UNIVERSITAS SCIENTIARUM
Revista de la Facultad de Ciencias
Edicion especial, Vol. 11, 49-60

ESTUDIO PRELIMINAR DE LOS POLIMORFISMOS
DEL GEN GRIN-1 DEL RECEPTOR NMDA EN
UNA POBLACION SANA COLOMBIANA

V. Villegas, I. Zarante?, L. Lareo?

!Facultad de Ciencias, Departamento de Nutricién y Bioquimica
2Facultad de Medicina, Instituto de Genética Humana
Pontificia Universidad Javeriana, Cra. 7 No. 40-62, Bogota, Colombia

llareo@javeriana.edu.co

RESUMEN

Se ha encontrado que el gen GRIN-1 juega un papel fundamental en muchas funciones cerebrales y se le
ha asociado con numerosas enfermedades razén por la cual ha despertado un gran interés cientifico el
conocimiento del polimorfismo de este gen entre la poblacion normal y enferma. Hasta el momento no
han sido identificados polimorfismos que lleven a un cambio de aminoacido en la proteina y los estudios
poblacionales hechos hasta la fecha sélo incluyen caucésicos, africanos americanos y asiaticos. En este
trabajo se estudiaron los polimorfismos genéticos del gen GRIN-1 ubicados en la regién 5-UTR y en los
exones 3, 6 y 16. Se encontr6 que la poblacién estudiada se diferencia significativamente de caucéasicos
y no difiere significativamente de otros grupos étnicos.
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ABSTRACT

It is well known that the gene GRIN-1 plays a fundamental role in many cerebral functions and it has been
associated with numerous diseases. For this reason it has awakened a great scientific interest in understanding
how the polymorphisms of this gene are distributed among normal and diseased populations. Up to now
the polymorphisms that lead to an amino acid change in the protein have not been identified, and the
population studies done so far only include Caucasians, African Americans and Asians. In this project the
genetic polymorphisms located in gene GRIN-1's 5-UTR region and in exons 3, 6 and 16 were studied.

It was found that the population studied differs significantly from the Caucasians and but doesn't differ
significantly from the other ethnic groups.

Key words: genetic variability, NMDA, polymorphism, receptors.

INTRODUCCION excitables y aun en otro tipo de células
como osteoblastos. El hecho se debe a que

El receptor ionotrépico de glutamato acti- |0S receptores de glutamato cumplen un rol
vado por N-Metil-D-Aspartato (iGIuR- importante en la neurotransmisiéon media-
NMDA) se ha identificado, en las Gltimas da por el glutamato y ademas de ser un re-
dos décadas, en la molécula central de toSeptor constituye un canal de calcio, el cual
dos los procesos que ocurren en célulags un mineral fundamental en todos los pro-
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cesos de sefializacion. El iGIUR-NMDA es Con la expectativa del aumento de la espe-
un complejo constituido por tres tipos de ranza de vida en el mundo, a corto y media-
subunidades denominadas NR1, codifica-no plazo, la incidencia de las enfermedades
da por un solo gen que presenta poreurodegenerativas serd cada vez mas sig-
“splicing” alternativo, ocho isoformas nificativa y esto ha despertado en el mun-
(Gorteret al, 1997), en rata, de las cualesdo la apertura de un nuevo campo de
tres han sido identificadas en el humano.investigacién en estos aspectos desde mu-
El tipo NR2 que tiene cuatro formas, de lachos puntos de partida. Uno de los mas sig-
A a la D, codificados por cuatro diferentes nificativos ha sido la identificacion del
genes (Contet al, 1999) y el tipo NR3 papel fundamental del iGIUR-NMDA en
con dos formas la Ay la B (Andersseh  patologias como enfermedad de Alzheimer,
al., 2001). Parkinson, Huntington (Szet al,, 2001,
Dunahet al, 2000; McMurray, 2001) sin-
Funcionalmente este complejo es dedrome de Retts (Wenk y Hauss-Wegrzyniak,
esencial importancia en todos los procesog999), entre las mas notables enfermeda-
fisiol6gicos como memoria y aprendizaje des neurodegenerativas.
(Bear, 1996), patolégicos como dolor
cronico (Parson, 2001), epilepsia (Claak De otro lado las disfunciones asociadas al
al., 1994), depresion (Murphgt al, 2000), glutamato son una de las mas conocidas
enfermedad de Alzheimer (Seeal, 2001), hipétesis para explicar la patologia de la
enfermedad de Huntington (Davis y Ram- esquizofrenia. Las observaciones origina-
sden, 2001), enfermedad de Parkinsones provienen de la década de los sesenta
(Meldrum y Chapman, 1994), sindrome decuando se observé que la intoxicacién con
Rett (Genicet al, 1993), esclerosis lateral fenciclidina (PCP) producia sintomas y sig-
amiotropica (Andreasseet al, 2001), en- nos muy similares a la esquizofrenia (Luby
tre otros. Participa también en procesoset al, 1959). Posteriormente se identifico
farmacoldégicos como dependencia del al-que dicha droga interactta especificamente
cohol (Costeet al, 2000), drogas alucin6- con el iGIuR-NMDA como un antagonista
genas (Hyytieet al, 1999), interaccion con no competitivo (Javitt y Zukin, 1991). La
toxinas de diversos origenes (Pastsal., ketamina y el MK-801, otros dos antago-
1991) y otros procesos como el de desarrolinistas no competitivos del iGIUR-NMDA
0 migracion neuronal del sistema nerviosoproducen, también, sintomas de la esqui-
central en los organismos superioreszofrenia y exacerban los sintomas en los
(Garthwaite, 1994). pacientes que tienen la enfermedad (Abi-
Saabet al, 1998).
Ademas de ser uno de los méas receptores
méas abundantes del glutamato, el massin embargo, hasta el momento existen
abundante neurotransmisor. En su formapocos estudios extensos y sistematicos para
activada es un canal (Farreettal, 1994)  conocer la variacién o polimorfismos exis-
por el que difunden el calcio, el sodio y el tentes en los genes que codifican para las
potasio lo cual lo hace esencial para sisteproteinas que constituyen, el receptor en
mas de sefializacion diferencial (Viane@ una poblacién sana. Este se torna entonces
al., 2000) integrados que, dependiendo deen el punto central para avanzar en el en-
su actividad llevan a la memoria y el apren-tendimiento y planteamiento de posibles
dizaje, por procesos denominados deterapias centradas en esta molécula. No

