UNIVERSIDAD
DE LAREPUBLICA
URUGUAY

PEDECIBA

Analisis de la variabilidad y expresion génica en el

parto prematuro espontaneo

Mag. Silvana Maria Pereyra Lepre

Directora: Dra. Rossana Sapiro

Co-director: Dr. Bernardo Bertoni

PROGRAMA DE DESARROLLO DE CIENCIAS BASICAS
(PEDECIBA) — AREA BIOLOGIA
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Montevideo, Uruguay
28 de Junio de 2019


familia
Textbox

familia
A set by f


o

PEDECIBA

UNIVERSIDAD
DE LAREPUBLICA
URUGUAY

Analisis de la variabilidad y expresion génica en el

parto prematuro espontaneo

Mag. Silvana Maria Pereyra Lepre

Tesis de Doctorado presentada al
Programa de postgrado PEDECIBA
Biologia, como parte de los requisitos
necesarios para la obtencion del titulo de
Doctor en Ciencias Biologicas.

Directora: Dra. Rossana Sapiro

Co-director: Dr. Bernardo Bertoni

PROGRAMA DE DESARROLLO DE CIENCIAS BASICAS
(PEDECIBA) — AREA BIOLOGIA
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Montevideo, Uruguay
28 de Junio de 2019



Autor:

Mag. Silvana Maria Pereyra Lepre
Departamento de Genética,
Facultad de Medicina, UdelaR.

Directora:

Dra. Rossana Sapiro
Departamento de Histologia y Embriologia,
Facultad de Medicina, UdelaR.

Co-director:

Dr. Bernardo Bertoni
Departamento de Genética,
Facultad de Medicina, UdelaR.

Tribunal:
Dr. José Tort
Departamento de Genética,
Facultad de Medicina, UdelaR.
Dr. Alfonso Cayota
Departamento Béasico de Medicina,
Facultad de Medicina, UdelaR.
Dra. Carolina Bonilla
Departamento de Medicina Preventiva,
Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo.



AGRADECIMIENTOS

A Rossana Sapiro, que con energia incansable fue guia y compafiera en todas las
etapas de este trabajo de tesis, desde la colecta de muestras en el hospital hasta las

discusiones con los revisores. Por las ensefianzas académicas y de las otras.

A Bernardo Bertoni, por apoyar de forma constante todo el desarrollo de la tesis y
por confiar en que podia llevarla a cabo. Por ser mentor y guiarme pacientemente

en el mundo de la genética humana.

A los Dres. Alfonso Cayota, José Tort y Carolina Bonilla, miembros del tribunal

de evaluacion, por aceptar evaluar esta tesis y por los valiosos aportes brindados.

Quiero agradecer enormemente a todas las madres que aceptaron participar en los
estudios realizados en esta tesis, participando de forma desinteresada en este

proyecto.

A los Dres. Justo Alonso y Daniel Borbonet, que nos abrieron las puertas de las
clinicas que dirigen: Clinica Ginecotocoldgica B y Clinica de Neonatologia del
Centro Hospitalario Pereira Rossell, respectivamente. La colecta de muestras fue
realizada con la colaboracion invaluable de sus médicos, y en especial por los Dres.
Claudio Sosa, Manuela DeMaria, Elena Lepre, Elsa Arocena, Agustina Bado,
Patricia Cardozo, Grazzia Rey, Diego Greif, Daniel Grasso, Ariel Diaz, Natalia

Cabrera y Pamela Grimaldi. A todos ellos, muchas gracias.

Al PEDECIBA, SNI (ANIIl) y CSIC, que financiaron parcialmente esta
investigacion, la tltima mediante un proyecto de iniciacion a la investigacion. Este

apoyo fue fundamental para el desarrollo de la tesis.

A todos los integrantes del Departamento de Histologia y Embriologia,
especialmente a Jimena Mas de Ayala y a Mariana Ford, que acompafiaron muchas
horas de mesada, aprendiendo juntas, haciendo mucho méas entretenida la tarea,

ademas de ayudar a solucionar varios problemas de laboratorio en el camino. A



Frances Evans, que esterilizd repetidamente los morteros necesarios para las

extracciones de ARN, siempre con una disposicion excelente.

