfermedad. Este estudio busca proponer
nuevos elementos que permitan la mejor comprension de las bases genéticas de la FOP no

sindrémica a partir del estudio de una variante de secuencia en el promotor del gen BMP15.

2. MARCO TEORICO

2.1  Introduccion a la fisiologia ovarica

2.1.1 Reproduccion sexual: células germinales primordiales, origen de los gametos

femeninos y Foliculogénesis

La reproduccion sexual se desarrolla en organismos diploides, en los cuales cada célula
somatica esta compuesta por 2 juegos de cromosomas, cada uno heredado de un progenitor
(Smith and Maynard-Smith, 1978). En la especie humana, el nimero diploide es 46. Para

que se produzca el proceso de reproduccion se requieren céelulas germinales haploides con



23 cromosomas originadas a partir de células precursoras diploides en un tipo especial de
division celular llamado meiosis (Mazia, 1961; Tjio and Levan, 1956). Las células que se
generan a partir de la meiosis sufren un proceso de diferenciacion en gametos
especializados: oocitos (gametos femeninos) y espermatozoides (gametos masculinos), que
se fusionan durante la fecundacion para dar origen a una célula diploide (oocito maduro
fecundado o cigoto) (Stein, et al., 2004). A partir del cigoto, luego de divisiones mitéticas
consecutivas y procesos de especializacion celular, se desarrolla un nuevo individuo con
dos juegos completos de cromosomas y con diversidad genética, secundaria a la

recombinacion meidtica (Crow, 1994).

Durante este proceso se establece una clara distincion entre las células de la linea germinal
(incluyen los gametos y sus precursores diploides) y las células somaticas que forman el

resto del organismo y que proliferan mediante mitosis (Mazia, 1961).

2.1.2 Células germinales primordiales y determinacion del sexo femenino
Durante la etapa embrionaria, se efectia la seleccién temprana de determinadas células
como progenitoras de los gametos (McLaren, 1999). El proceso inicia con la células madres
totipotentes del cigoto, que dan origen tanto a los componentes embrionarios (tres capas
embrionarias, la linea germinal y los componentes que daran lugar al saco vitelino) como
los extraembrionarios (la placenta). Las células resultantes de las primeras divisiones del
cigoto, son pluripotentes, es decir que no pueden formar un organismo completo pero si
cualquier otro tipo de célula correspondiente a los tres linajes embrionarios (Stein, et al.,
2004). De este tipo celular pluripotente hacen parte las células madre embrionarias (ESC:

embrionic stem cells) localizadas en la masa celular interna del blastocisto (Evans and



Kaufman, 1981). A partir de ellas, se realiza la seleccion de las células germinales
primordiales (PGC: primordial germ cells). Esta seleccion es guiada por sefiales
procedentes de células vecinas que determinan qué estructuras inhibiran la expresion de
genes somaticos y activaran la expresion de genes responsables de mantener las
caracteristicas especificas de las células germinales (McLaren, 1999). Las PGC se originan
tempranamente en el epiblasto y posteriormente se localizan en el endodermo de la pared
dorsal del saco vitelino entre la tercera y la cuarta semana del desarrollo embrionario
humano (Byskov, 1986). Aproximadamente hacia la cuarta semana inician un proceso de
migracion ameboide que las traslada a través del mesenterio dorsal, a las crestas gonadales
(génadas en desarrollo) situadas a ambos lados del mesonefros (estructura tubular
transitoria) donde finalmente daran inicio a la diferenciacion de los gametos (Fujimoto, et
al., 1977). Durante la migracion, varias proteinas extracelulares producidas por las células
somaticas adyacentes las conducen para sobrevivir, proliferar y migrar. Ejemplos de estas
proteinas son las quimioquinas que se unen a receptores acoplados a proteina G (GPCR: G-

protein coupled receptors) (McLaren, 1999; McLaren, 2003).

Los cromosomas sexuales de las células somaticas de la cresta genital, son el factor
determinante para que las PGC se diferencien en oocitos 0 en espermatozoides y que la
gonada indiferenciada se desarrolle en ovario o en testiculo. (Morrish and Sinclair, 2002;
Motta, et al., 1997). El gen SRY (sex-determining region of Y) del cromosoma Y dirige la
determinacion testicular y codifica un factor de transcripcién que se une al DNA e
interviene en la transcripcion de genes involucrados en el desarrollo de las células de

Sertoli. En ausencia de este gen la cresta gonadal de un embrién se desarrolla en ovario, las



células de soporte se transforman en células foliculares y otras células somaticas se
transforman en células de la Teca. Las PGC por lo tanto se diferencian en oocitos, en vez
de hacerlo en espermatozoides(Motta, et al., 1997). Una vez localizadas en las gonadas en
desarrollo, a partir de la semana 8 de gestacion el &cido retinoico producido por el
mesonefros induce una fase de division mitética rapida de cerca de 4.000 PGC (Bowles, et
al., 2006; Gosden, 2002). A las células germinales primordiales diploides que proliferan
dentro del ovario mediante mitosis sucesivas, antes de que comience la meiosis I, se les
denomina oogonias. Posteriormente, el nimero de oogonias aumentara a 600.000 en las
siguientes 3 semanas de gestacion para permitir el inicio de la meiosis y el comienzo del

proceso que conduce a la produccion de oocitos (Sathananthan, et al., 2000).

2.1.3 Poblacion y atresia folicular
Las oogonias durante su desarrollo son susceptibles de: 1. Continuar con las divisiones
mitéticas hasta la semana 28 de gestacion, 2. Entrar en division meiética en la semana 9 de

gestacion, 3. Sufrir atresia a través de la muerte celular programada (Picton, et al., 1998).

El producto de estos tres procesos resulta finalmente en seis a siete millones de células
germinales en la semana 20 de gestacion. A partir de este periodo, el proceso de atresia se
vuelve predominante y solo uno a dos millones de células germinales resultan al momento
del nacimiento. Al inicio de la menarquia, el nimero es de aproximadamente 500.000 con
una tasa de disminucién constante de alrededor de 1000 células por mes. En condiciones
normales solo 400 foliculos alcanzan el estadio pre-ovulatorio maduro y la ovulacion

(Picton, et al., 1998) .



La muerte celular programada (apoptosis) ocurre, entre otros, por las funciones de la
familia de proteinas Bcl2 que comprende tanto miembros anti-apoptéticos (Bcl-2, Bcl-B,
Bcl-w, Mcl-1, A-1, NR-13, Bcl-xL) como pro-apoptéticos (Bcl-xs, Bax, Bid, Bad, Bik,
Bak, Bok, Bim, Bcl-GL, Bcl-GS, Bcl-rambo, Noxa, Hrk). El estimulo natural que inicia
este proceso consta de factores que promueven la muerte celular como la superfamilia de
Fas ligando o factores de supervivencia que son transferidos a través de vias de segundos

mensajeros (Guillemin, et al., 2009).

2.1.4 La foliculogénesis
Las oogonias que inician la primera division meidtica durante el periodo fetal, reciben el
nombre de oocitos primarios, los cuales se forman entre los 3 y 8 meses de gestacion y se
detienen después del estadio diploteno de la profase | mientras crecen en tamarfio y progresa
su diferenciacién (Gosden, 2002). La division celular no continta hasta alcanzar la madurez
sexual del individuo, completando la meiosis | cuando el oocito es ovulado (Gerton and

Hawley, 2005).

En el momento del nacimiento, la mayoria de los dos millones de oocitos disponibles estan
rodeados por una sola capa de células somaticas planas denominadas células de la
granulosa. Estos foliculos, Ilamados primordiales, se desarrollan desde la etapa fetal y
corresponden al estadio mas inmaduro del desarrollo folicular (o foliculogénesis) (Gosden,
2002). En esta etapa del desarrollo, las células de la granulosa no expresan receptores de
FSH (FSHR) hasta que se inicia el crecimiento del foliculo (Oktay, et al., 1997). Las
células dispuestas alrededor del oocito, estdn conectadas entre si mediante uniones

estrechas que permiten el paso de moléculas indispensables para la supervivencia y el



crecimiento folicular, la proliferacion de las células de la granulosa y el progreso del ciclo
ovarico. (Anderson and Albertini, 1976). Una de las vias de sefializacion mas importantes
entre el oocito y las células de la granulosa es la via KIT (tyrosine Kinase receptor) y su
ligando KIT (KITLG) secretado por las células de la granulosa. Esta via mantiene la
supervivencia del foliculo, evita la apoptosis y contribuye con el desarrollo folicular

(Gosden, 2002; Matzuk, et al., 2002; Tanghe, et al., 2002).

Los foliculos se mantienen en el estadio primordial hasta que una pequefia proporcion
empieza a crecer, algunas veces antes del nacimiento, convirtiéndose en foliculos en
desarrollo (Picton, et al., 1998). Este desarrollo se caracteriza por el crecimiento oocitario,
la multiplicacion de las células de la granulosa y la trasformacion de su morfologia a una
forma cubica. Los foliculos primarios tienen dos capas de células de la granulosa con
morfologia cubica rodeando el oocito. Las células de la granulosa aumentan en nimero y se
tornan mas voluminosas terminando en el desarrollo de los foliculos secundarios
(Hirshfield, 1991). Estos ultimos se caracterizan por la presencia de dos o méas capas de
células de la granulosa separadas de la capa interna de células tecales por una lamina basal
intermedia. A continuacion, se crea una cavidad llena de liquido folicular denominada
antro. A partir de este estadio, los foliculos se denominan antrales o cavitarios.

(Wassarman, et al., 2004)

La fase siguiente de la oogénesis, la maduracion de los oocitos, no se produce hasta
alcanzar la madurez sexual cuando las hormonas estimulan al oocito. Durante la etapa
reproductiva de la mujer, en la fase folicular de cada ciclo menstrual, los foliculos que

disponen de una cantidad critica de receptores para la FSH completan el desarrollo en



respuesta a esta hormona (Gougeon and Testart, 1990; Rombauts Ph.D, et al., 1998). Se
estima que en esta fase un pequefio nimero de oocitos (de 15 a 20) progresan en el
crecimiento y finalmente solo uno se desarrolla por completo. Como resultado, casi la
totalidad de los foliculos de la poblacién total existente en el ovario, sufren atresia y no

Ilegan a la ovulacion (Chun, et al., 1996; Scheele and Schoemaker, 1996).

Diferentes mecanismos aseguran que solo los foliculos con oocitos sanos tengan una mejor
oportunidad de llegar a la etapa final del desarrollo. Uno de estos mecanismos es la
secrecion de factores paracrinos derivados del oocito capaces de promover la proliferacion
y diferenciacion de las células somaticas que lo rodean. La proteina morfogenética dsea 15
(BMP15) es un factor del crecimiento y de diferenciacion que actia como regulador critico
del desarrollo folicular y del crecimiento de las células de la granulosa (ver mas adelante en
la seccion 2.6) (Chang, et al., 2002; Dube, et al., 1998; McNatty, et al., 2004; Shimasaki, et

al., 2004).

2.1.5 Ovulacion
Junto al crecimiento de las células de la granulosa, se produce un aumento en la densidad
de los receptores para la hormona luteinizante (LH: luteizing hormone) en las células de la
teca interna. Hacia la mitad del ciclo menstrual, la secrecion de FSH y de LH desencadena
la ovulacion. El foliculo antral dominante reanuda y completa entonces la meiosis | . Los
cromosomas vuelven a condensarse, se rompe la envoltura nuclear, se ensambla el uso
meiotico y los cromosomas homologos replicados se segregan en la anafase I, en dos
juegos, cada uno de los cuales contiene la mitad del namero inicial de cromosomas. Al

finalizar esta etapa, debido a la division asimétrica del citoplasma, se obtienen dos células



de tamafio diferente que corresponden a un pequefio cuerpo polar y a un gran oocito
secundario. En esta etapa cada cromosoma estd formado por dos cromatides hermanas,

unidas entre si por sus centromeros (Nasmyth, 2001; Petronczki, et al., 2003).

El oocito resultante detiene su desarrollo en la metafase Il. Este foliculo aumenta de
volumen y se rompe en la superficie del ovario, liberando el oocito secundario rodeado por
una cubierta de células de la granulosa envueltas en una matriz gelatinosa rica en acido
hialuronico (Wassarman, et al., 2004). El oocito liberado solo completa la meiosis 1l si es
fecundado por un espermatozoide. Este oocito secundario se mantiene en esta fase hasta
que, estimulado por la fecundacion, completa la meiosis e inicia el desarrollo embrionario

pre - implantatorio (Nasmyth, 2001).

2.2 Infertilidad femenina

2.2.1 Epidemiologia y definiciones
Las diferentes definiciones de la infertilidad humana pueden tener un impacto en la
prevalencia estimada de esta enfermedad (Larsen, 2005). Diferentes estudios arrojan
valores entre 6.8% Yy 38.6% para una misma poblacion dependiendo del criterio aplicado
(Gurunath, et al., 2011). Por ejemplo, Larsen (2005) explor6 6 definiciones de la
infertilidad humana, encontrando una prevalencia de 12.1% cuando se define de acuerdo a
la Sociedad Europea de Reproduccion y Embriologia Humana: “la imposibilidad de
concepcion después de mantener relaciones sexuales sin proteccion durante al menos dos

afios” (Larsen, 2005).



Si se acepta la definicion mas comunmente utilizada como la imposibilidad de concepcion
(despues de un afio de relaciones sexuales sin proteccion) en los Estados Unidos, la
infertilidad afecta a mas de dos millones de mujeres en edad reproductiva. Datos de la
encuesta Demogréafica y Salud de éste pais (DHS: Demographic and Health Surveys, 2002)
revel6 una taza de infertilidad primaria mayor en los paises en via de desarrollo que en los
paises desarrollados. En estos Gltimos, el principal aspecto responsable de una mayor taza
de infertilidad primaria se debe a que la edad promedio a la cual la mujer desea quedar
embarazada ha aumentado considerablemente en las Gltimas décadas. (Lunenfeld, et al.,
2004). La infertilidad tiene un fuerte impacto en el bienestar psicolégico y social de las
parejas lo que conduce a un aumento en la demanda de los servicios de fertilidad (Forti and
Krausz, 1998). El acceso a este tipo de evaluacion y de tratamiento médico es costoso por

lo que los sistemas de salud no cubren los procedimientos (Macaluso, et al., 2010).

La infertilidad es una patologia que puede ir desde la fecundidad cercana a la normalidad,
hasta la inhabilidad absoluta para concebir. Este rango de severidad hace que sea discutible
si un solo término puede abarcar de forma significativa todo el espectro fenotipico de esta
condicion (Gurunath S, 2011). Ademas, las interacciones entre los campos clinico y
cientifico han llevado a proponer diversas definiciones de la infertilidad humana (Habbema,
et al., 2004; Jenkins, et al., 2004; Lunenfeld, et al., 2004). En la medicina reproductiva, el
término clinico de infertilidad se refiere a una enfermedad del sistema reproductivo que
conduce a la imposibilidad de concepcion o de llevar un embarazo a término, después de un
afio 0 mas de mantener relaciones sexuales sin proteccion (Zegers-Hochschild, et al., 2009).

En las mujeres mayores de 35 afios, la evaluacion de infertilidad se debe realizar después de



6 meses de falla para la concepcion (Practice Committee of the American Society for

Reproductive, 2013).

La infertilidad primaria se define igualmente como la incapacidad de una pareja que no ha
tenido un hijo con anterioridad para lograr un embarazo después de un afio de relaciones
sexuales sin proteccion. La infertilidad secundaria es el término aplicado a mujeres con
criterios de infertilidad primaria pero con historia previa de embarazo en algiin momento de

su vida. (Group, 2004; Lunenfeld, et al., 2004)

La fecundidad es la probabilidad que tiene la mujer de lograr un embarazo en un ciclo
menstrual después de tener relaciones sexuales durante el periodo periovulatorio

(Lunenfeld, et al., 2004).

2.2.2 Etiologia de la infertilidad
En el 40% al 60% de las parejas infértiles la etiologia se ha asociado a causas femeninas,
incluyendo trastornos ovulatorios, enfermedad tubarica y endometriosis (Group, 2004). Los
trastornos ovulatorios estan presentes en alrededor del 25% de las parejas infértiles (Hull, et
al., 1985; Thonneau, et al., 1991). En las mujeres en quienes se sospecha infertilidad
anovulatoria, el espectro clinico va desde oligomenorrea y ciclos irregulares hasta la
amenorrea (Group, 2004). Las causas mas frecuentes incluyen el sindrome de ovario
poliquistico. La mayoria de las mujeres con oligomenorrea presenta esta patologia
endocrina compleja que se caracteriza por anovulacién crénica, hiperandrogenismo
(hirsutismo, acné y alopecia), ovario poliquistico e irregularidades menstruales (Imani, et
al., 2002; Kosova and Urbanek, 2013). La hiperprolactinemia cursa con niveles elevados de

prolactina que se asocian a la disminucion en la concentracion de estradiol y anovulacién.
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La hiperprolactinemia altera los pulsos de secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) llevando a la aparicion de manifestaciones clinicas como una fase
lutea inadecuada, anovulacion y amenorrea (Group, 2004). Aproximadamente el 30% de las
mujeres infértiles presentan enfermedad tubarica (Hull, et al., 1985; Thonneau, et al.,
1991). Las alteraciones anatomicas y funcionales de las trompas de Falopio se relacionan
con la disfuncion en la captacion de los oocitos, la fertilizacion, el desarrollo temprano del
embrion y su transporte a la cavidad uterina (Shaw, et al., 2010). La endometriosis es
responsable del 5% al 10% de los casos de infertilidad, originando alteraciones anatémicas,
de la fase lutea y de la ovulacion (Hughes, et al., 1993). Se define como la presencia de
tejido endometrial (epitelio glandular y estroma) fuera de la cavidad uterina localizandose

habitualmente sobre la superficie peritoneal y sobre el ovario (Vinatier, et al., 2001).

Aproximadamente entre el 15% al 30% de las parejas presentan infertilidad inexplicable
definida como el resultado normal en las pruebas de evaluacién basica de la ovulacion,
produccién de esperma y una permeabilidad tubo-ovérica adecuada (Donderwinkel, et al.,
2000). La edad materna es un factor que contribuye en esta categoria idiopatica,

principalmente cuando la edad de la mujer es mayor de 37 afios(Group, 2004).

Ademas de las alteraciones nombradas anteriormente, la falla ovarica prematura (FOP,
OMIM 311360) es una patologia comun que conduce a infertilidad (Conway, 2000;

Coulam, et al., 1986; Luborsky, et al., 2003).
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2.3  Fallaovarica prematura

2.3.1 Epidemiologia
El 90% de las mujeres desarrollan la menopausia entre los 45 y los 55 afios de edad, con
una edad media a los 50 afios (Do, et al., 1998; Morabia and Costanza, 1998; van Noord, et
al., 1997). La menopausia que inicia antes de los 40 afios, se considera prematura (Nelson,

et al., 2005).

Entre los desérdenes reproductivos que conducen a infertilidad, la FOP es un patologia
frecuente que afecta entre el 1% al 1.5% de las mujeres menores de 40 afios (Conway,
2000; Coulam, et al., 1986; Luborsky, et al., 2003). Esta condicion ocurre en el 10% al 28%
de las mujeres con amenorrea primaria y en el 14% al 18% de las mujeres que presentan

amenorrea secundaria (Anasti, 1998; Conway, 2000).

2.3.2 Definicion y diagnéstico
Actualmente, la FOP es definida clinicamente como amenorrea de 4 a 6 meses en una
mujer menor de 40 afios, asociada a niveles menopausicos de gonadotropinas séricas (dos
valores de FSH, con valor >40 mlU/ml, obtenidas con al menos un mes de diferencia) e
hipoestrogenismo (de Moraes-Ruehsen and Jones, 1967; Kalantaridou, et al., 1998; Rebar
and Connolly, 1990). Dependiendo de la edad de inicio, la FOP se puede manifestar como
amenorrea primaria (sin menarquia) 0 como amenorrea secundaria, después del desarrollo
puberal siguiendo un curso clinico variable que progresa hacia el cese de la funcion ovérica
(Timmreck and Reindollar, 2003). La FOP genera dos tipos de consecuencias. La primera
es el hipoestrogenismo prematuro que tiene como resultado el envejecimiento temprano de

diferentes tejidos blanco de la accién de los estrogenos. Como consecuencia, hay un
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incremento en el riesgo de desarrollar osteoporosis, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas (Taylor, 2001). La segunda consecuencia es la infertilidad que en
conjunto con los efectos sistémicos lleva a profundas consecuencias emocionales y de salud
en la mujer (Nelson, et al., 2005; Snowdon, et al., 1989). Los mecanismos que
probablemente originan la FOP son a) una dismunucién en el pool de foliculos primordiales
iniciales, b) un proceso acelerado de atresia folicular, ¢) una alteracion en el reclutamiento
y la maduracion de los foliculos primordiales (Christin-Maitre, et al., 1998; Persani, et al.,
2010). Diferentes etiologias pueden activar estos mecanismos, desembocando en la FOP
como fenotipo aislado (forma no sindromica) o asociada a otras caracteristicas clinicas

(presentacion sindromica).

2.3.3 Etiologia
Aunque mas del 50% de los casos de FOP son idiopéticos, sin etiologia identificable
incluso después de una minuciosa evaluacion clinica (Conway, 2000; Rebar and Cedars,
1992), diversas causas han sido asociadas: enfermedades autoinmunes, iatrogenia, agentes

infecciosos y ambientales, causas metabdlicas y genéticas (Goswami and Conway, 2005).

Las causas autoinmunes estan involucrados en la patogénesis del 4% al 30% de los casos de
FOP (Bakalov, et al., 2005; Conway, et al., 1996). Las citoquinas, el complejo mayor de
histocompatibilidad y tanto la inmunidad celular como la humoral representan los
principales actores en este mecanismo. La evidencia para una etiologia autoinmune esta
dada por la presencia de la ooforitis linfocitica, la demostracion de anticuerpos dirigidos
contra el ovario y trastornos autoinmunes asociados (Bakalov, et al., 2005; Hoek, et al.,

1997).
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Los trastornos endocrinos autoinmunes asociados a FOP incluyen el hipotiroidismo (25%),
la enfermedad de Addison (3%) y la diabetes mellitus (2.5%), entre otros. Entre las
patologias autoinmunes no-endocrinas, se encuentran la miastenia gravis, el lupus
eritematoso sistémico, la artritis reumatoide y la enfermedad de Crohn (Dragojevié¢-Dikic,

etal., 2010).

Se considera que actualmente alrededor del 25% de todas las formas de FOP son
consecuencia de causas iatrogénicas (Persani, et al.,, 2010). La quimioterapia y la
radioterapia pueden conducir a FOP en pacientes con una enfermedad maligna (Howell and
Shalet, 1998). El efecto de la radioterapia depende del tipo y de la dosis utilizada, asi como
de la edad y de la reserva ovarica de la paciente en el momento del tratamiento

(Beerendonk and Braat, 2005).

La FOP también es una secuela importante de la quimioterapia citotdxica, debido al dafio
que ejerce sobre la estructura y la funcion de las células de la granulosa y de los oocitos. El
efecto gonadotdxico de la quimioterapia es en gran medida, dependiente del tipo y de la

dosis del medicamento usado (Amato and Roberts, 2001; Koyama, et al., 1977).

Casi cualquier cirugia pélvica tiene un riesgo potencial de dafio ovarico, como resultado del
compromiso del flujo sanguineo al érgano o de la inflamacion del mismo (Amato and

Roberts, 2001).

2.4  Falla ovarica prematura de origen genético
La incidencia familiar de la FOP soporta un papel genético en la patogénesis de esta

enfermedad (Conway, et al., 1996). En grandes series de pacientes con FOP, la incidencia
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de las formas familiares es del 4% al 31% dependiendo de la poblacion estudiada (Conway,
et al., 1996; Vegetti, et al., 1998). El analisis de las genealogias ha demostrado diferentes
modos de herencia, incluyendo formas dominantes o recesivas y a través de transmision
materna o paterna (\Vegetti, et al., 1998). La presencia en una misma familia de mujeres con
amenorrea primaria, FOP o menopausia temprana indica que la FOP puede ser una
enfermedad genética con expresividad variable (Tibiletti, et al., 1999), lo cual apoya el

hecho de la FOP como una patologia compleja y multifactorial (Toniolo, 2006).

La FOP de origen genético esta asociada con defectos en el cromosoma X o en los
autosomas. Las causas de FOP relacionadas con el cromosoma X son secundarias a
mutaciones en genes especificos y a aberraciones cromosomicas que van desde defectos
numéricos, como la monosomia o la trisomia del cromosoma X, hasta defectos estructurales
como las deleciones, los isocromosomas y las translocaciones balanceadas entre el

cromosoma X y los autosomas (Zinn, 2001).

2.4.1 Causas sindromicas

Sindrome de Turner
Dentro de los defectos cromosémicos localizados en el cromosoma X asociados a FOP
sindrémica se encuentra el sindrome de Turner (ST). Esta enfermedad tiene una prevalencia
aproximada de 1:2500 a 1:3000 recién nacidos de sexo femenino y ocurre como
consecuencia de la ausencia completa o parcial de un cromosoma X en la mujer (Nielsen
and Wohlert, 1991; Sybert and McCauley, 2004). Cerca de un 50% de los casos presentan

una pérdida completa de un cromosoma X mientras que los casos restantes se deben a
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mosaicismos 0 a anormalidades estructurales que resultan en fenotipos mas leves (Bharath,

etal., 2010).

Las mujeres con ST clasicamente manifiestan talla baja, linfedema congénito, cuello alado,
disgenesia gonadal o falla ovarica, entre otros (Sybert and McCauley, 2004). En las mujeres
con cariotipo 45,X la pérdida de oocitos ocurre en estadios tempranos de la profase
meiotica, resultando en disgenesia gonadal y en amenorrea primaria con niveles elevados
de FSH en la infancia temprana (Fechner, et al., 2006; Reynaud, et al., 2004; Zinn, et al.,

1993).

