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, YY1
460 pb YYI:
* YYI/F:
GGAGGAATACCTGGCATTGACC
4 .
.. .. YYI/R:
Dominio de uni6n 1 CGCTGGTTGTTITITGGCCITAG
Octl:
OCTIA/F:
TAACACGCACAATAGCAGCAACC
Oct 1 OCTIA/R:
AGAGGGACGAATCAGATGAGAGG
1 2 OCTIB/F:
2 AAGAACATGTGCAAGTTGAAGCC
I OCTI1B/R:
4 4 GGTTGCTTTAATAGGTGAGCTGC
1
Dominio de unién 2

Figura 13.-Secuencias de los oligonucleétidos disefiados para YY1 y Oct1.
En la parte superior izquierda se esquematiza el disefio de los oligonucleédtidos para
los FT YY1 y Octi; en la parte superior derecha se observa las secuencias de los
oligonucledtidos. En la parte inferior izquierda se esquematiza el disefio de los
oligonucledtidos para los Oct1 y en la parte inferior derecha se observa las secuencias
nucleotidicas de los oligonucledtidos.

Brn-3a BRN-3A:
1-BRN-3AL/F:
l} 2’ 257 ATAGCGGGCCTGGCGTCCATCTG

1.-BRN-3AL/R:
o e | TCTICTCGCCGCCGTTGAAGAGC

4 4
306pb 1 2 2.-BRN-3A2/F:
CCCAGCGAGAAAATGAACAAGCC
- _ 2.-BRN-3A2/R:
Dominio de unién TTTCCAGCCCCCTCAGTAAGTGG

BRN-3B:
1.- BRN-3B1/F:
ATTCCGTCGCACATGGGCTGCAT

1 2 1.-BRN-3BI/R:

» b 401p CGGGCGCGATCATATTATTGTGGG

4 4 2.-BRN-3B2/F:
1 2 TTACCATCTGCAGGTTCGAGTCC
Brm-3b 2.-BRN-3B2/R:
GAGAGGAGAGAAAAGAGCGGACG

Figura 14.- Secuencias de los oligonucledtidos disefiados para Brn-3a y
Brn-3b. En la parte superior izquierda se esquematiza el disefio de los
oligonucledtidos para los Bmn-3a y en la parte superior derecha se observa la
secuencia de los oligonucledtidos. En la parte inferior izquierda se esquematiza el
disefio de los oligonuclettidos para los Brn-3b y en la parte inferior derecha se observa
la secuencia nucleotidica de los oligonucledtidos.
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Tabla 4 - Condiclones finales para la RT de los FT.

Reactivos Volumen Concentracion final

RNA de sangre periférica 4a8pl 200 a 400 ng/pl
random primers (0.5 pug/ pl) 2l 0.09 a 0.07 pg/ ul
{Buffer 5X 2l 0.9a0.8X

NTPs (10mM) 1u 0.9mM a 0.67mM
DTT (100 mM) 1 9mM a 6.7 Mm
RNAsin (20U/ pl ) 05 0.9a0.7 U/l
BSA (10U/ ul) 0.2l 0.19a13 U/l

MLV-RT (2 U/ pl) 0.2 ul 0.0420.03 U/l
H20 -— —
Volumen total 10.9 2 14.9ul S

La variaciones mas importantes de las condiciones iniciales para la RT fueron
la cantidad de RNA que se utilizd, al principio se agrego 50 ng y se termino
agregando de 200 a 400 ng, otro cambio fue el aumento de random primers,

del cual se utilizaba 0.05 pg/ ul y finalimente se utilizé de 0.07 a 0.09 pg/ ul.

En las condiciones de PCR los cambios se enfocaron el las concentraciones de
MgCl: vy la temperatura de apareamiento, esto fue para mejorar tanto la
astringencia de las reacciones, como la intensidad de las bandas obtenidas.
Todas las condiciones de estandarizacién para los FT se tuvieron que hacer

muy astringentes, ya que los PCR generaban muchas inespecificidades.
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Tabla 5.- Condiciones de amplificaciéon de la PCR para YY1 y Octi.