A Claudia Chiale y Mercedes Rodriguez-Teja, que proveyeron oligonucleotidos

para uno de los genes de referencia usados en la cuantificacion de ARN.

A todos los compafieros del Departamento de Genética, muy especialmente a los
islefios Mdnica, Valentina, Lucia B., Lucia F., Patricia, Soledad, Ismael, por el
apoyo y compafierismo de todos los dias. Un placer trabajar con un grupo tan
humano. Gracias especiales a Lucia B., que leyd la tesis de principio a fin,

buscando errores aqui y alla.

El apoyo de los Dres. Titus Brown (UC Davis, EEUU) y Rosario Uriarte (AEPSM)
fue fundamental para que pudiera asistir al curso Next-Gen Sequence Analysis
Workshop (Michigan, EEUU), que fue fundamental para realizar los analisis

bioinformaticos de mi tesis.

A mis padres, por el apoyo incondicional siempre. A mis hermanos, otros

constantes, por el comparierismo diario.

A Matias y a Martina, por la vida compartida, por la alegria de todos los dias, por
la contencion y porque esta tesis también es trabajo de ellos.

A todos ellos, muchas gracias.



TABLA DE CONTENIDOS

AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt ettt ee st s sse e st e st e s besbessbeesneens AV
TABLADE CONTENIDOS...... oottt ettt sttt et sat e st s st sbessneesneene Vi
ABREVIATURAS ... ettt ettt ettt ettt s et be et e a e s st et e sae et e ees 1
LISTADETABLAS ...ttt ettt ettt st ettt et st et s st et be et e s e b et e nee 3
LISTADE FIGURAS ...ttt ettt sttt st s e s b e st et e st e st e s seesneesnees 4
RESUMEN ......oo ettt sttt st stesaessae s sae s s e e s ae s e e st e ste s ta e sassseesseesssesnsesnsesnsnn 7
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et e a e st e b e s st et e be e st et e be et ebe s st ebesseeateneen 9
1. INTRODUCCION GENERAL ..o sesesssssssssesssssssssssssssssssasssnnns 11
1.1 PARTO PRETERMINO; UNA ENFERMEDAD GENETICA COMPLEJA .......cvcvvrrennenn. 11
1.1.1. Clasificacion del parto prematuro ...........cccevveveeieieesrecie e 12

1.1.2. Fisiopatologia del PPT ... 13

1.1.3. Contribucidn genética al PPT ... 16

1.1.4. Contribucion de los genomas materno y fetal ..o 17

1.2 PARTO PRETERMINO ESPONTANEO Y EL ROL DE LA INFLAMACION....................... 17

1.3 ESTRATEGIAS PARA EL ANALISIS GENETICO DE ENFERMEDADES COMPLEJAS ...... 20
1.3.1. Estudios de variantes génicas en PPT ......c.ccccveieiiieve e 24

1.4 EFECTO DE LAS VARIANTES GENICAS EN LA EXPRESION GENICA ....c.cvcviirnnnnene. 26
1.4.1. Expresion génica en parto a término y parto prematuro................. 27

1.5 APORTES DE ESTE TRABAJO DE TESIS .ouvviuiiiieieiiieieieieceieiee e 28

2. OBJETIVOS Y ESTRATEGIADETRABAJO......coiiiiiiiiiiiicicrcicntcccnrcicienns 29
21 HIPOTESIS DE TRABAJO ...ttt ettt 30

2.2 OBJETIVOS c.tiitetiteti ettt ettt 30
2.2.1. ODJEtiVO GENETAL .....cveiiiiii e 30

2.2.2. ODbjetivos €SPECITICOS.....cccueiviiiiieeie e 30

2.3 ESTRATEGIA DE TRABAJO ....oouitiietiieieeieie ettt ettt 31

3. INTERACCIONES ENTRE FACTORES AMBIENTALES Y VARIANTES GENETICAS EN
PARTO PRETERMINO.........omvvereerereaesseeesssesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssnssssneons 32