La disfuncién ovarica es probablemente debida a la haploinsuficiencia de los genes situados
en las regiones criticas del cromosoma X que escapan a la inactivacion y que requieren una
dosis diploide para cumplir una funcién ovérica adecuada (Elsheikh, et al., 2002; Sybert
and McCauley, 2004; Zinn and Ross, 1998). Analisis moleculares y citogenéticos de
mujeres con FOP y deleciones o translocaciones balanceadas entre el cromosoma X y los
autosomas permitieron la identificacion de loci especificos en el brazo largo del cromosoma
X (regiones FOP-1 X(23-g27 y FOP-2 Xq13.3-Xg21.1) (Lacombe, et al., 2006; Tharapel,
et al., 1993; Therman, et al., 1990). Las deleciones y los rearreglos cromosémicos que
involucran estas zonas llevan a la disrupcion de diferentes genes (XPNPEP2, DACH2,

DIAPH2, POF1B) candidatos de FOP (Bione, et al., 2004; Prueitt, et al., 2000).

Estudios moleculares en pacientes con FOP y deleciones de diferentes porciones del brazo
corto del cromosoma X evidenciaron una tercera region asociada a FOP en Xp11.2-p22.1,
denominada FOP-3 (Zinn and Ross, 2001; Zinn, et al., 1998). Se sugiere que algunos genes

situados en esta zona son los responsables de la FOP en el ST. El primero es el gen USP9X
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en Xpll.4, originalmente identificado como el homdlogo humano del gen Faf (fat facets)
en la mosca de fruta, donde juega un papel importante en el desarrollo del oocito y en la
espermatogénesis en el macho (Jones 1996). Este gen codifica una enzima que remueve la
ubiquitina de proteinas conjugadas, protegiéndolas de la degradacion proteosémica (Cerutti
and Simanis, 2000). Dentro de la region critica FOP-3 también se encuentra el gen BMP15
(Xp1l1l.2) que codifica un miembro de la superfamilia de factores de crecimiento
transformante beta TGF- B (Transforming growth factor beta)(Chang, et al., 2002)

(Massagué, 1998) del cual se hablara en detalle en la seccion 2.6

Sindrome del X frégil
Las disfunciones del gen del retraso mental del X fragil 1 (FMR1: fragil X mental
retardation 1), localizado en el locus Xq27.3 de la region FOP-1 son las causantes del
sindrome X fragil, una enfermedad ligada al X dominante que ocasiona déficit cognitivo
moderado a severo (Bell, et al., 1991). La enfermedad se produce como resultado de la
expansion de mas de 200 repeticiones de los trinucleétidos CGG (mutacion completa) en la
region 5"UTR del gen, llevando al silenciamiento transcripcional del mismo a través de un
proceso de hipermetilacién (Pieretti, et al., 1991). Las mujeres portadoras de la pre
mutacién en el gen (entre 55 y 199 repeticiones) FMR1 o con microdeleciones en el gen
FMR2 presentan una predisposicion significativa a desarrollar FOP (Allen, et al., 2007;
Murray, et al., 1999). La prevalencia de FOP en mujeres con el alelo pre-mutado es
alrededor del 16% (Allingham-Hawkins, et al., 1999; Murray, et al., 1998) y un aumento de
la transcripcion del alelo pre mutado es una posible explicacion de la asociacion entre la

FOP y el estado de pre mutacion del gen (Tassone, et al., 2000). EI gen FMRL1 se expresa en
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las oogonias del ovario fetal entre los dias 14 a 16 del desarrollo embrionario normal,
durante la fase mitética de la oogénesis (Bakker, et al., 2000). Su producto es la proteina
FMRP (fragile X mental retardation protein), la cual se une a diferentes MRNA regulando
su traduccion a través de un mecanismo supresor (Jin and Warren, 2000). La acumulacién
de la FMRP podria empeorar la expresion de genes requeridos para el desarrollo del oocito
reduciendo dramaticamente su numero a través del aumento de la taza normal de atresia o

disminuyendo el nimero de oogonias (Murray, et al., 1998; Persani, et al., 2010).

Galactosemia
La galactosemia es una enfermedad autosémica recesiva causada por la deficiencia de la
enzima GALT (galactosa 1-fosfato uridil transferasa) (Leslie, et al., 1992). Su incidencia en
Europa y América del Norte es de alrededor de 1:30000 - 1:50000 nacidos vivos (Rubio-
Gozalbo, et al., 2010) y se presenta clinicamente con complicaciones en los 6rganos donde
se requiere de la actividad enzimética (higado, rifidén, ovario y sistema nervioso central,
entre otros) (Leslie, 2003). Méas de 230 mutaciones han sido descritas en el gen GALT
(Calderon, et al., 2007 data base 2013). Sin embargo, la mutacion mas comun en la
galactosemia clasica es la p.GIn188Arg (Bosch, et al., 2005). La FOP afecta del 75% al
96% de las mujeres con mutaciones homocigotas en el gen GALT que suprimen casi
completamente la actividad de la enzima y se asocian a un fenotipo severo (Waggoner, et
al., 1990). La FOP se presenta con amenorrea primaria Yy falta del desarrollo de caracteres
sexuales secundarios 0 en casos mas leves con irregularidades menstruales, disminucion de
la reserva ovarica, amenorrea secundaria en la segunda o tercera décadas de la vida y

finalmente progreso a FOP (Sanders, et al., 2009; Schwarz, et al., 1984). A nivel
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histoldgico, se observan escasos foliculos primordiales con un gran namero de foliculos
atrésicos y ausencia completa de foliculos en estadio pre-antral y pre-ovulatorio (Forges, et
al., 2006; Kaufman, et al., 1989). El deterioro de la funcion ovérica puede ser debida a la
acumulacién toxica de los metabolitos de la galactosa (lo cual conduce a la apoptosis de
los oocitos) (Liu, et al., 2000) o a la deficiencia de las glicoproteinas y galactolipidos como
el receptor de la FSH, lo cual disminuye la estimulacion ovarica e incrementa la atresia

folicular (Rubio-Gozalbo, et al., 2010; Tedesco and Miller, 1979).

Sindrome BPES
Se ha demostrado que mutaciones en FOXL2 son responsables del sindrome BPES (MIM-
110100), una enfermedad autosémica dominante (Crisponi, et al., 2001) caracterizada por
malformaciones oculares y FOP (blefarofimosis-ptosis-epicanto inverso) y FOP (Zlotogora,
et al., 1983). A nivel clinico esta enfermedad se clasifica en dos tipos: BPES tipo | en el
cual los pacientes presentan telecanto asociado a FOP y BPES tipo Il, pacientes con
funcion ovarica y fertilidad normales. EI gen FOXL2 (3g23) codifica la proteina nuclear
forkhead box L2, un miembro de la familia de factores de transcripcién forkhead. Estas
proteinas se caracterizan por poseer un dominio de unién al ADN de 110 aminoacidos (a.a)
en forma de winged helix (hélice alada) denominado forkhead box ademés de un tracto de
14 residuos de alanina (dominio Poly Ala) altamente conservado en los mamiferos
(Kaestner, et al., 2000; Kaufmann and Knochel, 1996; Lehmann, et al., 2003). Las
mutaciones en el gen que originan proteinas truncadas son responsables del BPES tipo I,
mientras que las proteinas con expansion del tracto de polialanina conducen al desarrollo de

BPES tipo Il (De Baere, et al., 2003). FOXL2 es expresado principalmente en la region
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craneofacial, la glandula hipdéfisis y el ovario (Lehmann, et al., 2003). Debido a la
expresion de FOXL2 durante la organogénesis de la hipofisis, mutaciones a este nivel
podrian perturbar el eje hipotalamo-hipdéfisis-gonadal (Laissue, et al., 2008; Treier, et al.,
1998). De la misma manera, la FOP puede ser consecuencia de la disminucion en el
namero de foliculos durante el desarrollo del ovario o de un incremento en la tasa de
atresia. Ratones knock-out FoxI2” demuestran que este gen es esencial para la
diferenciacion de las células de la granulosa y para el mantenimiento del ovario (Schmidt,
et al., 2004; Uda, et al., 2004). En ausencia de FoxI2 la diferenciacidn de las células de la
granulosa es bloqueada en su transicion de la forma escamosa hacia la forma cuboidal, lo
cual desencadena la ausencia de formacion de foliculos secundarios. En estos modelos, la
infertilidad se produce después de la deplecion del pool folicular y de la atresia del ovario

(Uda, et al., 2004).

Diferentes estudios sefialan la importancia bioldgica de FOXL2 en la funcién del ovario
sugiriendo su implicacion potencial en la patogénesis de la FOP no sindromica (Ellsworth,
et al., 2003; Ellsworth, et al., 2006; Pannetier, et al., 2006; Pisarska, et al., 2004). No
obstante, analisis de secuenciacion de la region codificante de FOXL2 en un total de 290
pacientes con FOP no sindrémica de cinco estudios diferentes (Bodega, et al., 2004; De
Baere, et al., 2001; De Baere, et al., 2002; Gersak, et al., 2004; Harris, et al., 2002)
revelaron solo una mutacion potencialmente deletérea (c. 898-927del), la cual conduce a la
delecion de 10 alaninas del tracto PolyAla. Esta mutacion en estado heterocigoto fue
encontrada en una paciente con FOP y amenorrea primaria (Gersak, et al., 2004; Harris, et

al., 2002). Tambien se han demostrado mutaciones extragénicas de FOXL2 en pacientes
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con BPES afectando potencialmente regiones reguladoras que podrian estar implicadas en

la patogénesis de la FOP (Beysen, et al., 2005; Crisponi, et al., 2004; Laissue, et al., 2008).

2.5  Causas no-sindrémicas
Mutaciones en genes autosémicos (FSHR, LHR, NOBOX, FIGLA, BMP15, NR5A1, STAG3,
NANOS3 y SYCE1) han sido asociadas a la patogénesis de la FOP no sindromica
(Aittomaki, et al., 1995; Caburet, et al., 2014; Latronico, et al., 1996; Lourenco, et al.,
2009; Suzumori, et al., 2002; Zhao, et al., 2008a). Las causas genéticas de la FOP como
fenotipo aislado han sido principalmente establecidas, a través de diferentes herramientas
como el andlisis de ligamiento en familias o a través del screening de mutaciones de genes

candidatos basados en modelos animales (Laissue, et al., 2008).

2.5.1 Receptores de gonadotrofinas
Los receptores de hormonas glicoprotéicas FSHR y LHR pertenecen a la familia de
receptores unidos a proteina G (GPCR) (Themmen and Huhtaniemi, 2000). Junto con sus
ligandos, la FSH y la LH, estos receptores son esenciales para la funcion reproductiva en
ambos sexos. En el afio 1995, Aittomaki y colaboradores describieron el primer gen cuyas
mutaciones causan FOP no-sindromica (Aittomaki, et al., 1995). A través de un analisis de
ligamiento en 6 familias finlandesas este estudio reveld una asociacion entre el locus 2p21
y la disgenesia ovarica hipergonadotrépica (ODG: hypergonadotropic ovarian dysgenesis).
Dicho locus contiene los genes que codifican para los receptores de la FSH y la LH y
corresponde al denominado locus ODGL1 previamente implicado en una forma autosémica
recesiva de disgenesia ovarica hipergonadotrépica observada en una subpoblacion aislada

de Finlandia (Aittomaki, 1994). EI anélsis de secuenciacion del gen FSHR reveld en todas
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las pacientes afectadas por ODG una mutacion missense homocigota (¢.C566>T) que
determina la sustitucion p.Alal89Val en el dominio extracelular del receptor (Aittomaki, et
al., 1995). Los estudios funcionales confirmaron la patogenicidad de la mutacion ¢.C566>T
al demostrar que interfiere con la sefial de transduccion del receptor (Aittomaki, et al.,
1995). Estudios mas recientes caracterizaron el mecanismo molecular de la inactivacion del
receptor evidenciando que consiste en un plegamiento inadecuado, un secuestro intracelular
de éste y la consecuente incapacidad de alcanzar la membrana plasmatica, hallazgo que se
relaciona con el cuadro clinico que presentan las pacientes (por ejemplo, bloqueo de la
maduracion folicular) (Rannikko, et al., 2002). Otras mutaciones se han localizado en el
dominio transmembranal del receptor afectando parcialmente la cascada de sefializacién
hormonal (Allen, et al., 2003; Beau, et al., 1998; Doherty, et al., 2002; Nakamura, et al.,

2008; Touraine, et al., 1999).

Posteriormente, en el afio 1996 Latronico y colaboradores reportaron la primera mutacion
en el gen del receptor de la LH (LHR) asociada con un fenotipo ovarico (Latronico, et al.,
1996). El analisis de secuenciacion del exén 11 del gen LHR revel6 una mutacion non-
sense en estado homocigoto ¢.T1660>C (p.Arg554X) en una familia compuesta por tres
hermanos con disgenesia gonadal 46,XY e hipoplasia de células de Leydig y una hermana
46,XX con amenorrea, Utero pequefio y ovarios quisticos de tamafio desigual (Latronico, et
al.,, 1996). En la mujer las anormalidades del receptor de la LH desarrollaron FOP
caracterizada por una foliculogénesis defectuosa, anovulacion, ausencia de la fase lUtea,
retardo o feminizacion puberal incompleta, amenorrea e infertilidad (Magoffin, et al.,

1994). Se ha propuesto que variantes heterocigotas de este gen pueden contribuir al
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fenotipo de FOP (Fonseca, et al., 2015). Un estudio reciente permitio por primera vez la
secuenciacion masiva de la regién codificante completa de 70 genes candidatos mediante la
técnica de NGS (Next Generation Sequencing) en 12 mujeres con FOP. Dos variantes
heterocigotas en los genes BMPR2 y LHCGR fueron detectadas en una de las pacientes
afectadas por amenorrea secundaria y niveles elevados de gonadotropinas. Esta paciente
quien cursaba ademés con oleadas de calor y sofocos era portadora de la mutacion
€.296A>G (p.Asn99Ser) en el gen LHCGR. En el mismo estudio otra paciente también con
FOP era portadora de la variante heterocigota LHCGR ¢.526T>C (p.Serl76Pro). Esta
mutacion ausente en los controles tenia un potencial efecto deletéreo determinado mediante

herramientas in-silico (SIFT, 0.03) (Fonseca, et al., 2015).

2.5.2 Factores de transcripcion
Para la identificacion de nuevos genes involucrados en el proceso de la foliculogénesis
Suzumori y colaboradores en el afio 2002 emplearon una coleccién de librerias de cDNA
murino (Unigene de NCBI: National Center for Biotechnology Information) para encontrar
marcadores de secuencia expresada (ESTs: expressed sequence tags) en las librerias de
cDNA de ovario de ratdn recién nacido (Suzumori, et al., 2002). Nobox (newborn ovary
homeobox-encoding gene) fue identificado por esta herramienta de “extraccion” in silico
(Suzumori, et al., 2002). Es preferencialmente expresado en el ovario y estudios de
hibridacion in situ revelaron que el mMRNA estd presente en oocitos primordiales y en
crecimiento (Suzumori, et al., 2002) La expresion de NOBOX en el tejido humano adulto

simula la del raton con una expresion preferencial en las gonadas y especificamente dentro
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del ovario su expresion es oocito-especifica desde el estadio primordial hasta el oocito en

metafase Il (MII) (Huntriss, et al., 2006).

NOBOX pertenece a la familia de los genes homedticos, los cuales codifican proteinas que
actian como factores de transcripcion. Estos reguladores transcripcionales contienen un
homeodominio conservado de 60 a.a necesario para la regulacion del desarrollo o de la
morfogénesis (Gehring, 1993; Gehring, et al., 1994). La ablacién de Nobox en el raton
knock-out homocigoto acelera la pérdida posnatal de oocitos y suprime la transicion de
foliculo primordial a foliculo en crecimiento. Los foliculos son reemplazados por un tejido
fibroso en la hembra con la delecion de Nobox de una forma similar a la mujer con FOP no-
sindromica (Rajkovic, et al., 2004). De la misma manera, Nobox es un regulador critico de
la expresion de genes propios del oocito como Mos, Oct4, Rfpl4, Fgf8, Zarl, Dnmtlo,
Gdf9, Bmpl5, y Hloo (Rajkovic, et al., 2004). Mutaciones causales de FOP fueron
investigadas en diferentes poblaciones (Qin, et al., 2007; Qin, et al., 2009; Zhao, et al.,
2005). Qin et al. reporto la variante missense ¢.1064G>A (p.Arg355His) en una de 96
pacientes con FOP provenientes de los Estados Unidos (Qin, et al., 2007). Esta mutacion,
ausente en 278 controles, estaba localizada en la region del homeodominio e impedia la
unién de NOBOX al DNA ejerciendo ademas un efecto dominante negativo sobre la unién
de NOBOX wild type al DNA (Qin, et al., 2007). Bouilly y colaboradores secuenciaron la
region codificante de NOBOX en una cohorte de 178 mujeres con FOP idiopatica (Bouilly,
et al.,, 2011). Fueron identificadas cuatro variantes missense (c.271G>T (p.Gly91Trp),
€.349C>T (p.Argll7Trp), ¢.1025G>C (p.Ser342Tyr), ¢.1048G>T (p.Val350Leu) y una

variante nonsense ¢.907C>T (p.Arg303X) en estado heterocigoto en 12 pacientes. La

24



evaluacion funcional de estas variantes demostréo que comprometen la capacidad de las
proteinas para unirse y para transactivar el promotor del gen GDF9 (Bouilly, et al., 2011).
Los mismos autores estudiaron una cohorte de 213 pacientes no relacionadas con
amenorrea primaria o secundaria en donde se encontré una prevalencia de 5.6% de
mutaciones del gen NOBOX (Bouilly, et al., 2015). La secuenciacién de la region
codificante completa del gen reportd6 2 variantes previamente reportadas p.Gly91Trp y
p.Argll7Trp y 4 variantes nuevas ¢.131G>T (p.Arg44Leu), ¢.331G>A (pGlyl11Arg),

€.1112A>C (p.Lys371Thr) y ¢.1856C>T (p.Pro619Leu).

El factor alfa de la linea germinal (FIGLA) localizado en la regién 2p13.3 es un factor de
transcripcion hélice-bucle-hélice basica (bHLH: basic helix-loop-helix), especifico de las
células germinales, que regula la expresion de los genes de la zona pelGcida, asi como
también la expresion de otros genes oocito especificos (Bayne, et al., 2004; Huntriss, et al.,
2002; Liang, et al., 1997). Las proteinas bHLH son un grupo de factores de transcripcion
que se unen a la secuencia consenso CANNTG, denominada caja E (Athanikar and
Osborne, 1998; Littlewood and Evan, 1995). En el humano y en el raton el gen FIGLA se
expresa en las gonadas embrionarias donde forma heterodimeros con la proteina bHLH
TCF3 (Transcription factor 3) (Bayne, et al., 2004; Liang, et al., 1997). El raton hembra
knock-out Figla’™ muestra una pérdida acelerada de los oocitos después del nacimiento y la
ausencia de formacion de foliculos primordiales (Soyal, et al., 2000). El fenotipo de falla
ovarica en los ratones sugirio a FIGLA como un gen candidato de FOP en humanos. Hasta
la fecha, el Unico estudio del gen FIGLA en mujeres FOP permitié identificar deleciones

heterocigotas en dos casos de mujeres no relacionadas (Zhao, et al., 2008a). Los analisis
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funcionales mostraron que estas variantes pueden tener un papel patogénico: la primera
delecion c.15-36del traduce una proteina truncada (p.Gly6fsX66) con ausencia de sus
dominios funcionales, lo cual podria explicar la patologia ovarica por un mecanismo de
haploinsuficiencia. La segunda delecion ¢.419-421delACA conduce a la pérdida de un
aminoacido (p.Asn140del). Los estudios in vitro de esta mutacion, a través de un ensayo de
doble hibrido revelaron una alteracién en la heterodimerizacién de la proteina mutante con
el factor de transcripcién TCF3, lo cual sugiere un efecto dominante negativo como el

mecanismo causal de FOP (Zhao, et al., 2008a).

2.5.3 NR5A1L
El gen NR5AL, también denominado factor esteroidogénico 1 (SF1) codifica un miembro
de la superfamilia de receptores nucleares que se expresa en la gbnada bipotencial desde el
desarrollo embrionario temprano hasta el ovario posnatal, prepuberal y maduro (Luo, et al.,
1994). Es un regulador transcripcional critico de los genes involucrados en el eje
hipotdlamo-hipdfisis-gonadal esteroidogénico los cuales incluyen STAR, CYP11A1,
CYP17A1, CYP19A1, LH/CGR, e INHA. Hasta el afio 2008, se describieron 18 mutaciones
de NR5AL1 en individuos 46,XY con trastornos del desarrollo sexual (DSD: disorders of sex
development) (Achermann, et al., 1999; Lin, et al., 2007). Posteriormente 19 mutaciones en
el gen incluyendo deleciones y mutaciones missense fueron detectadas en miembros de
cuatro familias con historia de DSD 46, XY y FOP 46,XX al igual que en dos de 25
mujeres con FOP aislada (Lourenco, et al., 2009). Las mutaciones fueron asociadas a un
gran espectro de anormalidades ovaricas incluyendo disgenesia gonadal con amenorrea

primaria 0 secundaria. Estudios funcionales demostraron que la proteina mutante tiene

26



alterada su capacidad de transactivacion de promotores de los genes gonadales importantes
para el crecimiento y la maduracion folicular. Esta alteracion transcripcional en el ovario
podria desarrollar el trastorno en la foliculogénesis y la falla ovéarica (Bashamboo and

McElreavey, 2010).

254 STAG3
La cohesion de las crométidas hermanas durante los procesos de division celular depende
de un gran complejo proteico denominado cohesina. ElI gen STAG3 (stromal antigen 3)
codifica una subunidad del complejo de cohesinas especifica de meiosis con una estructura
proteica en forma de anillo que asegura la cohesion de las cromatides hermanas y permite
la correcta sinapsis y la segregacion de los cromosoma homdlogos durante la meiosis
(Nasmyth, 2011). La expresion de STAG3 esta restringida a estadios tempranos de la
meiosis en el ovario fetal de las mujeres (Garcia-Cruz, et al., 2010; Houmard, et al., 2009)
Recientemente, mediante la combinacion del andlisis de ligamiento y la secuenciacién del
exoma de una familia consanguinea con FOP se logro identificar una delecién, ¢.968delC
en el gen STAG3 que lleva a un corrimiento del marco de lectura generando un coddn de
parada prematuro (p.Phel87fs*7) (Caburet, et al., 2014; Caburet, et al., 2012). Todos los
miembros afectados de la familia eran homocigotos para la mutacién mientras que los
miembros no afectados eran portadores heterocigotos. El papel patogénico de las
mutaciones en STAG3 fue funcionalmente validado con un modelo animal de raton con la
pérdida de la funcién de Stag3 durante la oogénesis, el cual desarrollé un fenotipo de
esterilidad. Estos resultados indican que la FOP en este caso, puede ser atribuida a defectos

en la cohesion de cromatides hermanas en la profase del oocito (Caburet, et al., 2014).
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2.5.5 NANOS3
Los genes NANOS son altamente conservados y estan involucrados en el desarrollo y la
diferenciacion de las células germinales (Mosquera, et al., 1993). Existen tres genes
homologos Nanos en el raton, de los cuales Nanos3 mantiene la viabilidad de las células
germinales primordiales (PGCs) (Suzuki, et al., 2008)(Suzuki, 2008). Nanos3 se expresa en
las PGCs desde su formacion hasta poco después de su aparicion en las gonadas (Tsuda, et
al., 2003). Los ratones hembra Nanos3™desarrollan ovarios atréficos en los cuales no es
posible la deteccion de PGCs debido a la apoptosis acelerada y a la pérdida de su migracion
durante la embriogénesis (Tsuda, et al., 2003). Una funcién similar para las proteinas
NANOS se ha demostrado en la especie humana. NANOS3 se expresa tanto en las gonadas
masculinas como femeninas fetales y del adulto. Los estudios in vitro sugieren un papel
fundamental en el desarrollo de las células germinales humanas (Julaton and Reijo Pera,
2011). Wu vy colaboradores efectuaron un analisis mutacional de la regiéon codificante de
NANOS1, NANOS2 y NANOS3 en 100 pacientes chinas con FOP identificando una
mutacion heterocigota ¢.457C>T (p.Argl53Trp) en una mujer de 23 afos (Wu, et al.,
2013). Los estudios in vitro de esta mutacion demostraron una disminucion en la
estabilidad de la proteina mutante NANOS3, al igual que se demostr6 a través de un
modelo animal que la poblacién de PGCs es controlada por los niveles de proteina
NANOS3 (Wu, et al., 2013). Recientemente, se reporté una mutacion homocigota missense
(p.Glu120Lys) en NANOS3 en dos hermanas con amenorrea primaria provenientes de una

cohorte brasilera de 85 mujeres con FOP. Los analisis in vitro evidenciaron un aumento de
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la apoptosis, sugiriendo que la pérdida del efecto protector contra la apoptosis, mediado por

NANOSS3 es el mecanismo subyacente de la FOP en estas pacientes (Santos, et al., 2014).

256 SYCEl
El gen SYCE1 (Synaptonemal complex central element 1) codifica para una de las proteinas
que forman parte del elemento central de complejo sinaptonémico, necesario para el
proceso de recombinacion durante la meiosis (Bolcun-Filas, et al., 2007). En el raton, Sycel
es expresado en el complejo sinaptonémico de los cromosomas durante la meiosis tanto en
la hembra como en el macho (Costa, et al., 2005). El ratén Knock-out Syce” demostrd
infertilidad: las hembras desarrollaron ovarios atréficos, con pérdida casi total de los
foliculos, evidenciando un bloqueo de la meiosis en la profase | (Bolcun Bolcun, 2009). La
primera mutacion de SYCE1 descrita en humanos fue identificada en dos hermanas con
FOP (de Vries, et al., 2014). La mutacién homocigota nonsense ¢.613C>T (p.GIn205X)
estaba presente en las dos hermanas afectadas mientras que los padres y tres hermanos
hombres eran heterocigotos para la misma. La mutacion no fue identificada en 90 controles
evaluados. Hasta la fecha no se disponen de estudios funcionales de esta variante. Estos
hallazgos sefialan la importancia del complejo sinaptonémico y la meiosis en la funcion

ovarica (Bolcun-Filas, et al., 2009).