Reactivos Foncentraciélﬂ Reactivos lConcentraclélﬂ

para YY1 para Oct1
Buffer 10X 1X Buffer 10X 1X
dNTPs (10mM) 0.24 mM NTPs (10mM) 0.24 mM
MgCl2 25 mM 0.9mM gCl2 25 mM 0.75 mM
YY1F 5uM 0.4uM Oct1F 5uM 0.4uM
YY1R 5uM 0.4uM OctiR S5uM 0.4uM
Taq gold 5U/ul 0.1U/ul  [Taq gold 5U/ul 0.1U/ul
H20 10.9 H20 10.9
DNAc 5l IDNAC 5ul
Volumen fotal 25l Volumen total 25ul

Tabla 6.- Condiciones de amplificaciéon de la PCR para Brn-3b y Brn-3a.

Reactivos boncentraci6r1 Reactivos  [Concentracién
para Brn-3b Para Brn-3a

Buffer 10X 1X Buffer 10X 1X
MgCl2 25 mM 1.25 mM P\dgCIZ 25 mM 1.6 mM
dNTPs (10mM) 024 mM pNTPs (10mM) 0.24 mM
Brn-3b1R 5uM 04yM  Bm-3°1R 5uM 0.4uM
Brn-3b1F 5uM 0.4uM m-3*1F S5uM 0.4uM
Taq gold 5U/ul 0.1U/ul  [Taq gold 5U/ul 0.1U/ul
H20 13.25 H20 10.9
DNAC 3ul  |PNAc 5 pl
Volumen total 25l Volumen total 25pl

Para verificar que las condiciones de amplificacién de los PA de YY1, Octi,
Brn-3a y Bm-3b, se hicieron electroforesis en geles de agarosa al 2% (Figura

15).
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M YY1 Brn-3a1 Brn-3a2 M OctiB OctlA.

a)

g?r?-%t;1 é?:—%ZZ 228pb. 401 pb
Brn-3b1  Brn-3b2

c)

Figura 15.- Gel de Agarosa al 2% de los PA de YY1, Oct1, Brn-3a y Brn-3b.
a) El carril M es un marcador de peso molecular, en el carril YY1 es |a estandarizaciéon
del FT YY1 en donde se abserva la banda de 460 pb que es la esperada y otra banda
de 370 pb que posiblemente es una inespecificidad, en los carriles Bmn-3a1 y Bm-3a2
son productos muy débiles del FT Brn-3a. b) El carril M es un marcador de peso
molecular, en el carril Oct1B se observa una banda de 365 pb que es el segundo
fragmento del FT Oct1, en el camil Oct1A se observa una banda de 350 pb que
corresponde al primer fragmento del dominio de union al DNA del FT Oct1. ¢) El carril
M es un marcador de peso molecular, en el carril C- es el control negativo de la
reaccién, los carriles 1 y 2 son amplificaciones del FT Brn-3b no estandarizados, el
carril 3 esta el PA de Brn-3a1 de un tamaiio de 306 pb y por ultimo en el carril 4 esta
el PA de Brn-3a2 de un tamafio de 257 pb. d) El carmil M es un marcador de peso
molecular, en el carril C- es el control negativo de la reaccion, en el carril 1 es la
amplificacion del fragmento Brn-3b1 y en el carril 2 es el PA del fragmento de Brn-3b2.
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La estandarizacién de YY1 no fue buena, ya que no se pudo eliminar la banda
de 370 pb. En el caso de Oct1 la amplificacion fue muy tenue, por lo que la
cantidad de PA no seria suficiente para secuenciar, y consecuentemente el

trabajo de esta tesis se enfocd en Bm-3a y Brn-3b.