3.1 ANTECEDENTES Y ESTRATEGIA oo 33

Vi



3.2 METODOLOGTA .o ettt ettt ee e, 34

3.2.1. Muestras usadas en este eStUdIO ........ccoocverereeiienesie e 34
3.2.2. Colecta de las muestras, extraccion de ADN genomico y PCR en
TEMPO FEAL ... 35
3.2.3. ANalisis eStadiStiCOS. ......ccveriieieieeie e 36
3.2.4. ASPECLOS DIOBLICOS ....c.veveviieiieiiiie e 37
3.3 RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt et eae et ene s s ssessessenss 37
3.3.1. Caracteristicas de la muestra estudiada ...........cccccevvererernresnnnnnn, 37
3.3.2. Analisis de asoCiaCion gENICA.........cecvuereerieeeeseeriesieseesieseeseeaeas 40
3.4 DISCUSION ...ttt 44

4. ELTRANSCRIPTOMA DE MEMBRANAS FETALES REVELA VIAS INVOLUCRADAS

EN EL PARTO PRETERMINO ........comrreevemmreeenseesssessesssesssssssesssssssesssssssesssssssesssssssnees 48
4.1 ANTECEDENTES Y ESTRATEGIA ...oovioviieiiietiieeeiee e 49
4.2 METODOLOGIA ...ttt 50

4.2.1. Seleccidn de 1aS MUESLIAS .......ccvevververierieie e 50
4.2.2. ASPECLOS DIOBLICOS .....vvvveieeie e 51
4.2.3. Colecta de 1a MUESTIA........ccevviieiieri e e 51
4.2.4. Extraccion de ARN tOtal ........coovvvviiiiiiiiisieeeee e 52
4.2.5. Secuenciacion masiva de ARN .........cccccovviiriieicieiene e 53
4.2.6. Limpieza y filtrado de las secuencias obtenidas...........c...cccceeueenee. 54
4.2.7. Alineamiento de las secuencias al genoma de referencia y conteo de
L=Tot L] - L TSP PPRTRR 54
4.2.8. Expresion diferencial...........cccoooveiiiieniiniiee e 56
4.2.9. Analisis de términos de ontologia génica..........c.ccccceevveveeivesneenne. 59
4.2.10. Validacion de resultados de ARN-seq por PCR en tiempo real ... 60
4.3 RESULTADOS ...ttt 62
4.3.1. Colecta de muestras y secuenciado de ARN ...........cccccvvevvevieineenne. 62
4.3.2. Anélisis de expresion diferencial............ccocooieiniiiiciniieecne 67
4.3.3. Analisis de Ontologia genica...........ccoeeeeieeiieiieie e 76
4.3.4. Validacion de la expresion génica por PCR en tiempo real
CURNTITALIVA ...ttt 79
4.3.5. Validacion de los resultados de ARN-seq comparandolos con datos
de estudios previos de transcriptomas de prematuros ...........ccccceeveeveennens 82
A4 DISCUSION ..ottt 83

5. IDENTIFICACION DE VARIANTES GENICAS CANDIDATAS A CONTRIBUIR AL

PARTO PRETERMINO .....oeeeeeeeeeeeee e eeeeeee e vee s e v s e s e veses s s e sssesesses e sessesessssesaesesenn 93
5.1 ANTECEDENTES Y ESTRATEGIA ooneeeeee et ee et e e 94
5.2 METODOLOGIA .o e e e e 95