potenciacion a largo plazo (Sakimenal,  existe ningln estudio reportado en pobla-
1995) o a la muerte celular por procesos desiones latinoamericanas y menos colom-
excitotoxicidad (Lynch, 2002). bianas.
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Este trabajo que se enmarcdé dentro del “Proparte del gen como su estructura, se trabajo
yecto Ubaté-Carupa: estudio de cohortescon las secuencias contenidas en el Gen-
para evaluar los determinantes de morbi-Bank, la accesion identificada como
mortalidad en dos poblaciones colombia-Z32772 incluye la regién 5" UTR, los
nas”, establecido en estas poblaciones poexones 1y 2, el intrén 1y la porcién 5’ del
el Instituto de Genética de la Facultad deintrén 2. La accesidn Z32773 incluye la
Medicina de la Pontificia Universidad porcion 3’ del intron 2, los exones 3, 4 y 5,
Javeriana. Se estudié una poblacion de rey la porcion 5’ del intron 5. Finalmente la
cién nacidos sanos, durante el periodo maraccesion 232774 incluye la porcion 3’ del
zo-abril de 2003, para identificar los intrén 5, los exones 6 al 22 y la porcion 3’
polimorfismos de las zonas 5-UTR, exdn UTR (figura 1).

3, exén 6, exdén 16 y los intrones 7, 10 y 12

del gen GRIN1 que codifica para la subu-Extraccion y cuantificacion de DNA

nidad NR1 del receptor. - -
Se utilizé sangre de cordén umbilical con

MATERIALES Y METODOS recuperacion de glébulos blancos y poste-
rior extraccion con el “kit” comercial DNA
Poblacion de estudio 2000 de Corpogen, luego se observo su

y ) ) calidad en geles de agarosa al 1% en buffer
Fueron 91 recién nacidos en el Hospital dergg 1x.

Ubaté con consentimiento informado de sus

madres. Los nifios seleccionados para ehmpiificacion de los segmentos

estudio nacieron de un embarazo normalggleccionados

controlado periédicamente en el Hospital

de Ubaté, sin antecedentes de patologiagon base en la literatura se seleccionaron
congénitas. Al momento del nacimiento no!0S segmentos con potencialidad de pre-
presentaron ninguna evidencia de anomasentar polimorfismos (Tawit al, 2002, Rice

lias heredadas. et al, 2001, Hung, 2001) y la posibilidad
de ser identificados a partir de una diges-
Nomenclatura utilizada tion con enzimas de restriccion comercia-

les. Los segmentos seleccionados fueron:
Para la numeracion e identificacion corres-un segmento de la regién 5-UTR, los
pondiente de los nucledtidos que formanexones 3, 6, y 16.