Una ultima estandarizacion fue la combinacién de los oligonucledtidos Bm-
3a1F y Bm-3a2R, dando un fragmento de 515 pb que amplifica todo el dominio
de union del factor Bm-3a. Para la amplificacién del dominio de unién de Bm-

3b, se combinaron los oligonucleétidos Brn-3b1F y Brn-3b2R, resultando un
fragmento de 570 pb (Figura 16).

A) BRN-3a B) BRN-3b
ﬁ._* 1 805 pb—*f"""

-l . +« 570pb
500 pb—+» 515 pb

(o™

b

Figura 16- Gel de Agarosa al 2% de los PA de Brn-3a y Brn-3b. A) Bmn-3a:
En el carril M se encuentra un marcador de 100 pb, donde la primera banda de 100 pb
no se observa debido al corte del gel, en el carril 1 es una estandarizacién de Bm-3b,
en donde no se pudo obtener una sola banda y por ultimo en el carril 2 se encuentra el
PA de Bm-3a de un tamafio aproximado de 515 pb, la cual es una banda tnica. B)
Bm-3b: En el carril M se encuentra un marcador de PM A+Pstl, los carriles 1 y 2 se

encuentran productos de Brn-3b de un tamafio de 570 pb, los cuales son bandas
Unicas.
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5.4 Amplificacién de los dominios de unién de los FT Brn-3a y Brn-3b

La amplificacion del dominio de unién de Brn-3a se llevé a cabo para todos los
RNAs almacenados a -70°C. De las 100 muestras de RNA analizadas, 70
muestras amplificaron de las cuales dos no dieron el tamaiio de banda
esperado de 515 pb, las 30 muestras restantes no se pudieron amplificar por la
metodologia de RT-PCR para el FT Brn-3a (Figura 17). Pero ese mismo DNA¢
se utilizo para amplificar B-3b, para el cual las 100 muestras amplificaron,

solo 1 muestra tubo un tamafio de banda menor al esperado de 570 pb (Figura

18).
B4 35 36 37 3639 40 41 4
587pb L g'c-lzzasﬁ 7891011
458 pb WAL S i A
: R RS 300 pb i
a) b)

Figura 17.- Amplificacién del FT Brn-3a en las muestras. a): En el primer
camil M se encuentra un marcador de PM PBS+Haelll, en los carriles 35, 37, 40 se
observan PA de Brn-3a de un tamaiio de banda de 515 pb, en los carriles 34, 36, 38,
39,41 y 42, no se observa amplificacion para este FT. b):El primer carril se encuentra
c+ que es un control positivo, en el c- se encuentra el control negativo, en los carriles
1, 9 y 11 se encuentran PA del tamafio esperado de 515 pb, mientras que en los
carriles 4, 6 y 7 se observan productos de menor tamaiio de aproximadamente 300 pb.

5.5.- Secuenciacién de los PA de los FT Brn-3a y Brn-3b
Los productos de la RT-PCR, que fueron 70 para Bm-3a y 100 para Brn-3b se

purificaron, las muestras que se obtuvieron mas de dos bandas se les aumento



Basuliados
“Determinacion de Pollmorfismos de Nudladtidos Simples en Factores de Transcripcion Celulares que Afectan la Expresion
del Virus de Papiloma Humano®

la temperatura para eliminar las bandas inespecificas. Todos los PA se
sometieron a secuenciacién para obtener |as secuencias de cada una de las
muestras y posteriormente se compararon con la secuencia normal reportada

en el banco de genes llamado GenBank (Figura 19).

Brn-3b: 75-88

C-C+ ~ Brn-3b: 64-72
- :" m “ ' hl':- 2k - 3

.‘ '.
1 P - LI -

Figura 18.- Amplificacién del FT Brn-3b en las muestras. a): En los carriles M
se encuentran escaleras de PM de 100 pb, el ¢c- es el control negativo, el ¢+ es el
control positivo, los carriles Brn-3b:64-72 se encuentran los PA de Bm-3b de un
tamafno de banda de 570 pb. b): En los camiles Brn-3b:75-88 se encuentran PA de
Bm-3b de un tamafio de banda de 570 pb y una muestra presento una banda de
menor tamario de aproximadamente 300 pb sefialada con una flecha amarilla.