A continuacién se revisara el gen BMP15 en el contexto de la fisiologia ovérica y la
etiologia de la FOP. Este gen hace parte de la tematica y de los estudios experimentales que
sustentan esta tesis. La metodologia, los resultados y la discusion seran expuestos mas

adelante.
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26  GenBMP15
El gen BMP15 (Bone Morphogenetic Protein 15) (MIM*300247) fue mapeado mediante la
técnica de FISH (fluorescence in situ hybridization) en el brazo corto del cromosoma X
(Xp11.2) en la region critica FOP-3 (Dube, et al., 1998; Zinn and Ross, 2001; Zinn, et al.,
1998). Esta region cromosémica en la especie humana demostro sintenia conservada con la
posicién cromosomica de Bmp15 en el raton (Dube, et al., 1998). El gen estd constituido
por dos exones codificantes con una longitud de 1179pb separados por una regién intrénica
de 4.2Kb. El primer exon codifica una secuencia de 17 aminoacidos (aa) que corresponde al
péptido de sefializacion, seguida de 97 aa de la pro-region. El segundo exén codifica los
158 aa restantes de la pro-regién y 125 aa mas que corresponden a la region del péptido
maduro (Jennifer, et al., 1998). BMP15 fue propuesto como candidato de FOP por estudios
iniciales que indicaron su expresion especifica en el ovario (Dube, et al., 1998). Para definir
por primera vez el perfil de expresion del mMRNA de Bmpl5, Dube y colaboradores
desarrollaron un analisis de Northern Blot usando el RNA total de mdltiples tejidos de
raton adulto. La sonda de Bmp15 detectd un transcrito Unico de aproximadamente 3.5Kb en
el ovario de raton, no encontrado en el resto de los tejidos examinados (Jennifer, et al.,
1998). Posteriormente, estudios de hibridacion in situ revelaron sefiales de hibridacion para
el mMRNA de BMP15 en los oocitos, mientras que no se detectaron sefiales en otros tipos
celulares del ovario (Dube, et al., 1998; Laitinen, et al., 1998). La evaluacion de la
expresion de BMP15 a lo largo de la foliculogénesis demostrd inicialmente su mRNA en
los oocitos de los foliculos primarios de las ovejas, los humanos, las ratas y los ratones. Sin
embargo no se detectd en los oocitos de los foliculos primordiales (Aaltonen, et al., 1999;

Dube, et al., 1998; Galloway, et al., 2000; Jaatinen, et al., 1999; Laitinen, et al., 1998). Se
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ha demostrado que a medida que avanza la foliculogénesis y crece el niUmero de capas de
las células de la granulosa, la expresion de BMP15 aumenta, con niveles elevados
sostenidos a lo largo de la ovulacion, hasta sufrir un descenso durante el proceso de atresia
folicular. (Aaltonen, et al., 1999; Erickson and Shimasaki, 2003; Otsuka, et al., 2000;

Shimasaki, et al., 2004).

La expresion de Bmpl5 también se identificd en la linea celular gonadotropa LBT2 y en el
tejido de la glandula hipdfisis de raton donde regula selectivamente la biosintesis y la
secrecion de la FSH (Otsuka and Shimasaki, 2002). En este marco es posible que BMP15

tenga una funcion central en la regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-ovario.

2.7 Proteina BMP15

2.7.1 Caracteristicas estructurales
La proteina BMP15 es un factor de crecimiento y de diferenciacion derivado del oocito que
pertenece a la superfamilia de factores de crecimiento transformante B (TGF- p:
transforming growth factor- ) constituida por mas de 35 proteinas que comparten un
motivo estructural comun (Chang, et al., 2002). Estas proteinas incluyen los miembros de
las subfamilias BMP, GDF, activinas/inhibinas, miostatina y la hormona anti-Muleriana
(AMH) (Chang, et al., 2002; Massagué, 1998). La estructura tridimensional comln de éstos
factores, deducida por estudios de cristalografia del mondémero TGF-f32, reveld la presencia
de 2 cadenas B y una hélice-a estabilizada por tres puentes disulfuro (Daopin, et al., 1992;
Schlunegger and Grutter, 1992). Una caracteristica comun de la mayoria de los miembros
de la familia TGF-B es la presencia de 7 residuos conservados de cisteina en la region

madura formando un motivo denominado ‘“nudo de cisteinas” (Daopin, et al., 1992;
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Schlunegger and Grutter, 1992). Al igual que los otros miembros de la superfamilia TGF-§,
la proteina BMP15 es sintetizada como un  precursor inactivo (pre-proproteina)
conformado por un péptido de sefializacion (N-terminal), una pro-region y un dominio
maduro carboxi-terminal biol6gicamente activo (Chang, et al., 2002; Lin, et al., 2003). Las
moléculas inactivas son liberadas después de experimentar diferentes modificaciones pos-
traduccionales: eliminacion del péptido sefial, dimerizacion y clivaje del péptido maduro.
La pro-proteina BMP15 forma un complejo homodimérico (BMP15:BMP15) o
heterodimérico (BMP15:GDF9, cuando se une a su paralogo GDF9-growth differentiation
factor 9). La formacion de homo- o heterodimeros se efectla a través de la union covalente
del cuarto residuo conservado de cisteina que esta ausente en algunos miembros de la
familia como BMP15 y GDF9 donde es sustituido por una serina (Chang, et al., 2002). En
estos casos la evidencia de estudios in vitro sugiere que tanto GDF9 como BMP15 pueden
formar homodimeros y heterodimeros a través de interacciones no-covalentes como los
contactos hidrofobicos (Kingsley, 1994; Liao, et al., 2003; Liao, et al., 2004). La pro-region
esta separada de la regién madura por una secuencia dibasica de clivaje compuesta por 4 aa
(RXXR) que es reconocida por una familia de proconvertasas (como la furina) que realizan
el clivaje proteolitico especifico liberando finalmente los dimeros maduros activos
(Hashimoto, et al., 2005; Massagué, et al., 1994; Shimasaki, et al., 2004; Taylor, et al.,
2003). Es importante sefialar que la pro-region desempefia una funcion fundamental en la
dimerizacion, la estabilizacion y la subsecuente secrecion de los dimeros maduros

(Hashimoto, et al., 2005; Pulkki, et al., 2011).
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2.7.2 Receptores de BMP
Los miembros BMP de la familia TGF- se unen a dos tipos de receptores serina-treonina
kinasa (tipo 1 y 1) requeridos para el mecanismo de transduccion de sefiales (Miyazono, et
al., 2010; Miyazono, et al., 2005; Nohe, et al., 2004). Siete receptores de tipo | de la familia
TGF-p han sido identificados en los mamiferos: los receptores ALK 1-7 (activin receptor-
like kinase) que comparten propiedades estructurales similares con los receptores de tipo Il
(el dominio extracelular de union al ligando, el dominio transmembranal y un dominio
intracelular que posee la actividad tirosina quinasa). De los receptores tipo Il se han
identificado cinco miembros (ActRIl, ActRIIB, BMPRII, TGFbRIl y AMHRII), de los
cuales BMPR-II es especifico para BMPs, mientras que ActRIl y ActRIIB son compartidos

por activinas, miostatinas y BMPs (de Caestecker, 2004; Miyazono, et al., 2010).

Los heterodimeros GDF9:BMP15 en los humanos y en el raton son los reguladores mas
biopotentes de las funciones de las CG en el ovario, principalmente la proliferacion (Peng,
et al., 2013). En estudios de expansion del cimulo, los homodimeros de Gdf9 en el raton y
los homodimeros de BMP15 en el humano pueden regular la expresion de los genes
relacionados con la expansion del cumulo (e.g. PTX3, HAS2, y PTGS2) y promover su
expansion in vitro, mientras que los homodimeros de Bmp15 en el raton y los homodimeros
de GDF9 en el humano son esencialmente inactivos (Peng, et al., 2013). Los heterodimeros
GDF9:BMP15 ejercen su efecto sobre la célula blanco a través de la unién con los
receptores BMPRII (Tipo 1), el receptor ALK4/5/7 y el co-receptor ALK6 (Tipo 1) para
inducir la fosforilacién de las proteinas efectoras intracelulares SMAD2/3 que finalmente

se traslocan al ndcleo para regular la expresion de genes especificos (Massagué, et al.,
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2005; Peng, et al., 2013). Los homodimeros de BMP15 en el humano, se unen a BMPRII
que fosoforila a ALKS®, el cual a su vez fosforilaa SMAD1/5/8 (Moore, et al., 2003; Pulkki,
et al., 2011; Sara, et al., 2013). Los homodimeros de Gdf9 en el ratén se unen a Bmprll, lo
cual resulta en la fosoforilacién de Alk4/5/7 y en la posterior fosforilacion de Smad2/3

(Peng, et al., 2013).

2.7.3 Funcidn biolégica de BMP15
Empleando una molécula recombinante de BMP15, Otsuka y colaboradores demostraron
que esta proteina es un potente estimulador de la proliferacion de las CG (Otsuka, et al.,
2000). La actividad mitotica de BMP15 es FSH-independiente, indicando que esta proteina
estimula la mitosis de las CG en los foliculos pre-antrales durante los estadios FSH-

independientes del crecimiento folicular temprano (Otsuka, et al., 2000).

Una de las acciones mas importantes de BMP15 es la inhibicién de la expresion del
receptor de la FSH en las CG (Otsuka, et al., 2001). Como resultado, la expresién inducida
por FSH de STAR (steroidogenic acute regulatory protein), P450scc (side-chain cleavage
enzyme), 3B-HSD (3b-hydroxysteroid dehydro- genase), el receptor de la LH y las
subunidades de la inhibina/activina (o, BA, y BB) es inhibida por BMP15 (Otsuka, et al.,
2001). Aunque BMP15 no tiene un efecto independiente en la produccion esteroidea de las
CG, es un potente supresor de la sintesis de progesterona inducida por FSH. La ausencia de
un efecto en la sintesis de estradiol soporta una funcion relevante de BMP15 en la
promocion del crecimiento y el desarrollo folicular temprano mientras que previene la
luteinizacion prematura (Moore and Shimasaki, 2005). La disminucion de la sintesis

mediada por FSH de StAR, P450sc y la progesterona demuestra que BMP15 es un
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inhibidor de la luteinizacion (Moore and Shimasaki, 2005; Otsuka, et al., 2001). BMP15
estimula el ligando kit (KITLG), un regulador crucial de la reproduccion femenina
expresado por las CG durante los estadios tempranos de la foliculogenesis (Ismail, et al.,
1996; Laitinen, et al., 1998; Otsuka and Shimasaki, 2002). De manera mas precisa, BMP15
ejerce su efecto a través del receptor localizado en las CG para estimular la mitosis y la
expresion del KITLG. KITLG, actua a través de su receptor (c-kit) localizado en la
superficie del oocito para inhibir la expresion de BMP15 en un sistema de
retroalimentacion negativa. Figura 1. La relevancia funcional del sistema de
retroalimentacion BMP15/KITLG en la induccion del crecimiento folicular fue demostrada
por dos hallazgos importantes: 1) la adicion de KITLG a un modelo de co-cultivo de
oocitos y CG estimula la mitosis de estas ultimas; 2) la inhibicién de la sefalizacion a
través de c-kit reduce la estimulacon de las CG generada por BMP15 (Otsuka and
Shimasaki, 2002). En este contexto, la actividad mitética de BMP15 y KITLG sobre las CG

depende del sistema de comunicacion bidireccional oocito-GC.
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Figura 1. Interaccién de BMP15 y KL en la regulacion de la mitosis de las células de la granulosa.

00CITO CELULA DE LA GRANULOSA
- , :
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vy [®
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BMP15 actua a través de los receptores localizados en las células de la granulosa para estimular la mitosis y la expresion
de KL. KL actua a través del receptor c-kit localizado en la superficie del oocito para inhibir la expresion de BMP15,
formando un sistema de retroalimentacion negativa. Modificada de Moore y Shimasaki 2005.

BMP15 también ha demostrado participar en la regulacién de la expresion de genes
implicados en el metabolismo del cumulo (Mvk, Pmvk, Fdps, Sqle, Cyp51, Sc4mol y Ebp)
(Caixeta, et al., 2013; Su, et al., 2008) y la expansién (Ptx3, Has2, Tnfaip6 y Ptgs2) (Li, et
al., 2009; Peng, et al., 2013). Es importante resaltar la accion sinérgica de BMP15 y GDF9
a través de la existencia de los heterodimeros bioldgicamente activos GDF9:BMP15 vy la
cooperacion de los homodimeros de GDF9 y BMP15. De hecho, los heterodimeros
GDF9:BMP15 se producen cuando éstas moléculas son co-expresadas (Liao, et al., 2003).
La evidencia in vitro mostré la relevancia fisioldgica de los heterodimeros en humanos y en
ratones. En efecto, Peng y colaboradores (2013) describieron que los heterodimeros de
GDF9:BMP15 en el raton son 10 a 30 veces mas activos que los homodimeros de GDFO9.

En el humano los heterodimeros GDF9:BMP15 son 1000 a 3000 veces mas bioactivos que
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los homodimeros de BMP15 (Peng, et al., 2013). Colectivamente, estos datos indican que
BMP15 esta implicado a lo largo de todo el proceso de la foliculogénesis controlando el
crecimiento y el desarrollo folicular en estadios tempranos. En fases mas tardias BMP15

modula el efecto de la FSH y controla la maduracion folicular (Persani, et al., 2014).

2.7.4 Modelos naturales y experimentales de BMP15
La relevancia de la accion de BMP15 en la foliculogénesis ovérica y la fertilidad fue
inicialmente demostrada en los modelos animales naturales y experimentales. En estos
modelos, las mutaciones en distintas especies de mamiferos han sido relacionadas con
fenotipos reproductivos diferentes que van desde la infertilidad completa hasta la

hiperfertilidad (Laissue, et al., 2006; Otsuka, et al., 2011; Pangas and Matzuk, 2004).

Oveja
Una raza altamente prolifica de ovejas Romney fue sujeto de investigacion a principios de
la década de los 90s (Davis, et al., 1992). La mayoria de éstos estudios, realizados con una
progenie de 359 hembras llevaron a la conclusion de que el incremento en la prolificidad
era debida a un unico gen localizado en el cromosoma X (Davis, et al., 1992). El gen que
causaba este fenotipo fue denominado “Inverdale” y su locus recibidé el nombre FecX
(Fecundity X Inverdale) por el Comité Genético de Nomenclatura de Ovinos y caprinos en
1990. Estos estudios demostraron que la oveja Inverdale portadora de una mutacion natural
ligada al X desarrollaba un incremento en la tasa de ovulacion con embarazos gemelares o
triples en las heterocigotas (FecX'/FecX*). Por el contrario, las ovejas homocigotas
(FecX'/FecX") eran completamente infértiles con ovarios atréficos y bloqueo de la

foliculogenesis (Braw-Tal, et al., 1993; Davis, et al., 1992). En 1993 se encontré el mismo
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fenotipo ligado al X (alta prolificidad en heterocigotos e infertilidad en homocigotos) en
otra raza de ovejas no-relacionada con la familia Inverdale (Galloway, et al., 2000). Esta
oveja fue llamada Hanna y el locus del gen se design6 como FecX" (Fecundity X Hanna).
En el afio 2000 se maped el locus FecX' en una region de 10-cM (en el centro del
cromosoma X de la oveja) ortdloga de la region humana Xp11.2-11.4 que contenia el gen
Bmpl5 (Galloway, et al., 2000). Los estudios de secuenciacién posteriores de Bmpl5
revelaron dos mutaciones naturales: una transversion de T por A en el nucleétido de la
posicion 92 (p.Val299Asp en el dominio maduro de BMP15) en la oveja Inverdale y una
transicion de C por T en el nucledtido de la posicion 67 (p.Glu291Ter) de la region de
Bmp15 que codifica el péptido maduro en las ovejas Hanna (Galloway, et al., 2000). La
caracterizacion molecular y funcional de las mutaciones naturales de Bmp15 en las ovejas
demostrd un efecto deletéreo (deterioro del procesamiento y la secrecion de las proteinas)
solo cuando se co-expresan tanto la proteina BMP15 mutante como la proteina GDF9 wild
type. Estos estudios demostraron la funcion critica de la interaccion entre GDF9 y BMP15
para la fisiologia reproductiva femenina (Liao, et al., 2003; Liao, et al., 2004). La
identificacion del gen Bmpl5 como causa del fenotipo ovarico en las ovejas Inverdale,
Hanna y otras razas ovinas establecié la importancia de BMP15 en la fertilidad femenina
(Bodin, et al., 2007; Davis, 2004; Galloway, et al., 2000; Hanrahan, et al., 2004; McNatty,

et al., 2005).

Raton
A través de la tecnologia Knock-out (KO) por recombinacion homologa se han creado

diferentes modelos murinos para estudiar la funcion de maultiples miembros de la familia
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TGF-p incluyendo Gdf9 y Bmp15 (Yan, et al., 2001). Diferentes combinaciones alélicas en
los ratones KO demuestran fenotipos reproductivos disimiles: mientras que la inactivacion
homocigota de Gdf9 demostré un bloqueo del desarrollo folicular en el estadio primario
que condujo a la infertilidad completa (Dong, et al., 1996), los ratones hembra Bmp15™
fueron subfertiles con defectos histopatoldgicos minimos en el ovario y tasas de fecundidad
y ovulacion reducidas (Yan, et al., 2001). El efecto observado en los ratones doble KO
(Bmp157"Gdf9”*) sobre el ovario es més severo que el fenotipo ovarico producido por el
KO simple (Bmpl5” o Gf97*). En efecto, el ratén doble KO no mostré diferencias
significativas en términos de fertilidad comparado con el raton KO Gdf9-/- (Yan, et al.,
2001). Lo anterior, contrasta con los efectos drasticos que tienen las mutaciones del gen
Bmp15 en las ovejas Hanna e Inverdale en el desarrollo folicular. Se han propuesto distintas
hipotesis para aclarar las diferencias del comportamiento bioldgico de estas proteinas entre
las especies mono (oveja y humano) y poliovulatorias (raton). Por ejemplo Liao y
colaboradores propusieron que las mutaciones FecX' y FecX" producen una proteina
BMP15 mutante que puede afectar la biosintesis de GDF9 a través de un efecto dominante
negativo manifestado a través de la formacion de heterodimeros GDF9:BMP15. Por el
contrario, la delecion completa del segundo exon del gen Bmp15 en el ratén KO no tiene
efecto en la regulacion de la biosintesis de GDF9 (Liao, et al., 2003; Liao, et al., 2004).
Otras hip6tesis se basan en las diferencias especie-especificas que presenta la proteina
BMP15 (Hashimoto, et al., 2005). A diferencia de los otros miembros de la superfamilia
TGF-B cuyas secuencias nucleotidicas y de aa tienden a ser altamente conservadas entre

especies, BMP15 no presenta un grado similar de homologia entre especies (Dube, et al.,
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1998). El dominio maduro del humano y el raton s6lo comparten un 70% de identidad en su
secuencia aminoacidica lo cual puede representar diferencias en el procesamiento y la
secrecion de la misma (Dube, et al., 1998). Por consiguiente los defectos en la ovulacion y
la subsecuente fertilizacion observados en el raton KO de Bmpl5 pueden ser atribuidos a
las diferencias en el nivel de proteina madura activa que se produce durante, y no antes, del
proceso de ovulacion en el raton y que resulta de la resistencia al clivaje de la pro-proteina
en esta especie (Al-Musawi, et al., 2013; Hashimoto, et al., 2005; Yoshino, et al., 2006). En
conclusion, el fenotipo Bmpl5 mutante del raton versus la oveja y el humano (como se
expondra en la siguiente seccion) demuestra un incremento en la bioactividad de BMP15

sobre GDF9 en las ovejas y el humano (Dixit, et al., 2006b).

2.7.5 Estudios en humanos
La relevancia funcional de BMP15 en la fertilidad femenina también ha sido demostrada en
la especie humana. Las mutaciones en este gen han sido asociadas con AP y AS en varias
cohortes de FOP en todo el mundo (Persani, et al., 2010). La primera mutacion heterocigota
de BMP15 fue reportada en dos hermanas italianas con falla ovérica hipergonadotropica
caracterizada por disgenesia ovarica y AP (Di Pasquale, et al., 2004). Las pacientes eran
portadoras de la mutacién puntual heterocigota ¢.704A>G (p.Tyr235Cys) heredada de su
padre hemicigoto. Esta variante esta localizada en un residuo de la pro-region, altamente
conservado entre especies de vertebrados. En este estudio los analsis funcionales
demostraron un descenso en la proliferacion de las CG por un efecto dominante negativo de
la proteina mutante sobre el procesamiento de la proteina BMP15 wild type (Di Pasquale, et

al., 2004). Estos hallazgos sugirieron la potencial implicacion de BMP15 como un gen
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mayor en la etiologia de la FOP. Poteriormente, con el objetivo de evaluar su implicacion
en la patogénesis de la FOP, fueron analizados grandes paneles de pacientes de diferentes
poblaciones (Chand, et al., 2006; Dixit, et al., 2006b; Ferrarini, et al., 2013; Laissue, et al.,
2006; Ledig, et al., 2008; Pasquale, et al., 2006; Rossetti, et al., 2009; Takebayashi, et al.,
2000; Tiotiu, et al., 2010; Wang, et al., 2010). Se identificaron variantes con una frecuencia
variable en pacientes de Europa, Estados Unidos, Africa, India y Asia y casi todas fueron
variantes missense en estado heterocigoto, localizadas en la regién del gen que codifica la
pro-regién de la proteina (excepto la variante p.S5R localizada en el péptido de

sefializacion) Figura 2.

Solo una mutacion ha sido identificada en estado homocigoto ¢.631C>T (p.Glu211X,
localizada en la pro-region) en una mujer de la India (Dixit, et al., 2006b). Esta mutacion
conduce a un codon de parada prematuro que traduce una proteina con ausencia de la
region C-terminal que contiene el péptido maduro. El efecto dréastico de ésta variante
explicaria la severidad del fenotipo en la paciente, caracterizado principalmente por atrofia
ovarica severa e infertilidad completa con AP (Dixit, et al., 2006b). Estudios posteriores en
mujeres de la misma cohorte revelaron dos de ellas con mutaciones concomitantes en los
genes BMP15 e INHA. De esta manera, la paciente con la mutacién p.Glu211X en BMP15
también fue portadora de la mutacién c.275G>A (p.Ala257Thr) en INHA (Dixit, et al.,
2006a). Un grupo chino report6 en el afio 2010 la Unica mutacion missense ¢.985C>T
(p.Arg329Cys) localizada en el dominio maduro (Wang, et al., 2010). Esta variante condujo
al cambio de un aa polar y positivo por otro neutro y no polar que forma puentes disulfuro.

El cambio de una cisteina por una arginina podria alterar la estructura de la proteina
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BMP15 impidiendo el correcto plegamiento y la subsecuente formacion de homo- o

heterodimeros con GDF9.

A pesar del amplio numero de pacientes en quienes se secuencid la region codificante de
BMP15 (n=1144) hasta el afio 2013, solo cuatro mutaciones (p.Arg68Trp, p.Argl38His,
p.Leul48Pro, p.Tyr235Cys) han sido formalmente validadas como causales del fenotipo a
través de estudios funcionales (Di Pasquale, et al., 2004; Rossetti, et al., 2009). Para este
fin, Rossetti y colaboradores transfectaron células HEK293T (Human embryonic Kidney
293T) con vectores de expresion que contenian la secuencia wild type o las formas mutantes
de BMP15 humano (p.L262-L263insL, p.Arg68Trp, p.Argl38His, p.Leul48Pro,
p.Alal80Thr) (Rossetti et al. 2009). Se documentd una reduccion marcada en la produccion
de la proteina madura rhBMP15 secretada por las formas variantes p.Arg68Trp,
p.Argl38His y p.Leul48Pro. En este estudio se investigd ademas la actividad bioldgica de
la proteina BMP15 wild type en comparacion con sus formas mutantes a través de un
ensayo reportero con luciferasa en una linea humana de CG evidenciando una reduccién
significativa del efecto bioldgico de las mismas formas mutantes (Rossetti, et al., 2009).
Cuando los plasmidos mutantes fueron cotransfectados con cantidades iguales de cDNA
wild type (con el fin de reproducir el estado heterocigoto visto en las pacientes FOP) no se
logré el restablecimiento de la actividad wild type por las formas mutantes p.Arg68Trp,
p.Argl38His y p.Leul48Pro (Rossetti, et al., 2009). EI mecanismo funcional por el cual las
variantes de BMP15 con un impacto biolégico probado alteran la foliculogénesis ovarica es

actualmente desconocido. Se ha hipotetizado que la disminucion de la sefial paracrina de

42



BMP15 sobre el foliculo conduce al deterioro del efecto antiapoptético en las CG

favoreciendo la atresia folicular (Persani, et al., 2011).

Figura 2 Esquema de las variantes identifiacadas en el gen BMP15 asociadas con FOP no-sindrémica.

AlBOT Z6Zinsk

R

(D Pasquale 2006
Laissue, 2006; Ledig,
2007; Tiotiy, 2010)

YZ35C

El péptido de sefializacién (SP), la pro-region y el dominio maduro se muestran en los colores verde, azul y rojo
respectivamente. Los recuadros representan las mutaciones a nivel de la proteina descritas por los diferentes
investigadores asi como aquellas variantes cuyo impacto funcional ha sido predicho por el tipo de variante o por los
estudios in vitro. Modificada de (Persani, et al., 2014).

Alternativamente, las variantes de BMP15 pueden alterar el reclutamiento de los foliculos
pre-antrales por las gonadotropinas. Por esta razon, el gen BMP15 también ha sido
investigado en mujeres con diferentes alteraciones de la ovulacion sin encontrarse
asociacion en pacientes con sindrome de ovario poliquistico (PCOS) o con las madres de

gemelos dicigotos (Zhao, et al., 2008b).
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2.8  Lavariante -9C>G en el promotor de BMP15 y la proteina PITX1
Por ser parte del desarrollo conceptual y de la principal pregunta cientifica de la presente
tesis, a continuacion se presentaran brevemente hallazgos previos y conocimiento sobre la

variante —9C>G en el promotor de BMP15 asi como sobre el factor de transcripcion PITX1.