245 Kb
13.4 Kb
3.8 Kb
7.3Kb
1 2 3 4 5 6 78 910 1214 1618 20 212

Figura 1. Estructura del gen GRIN-1. Dibujo a escala a partir de los datos obtenidos en
el GenBank para las tres accesiones que comprenden el gen
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Tabla 1
“Primers” para amplificar el segmento correspondiente a la region 5-UTR
y al exén 6 segin Matuccet al, 2003

Nombre del Temperatura de
Secuencia 5= 3~

primer Alineamiento

5’-UTR-F GATTCCTGGTGTCCGACCT
61.5°C

5-UTR-R GTCACCCACAGTCAGCGATA

Exén 6F GGACGATGCTGCCACTGTAT

60 °C

Exo6n 6R CGGTGATGTTCTCCTTCTCG

Amplificacién de la regiéon 5'UTR que con- de BSA, 50 pmol de “primers”, 0.4 mM de
tiene el polimorfismo G1001C y del seg- dNTP’s, una unidad de Taqg polimerasa y
mento correspondiente al exdén 6 con elagua para llevar a un volumen de |#5EIl
polimorfismo A1970G programa deecr consistié en una denatura-
cion inicial a 95°C seguida por 35 ciclos a
Para la amplificacién de estos segmento®95°C por 30 segundos, 61.5 (5'UTR) y 60°C
se utilizaron los oligonucle6tidos descri- (Ex6n 6) por 20 segundos y 72°C por 30
tos por Matuccet al, 2003, (tabla 1), y los segundos y una extension final a 72°C por
generados con los programas web primercinco minutos, esto en un termociclador
(REF) y Primer 3 (REF)(tabla 2), en una Touchene.
mezcla que incluyeron 100ng dea, 2%

Tabla 2
“Primers” disefiados para la amplificacién de los exones 3 y 16

Nombre del Temperatura de
Secuencia 5" - 3’
primer Alineamiento
Exén 3A CAGAGCATCCACCTGAGCTT
58°C
Exén 3B TCACCTTGGACTCACGCTCCT
Exén 16A GAACCCCTCGGACAAGTTTA
62°C
Ex6n 16B GCGCCTCACTTGTCTCTCAC
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Corte con enzimas de restriccion La region promotora del gen GRIN1 aun
no ha sido definida, ni se conoce muy bien
Los productos de PCR obtenidos fuerongy estructura pese al namero de hipGtesis
digeridos con las enzimas de restricciénque asocian la disfuncién del receptor de
escogidas para cada fragmento, esto se hizgitamato con numerosas patologias. Esta
tomando 15ul del producto amplificado yegign parece tener caracteristicas en co-
adicionando de 5 a 10 unidades de langn con otros receptores de glutamato
endonucleasa de restriccion y se dejoé a 37°Ggomo por ejemplo GluR1, GIuR2, NR2B,
durante toda la noche. Posteriormente logyroc incluyendo la falta de cajas TATA y
productos se visualizaron en geles decaaT, de ahi surge el interés de analizar
poliacrilamida al 12% y de agarosa al 3% |gs polimorfismos existentes alrededor de
dependiendo del tamafio del fragmento. |5 region 5-UTR y su posible asociacion
o o con factores de transcripcion que puedan
Andlisis estadistico explicar las alteraciones en la funcionalidad
Se hizo una prueba de chi cuadrad®p@ra del gen.
la region 5 UTR y para el exon 6 que Analisis hechos con software especificos

fueron los Gnicos que mostraron polimor- .
. : . muestran que la transversion G - C altera el
fismos con el fin de establecer si se encon-

traban en eauilibrio Hardv-Weinber ol primer nucleétido de la secuencia consen-
4 y 95 € 50 GGGG para la subunidad p50 del factor
programa STATISTIX 7 para medir la S . )
significancia de los resultados obtenidosde t_ranscrlpc;lon NF-6 (Begrit al, 2003;
o . Tani et al, 2001; Quandet al, 1995).
en comparacion con otras poblaciones.

En la figura 2, se muestra el dibujo, a esca-
la, del gen y resaltado el segmento identifi-

Polimorfismo G1001C correspondiente a¢ado en el GenBank con el nimero de
la region 5'-UTR accesion 232772 que cubre la region 5'-

RESULTADOS Y DISCUSION

24.5 Kb

13.4 Kb

3.8 Kb
7.3 Kb

o e
\ ’
299 pb
=
33 pb

Figura 2. Amplificacion y corte del segmento correspondiente al polimorfismo G1001C
(regi6n 5-UTR).