Para el dominio de unién al DNA del FT Brmn-3a, cuatro muestras presentaron
cambio nucleotidico, los cuales dan como resultado mutaciones con cambio de
sentido. Dos de las muestras presentan el mismo cambio de a.a. (N296Y), una
muestra presenta el cambio a.a. C260S y la cuarta muestra presento cuatro
cambios nucleotidicos de los cuales, uno es silencioso y los otros tres son

mutaciones con sentido (Tabla 7).

47



Resultarios

“Determinacitén de Polimorfismos de Nuciedtidos Simples en Factores de Transcripcién Celulares que Afectan la Expresion

l',f'
1

& & @ W -
O G e

i
L

L- =
'
% a
E : o

-

C
-=

-2

dal Virus de Papiloma Humano®

Figura 19. Ejemplo de un gel de secuenciacién de Brn-3a y Brn-3b. Este es
un ejemplo de un gel de secuenciacion.

En la figura 20 se puede observar un ejemplo de los cambios encontrados en el

dominio de unién de Brn-3a.

Tabla 7.- Polimorfismos encontrados en el FT Brn-3a.

Muestra | Cambio | Sitio de la | Alteracion de Efecto en la

mutacion | la secuencia proteina

33 S POU G855A V 285V

CS (N-terminal) AB56G

G858A T286A

ABG60G Q287R

39, 55 CS POU A886T N296Y

(N-terminal)
123 CS Fuera de G779C C260S
POU

S= mutacion silenciosa
CS= mutacién de sentido
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¥

Figura 20.- Gel de secuenciacion de Brn-3a donde se muestra

polimorfismos. Este gel es de la muestra 33 secuenciada con el oligonuclettido
Brmn-3a2R, los cambios estan sefialados por flechas. De arriba para abajo el primer
cambio es Val285Val (G855A), el segundo es Thr286Ala (AB56G, G858A) y el ultimo
Glu287Arg (ABG0G).

Todos los cambios encontrados en el dominio de unibn de Bm-3a se
localizaron en la region POU, con excepcion del C260S, que se encuentra en

un coddn externo hacia el extremo 3’ del dominio POU.

Para Brn-3b se encontraron 7 muestras con cambios nucleotiditos. Cinco de
ellas presentaron el cambio nucleotidico silencioso C929G (S309S). Una
muestra presentd el cambio nucleotidico AB58T, generando una mutacion con
cambio de sentido (N286Y), el cual es el mismo presentado en dos muestras
de Brn-3a (N296Y). La ultima muestra presenta el cambio nucleotidico C763G,

el cual genera una mutacién con cambio de sentido (A254G) (Tabla 8).
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Tabla 8. —Polimorfismos encontrados en el FT Brn-3b.

Muestra | Cambio | Sitio de la | Alteracion de la |Efecto en la
mutacion secuencia proteina

6, 15, 17, S POU C929G S$309S
56, 70 (N-terminal)

29 CS POU A858T N286Y
(N-terminal)

47 CS POU C763G A254G
(N-terminal)

Los cambios presentados en Bm-3b también se localizan en la region POU del
dominio de unién, la misma region en donde se encontraron los cambios para
Bm-3a. En la figura 21 se observan algunos ejemplos de los polimorfismos

encontrados en Brn-3b.
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Figura 21.- Geles de secuenclacién de Bm-3b donde se muestran
polimorfismos. a) El cambio presentado en esta muestra fue de una G por C con el
oligonucledtido Bm-3a2R (seflalado por una flecha), al realizar el cambio reverso-
complementario el polimorfismo es C929G. b) El cambio presentado en esta muestra
fue una A por T con el oligonucleétido Bm-3a2R (sefialado por una flecha), al realizar
el cambio reverso-complementario el polimorfismo es A858T.
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5.6 Cambios bioquimicos generados por los SNPs en las proteinas.