Estudios anteriores de tamizaje de mutaciones del gen BMP15 en 166 pacientes caucasicas
no relacionadas con FOP idiopatica confirmaron la presencia de una sustitucion localizada
en la regién 5"UTR (Elisa Di, et al., 2006). En este estudio la secuenciacion de la region
codificante completa y de las uniones intron-exén de BMP15 demostré el cambio ¢.-9C>G.
Posteriormente, Dixit y colaboradores secuenciaron el ORF de BMP15 incluyendo las
uniones intrén-exén y un fragmento corto de la region 5°"UTR en 202 mujeres FOP
provenientes de la India (Dixit, et al., 2006b). El estudio revelé 18 variantes dentro de las
cuales, tres (c.-9C>G, ¢.308A>G y ¢.852C>T) tenian una alta frecuencia (mas del 5% entre
las mutantes homocigotas y heterocigotas). Las tres combinaciones alélicas que incluian
ademas el cambio ¢.-9C>G fueron escogidas para la realizacion de un andlisis de haplotipos
que reveld una asociacién significativa del haplotipo GGC con los casos de FOP
(P=0.0075) (Dixit, et al., 2006b). Asi mismo, Morén y colaboradores analizaron cuatro
SNPs (c.-673C>T, ¢.-9C>G, IVS1+905A>G y ¢.308A>G) localizados en BMP15 con el
objetivo de investigar la funcion de este gen en la respuesta a la estimulacién ovarica
controlada (COS: controlled ovarian stimulation) en las mujeres sometidas a las técnicas de
reproduccion asistida con FSH recombinante (rFSH) (Moron, et al., 2006). El haplotipo
TGGA que incluia el alelo G en el locus ¢.-9C>G estuvo sobre representado en las mujeres

altas respondedoras (Moron, et al., 2006). Estos hallazgos fueron confirmados por un
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estudio realizado en 191 mujeres sometidas a estimulacion ovérica controlada en el cual se
encontrd una asociacion entre el alelo BMP15 -9G y la alta respuesta a la estmulacion
ovérica (Hanevik et al. 2013). En otro estudio llevado a cabo con 398 mujeres espafiolas
con sindrome de ovario poliquistico, se analizaron 2 polimorfismos (-9C>G,
IVS1+905A>G) en BMP15 y aunque no se logré demostrar asociacion de este gen con la
enfermedad, se encontrd una asociacion de ambos marcadores con la infertilidad (Gonzales
et al. 2008). El genotipo heterocigoto c.-9 CG tuvo un efecto protector (P=0.005) mientras
que el genotipo homocigoto wild type ¢.-9 CC confiri6é un efecto de riesgo (P=0.012) para

la infertilidad (Génzalez, et al., 2008).

2.8.1 PITX1
El gen PITX1 (pituitary homeo box transcription factor 1) se encuentra localizado en el
cromosoma 5931 humano y esta formado por tres exones con una longitud de 945pb
(Shang, et al., 1997; Szeto, et al., 1996). Inicialmente se describi6 que la actividad
reguladora de la proteina PITX1 activa la transcripcion del gen de la propiomelanocortina
(POMC) en las células corticotropas de la hipdfisis anterior donde actla de manera
sinérgica con el factor hélice-vuelta-hélice neuro D1 (Lamonerie, et al., 1996). Se expresa
en los cinco linajes celulares de la hipéfisis anterior donde activa la expresion de los genes
que codifican las cinco hormonas secretadas en esta glandula (Lanctét, et al., 1999). En el
linaje somato-lactotropo actla en sinergismo con Pit-1 en el promotor PRL y con SF-1 en
las células gonadotropas (Jacques, et al., 1998; Szeto, et al., 1996). Pitx1 también esta
involucrado en el desarrollo de las estructuras derivadas del estomodeo y el primer arco

branquial (Bolsa de Rathke y el epitelio oral, nasal y dental), asi como también de las
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extremidades inferiores (Crawford, et al., 1997). Es un gen homedtico que participa en el
desarrollo embrionario confiriendo a la célula identidad espacial o temporal a lo largo del
eje anteroposterior del cuerpo (Crawford, et al., 1997). Codifica para un factor de
transcripcion miembro de la familia RIEG/PITX de homeocajas que pertenece a la clase
bicoide de proteinas de homeodominios (Lamonerie, et al., 1996). Estos factores son
reguladores relacionados entre si por tener un homeodominio de unién al ADN altamente
conservado de 60 aa. EI segmento de ADN correspondiente se llama homeocaja (homeobox
0 Complejo Hox) (Tremblay, et al., 2000). Las proteinas PITX1 de raton y humano tienen
un 100% de homologia en el homeodominio y entre un 88% a 97% en las regiones N- y C-
terminal, respectivamente (Crawford, et al., 1997). Promotores de distintos genes o
enhancers hipoéfisis-especificos contienen al menos un sitio de unién putativo para Pitx1

(Jacques, et al., 1998; Lamonerie, et al., 1996; Ma, et al., 1996; Wilson, et al., 1996)

Tabla 1.
Tabla 1 Sitios putativos de unién a Pitx1 presentes en los promotores hipofisis-especificos.
Promotor hipofisis-especifico TAATCC
Rata POMC -302 TAAGCC m,r,h
Raton a GSU -1620 TAAGCT m
-1485 TAATCC m
-605 TAATCC m
-389 TAATCC m
-368 TTATCC m
-220 TAAGCT m,r
-70 TAAGCT m,r, h
Bovino BLH -628 TAAGCT b,s,p
-233 CAATCC b,s,p
-92 TAATCT b,s,p
Bovino BFSH -1534 TTATCC b
-1513 TTATCC b,s
-1437 CAATCC b,s
-1426 TAATCT b,s
-1409 TAAGCC b,s
-1233 TTATCC b,s
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Promotor hipdfisis-especifico TAATCC

-1209 TAATCC b,s
-1197 TCATCC b,s
-1165 TCATCC b,s
-710 TAATCC b,s
-216 TAATCT b,s
-52 TAAACC b,s
Raton pTSH -42 TTATCC m,r, h
Rata GH -217 TAAACC m,r
-124 TTATCC m,r
Rata PRL -27 TAAACC r,h
Ratén Pit Enhancer 94 TAATCT m
99 TAATCC m,r
616 TAATCT m,r
Ratén GnRH-R -1425 CAATCC m
-939 TAAACC m
-846 TAATCT m
-702 TAATCC m
-253 TCATCC m
-105 TAATCT m

Los sitios conservados entre especies se indican en la columna de la izquierda (r, rat, m, mouse, h, human, b, bovine, s,
sheep, p, pig). Modificado de Tremblay et al, 1998.

Hasta antes del inicio de este estudio no se habian encontrado funciones ovaricas de este

factor ni una relacion regulatoria con el gen BMP15.

3. PREGUNTA CIENTIFICA
¢La variante de secuencia BMP15 ¢.-9C>G podria modificar el sitio de fijacion de algun

factor de transcricion especifico alterando la trans-activacion del promotor?.

4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
4.1  Objetivo general

Este estudio busca proponer nuevos elementos que permitan una mejor comprension de las

bases genéticas de la FOP no-sindromica a partir del estudio especifico de una variante de
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secuencia en el promotor del gen BMP15 y de su potencial efecto funcional durante su

trans-activacion

4.2  Obijetivos especificos
1. Predecir por aproximaciones in-silico potenciales sitios de unién a factores de
transcripcion (TFBS: Transcription Factor Binding Sites) en la region 5  de
BMP15.
2. Determinar la modificacion de la transacativacion del promotor de BMP15 causada

por la variante de c-9C>G.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1  Analisis in-silico del promotor de BMP15

5.1.1 Identificacion de potenciales sitios de union a factores de transcripcion en las

secuencias nucleotidicas de la region 5° del gen BMP15

La funcion Matlnspector del software Genomatix (www.genomatix.de) emplea una gran
libreria de matrices, la similitud central y la similitud de matriz para calcular el indice de
similitud (Cartharius, et al., 2005; Quandt, et al., 1995). La secuencia central o core de una
matriz se define como la secuencia consecutiva (generalmente 4 nucleétidos) maés
altamente conservada. La union perfecta a la matriz se obtiene con una puntuacién de 1. El
analisis de la secuencia promotora de BMP15 con este programa se localizd6 en 2Kb
upstream del codon de iniciacion ATG (intervalo genomico -2001pb hasta +100pb). Los
potenciales sitios de unidn a factores de transcripcion fueron seleccionados con un indice

de similitud de 0.75.
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5.1.2 Alineamiento multiple de la regién promotora de BMP15
Se efectud un alineamiento multiple de la secuencia de la region promotora del gen BMP15
en diferentes especies de mamiferos utilizando el programa informatico ClustalW que
permite el alineamiento simultdneo de secuencias mucleotidicas o aminoacidicas

(www.ebi.ac.uk). Las secuencias que se analizaron fueron los promotores de BMP15 de H.

sapiens- NG_012894.1, P. troglodytes- NC_006491.3, P. abelii- NC_012614.1, M. mulata-
NC_007878.1, O. aries- NC_019484.1, B. taurus- AC_000187.1, C. lupus familiaris-
NC _006621.3, T. truncatus- NW_004205773.1, O. cuniculus- NC_013685.1, R.

norvegicus- NC_005120.3, M. musculus- NC_000086.7.
5.2  Construcciones plasmidicas
5.2.1 Promotor de BMP15 en pGL4.22[luc2CP/Puro]

Amplificacion por PCR y preparacion del fragmento del promotor del gen BMP15.
Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico de sangre periférica de mujeres donantes
mediante la purificacion por precipitacion salina, previo consentimiento informado y
aprobacion del Comité de Etica en Investigacion Escuela de Medicina y Ciencias de la
salud de la Universidad del Rosario. Para amplificar una region del promotor de BMP15 de
554pb comprendida entre -555pb hasta -1pb (ENST00000252677) se disefiaron secuencias
de oligonucledtidos con el programa Primer 3 gque incluian en sus extremos secuencias de
reconocimiento para las enzimas de restriccion Kpnl y Xhol presentes en el sitio de clonaje

maltiple (polylinker) del vector pGL4.22[luc2CP/Puro] para realizar posteriormente la
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insercion del fragmento Tabla 2. Los fragmentos con la letra C 0 G en la posicion -9 se

obtuvieron utilizando el primer reverse que contenia la letra C o G en dicha posicion.

Tabla 2 Primers de amplificacién del promotor de BMP15.

GEN SECUENCIA DEL PRIMER
Promotor de Forward- 5"CGCGGGGTACCTGGTTCAGACCCAGGAGTCTACATTS’
BMP15 HuBMP15PrF-Kpnl
(554pb)

Reverse- HUBMP15 5 CGCGGCTCGAGCTTGAAAGCCTTAGTGTTCAACAACAGGS’
PrR-Xhol 5 CGCGGCTCGAGCTTGAAAGGCTTAGTGTTCAACAACAGG3”

El fragmento del promotor objeto fue amplificado mediante la reaccion de PCR con un
volumen final de mezcla de 25ul, 100ng de ADN, 12.5ul de Master Mix (Promega) y

0.8uM de cada primer. Las siguientes especificaciones fueron usadas para la reaccion de

PCR. Tabla 3.

Tabla 3 Programa de PCR para el fragmento del promotor de BMP15.

Programa Termociclador: MJ Research PTC- TIEMPO

100®
Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 35 ciclos

Desnaturalizacion 95°C 40 segundos

Anillamiento 63°C 40 segundos

Elongacion 72°C 40 segundos

Elongacién final 72°C 10 minutos

La amplificacion se comprobd en un gel de electroforesis con agarosa al 1% en un buffer
TBE 1X. Se comparé el tamafio del fragmento amplificado con el de un patron de peso

molecular (1kb Plus DNA Ladder de Invitrogen). Figura 3.
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Para la purificacion del ADN amplificado por PCR se realiz6 un gel preparativo de agarosa
al 1% tefiiddo con bromuro de etidio seguido de electroforesis de 100uL del producto
amplificado (4 tubos de reaccion de PCR de 25uL cada uno) a 120V por una hora y veinte
minutos. La banda fue posteriormente extraida y purificada usando el kit PureLink® Quick

Gel Extraction (Invitrogen).

Figura 3 Amplificacion del promotor de BMP15

1 2 3

{w==554pb

La flecha sefiala el fragmento amplificado de 554pb. (1) Marcador de peso molecular. (2) Fragmento de 554pb. (3)
Blanco.

51



o T oA A G [e]lc T T T
in 570

WY ANV

CTasAG [BlcTT TC
580

L,

Figura 4. Electroforetograma que corresponde a la secuenciacion del fragmento del promotr de BMP15 con la letraC 0 G
en la posicion -9.

Digestion
El producto de extraccién de banda obtenido con los sitios de restriccion tanto en 5° como
en 3° se sometieron a un proceso de digestion con las enzimas de restriccion elegidas segln
la region de clonaje multiple de pGL4: En el Buffer 1.1 (CutSmart BioLabs) la enzima
Kpnl funciona al 100% mientras que en el mismo Buffer la enzima Xhol funciona al 75%
(Biolabs: www.neb.com). Por esta razon, para efectuar una digestion doble (digestion
simultanea con dos enzimas) se agrego el doble de Xhol (1uL=20U) en relacién con Kpnl

(1uL=10U), dado que sus concentraciones son de 20U/uL y 10U/uL respectivamente.

En la reaccion de digestion del fragmento del promotor de BMP15 se adicionaron 100ng
del producto de extraccion de banda, 0.2uL de BSA (100X) como coadyuvante de la
reaccion, 2ulL de Buffer 1.1 (10X), 1uL de Kpnl (10U), 1uL de Xhol (20U) y agua para

completar un volumen final de reaccion de 20uL. Esta reaccion se realizo con las mismas
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cantidades en dos tubos por separado para completar 40uL de producto de digestion. Los
dos tubos se incubaron a 37°C por 4 horas. El producto final de digestion (40uL) se paso
por un gel preparativo de agarosa (1%) y posteriormente se realiz la extraccion de las

bandas con el kit PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen).

Vector pGL4.22[luc2CP/Puro]
pGL4.22[luc2CP/Puro], 5583pb (Promega): Vector de expresion optimizado para la
expresion en células de mamifero (www.promega.com/protocols). Contiene el gen
reportero de la lucifereasa de luciérnaga Luc2CP (Photinus pyralis) que permite la
monitorizacién de la actividad transcripcional en las células eucariotas transfectadas. Posee
el origen de replicacion del virus SV40 (Simian Vacuolating virus 40) para la replicacion
del ADN en células COS y un gen de resistencia a la Puromicina (Puror) y a la Ampicilina
(Ampr) para la seleccion de bacterias transformadas. Figura 5. Carece de secuencias
promotoras inmediatamente antes del gen de la luciferasa permitiendo el clonaje del
promotor de interés en la region de clonaje multiple. Fue disefiado con un menor nimero de
secuencias de unién a factores de transcripcion que el pGL3 de anterior generacion para
disminuir el riesgo de transcripcion anémala. Asi mismo, contiene dos secuencias de
sefializacion (hCL1-hPEST) especificas para ubiquitinacion y degradacion de la proteina
lucifereasa haciendo que la vida media de esta proteina sea menor evitando actividades
transcripcionales falsas (www.promega.com/protocols). En este vector se clond el

fragmento de 554pb del promotor de BMP15 obtenido en el punto 5.2.1.

Figura 5. Mapa del vector pGL4.22[luc2CP/Puro] (Promega).
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El vector pGL4.22[luc2CP/Puro] donado por la Dra. Margarita Arango de Laboratory of
Molecular Neurosurgery, Department of Neurological Surgery, Weill Cornell Medical

College, New York fue eluido en 30uL de buffer TE 1X.

Transformacion y digestion
La transformacion bacteriana es el proceso mediante el cual se introduce ADN ex6geno en
estos organismos (Chen and Dubnau, 2004). La transformacion de las bacterias con los
plasmidos se utiliza para la obtencion, luego de purificacién, de mayor cantidad de ADN
circular. Debido a esto, el plasmido debe contener un origen de replicacion que permite su
multiplicacién en la célula huésped independientemente del cromosoma de la bacteria. Para
la transformacion del vector eluido, un vial de células de Escherichia coli quimio
competentes (células capaces de adquirir una molécula de ADN) One Shot® TOP10
Competent Cells (Invitrogen) fue sumergido en hielo por 5 minutos. Se afadieron 2uL del

vector en 25ul de baterias y se incubd 30 minutos en hielo. Posteriormente se aplicd un

54



choque térmico a 42°C en un bafio serologico por 30 segundos y luego se conservo en hielo
por 2 minutos. Se adicion6 S.0.C. 125uL (medio revitalizante) y se incubé a 37°C en
agitacion horizontal (a 300 r.p.m) durante una hora. Se sembraron 50uL y 100uL en placas
de LB agar con Ampicilina (previamente incubadas a 37°C) y se incubaron a 37°C toda la
noche. Teoricamente, las colonias que crecieron en el medio sélido con Ampicilina
corresponden a las células transformadas por el vector. Estas colonias fueron extraidas y
afiadidas en 5 ml LB Broth con Ampicilina durante toda la noche en agitacién a 37°C a 245
rpm. Se extrajo el ADN plasmidico utilizando el protocolo PureLink® Quick Plasmid
Miniprep Kit y se procedié a la realizacion de una PCR de verificacion con los primers RV
(forward) y GL2 (reverse) para comprobacion de la identidad del vector y que se encontrara
vacio Tabla 4 y Tabla 5.

Tabla 4. Primers de amplificacion del vector PGL4.22[luc2CP/Puro]

SECUENCIA DEL PRIMER

Primer 5 CTAGCAAAATAGGCTGTCCC 3
RV(Forward)
Primer 5 CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA 3°

GL (Reverse)

Tabla 5 Programa de PCR para amplificacion del vector PGL4.22[luc2CP/Puro]

Programa Termociclador: MJ Research PTC- TIEMPO
100®

Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 25 ciclos

Desnaturalizacion 95°C 40 segundos

Anillamiento 57°C 40 segundos

Elongacion 72°C 40 segundos

Elongacién final 72°C 10 minutos
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El vector PGL4.22[luc2CP/Puro] obtenido en las midipreps se sometié a la reaccion de
digestion con las mismas condiciones especificadas en el punto 5.2.1 para el fragmento del
promotor de BMP15. 40uL del producto de digestion se llevaron a un gel preparativo para

su posterior extraccion de banda con el kit PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen).

Ligacion
Para la ligacion del inserto (fragmento de 554pb del promotor de BMP15) en el vector
pGL4.22[luc2CP/Puro] linearizado previamente, se usé una T4 ligasa de ADN (Invitrogen)
siguiendo las condiciones especificadas en la Tabla 6. Mediante la siguiente formula se

calcul6 la cantidad de inserto necesario para la reaccion de ligacion:
ng de inserto = (ng del vector x Kb del inserto)/Kb del vector x 3

Para la transformacion se afiadieron 3puL del producto de ligacion en 25ul de células de
Escherichia coli quimio competentes One Shot® TOP10 Competent Cells (Invitrogen)
segun las condiciones descritas en el punto 5.2.1. Las colonias que crecieron en el medio
solido con Ampicilina fueron extraidas y afiadidas en 5 ml LB Base con Ampicilina durante

toda la noche en agitacion a 37°C

Tabla 6 Condiciones de la reaccion de ligacion del fragmento del promotor de BMP15 con la letraC o G en la
posicién -9 en el vector pGLA4.

Condiciones de la reaccion de ligacion

Buffer T4 ligasa (1X) 2uL
Relaciéon molar Vector: Inserto 1:3
Inserto (40ng/pL) 0.6pL
Vector (65ng/pL) 1.5uL
T4 DNA ligasa (1U/pL) 2uL
Agua 13.9uL
Incubacion toda la noche 16°C
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Comprobacion de la ligacion
Se extrajo el ADN plasmidico utilizando el protocolo PureLink® Quick Plasmid Miniprep
Kit y se procedio a la realizacion de una PCR de verificacion con un primer forward
flanqueante a la region insertada del vector pGL4 (RV) y un primer reverse del fragmento
de BMP15 con un volumen final de mezcla de 25ul, 100ng de ADN, 12.5ul de Master Mix

(Promega) y 0.8uM de cada primer. Tabla 7.

Tabla 7 Programa de PCR para la verificacion de los clones positivos

Programa Termociclador: MJ Research PTC- TIEMPO
100®

Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 25 ciclos

Desnaturalizacion 95°C 40 segundos

Anillamiento 57°C 30 segundos

Elongacion 72°C 40 segundos

Elongacién final 72°C 10 minutos

Las construcciones plasmidicas denominadas BMP15-prom-C y BMP15-prom-G fueron
enviadas a secuenciacion con primers internos y sobre el vector con el objetivo de verificar
gue no existiera ninguna mutacién inducida por la polimerasa en la reaccion de PCR y
ademas para comprobar la existencia del nucle6tido C o G en la posicion -9. Se realiz6 un
alineamiento comparando las secuencias nucleotidicas de las contrucciones plasmidicas con
la secuencia wild type del promotor de BMP15 empleando el programa informatico Clustal
W. A continuacion y una vez comprobado que el inserto se clond adecuadamente en el
vector se realizaron midipreps empleando el kit PureLink® HiPure Plasmid Filter y se

conservaron a -20°C.
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Figura 6. PCR de verificacion de los clones positivos. Carril 1,2,3 y 5: fragmentos que corresponden a la amplificacion de
BMP15 con primers sobre vector. Carril 6: blanco. Carril 7,9, 10 y 12: fragmentos que corresponden a la amplificacion de
BMP15 con primers sobre el fragmento. Carril 8: marcador de peso molecular. Carril 13 : blanco.

5.2.2 Construccion pcDNA3.1- PITX1
La regidon codificante completa del gen PITX1 humano clonado en el vector pPCMV6-XL5
(Origene) fue amablemente cedido por la Doctora Christina Gurnett (Washington
University) (Gurnett, et al., 2008). El vector pCMV6-XL5 (Origene) fue usado como matriz
de subclonaje de la region codificante de PITX1 en el vector pcDNA™3.1(+) (Invitrogen).
Se realiz6 un proceso de elusion del vector (del papel de filtro FTA de Whatman)
sumergiéndolo en 30uL de buffer TE 1X por 3 horas a temperatura ambiente. 2ulL de la
elusion fueron transformados (segun el protocolo nombrado en el punto 5.2.1) en 12.5uL de
bacterias y los clones positivos fueron cultivados en 5ml de LB Broth con Ampicilina toda
la noche a 37°C en agitacion a 245rpm. Se efectué miniprep con el protocolo PureLink®
Quick Plasmid Miniprep Kit y con el producto se procedio a la realizacion de una PCR con

primers especificos del vector (v1.5 y XL39) Tabla 8, un volumen final de mezcla de 25ul,
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100ng de ADN, 12.5ul de Master Mix (Promega) y 0.8uM de cada primer Tabla 9. Se
procedio a la secuenciacion con los mismos primers de amplificacion en la que se encontrd
la variante ¢.896G>C (p.Gly299Ala) (rs479632) que ha demostrado una frecuencia alélica
del alelo C del 68% y del alelo G de 32% en la poblacion mundial

(http://www.ensembl.org/).

Tabla 8 Primers de amplificacion de PITX1

SECUENCIA DEL PRIMER

pCMV6-XL5-V1.5F 5 GGACTTTCCAAAATGTCG 3

pCMV6-XL5-XL39R 5 GGGTGGTCGGAACAGGATTA 3’

Tabla 9 Programa de PCR para la amplificacion de PITX1

Programa Termociclador: MJ Research PTC- TIEMPO
100®
Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 25 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 57°C 30 segundos
Elongacion 72°C 1 minuto
Elongacién final 72°C 10 minutos

Posterior a esto, se realiz6 una PCR de la region codificante de PITX1 sobre el vector con
dos primers diseflados por Primer3 que incluian en sus extremos secuencias de
reconocimiento para dos enzimas de restriccion (Kpnl y EcoRI) presentes en el sitio de
clonaje multiple del vector pcDNA™3.1(+) Tabla 10. Un volumen final de mezcla de 25pl,
100ng de ADN, 12.5ul de Master Mix (Promega) y 0.8uM de cada primer con las
condiciones especificadas en la Tabla 11. 100ul del producto de esta PCR (4 tubos de

reaccion cada uno de 25ul) son llevados a electroforesis en un gel preparativo de agarosa al
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1% vy posteriormente extraidos con el kit The PureLink® Quick Gel

(Invitrogen).

Tabla 10 Primers para la amplificacién de PITX1 con sitios de restriccion

SECUENCIA DEL PRIMER

hPTX1lalphalKpnl 5 cgcggGGTACCGCCGCCACCATGGACGCCTTCAAGGGGGGCATGS

(Forward)
hPTX1-OM1EcoRI 5 cgccgGAATTCTCAGCTGTTGTACTGGCACGCGTTGA 3°
(Reverse)

Tabla 11 Programa de PCR para la amplificacion de PITX1 con sitios de restriccion

Programa Termociclador: MJ Research PTC- TIEMPO
100®
Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 35 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 57°C 40 segundos
Elongacion 72°C 1 minuto
Elongacién final 72°C 10 minutos

Extraction

A continuacion se efectud la digestion simultanea con las enzimas Kpnl y EcoRI del

fragmento de PITX1 extraido de banda. Estas enzimas actian al 75% y 100%

respectivamente en el buffer 2.1. Para efectuar una digestion doble se agreg6 el doble de

Kpnl (1uL=10U) en relaciéon con EcoRI (1uL=20U). Para la digestion se adicionaron

100ng del producto de extraccion de banda, 0.2ul. de BSA (100X) como coadyuvante de la

reaccion, 2uL de Buffer 2.1 (10X), 2uL de Kpnl, 0.5uL de EcoRI y agua para completar un

volumen final de reaccion de 20uL. Esta reaccion se realizo con las mismas cantidades en

dos tubos por separado para completar 40uL. de producto de digestion. Los dos tubos se
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incubaron a 37°C por 4 horas. El producto final de digestion (40ul) se pasd por un gel
preparativo de agarosa (1%) y posteriormente se realizé la extraccion de las bandas con el

kit PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen).

Vector pcDNAT™3,1(+)
pcDNAT™3 [(+), 5428 bp. (Invitrogen): Vector de expresion que contiene el Enhancer-
promotor CMV y un sitio de clonaje multiple en orientacién forward (Figura 7). Usa el gen
de resistencia a la Neomicina y a la Ampicilina como marcadores de seleccién. Este vector

fue usado para clonar el marco abierto de lectura del gen PITX1.