Vii



5.2.1. Mapeo a genoma de referenCia..........coceeererenienieeiienenese e 95

5.2.2. Asignacion, filtrado y anotacion de SNVS .......cccccceevveveiieieennns 96
5.2.3. Andlisis de variantes génicas ubicadas en los genes
diferencialmente eXpPreSados .........ccccveivereiieieeie e 98
5.2.4. Deteccion de variantes que afectan sitios de union de miARN...... 99
5.3 RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt ettt ss et se et eseeae s s 100
5.3.1. Variantes génicas encontradas en secuenciado de ARN .............. 100
5.3.2. Variantes novedosas y raras encontradas en genes DE ................ 101
5.3.3. Comparacion de las variantes encontradas en genes DE en bases de
AAtOS GENOMICAS. ....vevevereeiieiieeeieie et be st st eneeneas 102
5.3.4. Diferencias en el conteo de genotipos de genes DE entre casos y
(0101 (0] [PPSR 104
5.3.5. Efectos funcionales y sobre sitios de union de miARN de variantes
A8 10S 9 GBNES....eeie e 109
5.3.6. Reconstruccion de haplotipos para los genes con diferencias
genotipicas entre Casos Y CONIOIES..........cccvvveveieeiieieiere e 109
5.4 DISCUSION ...ttt 115
5.4.1. Variantes NOVEAOSAS ........cevuveurrrerrieeiesiesieesieseesseesiesessseeseesseens 116
5.4.2. Presencia de variantes géniCas raras..........ccccceevveveerresiveseesveenenns 117
5.4.3. Genes con diferencias genotipicas entre casos y controles.......... 119
5.4.4. Efectos funcionales de las variantes en los 9 genes ..................... 122
5.4.5. Uso del ARN-seq para identificar variantes génicas................... 123
6. CONCLUSIONES GENERALES .......cootiteteeieeienieeeeetestesteseeseeesseesseesaeesnesasens 125
6.1 PERSPECTIVAS DE TRABAJO ...ovivivieieteietetete ittt ettt 127
7- REFERENCIAS ...ttt ettt sttt et s s sne s 130
8. APENDICES .....ovvvvvernneeiesnssssssassssssesssssss s sssssssssss s sssssssssss st ssssesssssssnees 159
8.1 CUESTIONARIO DEL SISTEMA INFORMATICO PERINATAL ..o, 160
8.2 TABLAS SUPLEMENTARIAS ....cvtiiiiiietetiieieteiee ettt ettt 162
8.2.1. Tabla suplementaria 1..........cccccoiiiiiininiiieieeee e 162
8.2.2. Tabla suplementaria 2..........ccccceeveieeieiie e 163
8.2.3. Tabla suplementaria 3...........ccccooiiiiininiiieeeee e 168
8.3 ARTICULOS PUBLICADOS: ....covovevveiiieieteteieieieieieaessssse sttt 174

viii



ADN
ADNCc
ARN
ARN-Seq
ARNmM
ARNNC
BH
CHPR
CV?
DE
DEPC
DP

EG
EHW
eQTL
FDR
FPKM

GB
GO
GWAS
HGNC
HIV

ABREVIATURAS

Acido desoxiribonucleico

ADN copia

Acido ribonucleico

Secuenciado masivo de ARN

ARN mensajero

ARN no codificante

Benjamini y Hochberg

Centro Hospitalario Pereira Rossell
Cuadrado del coeficiente de variacion
Diferencialmente expresados

Dietil pirocarbonato

Profundidad de lectura

Edad gestacional

Equilibrio Hardy-Weinberg

Loci de expresion de caracteristicas cuantitativas

Tasa de descubrimientos falsos

Fragmentos Por Kilobase de exdn por cada Millon de fragmentos

mapeados
Gigabases
Ontologia de genes

Estudio de asociacién a escala genémica

Comité de nomenclatura génica de la Organizacion del Genoma Humano

Virus de inmunodeficiencia humana



HRM Desnaturalizacion en alta resolucién

HSC Células madre hematopoyéticas

IC Intervalos de confianza

IL Interleuquina

Kb Kilobases

KEGG Enciclopedia de Genes y Genomas Kyoto
log2FC Logaritmo en base 2 de la tasa de cambio
LRT Test de cociente de verosimilitud

MAF Frecuencia del alelo alternativo

MDS Anélisis de escalamiento multidimensional
miARN microARN

OR Razon de probabilidades u "odds ratio™
PCA Analisis de componentes principales