Los SNPs encontrados en el FT Bm-3a dan como resultado cuatro cambios
aminoaciditos (T286A, Q287R, N296Y, C260S) y un cambio silencioso
(V285V). El primero es una treonina que es un a.a polar por una alanina que
es un a.a no polar, el segundo es una glutamina de carga neutra por una
arginina de carga positiva, el tercero es una aspargina que es un a.a. con un
grupo amida por la tirosina que es una a.a. aromatico, el cuarto es una cisteina
que es un a.a. con un grupo de azufre por una serina que es un a.a. con un
grupo hidroxilo, y el Gltimo que no genera cambio a.a. por lo que no genera

ningun cambio bioquimico.

Los SNPs encontrados en el FT Bm-3b dan como resultado un cambio
silencioso (S309S) y dos cambios aminoaciditos (N286Y, A254G). El primero
no genera cambio bioquimico en la proteina, debido a que es una serina por
serina, el segundo es una aspargina que es un a.a. con un grupo amida por la
tirosina que es un a.a. aromatico, y el ultimo es una alanina que es un a.a. no

polar por una glicina que es un a.a no polar.

5.7 Analisis por RFLPs de los SNPs encontrados en los FT.

El andlisis de los SNPs en el FT Brn-3a no generan, ni eliminan sitios de corte
para enzimas de restriccion. Para el FT Brn-3b, solo un SNP (A858T) ocasiona
que se pierda el sitio de corte con las enzimas de restriccion Bal | y Mscl (ver

figura 22).
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29 GCTCCGCGCTGGCCTACCTCAAGATCCC

N GCTCCGCGCTGGCCAACCTCAAGATCCC
134 pb t 436 pb

Bal | Msc |
TGG/CCA TGG/CCA

Figura 22.- Andlisis por enzimas de restriccion para el polimorfismo
A858T. Las enzimas Bal | y Mscl cortan la secuencia normal (N) del dominio
amplificado del FT Bm3B en el sitio TGG/CCA, dando dos bandas de 134 pb y 436 pb.
La secuencia con el polimorfismo (29) pierde el sitio del corte por lo que en un gel de
agarosa se observara una sola banda de 570 pb.
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CAPiTULOWVI

DISCUSION
Existen numerosos estudios sobre la expresion y regulacién de los FT Brn-3a y
Bm-3b en diversos canceres: como el aumento de 300 veces el FT Bm-3a en
pacientes con NIC llil, comparandolas con mujeres sanas (42), o0 que en tumores
mamarios los niveles reducidos de BRCA-1 muestran una expresion aumentada
de Bm-3b, lo cual sugiere un posible rol de este FT en la regulacién de la
expresion de BRCA-1 (65) y de la expresiobn aumentada de Brn-3a en tumores
neuroendocrinos agresivos, pudiendo ser los responsables de la proliferacion de
las células malignas (66). Pero no existe ningin estudio hasta ahora sobre la
presencia de SNPs en los dominios de los FT, los cuales podrian alterar la
afinidad de los FT al sitio de unién al DNA, provocando una alteracion en la
expresion de los genes celulares y virales que regulan estos factores.
Particularmente en el CaCU estos cambios podrian provocar un cambio en la
afinidad entre los factores y la regién LCR del VPH, potenciando la expresion de
E6 y E7, produciendo una desregulacién del ciclo celular y desencadenando la
trasformacion maligna. Por otro lado, estos cambios en la afinidad podrian
disminuir la union de éstos a la region LCR, pudiendo provocar que la expresion
de E6 y E7 también disminuya, explicando porqué algunos huéspedes infectados

con VPH nunca desencadenaran CaCuU.
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Al amplificar los dominios de unién al DNA de los FT, treinta de las muestras no
amplificaron para Brn-3a, esto puede deberse a que la expresion del FT esta muy
baja en las personas sanas en comparacion de una enferma (Daniel Ndisang et at.
1998), ya que el mismo DNAc se utiliz6 para amplificar el FT Bmn-3b, el cual si
pudo detectarse por esta metodologia. Al realizar la RT-PCR para los FT Bm-3a y
Brn-3b se detectaron bandas de corrimiento electroforetico de menor tamario al
esperado, pero al hacer las reacciones para la secuenciacion el tamaiio de las
bandas y las secuencias fueron normales, por lo que las bandas obtenidas de

menor tamano eran artificios de la RT-PCR.