Figura 7. Mapa del vector pcDNA™3.1(+)

pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

El vector pcDNA™3.1(+) fue eluido en 30uL de buffer TE 1X para su posterior

transformacion en células de Escherichia coli quimio competentes One Shot® TOP10
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Competent Cells (Invitrogen) siguiendo el protocolo empleado en el punto 5.2.1. Las
colonias que crecieron fueron extraidas y afiadidas en 5 ml LB Broth con Ampicilina
durante toda la noche en agitacion a 37°C a 245 rpm. Se extrajo el ADN plasmidico
utilizando el protocolo PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit y se procedio a la
realizacion de una PCR de verificacion con los primers T7 (forward) y BGH (reverse)
Tabla 12, para la comprobacion de la identidad del vector y que se encontrara vacio. La
reaccion de PCR se realizd con un volumen final de mezcla de 25ul, 100ng de ADN, 12.5ul

de Master Mix (Promega) y 0.8uM de cada primer con las condiciones especificadas en la

Tabla 13.
Tabla 12 Primers para la amplificacion del vector pcDNA3.1(+)
SECUENCIA DEL PRIMER
T7 (Forward) 5" GACTCACTATAGGG 3
BGH (Reverse) 5" CCTCGACTGTGCCTTCTA 3

Tabla 13 Programa de PCR para la amplificacion de pcDNA3.1(+)

Programa Termociclador: MJ Research PTC- TIEMPO
100®

Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 25 ciclos

Desnaturalizacion 95°C 40 segundos

Anillamiento 57°C 40 segundos

Elongacion 72°C 40 segundos

Elongacién final 72°C 10 minutos

Se realizaron midipreps del vector vacio pcDNA3.1(+) y se procedid a la digestion de la

misma forma en que se realizé la del inserto de PITX1.
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Luego de pasar 40uL del producto de digestion a un gel preparativo y hacer la extraccion
de banda con las condiciones descritas anteriormente se realizo la ligacion de éste con el
producto extraido de banda que se obtuvo de la digestion del fragmento de cDNA de
PITX1. Para este proposito se empled una T4 ligasa de ADN (Invitrogen) 2U, Buffer de T4
ligasa 1X, relacion molar vector:inserto 1:3 y agua para completar un volumen total de
20uL. Mediante la formula especificada en el punto 5.2.1 se calculd la cantidad de inserto

necesario para la reaccion de ligacion, la cual se incub6 a 16°C durante toda la noche.

3uL del producto de ligacion fueron transformados en células de Escherichia coli quimio
competentes One Shot® TOP10 Competent Cells (Invitrogen) con las condiciones descritas
anteriormente. Los clones positivos fueron cultivados en 5ml de LB Broth con Ampicilina
en agitacion a 245rpm durante toda la noche. Posteriormente se realizo la extraccion del
ADN plasmidico con el kit PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit y con el producto se
procedio a la realizacion de una PCR de verificacion del cDNA de PITX1 en el vetor
pcDNA3.1. Los primers empleados para esta PCR fueron el T7 (forward) y BGH (reverse)
con las condiciones especificadas en la Tabla 14, un volumen final de mezcla de 25ul,

100ng de ADN, 12.5ul de Master Mix (Promega) y 0.8uM de cada primer.

Tabla 14 PCR de amplificacion del plasmido PITX1 en pcDNA3.1

Programa Termociclador: MJ Research PTC- TIEMPO
100®
Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 25 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 57°C 1 minuto
Elongacion 72°C 40 segundos
Elongacién final 72°C 10 minutos
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La secuenciacion fue hecha con los mismos primers de amplificacion y se procedio a un
alineamiento comparando las secuencias mucleotidicas de las contrucciones plasmidicas
con la secuencia wild type del cDNA de PITX1 empleando el programa informatico Clustal
W. A continuacion y una vez comprobado que el inserto se cloné adecuadamente en el
vector se realizaron midipreps empleando el kit PureLink® HiPure Plasmid Filter que se

conservaron a -20°C.

pRL Reporter Vector (Renilla luciferasa plasmid) (Promega)
Contiene el gen de la luciferasa de Renilla clonado originalmente de la especie marina
Renilla reniformis (Lorenz, et al., 1991). La luciferasa de Renilla es una proteina
monomeérica que no requiere modificaciones post-traduccionales para su actividad
(Matthews, et al., 1977), por lo tanto asi como la luciferasa de luciérnaga, puede funcionar
como reportero inmediatamente después de su traduccion (www.lifetechnologies.com).
Este vector se us6 como control interno para la normalizacion de la eficiencia de la

transfeccion.

5.3  Cultivos celulares, transfeccion y ensayo reportero de luciferasa

5.3.1 Linea celular COS-7
Las células COS (COS-1 y COS-7) derivan de una linea del mono verde africano
Cercopithecus aethiops (CV1) transformada con un virus SV40 defectuoso que expresa el
antigeno T, una proteina responsable de la produccion del cancer mediante la induccion de
procesos neoplasicos (Gluzman, 1981; White, et al., 2014). Las células COS-7 semejan a

los fibroblastos humanos y por esta razon son a menudo llamadas COS-7 fibroblast-like
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cells. Este sistema celular no expresa enddégenamente PITX1 y proporciona todos los
componentes necesarios para una rapida replicacion de plasmidos que contienen el origen

de replicacion del virus SV40 (Van Doren and Gluzman, 1984).

Medio de cultivo
Las células COS-7 fueron cultivadas en frascos para cultivo celular de 75cm® en el medio
completo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) con suero fetal bovino (SFB) al
10%, 5000U/ml de penicilina, 5mg/ml estreptomicina y 5% de CO2 a 37°C. Cuando la
confluencia fue del 100% se realizo la tripsinizacion: se retird el medio DMEM vy se lavo
con 10 ml de PBS (buffer fosfato salino) 1X. Posterioemente se adicionaron 2ml de tripsina
(Invitrogen) y se incubd por 10 minutos a 37°C. Una vez se logro la tripsinizacion se

agregaron 5ml de medio completo.

Siembra celular
Para realizar el recuento celular necesario para la transfeccion se empled la camara de
Neubauer. Se sembraron 120.000 células por pozo en cajas de 24 pozos, 24 horas antes de

la transfeccion para conseguir un 70% de confluencia.

54  Transfeccion
La tranfeccion se define como la introduccion de material genético externo en células
eucariotas mediante plasmidos, vectores viricos u otras herramientas para la transferencia,
con el fin de producir modificaciones en la expresion génica (Felgner, et al., 1987; Kim and
Eberwine, 2010). Un método de transfeccion ideal debe cumplir con cuatro propiedades

basicas: alta eficiencia de transfeccion, baja toxicidad celular, facil estandarizacion y
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reproducibilidad (Kim and Eberwine, 2010). Entre las técnicas usadas actualmente existen
varios métodos: bioldgicos como los virus, quimicos como el fosfato de calcio y los lipidos
catidnicos y fisicos como la electroporacion y la inyeccion directa (Kim and Eberwine,
2010). En la metodologia de la presente tesis se transfectaron las células COS-7 con el
lipido cationico FUGENEG6 Transfection reagent (Promega) como se describird a

continuacion.

5.4.1 Eficiencia de la transfeccion
Con el fin de identificar las cantidades optimas del promotor de BMP15 C 0 G y de PITX1
se realiz6 un experimento con escaleras de diferentes concentraciones de cada uno de estos:
se co-transfectaron 250, 500 y 700 ng del promotor de BMP15 G y C con 50, 100 y 200ng
de PITX1 identificando que el valor mas adecuado para visualizar los efectos de la
transactivacion de PITX1 sobre la variante del promotor de BMP15 era con 500ng de éste y

50ng de PITX1.

Se ha sugerido que para una transfeccion exitosa de DNA la relacion Fugene: DNA debe
ser primero optimizada. Se realizaron transfecciones con cantidades de Fugene en ul y de

ADN en ng en las siguientes realaciones: 4:1,6:1y 3:1.

Para cada réplica del experimento (N=6) se calcula la cantidad de ADN, FUGENE y medio
Optimem requerido para mantener la proporcién elegida (3:1) y un volumen de siembra de
125ul por pozo. El volumen de ADN por pozo es variable y depende de las concentraciones

que se hayan obtenido de las Midipreps.
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5.4.2 Co-transfeccion de los constructos BMP15-prom-C o BMP15-prom-G con
pcDNA-PITX1.
Las células COS-7 fueron co-transfectadas con 500ng de los constructos BMP15-prom-C o
BMP15-prom-G, 50 ng del contructo pcDNA-PITX1-WT y 30 ng por pozo del plasmido
con la luciferasa de Renilla. Simultaneamente se co-transfectaron diferentes controles:
pGL4-vacio/pcDNA3.1-PITX1, pGL4-BMP15-prom-C/pcDNA-vacio, pGL4-BMP15-

prom-G/pcDNA-vacio y células no transfectadas.

Protocolo de transfeccion

1. Se sembraron 120.000 células por pozo en cajas de 24 pozos, 24 horas antes de la
transfeccion para conseguir un 70% de confluencia. Cada pozo tiene en total 2000l
de medio mas células por pozo.

2. En el momento de la transfeccion se adicion6 el medio OptiMEM y el FUGENE a
cada tubo eppendorf (segin su volumen calculado para el numero de experimentos)
y esta mezcla se dejo a temperatura ambiente por 15 minutos.

3. Posteriormente se afiadié el volumen de ADN calculado para la co-transfeccion y el
plasmido de Renilla. Esta mezcla se deja en incubacion a temperatura ambiente por
30 minutos para permitir la formacion del complejo entre el lipido cationico vy el
ADN.

4. De manera simultanea con el paso anterior se retira el medio DMEM de cada pozo

de células y se reemplaza por 600ul OptiMEM libre de SFB vy antibidtico.
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5. Por ultimo, se siembran 125ul de la mezcla de transfeccion en cada pozo, se agita
de manera suave y se incuba a 37°C con 5% de CO2 durante 48 horas para permitir

la expresion de las proteinas.

48 horas después de la transfeccion se extrajo el medio OptiMEM vy se realizé el lavado de
cada uno de los pozos con PBS 1X. Se afiadieron 100ul del buffer de lisis 1X a cada pozo
y a continuacion se llevo a agitacion a 200 rpm a temperatura ambiente por una hora. Los
lisados celulares fueron recuperados por medio de desprendimiento manual y se
depositaron en tubos eppendorf de 1.5ml. La actividad transcripcional del promotor con la
letra C 0 G en la posicion -9 fue evaluada con el protocolo Dual-Luciferase Reporter Assay
System (DLR) (Promega, Madison, WI, USA). 100ul del reactivo de ensayo de luciferasa Il
(LAR 11) fueron afiadidos a 20ul de lisado celular y se realizo la lectura en un luminémetro
GloMax® 20/20. Se adicionaron 100l del reactivo de Renilla Stop & Glo® Reagent y se
realizd la lectura en el lumindmetro. Los resultados fueron reportados en unidades relativas
de luciferasa (Jones, et al.) y la significancia estadistica fue estimada con la prueba t-

Student.

55  Co-expresion de BMP15 y PITX1 en oocitos humanos y ovario de ratén

5.5.1 Extraccién de mRNA de oocitos humanos
Mujeres sanas con ciclos menstruales regulares, atendidas en el Centro Colombiano de
Fertilidad y Esterilidad (CECOLFES Bogota, Colombia) realizaron la donacion de cuatro
oocitos humanos previo consentimiento informado. Luego de una leve estimulacion
ovarica, los oocitos en metafase 1l extraidos de los foliculos por aspiracion, aparecen como

un complejo oocito-cimulo que tiene sus células débilmente unidas entre si y radialmente
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expandidas formando una zona mas densa denominada corona alrededor de la zona
pelGcida. Para separar el oocito del cimulo y de la corona radiada se usé la enzima
hialuronidasa (Hyase-10X, Vitrolife, Inc, San Diego, CA, USA). Cada oocito fue
recolectado y almacenado en 150ul del reactivo Trizol a -80°C (Invitrogen Life
Technologies, Grand Island, NY, USA). Para la extraccion del mRNA de los oocitos

humanos se uso6 el mini kit de Invitrogen Life Technologies (Grand Island, NY, USA).

1. Los oocitos inmersos en Trizol se homogenizan mediante el uso de vortex.

2. Incubar la muestra homogenizada por 5 mins a 30°C.

3. Adicionar 0.2ml de cloroformo por cada ml de trizol y mezclar por inversion
durante 15 seg. Se incuba a 15 °C por 2-3 mins.

4. Centrifugar a 120009 por 5 min a 4°C.

5. Pasar la fase acuosa a otro tubo eppendorf de 1.5 ml y afiadir alcohol isopropilico
0.5 ml /ml de trizol en que estaba consevada la muestra.

6. Incubar por 10 mins a 15-30°C y centrifugar a 12000g por 10mins a 4°C.

7. Remover el sobrenadante y lavar el pellet con etanol al 75% (1ml de etanol por ¢/ml
de trizol inicial).

8. Centrifugar a no mas de 75009 por 5 mins a 4°C. Dscartar el sobrenadante y dejar
secar al aire 5- 10 mins (no completamente).

9. Resuspender en agua esteril e incubar por 10 mins a 55-60°C.

10. Cuantificar mediante espectrofotometria en nanodrop 2000.

11. El mARN extraido se conservé a -80°C.
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5.5.2 Sintesis de cDNA mediante RT-PCR
El cDNA se sintetizd a partir del mRNA extraido en el punto anterior, empleando la
transcriptasa reversa del kit SuperScript ® Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR.
Mezclar 1000 ng del RNA total con 1ul de primer OligoDT (50 uM), 1ul de Mix de dNTP

(10mM) y agua para completar un volumen final de 10pl.

1. Incubar a 65°C durante 5 minutos y colocar en hielo durante 1 minuto.

2. Preparar la mezcla de sintesis de cDNA adicionando 2ul de Buffer 10X, 4ul de
MgCI2 25 mM, 2ul de DTT 0.1 M, 1ul de RNasa Out, 1ul de SuperSript Il RT (200
u/ul).

3. Mezclar 10ul de la mezcla del paso 1, més 10ul de la mezcla de sintesis de cDNA e
incubar 50 minutos a 50°C.

4. Incubar a 85°C durante 5 minutos e incubar en hielo.

5. Anfadir 1ul de RNasa H e incubar a 37°C durante 20 minutos.

6. Conservar a -30°C.

5.5.3 Amplificacion por RT-PCR de PITX1 en oocitos humanos
Para amplificar el cDNA de PITX1 humano se disefiaron secuencias de oligonucledtidos
por el programa Primer3 localizados en exones contiguos con condiciones especificas de
PCR (Tabla 15 y Tabla 16). La PCR se realizd con un volumen final de mezcla de 25ul,

100ng de ADN, 12.5ul de Master Mix (Promega) y 0.8uM de cada primer.
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Tabla 15 Primers de amplificacion de cDNA de PITX1

GEN SECUENCIA DEL PRIMER
PITX1 hPITX1-seqlF 5-GAGGGAGGAGATCGCCGTGTGGACC-3’
hPITX1-seqlR 5- GCCGGCGGCGTACACGTCCTCGTAG-3'

Tabla 16 Programa de PCR para la amplificacién de cDNA de PITX1

Programa Termociclador: MJ Research PTC- TIEMPO
100®
Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 35 ciclos

Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 63°C 1.20 minutos
Elongacion 72°C 40 segundos
Elongacién final 72°C 10 minutos

El amplicon fue secuenciado con los mismos primers de amplificacion y comparados con

las secuencias wild type mediante el programa Clustal W (PITX1: ENSG00000069011).

5.5.4 Extraccion de mRNA y obtencion de cDNA de ovarios de raton adulto
Nueve ratones hembra BALB/c de 8 semanas, obtenidos del Bioterio del Instituto Nacional
de Salud fueron sometidas a la diseccién completa de sus ovarios. Los ovarios extraidos se
almacenaron en 1ml de Trizol y conservados a -80°C. Para la extraccién del mRNA de los
de los ovarios de raton se empled el mini kit de Invitrogen Life Technologies (Grand
Island, NY, USA) de la misma forma descrita en el punto 13.1. La sintesis de cDNA se
realizd a partir del mRNA empleando la transcriptasa reversa del kit SuperScript ® IlI
First-Strand Synthesis System for RT-PCR con las mismas condiciones descritas en el

punto 13.2.

5.5.5 Amplificacion por RT-PCR de Pitx1 de ovarios de raton adulto
El cDNA de Pitx1 de ovario de raton fue amplificado usando primers disefiados por

primer3 (Tabla 17). Las condiciones de PCR se especifican en la Tabla 18 con un volumen
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final de mezcla de 25ul, 100ng de ADN, 12.5ul de Master Mix (Promega) y 0.8uM de cada

primer.

Tabla 17 Primers de amplificacion de cDNA de Pitx1

GEN SECUENCIA DEL PRIMER
PITX1 mPTX1alphal 5'- ATGGACGCCTTCAAGGGGGGCATG -3’
mPTX1-OM1 5- TCAGCTGTTGTACTGGCACGCGTTGA -3’

Tabla 18 Programa de PCR para la amplificacion de cDNA de Pitx1

Programa Termociclador: MJ Research PTC- TIEMPO
100®
Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 35 ciclos

Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 63°C 1.20 minutos
Elongacion 72°C 40 segundos
Elongacién final 72°C 10 minutos

El amplicon fue secuenciado con los mismos primers de amplificacion y comparados con

las secuencias wild type mediante el programa Clustal W(Pitx1: ENSMUSG00000021506).

5.5.6 Amplificacion por RT-PCR de BMP15 en oocitos humanos y ovarios de raton
La amplificacion BMP15 en oocito de humano y ovario de raton se realiz6 con primers
localizados en los exones 2 y 3, disefiados por el programa Primer3 (Tabla 19) con las
condiciones de PCR especificadas en la Tabla 20. La PCR se realizé con un volumen final
de mezcla de 25ul, 100ng de ADN, 12.5ul de Master Mix (Promega) y 0.8uM de cada

primer.
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Tabla 19 Primers de amplificacion de cDNA de BMP15

GEN SECUENCIA DEL PRIMER
BMP15 HuBMP15- 5" AAGCTTGCCGCCACCATGGTCCTCCTCCG3”
S5RFHind

HuBMP15-S5RFNhe = 5 GCTAGCGCCGCCACCATGGTCCTCCTCCG3”

Tabla 20 Programa de PCR para la amplificacion de cDNA de BMP15

Programa Termociclador: MJ Research PTC- TIEMPO
100®
Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 minutos
Numero de ciclos 35 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
Anillamiento 61°C 1 minuto
Elongacion 72°C 40 segundos
Elongacién final 72°C 10 minutos

El producto de PCR fue secuenciado con los mismos primers de amplificacion y
comparados con las secuencias wild type mediante el programa Clustal W (BMP15:

ENSG00000130385. Bmp15: ENSMUSG00000023279).

6. RESULTADOS

6.1  Analisis in-silico del promotor de BMP15
El analisis de la secuencia promotora de BMP15 con el software Matlnspector predijo 493
TFBS localizados 2Kb upstream del codon de iniciacion ATG con una similitud de matriz
>0.80 (la union perfecta a la matriz se obtiene con una puntuacion de 1) Anexo 1. Entre los
factores de transcripcion predichos, PITX1 potencialmente se une de manera exclusiva a la
region 5'aacaCTAAgcctttcaa-3’ que incluye la posicion -9 de interés (la secuencia central o
core se muestra en letras mayusculas y la letra subrayada corresponde a la posicion -9).
Para comprobar la conservacion de la citosina en la posicion -9 del promotor de BMP15 se
realizé un alineamiento multiple de secuencia entre especies de mamiferos lo cual demostro

una conservacion estricta de ésta base en la posicion -9. Figura 8.
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El ensayo reportero de luciferasa en células COS-7 en donde se usoé el vector pGL4 con el

gen de la luciferasa bajo el control del promotor de BMP15 en dos versiones (BMP15-

prom-C o0 BMP15-prom-G) y el factor de transcripcion PITX1 demostré que este ultimo es

capaz de trans-activar tanto el alelo C como el alelo G. La actividad transcripcional de

PITX1 cuando en la posicién -9 del promotor esta la letra G fue 1.6 veces mas alta que la

observada cuando se encuentra la letra C (P = 1.4 x 10—4). Figura 9.

Figura 8 Alineamiento multiple de las secuencias del promotor de BMP15 de especies de mamiferos vertebrados.

LDWOHNWOR'Whin

.sapiens
.troglodytes
.abelii
.mulata
.aries

. taurus
.lupus familiaris
.truncatus
.cuniculus
.norvegicus
.musculus

-9 +1

ACACTAAGECTTTCAAGATGGTCCTCCTCAGTA
ACACTAAGECTTTCAAGATGGGCCTCCTCAGTA
ACACTAAGECTTTCAAGATGGTCCTCCTCAGTA
ACACTAAGCCTTTCAAGATGGTCCTCCGCAGTA
ACACCAAGETTTTCAAGATGGTCCTCCTGAGCA
ACACCAAGCTTTTCAAGATGGTCCTTCTGAGCA
ACACCACACCTTTTGAGATGGTCCTCCTCAGCA
ACACCAAGECTTTCAAGATGGTCCTCCTGAGCA
ATACCCGACCTTGCAAGATGGCCCTCCTCAGCA
GCACCAAGETTTGCAAGATGGCCCTTCTCACAA
GCACCAAGETTTGCAAGATGGCCCTTCTCACAA

La adenina del primer codon ATG (metionina) fue considerado como +1. La posicion -9C se encuentra resaltada en gris.

Figura 9. Activacion del promotor de BMP15-9C/G por PITX1
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El ensayo reportero de luciferasa mostro la capacidad de transactivacion de PITX1 sobre el promotor de BMP15 con los
alelos C 0 G. Se observa una significancia estadistica en el aumento de la actividad transcripcional de PITX1 con el
constructo BMP15-prom-G con respecto a la observada con el constructo BMP15-prom-C ( valor de p<0.01).

6.2 Co-expresion de BMP15 y PITX1 en oocitos y en ovarios de raton
La reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa demostré que BMP15 y
PITX1 son co-expresados en oocitos de humanos adultos asi como en ovarios de raton
adulto. Figura 10. Se realizé la secuenciacion directa de los amplicones de BMP15 y PITX1

confirmando que estos correspondian a las secuencias de cDNA wild type de estos genes.
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Figura 10. Co-expresion de BMP15 y PITX1 en oocito de humano y ovario de ratén

Mouse ovary Human oocyte

Pitx1 Bmp15 C1 PITX1  BMP15 c2

650 bp —

400 bp —

100 bp —

Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: expresion de Pitx1 en ovario de raton. Carril 3: Expresion de Bmp15 en
ovario de raton. Carril 4: control negativo de Pitx1 (C1). Carril 5: expresion de PITX1 en oocito de humano. Carril 6:
expresion de BMP15 en oocito de humano. Carril 7: control negativo de PITX1.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS
Uno de los objetivos de nuestro estudio fue la bldsqueda de un factor de transcripcion
especifico que se uniera a la region promotora de BMP15 a través de una secuencia que
incluyera la posicion -9G. Para lograr este propésito existen técnicas tanto experimentales
como bioinforméticas que caracterizan y predicen las uniones ADN-proteina. Se han
desarrollado tecnologias in vitro e in vivo que permiten este anélisis a mayor escala y que
estan enfocadas en la identificacion de la proteina y/o de la secuencia de union al ADN
(Helwa and Hoheisel, 2010). El ensayo de EMSA (electrophoretic mobility shift assay) es
un ejemplo clasico que se fundamenta en la premisa que la velocidad de movilidad
electroforética de un complejo de acido nucléico y de proteina es menor que el de el ADN
libre (Hellman and Fried, 2007). A pesar de que la técnica es ampliamente usada para
detectar interacciones ADN-proteina presenta diferentes limitaciones entre las que se
incluyen la poca informacion que aporta acerca de las secuencias de &cidos nucleicos
necesarias para la union (Hellman and Fried, 2007; Helwa and Hoheisel, 2010). La
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) en combinacion con técnicas de secuenciacion
de siguiente generacion (ChIP on ChIP) ha permitido la identificacion de sitios de unién a
factores de transcripcion (TFBS) en un contexto controlado por el empaquetamiento del
ADN en la cromatina del nucleo celular (Hoffman and Jones, 2009; Massie and Mills,
2008). La ChlIP involucra el entrecruzamiento del ADN a las proteinas con formaldehido
para fijar los factores de transcripcion a sus sitios de union en el genoma. La cromatina es
luego fragmentada y anticuerpos especificos son empleados para inmunoprecipitar los
factores de transcripcion unidos a los fragmentos de ADN. Las secuencias especificas de

ADN, también inmunoprecipitadas, son posteriormente amplificadas por PCR vy
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secuenciadas (Hoffman and Jones, 2009). Otras técnicas emplean oligonucleotidos de
cadena sencilla de ADN o ARN con una estructura tridimensional especifica que les
permite unirse con alta afinidad a una molécula diana (Oliphant, et al., 1989). Las
metodologias in vivo incluyen el sistema de mono-hibrido en la levadura (Y1H) la cual
provee un alto rendimiento para la identificacion de interacciones entre un “DNA bait”
(p.ej. elementos regulatorios en cis 0 promotores génicos) y una “proteina pray” (p.ej.

factores de transcripcion) (Deplancke (Deplancke, et al., 2006).