PPT Parto pretérmino

gRT-PCR PCR en tiempo real cuantitativa

RCIU Retraso en el crecimiento intrauterino

RIN Numeros de Integridad de ARN

rlog Logaritmo regularizado

RPKM Lecturas Por Kilobase de exon por cada Millon de fragmentos mapeados
RPM Rotura prematura de membranas

SE Error estandar

SNP Polimorfismo de nucle6tido simple

SNV Variante de nucle6tido simple

TLR Receptor de tipo Toll

UTR Region no traducida



LISTA DE TABLAS

Tabla 3.1. Caracteristicas generales de los SNPs estudiados. ............cccccevervennene 36

Tabla 3.2. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de madres y sus recién
nacidos de la poblacion de estudio. ..........ccccveveiiiiieie s 38

Tabla 3.3. Conteos de genotipos de los SNPs analizados para madres y recién
nacidos de la muestra. Se presentan las frecuencias genotipicas entre paréntesis.

Tabla 3.4. Analisis de regresion logistica entre casos y controles para el
polimorfismo materno rs16944 (IL1p) y el de recién nacidos rs1800795 (IL6)
ajustado por el otro polimorfismo, asi como su interaccion..............ccccceevevveenene. 41

Tabla 3.5. Estadisticos de tests exactos de Hardy-Weinberg y tests de chi-cuadrado
para los genotipos de madres y recién nacidos analizados. ............ccccccevverreennenn. 42

Tabla 3.6. Andlisis de regresion logistica de los genotipos maternos ajustados por
madres que estuvieron expuestas a humo de tabaco durante el embarazo, y el

correspondiente término de interaccion con exposicion al humo de tabaco. ....... 43
Tabla 4.1. Genes DE seleccionados para la validacion de expresion génica
(011 =T =] T - | USSP 60
Tabla 4.2. Oligonucleétidos utilizados para las reacciones de gRT-PCR........... 62

Tabla 4.3. Caracteristicas demograficas y clinicas de los grupos término y
PrETEMMINO SEVETO. ...eeuviiiieiteeiteeie st e ete et e e et este et e s e e s teetesseesbeenbeeneesreereenee e 64

Tabla 4.4. Caracteristicas clinicas y demograficas de los 4 controles (C01, C02,
C03 y C04) y 4 pacientes pretérminos severos (P01, P02, P03 y P04) analizados

POI ARNESE. .. 65
Tabla 4.5. Estadisticos del alineamiento de secuencias contra el genoma de
=] £ =] 0o T VST 66

Tabla 4.6. Genes DE simultaneamente encontrados en Bukowski et al. (2017) y
T ESY (=] (8 Lo TSR 83

Tabla 5.1. Conteo y porcentaje de variantes génicas detectadas segun el contexto
genodmico en el que se encuentran. Ordenada segln el porcentaje de variantes en
100] £= LI [ AN AN YT SRR 101

Tabla 5.2. SNPs en genes DE que estan reportados como eQTLs en Utero por
GTEX V71 oottt sttt sttt s bbbt e st ne ettt ne st 103

Tabla 5.3. Genes con diferencias significativas en la distribucion de los genotipos
de sus variantes para casoS Y CONtrOleS. ........ccovvvveiie i 105

Tabla 5.4. Frecuencia de haplotipos en poblaciones de 1000 genomas y las
muestras de este estudio para los SNVs analizados en los 9 genes con diferencias
significativas en la distribucion de sus genotipos entre casos y controles. ........ 111



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1. El desencadenamiento del trabajo de parto. Se caracteriza por la
activacion miometrial a un estado contractil, la maduracion del cérvix uterino (por
cambios en las proteinas de la matriz extracelular (E), asi como en la barrera
epitelial e inmune) y por la activacion de la decidua (D) y membranas fetales (C,
A) (que facilita la separacion de las membranas corioamnioticas y placenta del
utero). Adaptado de Romero et al. (2014). .....cccoveieieiiireieieee e 14

Figura 1.2. Posibilidad de identificar variantes génicas por su frecuencia alélica
de riesgo y tamafio del efecto genético (“odds ratio”). Adaptada de Manolio et al.
200 ) RSSO 22