Los cambios encontrados en el FT Bm-3a dan como resultados cambios
aminoacidicos. Aunque solo un polimorfismo se repite en dos muestras (N296Y),
la mayoria ocurren en la regidn amino terminal del dominio POU, regidn muy
importante para la unién FT-DNA. Ademas, la mayoria de estos cambios no
sinénimos probablemente cambie las propiedades fisico-quimicas, la estructura y
funcion de la proteina (Figura 23). Estos SNPs podrian generar un cambio en la
afinidad de el FT con sus sitios de unién al DNA, provocando una mayor expresion
0 represion del gen que estan regulando, provocando alteraciones en la via en la
cual el gen participa y en conjunto con algun otro factor alterado podrian generar
una patologia. Solo un cambio a.a. cae fuera del sitio POU (Q287R), por lo que
posiblemente esta mutacién no genere un cambio relevante en la afinidad del FT
con el sitio de unién al DNA, no alterandose asi la expresién de los genes que este

regulando el FT (Figura 24).
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Thr 286 a.a Ala
Polar No polar
—— HNT N ’\/\HL OH
HzNJ\/\I)L OH * H NH
NH, 2
Gln 287 a.a Arg
Neutro carga positiva
Q Q
O NHz HO NH,,
Asn 296 a.a Tyr
a.a con grupo amida aromatico
O Q
HS/\I)J\OH — HO/\l/mOH
NH, NH,
Cys 260 a.a. Ser
a.a con grupo azufre a.a. con grupo hidroxilo

Figura 23.- Cambios aminoacidicos provocados por las mutaciones con
cambio de sentido en Brn-3a. Como pueden observarse todas las mutaciones
ilustradas producen un cambio de a.a por otro de propiedades fisico-quimicas diferentes.

35



DISCUSION
“Determinacion de Polimorfismos de Nucledlidos Simples en Factores de Transcripcién Celulares que Afectan la Expresion

del Virus de Papiloma Humano™
1 S0 140 150 200 m *n a%n 100 420
[ pou |
[ POU_ |
W g -

Query: 261 DSDTOPRELEAFAERFKQRRIKLGVTQADVGSALANLKIPGVGSLSQSTICRFESLTLSH 320
Sbjct: 1 DEDI DLRELEAFA KTFKQRRIKLGYTQADVGLALGALYGG— SFSQTTICRFEALQLSF 57
Query: 321 NNMIALKPILQAWLEEAE 338

Sbjct: 58 KNMCKLKPLLEKWLEEAE 75

BRN-3A: Val 285Val, Thr286Ala, Glu287Arg, Asp296Tyr, Cys260Ser

Figura 24.- Esquema tridimensional del FT Brn-3a. El FT Bm-3a tfiene
aproximadamente 420 a.a. del cual se analizo la regiébn del homodominio (formado por la
region POU y el homeobox) que corresponde del 261 al 420 a.a. Los cinco cambios
encontrados en la proteina se sefialan con flechas tanto en el dibujo de la proteina, como
en la secuencia del dominio POU en la parte de abajo.

Por otra parte el polimorfismo mas comin encontrado en Bm-3b (C929G: cinco
muestras) no generan cambios aminoacidicos (S309S), por lo que no tendra
ning(n efecto en la afinidad del FT con su sitio de unién al DNA, no alterandose la

expresion del gen que esta regulando.