En contraste con estas técnicas, las herramientas in silico predicen TFBS (sitios de union a
factores de transcripcion) teniendo en cuenta grandes regiones genémicas y numerosos
factores de transcripcion simultdneamente (Segal, et al., 2008). Diferentes herramientas
computacionales emplean programacion que se basa en matrices de peso posicional
(PMWs: Positional Weight Matrices) permitiendo el analisis rapido de la regiones
promotoras con resultados concisos y con el menor numero de falsos positivos (Stormo,
2000). El concepto de PMWs se desarroll6 en la década de 1980 y Matlnspector fue uno de
los primeros programas en ofrecer una extensa libreria de 214 matrices de peso posicional
(Quandt, et al., 1995). La construccién de una PMWs usa las secuencias de sitios de union
conocidas para un factor de transcripcion en grandes bases de datos (TRANSFAC 4.0 y
JASPAR) y calcula las frecuencias de nucle6tidos en cada posicion (Cartharius, et al.,
2005). La probabilidad calculada a partir de las frecuencias permite la creacion de la matriz
para mas adelante ser comparada con la region promotora de interés. Se reportan los sitios
de unién con un puntaje mayor al minimo puntaje posible para cada PMW (Quandt, et al.,

1995). Las matrices en la biblioteca MatInspector se derivan de publicaciones individuales
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con una lista de sitios de union a factores de transcripcién o varios articulos en los que se
publican sitios de unién individuales (Cartharius, et al., 2005). Escogimos la libreria de
matrices de Matlnspector del programa Genomatix debido a que esta disefiada para
representar el mejor conocimiento actual en términos de sensibilidad y de especificidad. A
través de la actividad del gen reportero de la lucifereasa-Luc logramos comprobar que el
TFBS para PITX1 predicho por Matlnspector es funcional. EI Dual-Luciferase® Reporter
Assay System (DLR) de Promega combina las actividades de la luciferasa de luciérnaga
(Photinus pyralis) y de la renilla (Renilla reniformis) midiéndolas secuencialmente a partir
de una sola muestra (Sherf, et al., 1996). La actividad del reportero “experimental” se
correlaciona con el efecto de las condiciones experimentales especificas (la respuesta de un
promotor como resultado de la union a un factor de transcripcion) mientras que la
actividad del reportero “control” provee un control interno que permite la normalizacion de
la eficacia de la transfeccion (Sherf, et al.,, 1996) (Technical Manual Dual-
Luciferase®Reporter Assay System Promega DLR). Los ensayos de gen reportero
bioluminiscente como el DLR tienen una clara ventaja sobre los ensayos reporteros
fluorescentes como la proteina verde fluorescente (GFP) puesto que ofrecen 10 a 1000
veces mayor sensibilidad mejorando sustancialmente el rendimiento del ensayo (Technical
Manual Dual-Luciferase®Reporter Assay System Promega). En consecuencia, la
bioluminiscencia emitida por estas proteinas se puede medir en niveles cercanos a 102
moles (menos de 10.000 moléculas por muestra) y por esta razon resultados con diferencias
sutiles pero significativos en la actividad de la luciferasa son susceptibles de medicién

mediante esta metodologia. EI DLR realizado en el presente estudio evidencidé una
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diferencia en la actividad de la luciferasa de 1,6 veces entre las construcciones del promotor
BMP15-G y BMP15-C la cual logré ser determinada con el luminémetro GloMax® 20/20
ultrasensible. Este modelo empleado para la medicion de la intensidad de luz emitida por
las luciferasas de luciérnaga y de renilla (representada en unidades relativas de luciferasa,
RLU) tiene una capacidad de deteccion de 5-6 drdenes de magnitud o 1x10%* moles de
luciferasa de luciérnaga. El aumento de la trans-activacion del promotor con la
construccion BMP15-G fue estadisticamente significativo y la metodologia nombrada

anteriormente ofrecié una alta reproducibilidad de los resultados.

Hasta antes del inicio de este estudio PITX1 era conocido por su expresion y amplia
funcion regulatoria a nivel de la glandula hipdfisis y no habia sido implicado en la
regulacion de la transcripcion en el ovario. La importancia de la co-expresion de PITX1 y
BMP15 en el ovario se fundamentdé en sustentar biol6gicamente el hallazgo de la
transactivacion del promotor de BMP15 por PITX1. Para regular la expresion de BMP15,
PITX1 debia expresarse en el mismo tejido de su gen blanco y para esto se debia evidenciar
la presencia de su mARN en el tejido ovarico. Existen diversos métodos para realizar un
analisis de expresion génica: Northern Blot, slot/dot blot, ensayos de proteccion de RNasa,
la hibridacidn in situ, la RT-PCR y la PCR cuantitativa. La técnica Northern blot (Alwine
et. al 1977; Thomas, 1980) es poco sensible dado que requiere cantidades de 5 a 10 pg de
ARN para producir una sefial. Ademas precisa del uso de sondas con marcaje radioactivo
(que es detectado por autoradiografia) o con haptneos (detectado directa o indirectamente
por inmunocitoquimica). Otro método utilizado para el analisis de ARN es el slot/dot blot

descrito por Kafaos et al. en 1979. Esta técnica al igual que la anterior, utiliza una
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estimacion semi-cuantitativa de las cantidades de mARN presentes en la muestra pero su
baja sensibilidad (1-10ug de ARN para producir sefial) limita los resultados. El ensayo de
proteccion de RNasa es mas sensible que el Northern blot (100ng - 1 pg son requeridos
para cada ensayo respectivamente). Sin embrago su principal desventaja es la digestion
parcial con RNasas lo que resulta en productos inespecificos, con sefiales incluso en el
control de tARN. Una técnica mas sensible para el analisis de mMARN es la hibridacién in
situ (Dirks, et al., 1991) que aunque técnicamente laboriosa, es capaz de determinar perfiles
de expresion temporal y espacial de mRNA dentro de una poblacién celular o de un tejido
especifico. Mediante este método se pueden detectar 10 a 100 moléculas de mMARN ademas
de obtener su localizacion celular. La RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain
reaction) es 1000 a 10000 veces mas sensible que las técnicas de ARN blot. Como
resultado de esta sensibilidad, esta metodologia puede ser utilizada para analizar ARN en
muy baja abundancia o en escasa cantidad celular (1 a 1000 células) y no requiere un alto
grado de pureza del ARN (O'Driscoll et al. 1993; Gomella LG et al. 1997; Billinis et al
2001). La posibilidad de detectar con gran sensibilidad un mARN incluso aunque se trate
de mensajeros con bajos niveles de transcripcion representa una de las principales ventajas
de esta técnica (Bustin, 2000). Ademas, la RT-PCR es superior en términos de facilidad,
velocidad, sensibilidad y especificidad para el analisis de MRNA en comparacion con las
metodologias de hibridacion in situ, ARN blot y ensayos de proteccion de RNasa
(O'Driscoll, et al., 1993). Mediante RT-PCR logramos demostrar por primera vez la

expresion de PITX1 en el ovario de humano y de raton.
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8. DISCUSION GENERAL

Durante el presente trabajo de tesis evaluamos si el polimorfismo —-9C>G podria modificar
las propiedades de trans-activacion de un factor de transcripcion contribuyendo a la
etiologia molecular de la FOP. Para este fin empleamos herramientas bioinformaticas,
moleculares e in vitro que demostraron que aunque los dos contructos del promotor de
BMP15 (BMP15- prom-G and BMP15-prom-C) eran activados por PITX1, el contructo
BMP15- prom-G aument0 1.6 veces la actividad transcripcional del factor de transcripcion
de una manera estadisticamente significativa. Una mayor cantidad de BMP15 producida
por alelo G en el ovario, podria llevar a alteraciones en la tasa de proliferacion las células
de la granulosa ademéas de una mayor reduccién de la expresion del receptor de la FSH.
Este efecto fue el observado en un ratdn transgénico en el que se sobre-expreso la proteina
BMP15 madura exclusivamente en los oocitos (McMahon et al., 2008). El raton
transgénico inmaduro (25 dias de edad) exhibié una disminucién significativa de los
foliculos primarios con un aumento concomitante en los foliculos secundarios comparado
con el ratén wild type (sin alteraciones en la reserva de los foliculos primordiales o en la
transicion de foliculo primordial a primario). Se demostrdé ademas que el indice mitético de
las células de la granulosa en el raton transgénico era dos veces mayor que en el raton wild
type, indicando un desarrollo folicular acelerado que probablemente condujo a la atraesia
folicular y al desarrollo de la menopausia prematura (McMahon et al., 2008). De la misma
forma que en este modelo animal, el aumento de BMP15 en la especie humana podria

acelerar el desarrollo folicular ademés de conducir a la disminucién en la cantidad critica de
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receptores necesaria para que la FSH ejerza su funcion sobre las CG. La disminucion en la
sensibilidad a la FSH impediria el progreso del crecimiento del pequefio grupo de foliculos
reclutados en la fase folicular de cada ciclo menstrual conduciéndolos a su muerte por
atresia antes de alcanzar el estadio pre-ovulatorio. Aun si se alcanzara la maduracion de
algunos foliculos antes de su atresia, la seleccion del foliculo dominante y su ovulacion
mediada por el segundo pico plasmatico de la FSH probablemente no seria posible sin la

cantidad suficiente de receptores disponibles.

Por otro lado, dado que en el presente estudio demostramos por primera vez que BMP15 y
PITX1 son co-expresados en oocitos humanos adultos y en ovario de raton adulto, otra
hipotesis para explicar como la variante ¢.-9C>G podria contribuir a la patogénesis de la
FOP se basa en los hallazgos recientes en los que los heterodimeros de GDF9:BMP15 son
los ligandos mas biopotentes en el raton y en el humano comparados con los homodimeros
(Peng et al 2013). Si asumimos que el alelo G conduce a un aumento en la produccion de
BMP15, habria una mayor biodisponibilidad de esta proteina para la formacion de
homodimeros BMP15:BMP15 los cuales en mayor concentracion desplazarian de manera
competitiva la actividad de los heterodimeros GDF9:BMP15. A diferencia del modelo
anterior, en esta situacion hipotética la funcion biolédgica de la proteina BMP15 no seria
completa dada la ausencia de su accion sinérgica con GDF9. Como consecuencia, se
observaria una probable detencion en los estadios primarios de la foliculogénesis debida al
descenso de la actividad de la proteina sobre las CG, las cuales tampoco disminuirian la
expresion del receptor de la FSH. A nivel de la hipofisis la presencia de niveles elevados

de BMP15 desencadenarian un incremento en la biosintesis y la secrecién de la FSH, cuyo
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pico mensual ejerceria su efecto sobre foliculos detenidos en sus primeros estadios del

desarrollo y serian incapaces de continuar su proceso de maduracion.

Determinar las causas genéticas de las enfermedades complejas como la FOP implica la
dificultad inherente a la naturaleza poligénica de estas patologias y a la tecnologias
empleadas para su estudio. La fertilidad y la funcion reproductiva dependen de redes
bioquimicas y fisioldgicas bajo un control poligénico de mdltiples cascadas moleculares en
interaccion que responden a través de mecanismos de retroalimentacion para mantener la
homeostasis (Matzuk and Burns, 2012; Matzuk, et al., 2002; Matzuk and Lamb, 2008).
Como resultado, en el proceso de identificacion de las bases genéticas de la FOP se han
empleado las estrategias de anélisis de gen candidato, los estudios de ligamiento en familias
afectadas y los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS). Los GWAS se han
empleado con el objetivo de encontrar loci susceptibles o genes candidatos de esta
patologia con resultados que frecuentemente carecen de significancia estadistica (p<5x10-
8) (Kang, et al., 2008; Knauff, et al., 2009; Pyun, et al., 2012; Qin, et al., 2015). La falta de
asociacion en muchos de estos estudios es secundaria probablemente al tamafio pequefio de
la muestra y a que los GWAS estan basados en la hipotesis de que las enfermedades

comunes estan explicadas por variantes frecuentes (Qin, et al., 2015).

Puede considerarse que la heredabilidad perdida en las enfermedades complejas como la
FOP y que los rasgos cuantitativos podrian estar determinados por una de tres causas: un
gran nuamero de variantes comunes con poco efecto (modelo infinitesimal), una gran
cantidad de variantes raras con un gran efecto (modelo del alelo raro) o una combinacién de

interacciones genotipicas, ambientales y genéticas (modelo de heredabilidad en sentido
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amplio) (Cirulli and Goldstein, 2010; Gibson, 2011; Laissue, 2015; Visscher, et al., 2012;
Wray, et al., 2008). Aunque probablemente en la FOP como en otras enfermedades
complejas las variantes raras podrian tener un efecto genético mas contundente, las tres

arquitecturas genéticas podrian contribuir en diferente grado al fenotipo.

Las técnicas de secuenciacion de siguiente generacion (NGS) ofrecen una oportunidad para
el estudio de los modelos propuestos asi como para el creciente abordaje investigativo de
las regiones reguladoras del genoma. Gracias al amplio uso de estas tecnologias a gran
escala, se ha generado un crecimiento exponencial de las bases de datos de SNP (dbSNP)
después del afio 2007 (Ma, et al., 2015). Gran cantidad de las variantes patogénicas
recolectadas por bases de datos como Human Gene Mutation Database, HGMD
corresponden a SNPs codificantes (cCSNPs: ~86%) y de splicing (SSNPs: ~10%) y solo un
~3% corresponden a variantes localizadas en regiones reguladoras (rSNPs) (Stenson, et al.,
2009). En nuestro estudio determinamos por primera vez que una variante reguladora puede
contribuir a la etiologia de la FOP mediante la disrupcion de la union de factores de
transcripcion al promotor de un gen implicado en uno de los procesos criticos de la

fertilidad (foliculogénesis).

9. PERSPECTIVAS
Con el objetivo de corroborar nuestros resultados en términos de expresién seria de utilidad
analizar de manera cuantitativa la expresion de BMP15 posterior al ensayo de transfeccién
de las diferentes construcciones plasmidicas. Para conseguir estos objetivos se podrian
emplear metodologias como la PCR en tiempo real o la PCR cuantitativa (qPCR,

cuantitative polymerase chain reaction) combinada con RT-PCR. La g-PCR es un método
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muy sensible para la deteccion de mRNA de baja cantidad y permite el analisis de
diferentes muestras obtenidas hasta de una unica célula en el mismo experimento con un
amplio rango de cuantificacion (hasta siete 6rdenes de magnitud) (Bustin, 2000). En la
actualidad otras técnicas como la PCR digital (dPCR) posibilitan la cuantificacion de una
molécula unica o de cantidades muy bajas de material genético con un rendimiento superior
a otros meétodos cuantitativos (Hudecova). Esta nueva herramienta experimental se
fundamenta en la dilucion, amplificacion y deteccion de las moléculas de ADN mediante el
uso de fluoroforos. Una de sus maultiples aplicaciones es el analisis de expresion génica
(Pohl G et al. 2004). Las tecnologias de la dPCR basadas en microfluidos (chip) o
emulsiones (droplet) ofrecen la posibilidad de realizar el analisis cuantitativo de ARN
mediante la combinacion RT-dPCR con escalas de particion de cientos de millones de
nanolitros o incluso picolitros (Minimum Information for Publication of Quantitative
Digital PCR) (Huggett and Whale, 2013) lo que podria contribuir en la determinacion de
las diferencias minimas de expresion en genes reguladores como BMP15 en el tejido
ovarico de pacientes con la variante en su promotor. En términos poblacionales estudios
futuros de tamizaje de variantes de la region promotora de BMP15 permitirian la
identificacion de nuevas variantes potencialmente patogénicas que podrian, al igual que c.-
9C>G integrarse a una actitud diagnostica para mujeres POF. Esta aproximacion podria
igualmente extenderse a otros fenotipos ovaricos. Debe igualmente sefialarse que el
descubrimiento de la participacion de PITX1 en la funcion ovarica permite proponer la
busqueda de nuevos genes blancos directos de esta proteina que participen de la regulacion

de la fisiologia gonadal femenina.
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Por ultimo, debe considerarse la secuenciacion de regiones promotoras de genes implicados
en la regulacion de la biologia ovarica como una herramienta para la identificacion de

nuevos factores moleculares etiologicos de la POF y de otras patologias.
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11.

ANEXOS

11.1  Anexo 1 Anélisis In-silico del promotor del BMP15. Tabla de TFBS.

Family Matrix Opt. Start | End | St | Mt sim. C?re Sequence
Th. sim.

VSZFHX VSAREB6.04 0.98 | 1826 | 1838 | + 1 1 cttctGTTTctgt
VSMZF1 VSMZF1.02 0.99 | 1127 {1137 - 1 1 2aGGGGaagag
VSEVI1 VSMEL1.02 0.99 | 929 | 945 | - 1 1 aggagatGATGagtcag
VSAP1F VSAP1.01 0.94 | 927 | 939 | - 1 1 tgatgAGTCaggc
VSFKHD VSFOXP1.02 0.96 | 669 | 685 | + 1 1 tcctcacAACAacctgt
VSFKHD VSFOXP1_ES.01 1 569 | 585 | + 1 1 aaaaaaaAACAgaggaa
VSFKHD VSFOXP1_ES.01 1 525 | 541 | - 1 1 agtgtaaAACAaaaggc
VSIKRS VSLYF1.01 0.98 | 437 | 449 | + 1 1 gtcTGGGagaaat
VSFKHD VSFOXP1_ES.01 1 264 | 280 | - 1 1 aactgaaAACAacatta
VSZFHX VSDELTAEF1.01 0.99 | 177 | 189 | + 1 1 tcctcACCTgaac
VSZFHX VSAREB6.04 0.98 | 1832 | 1844 | + | 0.997 1 tttctGTT Tttt
VSHAND VSTAL1_E2A.02 0.98 | 1071 | 1091 | - 0.997 1 tgtgaagCAGCagggctcggce
VSCART V$S8.01 0.97 | 623 | 643 | + | 0.997 1 gtgtcTAATtaggctttgtge
VSCART V$S8.01 0.97 | 618 | 638 | - 0.997 1 aagccTAATtagacacaagac
VSCART V$S8.01 0.97 | 633 | 653 | - 0.995 1 tatgtTAATtgcacaaagcct
VS$ZF02 VSZNF300.01 0.99 | 1525|1547 | + | 0.994 1 ataatcaCCCCagatagtttcac
VSHBOX VSGSH2.01 0.95| 622 | 640 | + | 0.993 1 tgtgtcTAATtaggctttg
VSHBOX VSGSH2.01 0.95| 621 | 639 | - 0.993 1 aaagccTAATtagacacaa
VSSF1F VS$SF1.01 0.95| 551 | 565 | + | 0.993 1 ggccCAAGgtcatgt
VSEVI1 VSMEL1.02 0.99 | 708 | 724 | + | 0.992 1 ttctacaGATGagaaaa
VSDLXF VS$DLX3.01 091 | 639 | 657 | - | 0.992 1 aatctatgtTAATtgcaca
VSRU49 VSRU49.01 0.98 | 1770 | 1776 | - | 0.991 1 tAGTAcc
VSNKXH VSNKX25.03 0.99 | 1232 {1250| - | 0.991 1 gttcacaAGTGattttaat
VSEREF VSESRRA.O1 0.87 | 552 | 574 | + 0.99 1 gcccAAGGtcatgttagaaaaaa
VSNEUR | VSNGN_NEUROD.01 | 0.98 | 343 | 355 | + | 0.989 1 gaatCATCtgttt
VSHOMF VSMSX.01 0.97 | 621 | 639 | + | 0.988 1 ttgtgtcTAATtaggcttt
VSCEBP VSCEBPD.O1 0.92 | 634 | 648 | + | 0.987 1 ggcttTGTGeaatta
VSRUSH VSSMARCA3.02 0.98 | 361 | 371 | + | 0.986 1 ccttACTTgta
VSRUSH VSSMARCA3.01 0.96 | 987 | 997 | + | 0.985 1 ccCCATatgtt
VSNEUR | VSNGN_NEUROD.01 | 0.98 | 710 | 722 | - | 0.985 1 ttctCATCtgtag
VSZFHX VSAREB6.04 0.98 | 990 | 1002 | + | 0.984 1 catatGTTTctac
VSIRFF VSIRF4.01 0.94| 266 | 286 | - | 0.984 1 aaacgcaactGAAAacaacat
VSHOMF VSNOBOX.02 0.89 | 622 | 640 | - | 0.983 1 caaagcctAATTagacaca
V$BCDF VS$PTX1.01 0.94 | 2032 | 2048 | + | 0.982 1 aacaCTAAgcctttcaa
VSSORY VS$S0OX6.01 0.97 | 622 | 646 | - 0.982 1 attgcACAAagcctaattagacaca
VSZFXY VSZFX.01 0.97 |1 1279|1289 | - | 0.981 1 tgGGCCtgggt
VSMYOD VSTCFE2A.02 0.94 11092 | 1108 | - | 0.981 1 ctagcccaGATGgttaa
VSOCT1 VSOCT1.06 0.81| 641 | 655 | - | 0.981 1 tctatgttAATTgca
VSFKHD VSFREAC7.01 096 | 346 | 362 | - | 0.981 1 gggataTAAAcagatga
VSGATA VSGATA1.06 0.96 | 99 111 | - | 0.981 1 gagaGATAtggaa
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Family Matrix Opt. Start | End | St | Mt sim. Cf)re Sequence
Th. sim.
VSGATA VSGATA3.01 091 695 | 707 | - 0.98 1 tggaGATAacacg
VSHAND |  VS$MESP1_2.01 |0.91| 982 |1002| - | 0.979 1 gtagaaaCATAtggggatctg
VSSORY VS$S0OX3.01 0.94 | 514 | 538 | - 0.979 1 gtaaaaCAAAaggcataggtttacg
VSAP1R VSBACH2.01 0.89| 922 | 942 | - | 0.977 1 agatgaTGAGtcaggcttgat
VSSTAT VSSTATS.01 0.89 | 2060 | 2078 | - 0.976 1 agaaTTCTaagaatactga
VSAARF VSAARE.O1 0.95 | 1845 | 1853 | - 0.976 0.981 tTTGCatca
VSKLFS VSGKLF.02 0.96 | 1623 | 1639 | - 0.976 1 catccttAAAGggccag
VSSMAD VSSMAD.01 096 | 874 | 884 | + | 0.976 1 2atGTCTgtcc
VSDLXF V$DLX1.01 0.91| 619 | 637 | + | 0.976 1 tcttgtgtctAATTaggct
VSAARF VSAARE.O1 0.95 | 1289 | 1297 0.975 0.885 aTTACatca
VSSORY V$S0X6.01 0.97 | 2069 | 2093 | - 0.974 1 agttcACAAagaaaaagaattctaa
VSETSF VSPDEF.01 0.93 1952|1972 | + | 0.974 1 tggagccaGGATgcagttatc
VSYY1F VS$YY2.01 0.96 | 2037 | 2059 | - | 0.973 1 ggaggaCCATcttgaaaggctta
VSGATA VSGATA1.03 0.95 | 1964 | 1976 | - 0.973 1 tgcaGATAactgce
VSSTAT VSSTATS.01 0.89 | 2062 | 2080 | + | 0.972 1 agtaTTCTtagaattcttt
VSNEUR VSNEUROG.01 0.92| 986 | 998 | + | 0.972 1 tccCCATatgttt
VSAP1F V$AP1.03 094 | 927 | 939 | + | 0.972 0.971 gccTGACtcatca
VS$ZF08 VSZNF354C.01 0.97 | 1949 | 1959 | - 0.971 1 tggctCCACaa
VSSF1F VSFTF.01 0.94 | 1179 | 1193 | + | 0.971 1 cttcCAAGgtaaacc
VSCIZF VSNMP4.01 0.97 | 2074 | 2084 | - 0.97 1 agAAAAagaat
VSCIZF VSNMP4.01 0.97 | 1924 | 1934 | - 0.97 1 agAAAAagaaa
VSBCDF VSOTX2.01 0.96 | 1633 | 1649 | - 0.97 1 tccctTAAT ccatectt
VSETSF VSERG.02 0.93| 651 | 671 | - 0.97 1 ggaagcaaGGAAataatctat
VSIRXF VSIRX5.01 0.86 | 600 | 612 | - 0.969 1 gttaCATGttcaa
VSHBOX VSGSH2.01 0.95| 464 | 482 | + | 0.969 1 cccagcTAATgagtttttg
VSRUSH VSSMARCA3.01 0.96 | 99 109 | + | 0.969 1 ttCCATatctc
VSCREB VSCREB1.01 0.86 | 1990 | 2010 | + | 0.968 1 tcagagTGACgtcccttggge
VSETSF VSERG.02 0.93 1974|1994 | + | 0.968 1 gcatgaaaGGAAatggtcaga
VSHOMF VSNOBOX.01 0.92 | 637 | 655 | - 0.967 1 tctatgtTAATtgcacaaa
VSNKX6 VSNKX61.01 0.91| 639 | 653 | - 0.967 1 tatgTTAAttgcaca
VSGATA VSGATA4.01 092 | 30 42 | + | 0.967 1 cagaGATAatgcc
VSSREB VSSREBP.01 0.9 | 1526 | 1540 | + | 0.966 1 taaTCACcccagata
VS$ZF35 VS$ZNF35.01 0.96 | 1125 | 1137 | - 0.966 1 aaggggAAGAgta
VSNEUR VSATOH1.01 0.95 | 1093 | 1105 | + | 0.966 1 taacCATCtgggc
VSETSF VS$SPI1.02 0.96 | 957 | 977 | - 0.966 1 gaaactggGGAAgcaggtcaa
VSNFAT VSNFAT.01 0.95| 650 | 668 | - | 0.966 1 agcaaGGAAataatctatg
VSRUSH VSSMARCA3.01 096 | 221 | 231 | + | 0.966 1 atCCATttaat
VSRUSH VSSMARCA3.01 0.96 | 170 | 180 | + | 0.966 1 ttCCATatcct
VSKLFS VSGKLF.02 0.96 | 1737 | 1753 | - 0.965 1 taacttaAAAGgagagg
VSETSF VSPEA3.01 0.94 | 1708 | 1728 | + | 0.965 1 taagttaAGGAagtgggtcct
VSBPTF VSFAC1.01 096 | 671 | 681 | + | 0.965 1 ctcacAACAac
VSDLXF VSDLX1.01 091 | 624 | 642 | - | 0.965 1 cacaaagcctAATTagaca
VSIRXF VSIRX5.01 0.86| 601 | 613 | + | 0.965 1 tgaaCATGtaacc
VSCLOX VSCDPCR3HD.01 0.94 | 213 | 231 | + | 0.965 1 tgctatcGATCcatttaat
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VSIRFF VSIRF4.01 0.94 1889|1909 | + | 0.964 1 tcctcttagaGAAAgcaacat
VSCEBP VSCEBPB.0O1 0.94 | 1568 | 1582 | + | 0.964 1 tattttgaGAAAtgc
VSWHNF VSWHN.01 0.95 | 1474 | 1484 | + | 0.964 1 tggACGCcatc
VSETSF VS$SPI1.02 0.96 | 1121 | 1141 | - 0.964 1 gaggaaggGGAAgagtaatct
VSETSF VSETV1.02 0.96 | 659 | 679 | - 0.964 1 tgttgtgaGGAAgcaaggaaa
VSHOMF V$BSX.01 0.95| 636 | 654 | + | 0.964 1 ctttgtgcAATTaacatag
VSETSF VSETV1.02 096 | 574 | 594 | + | 0.964 1 aaaacagaGGAAgagcacaaa
VSHOMF VSHHEX.01 0.95| 641 | 659 | - 0.963 1 ataatctatgtTAATtgca
VSYY1F VSYY1.02 0.94 | 1719|1741 | - 0.962 1 agaggtCCATttcaggacccact
VSHOXF VSHOXBS.01 0.83| 638 | 656 | + | 0.962 1 ttgtgcaATTAacatagat
VSHOXF VSHOXA3.02 0.84 | 623 | 641 | + | 0.962 1 gtgtctaATTAggctttgt
VSBPTF VSFAC1.01 0.96 | 265 | 275 | - 0.962 1 aaaacAACALtt
VSSTEM VSOCT3_4.02 0.88 | 1839 | 1857 | - | 0.961 1 cctctttGCATcaaaagaa
VSIRFF VSIRF3.01 0.85 | 1825 | 1845 | - 0.961 1 2aaagaaacaGAAAcagaagg
VSEVI1 VSEVI1.06 0.83 | 1769 | 1785 | - 0.961 1 agaacaAGATagtacct
VSHOMF VSHHEX.01 0.95 | 1228 | 1246| - | 0.961 1 acaagtgatttTAATgtgc
VSETSF VSETV1.02 0.96 | 1127 | 1147 | - | 0.961 1 aagcctgaGGAAggggaagag
VSRBP2 | VSPLU1 JARID1B.01 | 0.96 | 635 | 643 | - 0.961 1 GCACaaagc
VSSATB VSSATB1.01 0.94 | 364 | 378 | - 0.961 1 tatAATAtacaagta
VSHOMF VSBARX2.01 0.95| 184 | 202 | + | 0.961 1 ctgaactTAATagtgccag
VSEGRF VSCKROX.01 0.88 1794|1810 | + | 0.96 1 gagagcGGGAggggcat
VSPAXH VSPAX4.02 0.84 | 623 | 637 | - 0.96 1 agcctAATTagacac
VSHBOX VSGSH1.01 0.85| 53 71 | - 0.96 1 tttggtataaTAATLttgg
VSBRN5 VSBRN5.04 0.83 | 462 | 484 | - 0.959 1 ctcaaaaactcATTAgctgggtt
VSAP1F VS$AP1.01 0.94 | 339 | 351 | + | 0.959 0.881 ttgtgAATCatct
VSHOMF VSHHEX.01 0.95| 180 | 198 | + | 0.959 1 tcacctgaactTAATagtg
VSXBBF VSRFX4.02 0.88 | 877 | 895 | + | 0.958 0.924 gtctgtccataGATActcc
VSSF1F VS$SF1.01 0.95| 780 | 794 | - 0.958 1 tttcCAAGgcaaatt
VSHOXF VSHOXA3.02 0.84 | 620 | 638 | - 0.958 1 aagcctaATTAgacacaag
VSPAXH VSPAX4.02 0.84 | 624 | 638 | + | 0.958 1 tgtctAATTaggctt
VSHAND VSLYL1_E12.01 0.81| 339 | 359 | - | 0.958 1 atataaacaGATGattcacaa
VSNFAT VSNFAT.01 0.95 | 1406 | 1424 | - | 0.956 1 aatgtGGAAactactgagt
VSCEBP VSCEBP.02 0.92|1931|1945| - | 0.955 1 aggatgggGCAAgaa
VSARID VSARID5A.01 0.87 | 1555 | 1575 | - 0.955 1 tcaaaATATtgtctgctaata
VSMEF3 VS$SIX.01 0.89 | 1749 | 1761 | - 0.954 1 ggcTCAGgtaact
VSSATB VSSATB1.01 0.94 | 52 66 - 0.954 1 tatAATAattttgga
VSSORY VSHMGIY.01 0.92| 774 | 798 | + | 0.953 1 gctagaAATTtgecttggaaaggtt
VSHBOX VSGSH2.01 0.95| 636 | 654 | - 0.953 1 ctatgtTAATtgcacaaag
VSCLOX VSCDPCR3HD.01 0.94 | 208 | 226 | - 0.953 0.842 atggatcGATAgcacatta
VSHOMF VSHHEX.01 0.95| 217 | 235 | + | 0.952 1 atcgatccattTAATgtgc
VSHOMF VSHHEX.01 0.95| 197 | 215 | + | 0.952 1 tgccagactttTAATgtgc
VSOCT1 VSOCT1.02 0.85 | 1844 | 1858 | + | 0.951 1 ttgATGCaaagaggc
VSCLOX VSCDPCR3HD.01 0.94 | 212 | 230 | - 0.951 1 ttaaatgGATCgatagcac
VSARID VSARID5A.01 0.87 | 1562 | 1582 | + 0.95 1 agacaATATtttgagaaatgce
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VSHOMF VSHHEX.01 0.95 | 1512 | 1530 | + 0.95 1 gtctacattctTAATaatc
VSHAND VSTH1E47.01 0.93 | 190 | 210 | + 0.95 1 ttaatagtgCCAGacttttaa
VSHOXF VSNANOG.01 0.94 | 1304 | 1322 | - 0.949 1 tattatgAATGcectgggta
VSAP1F VSAP1.01 094 | 339 | 351 | - 0.949 0.833 agatgATTCacaa
VSPARF VSTEF.01 0.85 | 1286 | 1302 | - 0.948 1 cattctgatGTAAtggg
VSHOXF VSNANOG.01 0.94 | 1280 | 1298 | - 0.948 1 ctgatgtAATGggcctggg
VSMYOD VSTCFE2A.02 0.94 | 1329 | 1345 | + | 0.947 1 gcttcccaGATGattec
VSFKHD VSHFH2.01 091 | 262 | 278 | - 0.947 1 ctgaaaacAACAttaag
VSHAND VSTH1E47.01 0.93| 32 52 | +| 0.947 1 gagataatgCCAGattgctct
VSCEBP VSCEBPB.0O1 094 | 737 | 751 | + | 0.946 1 gaagtgaaGAAAttt
VSMYT1 VSMYT1L.01 0.92 | 1536 | 1548 | + | 0.945 1 agatAGTTtcact
VSPAX5 VSPAX2.02 0.92| 918 | 946 | + | 0.945 1 acaaatcaagccTGACtcatcatctecta
VSZFHX VSAREB6.01 0.93 1748|1760 | + | 0.944 1 aagttACCTgagc
VSBRAC VSEOMES.02 0.88 | 1167 | 1189 | - 0.944 1 taccttggaaGGTGttgagatcc
VSCART VSPHOX2.01 0.87 | 1146 | 1166 | + | 0.944 1 ttctcTAATgaagcccaataa
VSSATB VSSATB1.01 094 | 149 | 163 | - 0.944 1 tatAATAtatagaat
VSMYBL VSCMYB.01 0.9 | 2017 | 2031 | - | 0.943 1 caaCAACaggcccca
VSSORY VS$S0OX3.01 0.94 | 1909 | 1933 | - 0.943 0.834 gaaaaaGAAAggcaggcaggcccta
VSHOXF VSNANOG.01 0.94 | 222 | 240 | + | 0.943 1 tccatttAATGtgctatca
VSHOXF VSNANOG.01 0.94 | 1223 | 1241 | - 0.942 1 tgattttAATGtgcagcca
VSRORA VSRORA1.01 0.93| 949 | 971 | - | 0.942 1 ggggaagcaGGTCaagacctgge
VSCREB VSCREB.02 0.89 | 1987 | 2007 | + | 0.941 1 tggtcagagTGACgtcccttg
VSSTAT VSSTAT6.01 0.84 | 1427 | 1445 | - 0.941 1 gaagTTCCtatgaaaacct
VSHAND | VSTAL1BETAE47.01 | 0.87 | 1089 | 1109 | - 0.941 1 cctagccCAGAtggttaatgt
VSSMAD VSSMAD4.01 0.94 | 951 | 961 | + | 0.941 1 cagGTCTtgac
VSMYOD VSTCFE2A.02 0.94 | 342 | 358 | - | 0.941 1 tataaacaGATGattca
VSHNF1 VSHMBOX.01 0.83 1265|1281 | + | 0.94 1 atgcactaGTTAcaacc
VSPAX5 VSPAX2.02 0.92 | 909 | 937 | - 0.94 0.962 atgagtcaggctTGATttgtgggaggect
VSLHXF VSLHX4.01 0.83| 619 | 641 | + | 0.94 1 tcttgtgtctAATTaggctttgt
VSMYOD VSTCFE2A.02 0.94 | 493 | 509 | + 0.94 1 tgagtccaGATGtagag
VSHOXF VSNANOG.01 0.94 | 202 | 220 | + 0.94 1 gacttttAATGtgctatcg
VSIRFF VSIRF3.01 0.85]1917 {1937 | - | 0.939 1 gcaagaaaaaGAAAggcaggc
VSSTAT VSSTAT6.01 0.84 | 1428 | 1446 | + | 0.939 0.862 ggttTTCAtaggaacttct
VS$ZF02 VS$ZBTB7.03 0.88 | 1790 | 1812 | - 0.935 1 gcatgCCCCtcccgctcteecgg
VSRP58 VSRP58.01 0.84 | 496 | 508 | - 0.935 1 tctaCATCtggac
VSCART VSPHOX2.01 0.87 | 1574 | 1594 | - | 0.934 1 gectcTAATgcageatttcete
VSBCDF VSPCE1.01 0.89 | 637 | 653 | - | 0.933 1 tatgtTAATtgcacaaa
VSCAAT VSNFY.04 0.92 | 1156 | 1170 | + | 0.932 1 aagcCCAAtaaggat
VSCHRF VSCHR.01 0.92 | 596 | 608 | + | 0.932 1 aaatTTGAacatg
VSXBBF VSRFX4.02 0.88 | 1300 | 1318 | - | 0.931 0.821 atgaatgcctgGGTAccat
VSHOMF VSHMX3.02 0.92| 185 | 203 | - | 0.931 1 tctggcactaTTAAgttca
VSNOLF VSEBF1.01 0.88 | 1995 [ 2017 | + | 0.93 1 gtgacgTCCCttgggcttgtgtt
VSCEBP VSCEBPB.02 091 | 862 | 876 | - 0.93 1 attacTGTGgaacag
VSPAX5 VSPAX2.02 0.92 | 1126 | 1154 | - 0.929 0.923 attagagaagccTGAGgaaggggaagagt