1 1

3 4 5 6 7 8 9 10 1214 1618 20 21 22
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UTR hasta la porcion 5" del intron 2. En el Para valorar en que medida se ajustan los
primer carril del gel de agarosa al 3% sedatos observados en una situacion de equi-
observa el marcador de peso molecular 50ibrio Hardy- Weinberg se utilizo el esta-
pb, en el segundo el segmento amplificadadistico chi cuadrado &y se observé que
con un tamafio de 299 pb, y en los carrileda distribucion genotipica para la pobla-
tres, cuatro y cinco los diferentes genotiposcion de Ubaté no se desviaba de este equi-
(GG-GC y CC) obtenidos por el corte con librio. EI valor de £ calculado para la
la enzima Bse RI, que reconoce la secuenpoblacién de Ubaté fue de 0,0096.
cia normal. De ahi que el genotipo GG se
identifica por generar dos bandas una deEste polimorfismo se ha encontrado en to-
166 pb y la otra del33 pb. El homocigoto dos los grupos étnicos donde ha sido estu-
para el alelo menor no genera corte y eldiado incluyendo el objeto de este trabajo
heterocigoto presenta las tres bandas. vy fue la frecuencia comparada con los da-
tos obtenidos por Ricet al, 2001 (tabla
La frecuencia de los alelos G y C y la distri- 4). Se encontré que difiere significativa-
bucién genotipica se muestran en la tablanente de los caucasicos, aunque es necesa-
3, para la poblacion de Ubaté (89 indivi- rio considerar el tamafio de la muestra de
duos ya que no se pudieron evaluar dos). los otros grupos étnicos que fue muy baja.

Tabla 3
Frecuencias genotipicas y alélicas encontradas la regién 5-UTR
para la poblacion de Ubaté

Genotipos Ubaté
GG GC CC
No de
56 29 4 89
Individuos
Frecuencias
0.6292 0.3258 0.0449 1
Genotipicas
Alelo Frecuencia
G 0.7921
C 0.2079
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Tabla 4
Frecuencia del alelo menor para el polimorfismo G1001C en diferentes grupos
étnicos y su significancia al ser comparada con la poblaciéon de Ubaté

Poblacion o Numero de | Alelo menor | Alelo mayor
p
grupos étnicos Individuos C G
Ubaté 89 0,2079 0,7921
Caucasicos 86 0,122 0,878 0.0440 S
Afro-
16 0,063 0,937 0.0891 NS
Americanos
Asiaticos 5 0,2 0,8 0.7331 NS
Nativos
7 0,143 0,857 P=0.8125 NS
Americanos
Figura 3.

Amplificacién y corte del segmento correspondiente al polimorfismo
A1970G ubicado en el exén 6.

24.5Kb

13.4 Kb

3.8 Kb

9 10 1214 1618 20 2122

305bp
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Este cSNP al igual que el de los exones 3 ¥EIl valor de 2 para la poblacion de Ubaté
16 presenta una alteracién en la tercera baseie de 0.731 lo que se ajusta a los valores
del coddn que resulta en un cambio sinéni-esperados para una poblacion en equilibrio
mo (Martucciet al, 2003; Riceet al, 2001).  Hardy- Weinberg.

El segmento amplificado presenta un ta-

mafio de 305 pb cuya secuencia normalAl igual que para el polimorfismo G1001C
genera dos fragmentos uno de 251 y otrse encontrd diferencias significativas con
de 54pb. La secuencia que contiene el cSNRbs caucasicos lo que ubica a la poblacién
genera tres fragmentos, 192, 59 y 52 pbde Ubaté con valores mas cercanos a los
Para identificaciéon de los diferentes presentados por otros grupos étnicos.
genotipos solo bastan las bandas de 251 y

192pb que se visualizan en un gel dePolimorfismo G443A correspondiente
agarosa al 2,5% como se observa en la figual exdn 3 y cSNP T8070C ubicado en el

ra 3 (Carril uno, marcador de peso molecu-exén 16

lar 50 bp, carril dos, segmento amplificado

correspondiente al exén 6, carril tres, Estos dos exones evaluados en la pobla-
genotipo AA, carril cuatro, heterocigoto AG, cion de Ubaté s6lo mostraron una forma
carril cinco genotipo AA). El segmento alélica. El alelo G para el ex6n 3y el alelo
marcado corresponde a la accesion z32774 Para el exén 16. Posiblemente por el ta-

del GenBank que incluye la porcién 5' del mafio de la muestra o porque no es un
intron 5 y los exones 6 al 22. polimorfismo para esta poblacion. Dados

los resultados con los restantes polimorfis-
La frecuencia de los alelos Ay G y la dis- M0S Se podria asegurar que no es un
tribucién genotipica se muestran en la ta-Polimorfismo para esta poblacion.
bla 5.

Tabla 5.
Frecuencias genotipicas y alélicas del exdn 6 encontradas para
la poblacion de Ubaté

Genotipos Ubaté
AA AG GG
No de Individuos 63 24 4 91
Frecuencias
0.6923 0.2637 0.044 1
Genotipicas
Alelo Frecuencia
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