Solo dos muestras presentaron cambio aminoacidico en el FT Bm-3b, los cuales
ocurren en la region amino terminal del dominio POU, curiosamente en la misma
region que presenta cambios el FT Brn-3a (Figura 25). Estos polimorfismos
también podrian generar un cambio en la afinidad del FT con sus sitios de unién al
DNA, provocando una desregulacion del gen que esta controlando y alterando la

via en la cual el gen participa.
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Una de estas dos muestras tubo un cambio en el aminoacido N286Y para el FT
Brn-3b. Esta mutacidn genera un cambio de a.a. que alteraria las propiedades
fisico-quimicas del factor y lo convierte en un candidato muy serio para buscarlo

en algunas patologias neoplasicas (Figura 26).

1 St 10 150 2nn Eﬁ* A ‘ ] 410
___pou ]
- POU *
¥ \

Query: 251 DVDADPRDLEAFAERFKQRRIKLGVTQADVGSALANLKIPGVGSLSQSTICRFESLTLSH 310
Sbjct: 1 DED | DLRELEAFAKTFKQRRIKLGYTQADVGLALGALYGG— SF SQTTICRFEALQLSF 57
Query:311 NNMIALKPILQAWLEEAE 328
Shict: 58 KNMCKLKPLLEKWLEEAE 75

Brn-3b: Ser309Ser, Asn286Tyr, Ala254Gly

Figura 25.- Esquema tridimensional del FT Brn-3b. El FT Bm-3b tiene
aproximadamente 415 a.a. del cual se analizo la region del homodominio (formado por la
region POU y el homeobox) que corresponde del 250 al 415 a.a. Los tres cambios
encontrados en la proteina se sefialan con flechas tanto en el dibujo de la proteina, como
en la secuencia del dominio POU en la parte de abajo.

Los SNPs encontrados en Bm-3a y Brn-3b en mujeres sanas podrian buscarse en
pacientes de manera mas directa y mas facil utilizando RFLPs. Aunque solo un
polimorfismo podria analizarse por enzimas de restriccion, para los demas se
podrian disefiar oligonucledtidos que creen sitios de restriccion y asi poder

analizarlos.
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a.a con un grupo amida aromatico

Figura 26.- Cambios aminoacidicos provocados por las mutaciones ¢on
cambio de sentido en Brn-3b. Como pueden observarse las dos mutaciones
ilustradas producen un cambio de a.a por oftro. Sin embargo el cambio mas importante
es el Asn286Tyr el cual provoca un cambio de a.a. de propiedades fisico-quimicas
diferentes.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

Los resultados encontrados en el presente trabajo, permite concluir lo

siguiente:

» Si existen polimorfismos en los FT Brm-3a y Bm-3b.

» En el 30% de las muestras no se detecté6 Bm-3a.

» En el dominio de unién del FT Bmm-3a, se encontraron 5 polimorfismos, de
los cuales 4 predicen cambio a.a.

» La frecuencia polimérfica encontrada en el dominio de unién de Bm-3a fue
del 5.7%.

» En el dominio de unién del FT Brn-3b, se encontraron 7 polimorfismas, de
los cuales solo 2 predicen cambio a.a.

« La frecuencia polimérfica encontrada en el domino de unién de Bm-3b fue
del 7%.

» El dnico polimorfismo analizable con enzimas de restriccién (Ball y Mscl) es
el A858T (Asn286Tyr).

* La mayoria de los polimorfismos en Bm-3a y Bmn-3b se localizan en el

dominio POU.
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CAPITULO VIl

PERSPECTIVAS

< Hacer un estudio de casos (CaCU, tumores neuroendocrinos y tumores

mamarios) y controles (sanas) para comparar las frecuencias de

polimorfismos de factores Brn.

< Medir la expresion de Brn-3a y Brn-3b en tejidos con CaClU, tumores

neuroendocrinos, etc.

R/
D5

Estudiar las interacciones de las proteinas Brn polimorficas con la region

LCR del VPH de alto riesgo.

03
g

Hacer un estudio in vitro e in vivo del posible efecto terapéutico de los FT

Brn-3a y Brn-3b.
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