111




Family Matrix Opt. Start | End | St | Mt sim. Cf)re Sequence

Th. sim.
VSHOMF VSHMX3.02 0.92 | 1736|1754 | + | 0.928 1 acctctecttTTAAgttac
VSHAND VSMESP1_2.01 0.91 | 983 | 1003 | + | 0.928 1 agatcccCATAtgtttctact
VSOCT1 VSOCT1.03 0.85| 625 | 639 | - 0.928 1 aaagcctaATTAgac
VSNKXH VSNKX25.02 0.88| 635 | 653 | - | 0.927 1 tatgtTAATtgcacaaagc
VSNKXH VSNKX25.02 0.88 | 186 | 204 | + | 0.927 1 gaactTAATagtgccagac
VSHOMF VSHMX3.02 0.92 | 1741|1759 | - | 0.926 1 ctcaggtaacTTAAaagga
VS$ZF05 VS$ZFP410.01 0.84 | 1477 | 1491 | - 0.926 1 tctctgGGATggcegt
VSPDX1 VSIPF1.01 0.84 | 624 | 642 | - 0.926 1 cacaaagccTAATtagaca
VSNEUR VSNEUROG.01 0.92 | 1094 | 1106 | - 0.925 0.875 agcCCAGatggtt
VSCEBP VSCEBPB.02 0.91 | 1413 | 1427 | - 0.924 1 taaaaTGTGgaaact
VSPDX1 VSIPF1.01 0.84 | 619 | 637 | + | 0.924 1 tcttgtgtcTAATtaggcet
VSOCT1 VSOCT1.03 0.85| 622 | 636 | + | 0.924 1 tgtgtctaATTAggc
VSGATA VSGATA2.01 0.92 | 1702 | 1714 | + | 0.923 1 agtgGATAagtta
VSGFI1 VS$SGFI1.02 0.9 | 67 81 | +| 0923 1 ccaAATCacactctc
VSFAST VSFAST1.01 0.81 | 1342|1358 - 0.922 0.983 ttggctgtaGATTggaa
VSGATA VSGATA2.02 0.9 | 1024 | 1036 | - 0.922 1 gaaaGATAgtagg
VSEREF VSER.04 0.87 | 1982 | 2004 | + | 0.921 1 ggaaatgGTCAgagtgacgtccc
VSMAZF VSMAZR.01 0.88 11798 | 1810 | + | 0.921 1 gcgggaGGGGeat
VS$ZF03 VSZNF217.01 0.9 1490|1502 | + | 0.921 1 GAATcctggttca
VSSTEM V$0CT3_4.02 0.88 | 1967 | 1985 | + | 0.92 1 gttatctGCATgaaaggaa
VSABDB VSHOXC13.01 0.91 | 1225|1241 | + 0.92 1 gctgcacatTAAAatca
VSMEF3 VSMEF3.01 0.89 | 1137 | 1149 | + 0.92 1 tccTCAGgcttct
VSNBRE VSNBRE.O1 0.86| 552 | 566 | + | 0.92 1 gcccAAGGtcatgtt
VSABDB VSHOXC13.01 091 | 202 | 218 | - 0.92 1 atagcacatTAAAagtc
VSP53F VS$P53.02 0.91 | 1802 | 1826 | - 0.919 1 ggtgggacaaggcagCATGcececcte
VSFKHD VSFHXB.01 0.83 | 1311|1327 | + | 0.919 1 gcattcATAAtagttaa
VSLHXF VSLHX6.01 0.84 | 620 | 642 | - | 0.918 1 cacaaagccTAATtagacacaag
VSXBBF VSRFX1.02 0.9 | 1747 | 1765 - 0.917 0.945 gagaggctcagGTAActta
VSBCDF VSPCE1.01 0.89 | 622 | 638 | - 0.917 1 aagccTAATtagacaca
VS$ZF03 VSZNF217.01 0.9 (1041|1053 | + | 0.915 1 GAATaatggtctg
VSMEF3 VSMEF3.01 0.89 | 1677 | 1689 | + | 0.914 1 ggaTCAGgctgct
VSARID VS$JARID2.01 0.89| 220 | 240 | + | 0.914 1 gatccaTTTAatgtgctatca
VSSP1F V$GC.01 0.88 1795|1811 | + | 0.913 0.877 agagcgGGAGgggcatg
VSSRFF VSSRF.04 0.86 | 1155|1173 | + | 0.913 0.901 gaagcccaaTAAGgatctc
VSCLOX VSCLOX.01 0.81| 642 | 660 | - 0.913 0.807 aataATCTatgttaattgc
VSTHAP VSTHAP1.01 0.9 | 1663 |1673 | + | 0.912 1 tgtaggGGCAa
VSNKX6 VSNKX61.01 0.91| 1518|1532 | + | 0.912 1 attcTTAAtaatcac
VSGATA VSGATA3.02 0.91 | 1232 | 1244 | - 0.912 0.875 aagTGATtttaat
VSBRAC VSEOMES.02 0.88| 719 | 741 | + | 0.912 1 agaaaactaaGGTGtagggaagt
VSHIFF VSARNT.O1 0.89| 687 | 703 | + | 0.912 1 aggtaaaaCGTGttatc
VSAP2F VSTCFAP2E.O1 0.91| 1616 |1630| - | 0.911 1 agggccagAGGCctc
VSCREB VSATF2.01 0.87 | 1283 | 1303 | - | 0.911 0.815 ccattcTGATgtaatgggect
VSGATA VSGATA2.02 0.9 | 1770 (1782 - 0.91 1 acaaGATAgtacc
VSHOMF VSHMX3.01 0.89 | 1710 | 1728 | + 0.91 1 agttaaggAAGTgggtcct
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VSOCT1 VSOCT1.05 0.89 | 1229 (1243 | + | 091 0.9 caCATTaaaatcact
VSNGRE VSIR1_NGRE.O1 0.81| 938 | 952 | - 0.91 1 tggctctaGGAGatg
VSETSF VS$SPI1.03 0.88| 728 | 748 | + 0.91 1 aggtgtagGGAAgtgaagaaa
VSHASF VSHAS.01 091 691 | 701 | - 0.91 1 taaCACGtttt
VSNKXH VSNKX25.02 0.88 | 620 | 638 | - 0.91 1 aagccTAATtagacacaag
VSHOXF VSHOXB3.01 0.84 | 462 | 480 | - 0.91 0.868 aaaacTCATtagctgggtt
VSABDB VSHOXC13.01 0.91 | 222 | 238 | - 0.91 1 atagcacatTAAAtgga
VSBCDF VSPCE1.01 0.89 | 623 | 639 | + | 0.908 1 gtgtcTAATtaggcttt
VS$ZF03 V$ZNF217.01 0.9 | 343 | 355 | + | 0.908 1 GAATcatctgttt
VS$ZF03 V$ZNF217.01 0.9 | 253 | 265 | + | 0.908 1 GAATagtatctta
VSARID VSJARID2.01 0.89 | 200 | 220 | + | 0.908 1 cagactTTTAatgtgctatcg
VSBARB VSBARBIE.O1 0.88 | 1681 | 1695 | - | 0.907 1 aaaaAAAGcagcctg
VSGLIF VS$ZIC2.01 0.89 | 1525|1539 | + | 0.907 1 ataatcaCCCCagat
VSNKXH VSNKX25.02 0.88 | 1313 | 1331 | + | 0.907 1 attcaTAATagttaaagct
VSXBBF VSRFX1.01 0.89 | 1859 | 1877 | + | 0.906 1 caagttatgagGCAActtt
VSMYBL VSCMYB.01 0.9 | 390 | 404 | + | 0.906 1 tcaCAACagctctct
VSPARF VSVBP.01 0.86 | 1370 | 1386 | - | 0.905 1 gaagatgccGTAAcagt
VSGFI1 VSGFI1B.01 0.86 | 1234 | 1248 | + | 0.905 1 taaAATCacttgtga
VS$ZF03 V$ZNF217.01 0.9 7 19 | + | 0.905 1 GAATtgtatatct
VSBCL6 VS$BCL6.04 0.88 | 747 | 763 | - 0.904 1 cccTTCCaagacaaatt
VSSORY VS$S0X9.01 0.9 | 323 | 347 | - | 0.904 1 gattcaCAATaggcaaaatttagat
VSGFI1 VS$SGFI1.02 0.9 | 918 | 932 | + | 0.903 1 acaAATCaagcctga
VSPARF VSVBP.01 0.86| 599 | 615 | + | 0.901 1 tttgaacatGTAAccct
VSLHXF VS$ISL2.01 0.87 | 462 | 484 | - 0.901 1 ctcaaaaactcATTAgctgggtt
VSZF04 VS$ZID.01 0.85 | 1947 | 1959 | - 0.9 1 tgGCTCcacaacc
VSPCBE VSPREB.O1 0.86 | 1675 | 1689 | + 0.9 1 taggaTCAGgctgct
VSMYBL VSVMYB.01 0.88 | 1959 | 1973 | - 0.899 0.866 agatAACTgcatcct
VSLEFF VSTCF7.01 0.85 | 1837 | 1853 | - 0.899 1 tttgcatCAAAagaaac
VSNKXH VSNKX25.02 0.88 | 1518 | 1536 | + | 0.899 1 attctTAATaatcacccca
VSOCT1 V$OCT1.05 0.89 | 320 | 334 | + | 0.899 0.95 acCATCtaaattttg
VSPLZF VSPLZF.01 0.86 | 1012 | 1026 | - | 0.897 0.833 aggTATAgtcctgge
VSRXRF VSRAR_RXR.01 0.78 | 542 | 566 | + | 0.897 1 acatgccagggcccaAGGTcatgtt
VSNGRE VSIR1_NGRE.O1 0.81 | 1876 | 1890 | + | 0.896 1 ttggtccaGGAGatc
VSIRFF VSIRF7.01 0.86 | 1819|1839 | - 0.896 1 aacaGAAAcagaaggtgggac
VSHAND | VSTAL1BETAE47.01 | 0.87 | 1328 | 1348 | + | 0.896 1 agcttccCAGAtgattccaat
VSBCL6 VSBCL6.04 0.88 | 2063 | 2079 | + | 0.895 0.798 gtaTTCTtagaattctt
VSXBBF VSRFX1.01 0.89 | 1598 | 1616 | + | 0.894 0.882 gaagtaggatgGGAAcagg
VSE4FF VSE4F.01 0.82 | 1992 | 2004 | - 0.893 1 gggACGTcactct
VSHNF1 VSHNF1.04 0.84 | 1703 | 1719 | + | 0.893 1 gtggataaGTTAaggaa
VSGREF VSARE.02 0.89 | 1607 | 1625 | - | 0.893 1 cagaggcctcctGTTCeca
VSNKX1 VSNKX12.01 0.87 | 623 | 639 | + | 0.892 1 gtgtctAATTaggcttt
VSBCL6 VSBCL6.04 0.88 | 1328 | 1344 | + | 0.891 1 agcTTCCcagatgattc
VSBRN5 VSBRN5.04 0.83 | 620 | 642 | - 0.891 1 cacaaagcctaATTAgacacaag
VSHOXC VSMEIS1.03 0.85| 336 | 352 | - 0.891 1 cagatGATTcacaatag
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VSPARF VSVBP.01 0.86 | 1747 | 1763 | - 0.89 1 gaggctcagGTAActta
VSBRNF VSBRN2.04 0.82 | 621 | 639 | + 0.89 1 ttgtgtcTAATtaggcttt
VSXBBF VSRFX4.02 0.88 | 457 | 475 | - 0.889 1 tcattagctggGTTActtt
VSHOXF VSHOX1-3.01 0.82| 48 66 | - | 0.889 1 tataaTAATtttggagagc
VSSORY VS$SRY.02 0.88 | 53 77 | + | 0.888 1 ccaaaATTAttataccaaatcacac
VSE4FF VSE4F.01 0.82 | 1995|2007 | + | 0.887 1 gtgACGTcccttg
VSCART VSPHOX2.01 0.87 | 1629 | 1649 | - 0.887 1 tccctTAATccatecttaaag
VSETSF VS$SPIB.01 0.88 | 1407 | 1427 | - 0.887 1 taaaatgtGGAAactactgag
VSCLOX VSCLOX.01 0.81 | 1110|1128 - 0.887 0.807 agtaATCTatgggagctaa
VSPARF VSTEF.01 0.85| 680 | 696 | + | 0.887 1 acctgtgagGTAAaacg
VSHBOX VSEVX1.01 0.84 | 463 | 481 | - 0.887 1 aaaaactcATTAgctgggt
VSDLXF VS$SDLX1.02 0.88| 634 | 652 | + | 0.886 1 ggctttgtgcAATTaacat
VSPARF VSVBP.01 0.86| 451 | 467 | + | 0.886 1 ttgcttaaaGTAAccca
VSPAX3 VSPAX3.02 0.85 | 1984 | 2002 | - 0.885 1 gacgTCACtctgaccattt
VSHNF1 VSHNF1.04 0.84 | 1742 | 1758 | + | 0.885 1 ccttttaaGTTAcctga
VSNFAT VSNFATS5.02 0.87 | 787 | 805 | + | 0.885 1 cttGGAAaggttaaattac
VSSORY V$S0X15.01 0.88 | 373 | 397 | + | 0.885 1 attatACAAtacaaccctcacaaca
VSBARB VSBARBIE.O1 0.88 | 520 | 534 | - | 0.884 1 aacaAAAGgcatagg
VSSTAT VS$STAT6.01 0.84 | 1175|1193 | - | 0.883 | 0.793 gettTACCttggaaggtst
VSABDB VSHOXB9.01 0.88 | 1055 | 1071 | + | 0.883 1 ggcagcctTAAAactgg
VSDLXF VSDLX4.01 0.88 | 1193 | 1211 | - 0.882 1 tctgacttatAATTtictg
VSXBBF VSRFX4.02 0.88 | 995 | 1013 | + | 0.882 0.821 gtttctacttcGGTAcggc
VSGCMF VSGCM1.03 0.83 | 983 | 997 | + | 0.882 0.815 agatcCCCAtatgtt
VSFKHD VSFHXB.01 0.83 | 55 71 - 0.882 1 tttggtATAAtaatttt
VSSORY VS$SRY.02 0.88 | 46 70 | - 0.882 0.775 ttggtATAAtaattttggagagcaa
VSOCT1 VSOCT1.06 0.81| 54 68 | - 0.882 1 ggtataatAATTttg
VSNR2F VSHNF4.02 0.76 | 544 | 568 | + | 0.881 0.75 atgccagggccCAAGgtcatgttag
VSLEFF VSTCF7.01 0.85 | 1971 | 1987 | + 0.88 0.805 tctgcatGAAAggaaat
VSMYT1 VSMYT1.02 0.88 | 1867 | 1879 | - 0.88 1 ccaAAGTtgcctc
VSCLOX VSCLOX.01 0.81 | 1628 | 1646 | - 0.88 0.804 cttaATCCatccttaaagg
VSPERO VSPPARG.02 0.88 | 1614 | 1636 | - 0.88 0.892 ccttaaagggccAGAGgcctect
VSPLZF VSPLZF.01 0.86| 903 | 917 | + | 0.88 0.958 aggTAAAggcctccc
VSSORY VSHBP1.02 0.83 | 210 | 234 | - 0.88 1 cacattaAATGgatcgatagcacat
VSMEF2 VS$SL1.01 0.84 | 228 | 250 | + | 0.879 1 taatgtgCTATcaatactgggtg
VSAPIR VSNFE2.01 0.85| 924 | 944 | + | 0.878 1 caagcCTGActcatcatctcec
VSBRN5 VSBRN5.04 0.83| 619 | 641 | + | 0.878 1 tcttgtgtctaATTAggctttgt
VSBRNF VSBRN2.04 0.82| 622 | 640 | - | 0.878 1 caaagccTAATtagacaca
VSHNF1 VSHNF1.04 0.84 | 1315|1331 | + | 0.877 1 tcataataGTTAaagct
VSPAX6 VSPAX6.04 0.83 | 984 | 1002 | + | 0.877 0.944 gatCCCCatatgtttctac
VSCREB VSATF2.01 0.87| 679 | 699 | + | 0.877 0.778 aacctgTGAGgtaaaacgtgt
VSFAST VSFAST1.01 081 363 | 379 | + | 0.877 1 ttacttgtaTATTatac
VS$ZF10 VSPRDM14.01 0.85 | 1142 | 1156 | - 0.876 1 tcaTTAGagaagcct
VSSORY VS$SOX5.01 0.87 | 1559 | 1583 | + | 0.875 1 agcagaCAATattttgagaaatgct
VSNF1F VSNF1.04 0.87 | 1451|1471 | + | 0.875 1 gcactggtaaagaGCCAgatt
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VSCAAT VSACAAT.01 0.83 | 915 | 929 | + | 0.875 0.75 cccaCAAAtcaagcc
VSSTAT VSSTATSA.01 0.84| 746 | 764 | - | 0.875 1 acccTTCCaagacaaattt
VSBNCF VSBNC.01 0.85| 808 | 826 | - | 0.874 1 gttgcaattcTGTCectag
VSHOMF VSHMX2.02 0.82 | 684 | 702 | + | 0.874 1 gtgaggtaAAACgtgttat
VSGRHL VSGRHL1.01 0.86| 676 | 688 | - | 0.874 1 ctcacaGGTTgtt
VSHOXF VSHOXB3.01 0.84 | 465 | 483 | + | 0.874 1 ccagcTAATgagtttttga
VSBNCF VSBNC.01 0.85| 1808 | 1826 | + 0.873 1 catgctgcctTGTCccacc
VSHBOX VSGSH1.01 0.85]1034 | 1052 | + | 0.873 1 ttctgcagaaTAATggtct
VSBRN5 VSBRN5.04 0.83| 835 | 857 | + | 0.873 1 agatctgcctgATTAccaagtcc
VSHBOX VSGSH1.01 0.85| 254 | 272 | + | 0.873 1 aatagtatctTAATgttgt
VSSRFF VSSRF.04 0.86 | 1623 | 1641 | + | 0.872 0.901 ctggcccttTAAGgatgga
VSYY1F VS$YY2.02 0.82 (1281|1303 | + | 0.871 1 ccaggcCCATtacatcagaatgg
VSEREF VSESRRA.O1 0.87 | 1180|1202 | + | 0.871 1 ttccAAGGtaaaccagaaaatta
VSFAST VSFAST1.01 0.81| 640 | 656 | - | 0.871 0.85 atctatgttAATTgcac
VSIRFF VSIRF7.01 0.86 | 2067 | 2087 | - 0.87 1 caaaGAAAaagaattctaaga
VSBRNF VSBRN2.01 0.86 | 1291 | 1309 | + 0.87 0.9 taCATCagaatggtaccca
VSIRXF VSIRX3.01 0.86 | 361 | 373 | - 0.87 0.772 tataCAAGtaagg
VSPAX3 VSPAX3.02 0.85| 80 98 | - 0.87 1 catcTCACactgctgttga
VSLHXF VS$ISL1.01 0.82 | 1035 | 1057 | + | 0.869 1 tctgcagaaTAATggtctgaggce
VSHOXF VSHOXD3.01 0.85| 635 | 653 | - | 0.869 1 tatgttAATTgcacaaagc
VSRP58 VSRP58.01 0.84 | 1332 | 1344 | - | 0.867 1 gaatCATCtggga
VSLHXF VSLHX2.01 0.85| 461 | 483 | + | 0.867 0.77 taacccagctAATGagtttttga
VSRP58 VSRP58.01 0.84 | 1093 | 1105 | + | 0.866 1 taacCATCtgggc
VSNBRE VSNBRE.O1 0.86| 789 | 803 | + | 0.866 1 tggaAAGGttaaatt
VSXBBF VSRFXDC2.01 0.83 | 1427 | 1445 | + | 0.865 0.774 aggttttcatagGAACttc
VSBRNF VSBRN2.01 0.86| 704 | 722 | + | 0.865 1 tcCATTctacagatgagaa
VSIRFF VSISGF3G.01 0.82| 272 | 292 | - | 0.865 0.753 tcagaaaaacGCAActgaaaa
VSGATA VSGATA3.03 0.82 | 711 | 723 | + | 0.864 0.758 tacaGATGagaaa
VSPARF VSDBP.01 0.84| 31 47 | + | 0.864 0.885 agagaTAATgccagatt
VSEREF VSER.02 0.81 | 1984 | 2006 | - 0.863 1 aagggacGTCActctgaccattt
VSBRNF VSBRN2.01 0.86| 637 | 655 | - | 0.863 0.8 tcTATGttaattgcacaaa
VSOCT1 VSOCT1.03 0.85| 467 | 481 | - | 0.863 1 aaaaactcATTAgct
VSETSF VSERG.01 0.84 | 285 | 305 | - 0.863 0.769 gatgtacTGGAaatcagaaaa
VSIRXF VSIRX3.01 0.86 | 362 | 374 | + | 0.862 0.772 cttaCTTGtatat
VSCDXF V$CDX2.02 0.85| 346 | 364 | + | 0.862 1 tcatctgtTTATatccctt
VSGFI1 VSGFI1B.01 0.86| 283 | 297 | - | 0.862 1 ggaAATCagaaaaac
VSMEF2 VSSL1.01 0.84| 118 | 140 | - | 0.862 1 agatattCTATatagagagattc
VSMEF2 VS$SL1.01 0.84 | 103 | 125 | - 0.862 1 agagattCTATatagagagatat
VS$ZF10 VSPRDM14.01 0.85]1891 | 1905 | + | 0.861 1 ctcTTAGagaaagca
VSSTAT VSSTAT6.01 0.84| 780 | 798 | + | 0.861 0.759 aattTGCCttggaaaggtt
VSBRN5 VSBRN5.03 0.76 | 469 | 491 | + | 0.861 1 cTAATgagtttttgagctgaaat
VSEVI1 VSEVI1.02 0.83|1704 [1720| + | 0.86 0.75 tggatAAGTtaaggaag
VSHOXF VSHOXB5.01 0.84 | 1549 | 1567 | + 0.86 0.763 gcagaTTATtagcagacaa
VSPDX1 VSIPF1.01 0.84 | 466 | 484 | - 0.86 0.789 ctcaaaaacTCATtagctg
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VSSIXF VS$SIX1.01 0.84| 229 | 243 | + | 0.859 1 aatgtgcTATCaata
VSHBOX VSVAX1.01 0.84 | 637 | 655 | + | 0.858 1 tttgtgcAATTaacataga
VSAPIR VSNFE2.01 0.85| 334 | 354 | - 0.858 0.806 aacagATGAttcacaataggc
VSHOXC VSHOX_PBX.01 0.81| 212 | 228 | - | 0.858 0.944 aaatGGATcgatagcac
VSHBOX VSGSH1.01 0.85 | 1581 | 1599 | - 0.857 1 tccatgectcTAATgcage
VS$ZF10 VSPRDM14.01 | 0.85 | 1584 | 1598 | + | 0.857 1 gcaTTAGaggcatgg
VSFKHD VSFHXB.01 0.83 | 1558 | 1574 | + | 0.857 0.909 tagcagACAAtattttg
VSHAML VSAML3.01 0.84 | 1361 | 1375 - 0.857 1 aacaGTGGttctcaa
VSPDX1 VSIPF1.01 0.84 | 461 | 479 | + | 0.857 1 taacccagcTAATgagttt
VSHOXF VSHOXD3.01 0.85 | 1521 | 1539 0.856 0.767 cttaatAATCaccccagat
VSSTAT VSSTAT5A.01 0.84 | 1327 | 1345 | + | 0.856 1 aagcTTCCcagatgattcc
VSRP58 VSRP58.01 0.84 | 987 | 999 | - | 0.856 0.753 gaaaCATAtgggg
VSIRFF VSISGF3G.01 0.82 1831|1851 | - | 0.854 1 tgcatcaaaaGAAAcagaaac
VSETSF VSSPDEF.01 0.85 | 1250 | 1270 | - 0.854 0.803 gtgcatcAGGALtttttttaag
VSNR2F VSCOUP.02 0.84 | 896 | 920 | + | 0.854 0.75 tggtgtaaggTAAAggcctcccaca
VSHAND | VSTAL1BETAITF2.01 | 0.85 | 1818 | 1838 | - 0.853 1 acagaaaCAGAaggtgggaca
VSMEF2 VS$SL1.01 0.84 | 1643 | 1665 | + | 0.853 0.773 taagggaCTACttttaaggctgt
VSAP1R VSMARE.O03 0.82 | 1077 | 1097 | + | 0.853 1 ccctGCTGettcacattaacc
VSPARF VSTEF.01 0.85| 896 | 912 | + | 0.853 1 tggtgtaagGTAAagge
VSABDB VSHOXC9.01 0.83 | 638 | 654 | + | 0.853 1 ttgtgcaaTTAAcatag
VSPRDF VSPRDM1.01 0.81 1533|1551 | - | 0.852 1 tgcagtGAAActatctggg
VSFKHD VSFKHRL1.01 0.83 1182|1198 | + | 0.852 0.75 ccaaggtaAACCagaaa
VSCDXF V$CDX2.01 0.84 | 1055 | 1073 | - | 0.852 1 ggccagtTTTAaggetgec
VSHOXC VSMEIS1.03 0.85| 913 | 929 | - | 0.852 1 gacttGATTtgtgggag
VSHNF1 VSHNF1.04 0.84 | 642 | 658 | - 0.851 1 taatctatGTTAattgc
VSNFAT VSNFATS5.01 0.83 1979|1997 | + | 0.85 1 aaaGGAAatggtcagagtg
VSGREF VSPRE.O1 0.84 1769|1787 | + | 0.85 1 aggtactatctTGTTctca
VSOCT1 V$SOCT1.03 0.85 | 1517 | 1531 | + 0.85 0.767 cattcttaATAAtca
VSNR2F VSCOUP.02 0.84 | 946 | 970 | - 0.85 1 gggaagcaggTCAAgacctggcetct
VSETSF VSETS2.01 0.84 | 1607 | 1627 | + | 0.849 1 tgggaacAGGAggcctctgge
VSHOXF VSHOXB5.01 0.84 | 1546 | 1564 | - | 0.849 1 tctgcTAATaatctgcagt
VSHNF1 VSHNF1.02 0.77 | 1546 | 1562 | - | 0.849 1 tgcTAATaatctgcagt
VSATBF VSATBF1.01 0.79 | 619 | 635 | + | 0.849 1 tcttgtgtctAATTagg
VSOCT1 VSPOU2F3.01 0.8 [ 1966 | 1980 | - 0.848 1 ttcATGCagataact
VSCART VSPRRX1.01 0.83 | 460 | 480 | - 0.848 0.753 aaaactCATTagctgggttac
VSHNF1 VSHNF1.04 0.84 | 1959 | 1975 | + | 0.847 1 aggatgcaGTTAtctge
VSABDB VSHOXC10.01 0.83 | 1208 | 1224 | + | 0.847 0.813 cagagtccTTAAacgtg
VSCLOX VSCLOX.01 0.81 | 411 | 429 | - 0.847 0.807 cttcATCTatactgcetgge
VSNR2F VSCOUP.01 0.82 | 1611 | 1635 | - 0.846 0.779 cttaaagggccagAGGCctcctgtt
VSMEF2 VSSL1.01 0.84 | 1012 | 1034 | + | 0.846 1 gccaggaCTATacctactatctt
VSCDXF V$CDX2.01 0.84 | 1648 | 1666 | + | 0.845 1 gactactTTTAaggctgta
VSHOXF VSHOX1-3.01 0.82 | 1576 | 1594 | - | 0.845 1 gcctcTAATgcagceattte
VSPAX6 VSPAX6.04 0.83 | 1329 | 1347 | + | 0.845 0.778 gctTCCCagatgattccaa
VSBRN5 VSBRN5.01 0.74 | 644 | 666 | + | 0.845 1 aattaaCATAgattatttccttg
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VSPAX6 VSPAX6.04 0.83 | 568 | 586 | - 0.845 0.889 cttCCTCtgtttttttttc
VSNR2F VSPNR.O1 0.79 | 480 | 504 | - 0.845 1 catctggacTCAAatttcagctcaa
VSPARF VSHLF.01 0.84 | 370 | 386 | - 0.845 0.8 ttgtattgtATAAtata
VSHNF1 VSHNF1.04 0.84 | 22 38 - 0.845 1 ttatctctGTTAaggtt
VSNFAT VSNFAT5.01 0.83 | 1681 | 1699 | - 0.844 0.75 aatGAAAaaaagcagcctg
VSNF1F VSNF1.01 0.82 | 1451 | 1471 | - 0.843 0.763 aatCTGGctctttaccagtge
VSFKHD VSFREAC2.01 0.84 | 1452 | 1468 | + | 0.843 1 cactggTAAAgagccag
VSNKXH VSNKX31.01 0.84 | 1240 | 1258 | - 0.843 1 ttttttAAGTtcacaagtg
VSPERO VSPPARG.03 0.83| 780 | 802 | + | 0.843 1 aatttgccttggAAAGgttaaat
VSNFAT VSNFAT5.01 0.83 | 648 | 666 | - 0.843 1 caaGGAAataatctatgtt
VSPAXH VSPAX4.02 0.84 | 465 | 479 | - 0.843 0.751 aaactCATTagctgg
VSFKHD VSFHXB.01 0.83| 386 | 402 | + | 0.843 0.909 accctcACAAcagctct
VSHOXF VSHOXA5.01 0.84 | 836 | 854 | - | 0.842 0.762 cttggtAATCaggcagatc
VSHEAT VSHSF1.01 0.84 | 765 | 789 | + | 0.842 1 taaattacagctAGAAatttgectt
VSZF57 VS$ZFP57.01 0.84 | 1863 | 1875 | - 0.841 1 agtTGCCtcataa
VSGCMF VSGCM1.03 0.83 | 1661 | 1675 | - | 0.841 1 acttgCCCCtacagc
VSPDX1 VSIPF1.01 0.84 | 1545 | 1563 | + | 0.841 0.763 cactgcagaTTATtagcag
VSHOXF V$SHOX1-3.01 0.82 | 1146 | 1164 | + | 0.841 1 ttctcTAATgaagcccaat
VSHOXF VSHOXA3.02 0.84 | 1515 | 1533 | - 0.84 1 ggtgattATTAagaatgta
VSABDB VSHOXA13.01 0.81 | 1450 | 1466 | + 0.84 1 agcactggTAAAgagcc
VSDMRT VSDMRT3.01 0.79| 303 | 323 | + | 0.838 1 atcttttcaTACAtttgacca
VSCREB VSATF.02 0.83 1989|2009 | - | 0.837 0.75 cccaagGGACgtcactctgac
VSBRNF VSBRN3.03 0.83 | 1516 | 1534 | + | 0.837 1 acattctTAATaatcaccc
VSLHXF VS$ISL1.01 0.82 | 182 | 204 | + | 0.837 1 acctgaactTAATagtgccagac
VSSTEM VSOSNT.01 0.78 | 1031 | 1049 | + | 0.836 0.76 tctttctGCAGaataatgg
VSPRDF VSBLIMP1.01 0.81| 965 | 983 | - | 0.836 1 tggagaGAAActggggaag
VSP53F VS$P53.07 0.79| 946 | 970 | + | 0.836 0.803 agagcCAGGtcttgacctgcttecc
VSE4FF VSE4F.01 0.82| 684 | 696 | + | 0.836 0.789 gtgAGGTaaaacg
VSHNF1 VSHMBOX.01 0.83 | 1449 | 1465 | + | 0.835 0.797 gagcactgGTAAagagc
VSNR2F V$TR2_TR4.01 0.77 | 1974 |1 1998 | + | 0.834 1 gcatgaaaggaaatGGTCagagtga
VSHNF1 VSHMBOX.01 0.83 1088|1104 | - | 0.834 1 cccagatgGTTAatgtg
VSP53F VS$P53.07 0.79 | 945 | 969 | - 0.834 0.803 ggaagCAGGtcaagacctggctcta
VSBRN5 VSBRN5.04 0.83| 220 | 242 | - 0.834 1 attgatagcacATTAaatggatc
VSSORY VSHBP1.02 0.83 | 1298 | 1322 | - 0.833 1 tattatgAATGcectgggtaccattc
VSGRHL VSGRHL3.01 0.82 | 690 | 702 | - 0.833 0.761 ataacaCGTTtta
VSOVOL VSOVOL1.01 0.8 | 1961 |1975| + | 0.832 1 gatgcaGTTAtctge
VSSP1F VS$SP2.01 0.8 | 18161832 | - | 0.832 1 acagaaggtgGGACaag
VSSRFF VSSRF.03 0.79 | 1622 | 1640 | - 0.832 0.787 ccatccttaaAGGGcecaga
VSABDB VSHOXC9.01 0.83 | 1517 | 1533 | - 0.832 1 ggtgattaTTAAgaatg
VSABDB VSHOXA13.01 0.81| 508 | 524 | + | 0.832 1 aggacccgTAAAcctat
VSCART VSPRRX2.01 0.83| 465 | 485 | + | 0.832 0.751 ccagctAATGagtttttgagc
VSPBXC | VSPBX1_MEIS1.02 | 0.77 | 336 | 352 | - | 0.832 1 cagaTGATtcacaatag
VSBRN5 VSBRN5.04 0.83 | 200 | 222 | - 0.832 1 atcgatagcacATTAaaagtctg
VSNKXH VSNKX29.01 0.81 | 1204 | 1222 | + | 0.831 0.778 aagtcagaGTCCttaaacg
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VSDMTF VSDMP1.01 0.82 | 1955 | 1967 | + 0.83 1 agccaGGATgcag
VSPERO VSPPAR_RXR.01 0.76 | 543 | 565 | + 0.83 1 catgccagggcccaAGGTcatgt
VSRORA VSREV-ERBA.02 0.79 | 1196 | 1218 | + 0.829 1 aaaattataaGTCAgagtcctta
VSPAX6 VSPAX6.01 0.75] 917 | 935 | - | 0.829 0.755 gagtcAGGCttgatttgtg
VSHNF6 V$0C2.01 0.82| 647 | 663 | - | 0.829 1 ggaaatAATCtatgtta
VSDMRT VSDMRT5.01 0.8 | 1824 (1844 | + | 0.828 0.753 accttctGTTTctgtttcttt
VSHOXC VSHOX_PBX.01 0.81 (1631|1647 | + | 0.828 0.944 ttaaGGATggattaagg
VSLHXF V$ISL1.01 0.82 | 1222 | 1244 | - 0.828 1 aagtgatttTAATgtgcagccac
VSOVOoL V$SOVOL1.01 0.8 | 356 | 370 | + | 0.828 0.75 atatccCTTActtgt
VSHNF1 VSHNF1.01 0.8 | 1081 1097 | - 0.827 1 gGTTAatgtgaagcagc
VSE4FF VSE4F.01 0.82 11286 | 1298 | - | 0.825 0.842 ctgATGTaatggg
VSRREB VSRREB1.01 0.8 | 2007 {2021 | - | 0.824 1 cCCCAacacaagccc
VSAP1R VSMARE.O03 0.82 | 1044 | 1064 | - | 0.822 1 taagGCTGcctcagaccatta
VSCAAT VSNFY.03 0.81 | 465 | 479 | + | 0.822 0.75 ccagCTAAtgagttt
VSOVOL V$SOVOL1.01 0.8 22 36 | - | 0.822 1 atctctGTTAaggtt
VSOCT1 VSOCT.01 0.78 | 1687 | 1701 | - | 0.821 0.857 agaATGAaaaaaagc
VSNKXH VSNKX31.02 0.81 | 1205|1223 | - | 0.821 0.764 acgtttaaGGACtctgact
VSOCT1 VSOCT.01 0.78 | 301 | 315 | - | 0.821 0.857 tgtATGAaaagatgt
VSPAX2 VSPAX2.01 0.78 | 1539 | 1561 | - 0.82 1 gctaataatctgcagtgAAACta
VSHNF1 VSHNF1.03 0.8 | 1520|1536 | + 0.82 0.77 tCTTAataatcacccca
VSGRHL VSGRHL3.01 0.82 | 691 | 703 | + 0.82 0.761 aaaacgTGTTatc
VSHBOX VSEN1.01 0.77 | 588 | 606 | - 0.82 1 tgttcaaaTTTAtttgtgc
VSABDB VSHOXD11.01 0.81 | 1720 | 1736 | + | 0.819 0.779 gtgggtccTGAAatgga
VSAPIR | VSTCF11MAFG.01 |0.81|1075|1095| - | 0.818 0.778 ttaatgTGAAgcagcagggct
VSBRNF VSBRN3.01 0.78 | 646 | 664 | + | 0.818 1 ttaacatagATTAtttcct
VSBRN5 VSBRN5.01 0.74 | 318 | 340 | - | 0.818 0.75 aataggCAAAatttagatggtca
VSOVOL V$SOVOL1.01 0.8 | 1367 | 1381 | + | 0.817 1 accactGTTAcggca
VSCREB VSE4BP4.01 0.8 | 895 | 915 | + | 0.817 1 ctggtgtaagGTAAaggcctc
VSBRN5 VSBRN5.03 0.76 | 227 | 249 | + | 0.817 1 tTAATgtgctatcaatactgggt
VSCREB VSE4BP4.01 0.8 | 1744 | 1764 | - 0.816 1 agaggctcagGTAActtaaaa
VSCREB VSE4BP4.01 0.8 | 450 | 470 | + | 0.816 1 gttgcttaaaGTAAcccagct
VSNGRE VSIR1_NGRE.O1 0.81 | 434 | 448 | + | 0.816 1 taagtctgGGAGaaa
VSHESF VSBHLHB2.02 0.8 | 1215|1229 | + | 0.815 1 cttaaaCGTGgctge
VSOCT1 VSPOU3F3.01 0.81 | 1310 | 1324 | + | 0.814 0.758 ggcatTCATaatagt
VSHNF6 VSHNF6.01 0.81 1633|1649 | - | 0.813 0.806 tcccttaaTCCAtcctt
VSOCT1 VSPOU3F3.01 0.81 | 1969 1983 | + | 0.812 1 tatctGCATgaaagg
VSDMRT VSDMRT3.01 0.79 | 1266 | 1286 | + | 0.812 1 tgcactagtTACAacccagge
VSAPIR | VSTCF11MAFG.01 |0.81| 660 | 680 | - | 0.812 0.815 ttgttgTGAGgaagcaaggaa
VSCLOX VSCLOX.01 0.81| 134 | 152 | - | 0.812 0.807 gaatATCTatatagatatt
VSCLOX VSCLOX.01 0.81| 133 | 151 | + | 0.812 0.807 gaatATCTatatagatatt
VSGLIF VS$GLI1.02 0.81| 908 | 922 | + | 0.811 0.793 aaggCCTCccacaaa
VSNR2F VSPNR.O1 0.79 | 1233 | 1257 | - 0.81 0.782 tttttaagtTCACaagtgattttaa
VSHOMF VSHMX2.03 0.81| 218 | 236 | - 0.81 1 agcacaTTAAatggatcga
VSP53F VS$P53.07 0.79 | 845 | 869 | - 0.809 0.803 tggaaCAGGcgtggacttggtaatc
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Family Matrix Opt. Start | End | St | Mt sim. Cf)re Sequence
Th. sim.

VSRXRF VSCAR_RXR.01 0.75| 552 | 576 | + | 0.808 1 gcccaaGGTCatgttagaaaaaaaa
VSHNF1 VSHNF1.01 0.8 | 1322 1338 | + 0.807 1 aGTTAaagcttcccaga
VSHNF1 VSHNF1.02 0.77 | 1518 | 1534 | - | 0.805 0.762 gggTGATtattaagaat
VSRXRF VSRAR_RXR.01 0.78 | 954 | 978 | - 0.804 1 agaaactggggaagcAGGTcaagac
VSPTF1 VSPTF1.01 0.76 | 1453 | 1473 | - | 0.803 0.857 gaaaTCTGgctctttaccagt
VSHBOX VSEN1.01 0.77 | 319 | 337 | - | 0.803 1 aggcaaaaTTTAgatggtc
VSBRNF VSBRN3.01 0.78 | 149 | 167 | + | 0.803 1 attctatatATTAtaccta
VSMEF2 VSMEF2.01 0.77 | 1515 | 1537 | + 0.802 0.75 tacattctTAATaatcaccccag
VSP53F V$P53.05 0.78 1993 | 2017 | - | 0.801 1 aacaCAAGcccaagggacgtcactc
VSGABF VSGAGA.01 0.78 | 1790 | 1814 | + | 0.801 1 ccgggAGAGcegggaggggcatgetg
VSGREF VSARE.O1 0.8 | 686 | 704 | + | 0.801 1 gaggtaaaacgTGTTatct
VSDICE VSDICE.O1 0.8 1167|1181 | + 0.8 0.811 ggatCTCAacacctt
VSP53F V$P53.06 0.77 | 846 | 870 | + 0.8 0.938 attacCAAGtccacgcctgttccac

Opt. Th: optimum threshold; Start: TFBS start position; End: transcription factor binding
sites end position; St: strand; Mt sim: matrix similarity; Core sim: core similarity. La
casilla de color gris sefiala las caracteristicas de union de PITX1. Para PITX las letras rojas
corresponden al indice consenso (CI) de union al vector > 60%. El intervalo de confianza
para la matriz representa el grado de conservacion de cada posicion dentro de la matriz

(maxima de 100). Letras mayuUsculas: secuencia central o core de una matriz definida como

la secuencia consecutiva (generalmente 4 nucle6tidos) mas altamente conservada.
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11.2 Anexo 2 Articulo

BMP15 c.-9C>G promoter sequence variant may contribute to the cause of non-
syndromic premature ovarian failure

Dora Janeth Fonseca a,b, Oscar Ortega-Recalde a, Clara Esteban-Perez ¢, Harold Moreno-
Ortiz c, Liliana Catherine Patifio a, Olga Maria Bermtdez a, Angela Maria Ortiz a, Carlos

M Restrepo a,b, Elkin Lucena a, Paul Laissue a,b,*

Reprod Biomed Online. 2014 Nov;29(5):627-33.
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