Figura 3.1. Distribucion de los genotipos combinados de las diadas madre-recién
nacido para el genotipo materno IL1B (rs16944) y el del recién nacido IL6
(rs1800795). Sélo la combinacion de los genotipos IL6 G/G en madres y 1L6 G/C
en recién nacidos tuvo diferencias entre casos y controles (p < 0,05; test de ¢2).43

Figura 4.1. Flujo de trabajo de analisis informético de expresion diferencial. ... 55

Figura 4.2. Porcentaje de las lecturas alineadas distribuidas segun su localizacion
genodmica para las muestras SeCUENCIAAES. .........covervirrerieieieeieierere e 66

Figura 4.3. (A) Gréafico de analisis de componentes principales (PCA), sefialando
prematurez y RPM. (B) Dendrograma de las muestras a partir de las distancias
euclidianas de los conteos normalizados por rlog. ........ccccccevveveieece e, 68

Figura 4.4. Los 15 genes mas significativamente sobre- (A) y sub- (B) expresados
en parto pretérmino severo segun su valor p segun DESeq?2 ajustado por BH. ...69

Figura 4.5. Grafico de volcan con los genes analizados en el DESeq2, mostrando
la seleccidén de genes expresados diferencialmente de forma significativa. Los
puntos arriba de la linea roja muestran los genes significativos (valor p < 0,05) y
las lineas azules muestran valores de [0g2FC de 2y -2. ....ccceevevveveiiecece e 69

Figura 4.6. Visualizacion de los datos segun la tasa de cambio y el promedio de
los conteos de lecturas. Los puntos en rojo representan genes con p < 0,05........ 70

Figura 4.7. Histograma de los valores de significancia obtenidos para los anélisis
de expresion diferencial con DESEQ2..........cccoovevveiiiiiiie i 71

Figura 4.8. Grafico de escalamiento multidimensional. Las muestras del grupo
control estan en azul y las de pretérmino SEVEro en rojo.........ccccevveeeevievvesreennenn. 71

Figura 4.9. Cuadrado del coeficiente de variacion (CV?) entre genes (A) y entre
isoformas (B), en funcidn del logaritmo en base 10 de FPKM. ............ccccveneeee. 73

Figura 4.10. Grafico de Venn con la interseccion de los genes reportados como
DE por los métodos DESeq2, edgeR y Cufflinks2..........cccccceevvevvevciiccieiecee 73



Figura 4.11. Heatmap de valores normalizados (rlog) de los niveles de expresion
y agrupamiento jerarquico para los 270 genes DE (FDR < 0,05 y una tasa absoluta
de cambio logaritmica > 2). La condicion de cada muestra se denota en la parte
superior de la figura. Los valores de rlog estan codificados en una escala roja (alta
expresion) a verde (baja expresion). En el dendrograma de genes se denotan con
colores los 3 grupos mayores de acuerdo a los patrones de expresion de los genes.

Figura 4.12. Heatmap de valores de expresion génica normalizados por rlog y
agrupamiento jerarquico del grupo de 18 genes DE que discriminan controles de
parto pretérmino, para las 8 muestras. Se muestran los cddigos de los genes en la
derecha del gréafico. Se usa la misma escala roja a verde de la Figura 4.11 para
denotar el nivel de expresion gENICA. ......ccccvevveieeiieie e 76

Figura 4.13. Términos de ontologia génica enriquecidos entre los genes DE para
las categorias Procesos Bioldgicos (A), Componentes Celulares (B) y Funcion
Molecular (C). Se muestran los 10 términos més significativamente enriquecidos,
con un valor p ajustado (BH) < 0,05. El eje x representa el valor de
enriquecimiento, como el logaritmo de los valores de p ajustados por BH. El
numero de genes DE identificados para cada término se muestra entre paréntesis.
.............................................................................................................................. 78

Figura 4.14. Vias KEGG enriquecidas entre los genes DE. Se muestran las 10 vias
mas significativamente enriquecidas, con un valor p ajustado (BH) < 0,05. El eje x
representa el valor de enriquecimiento, como el logaritmo de los valores de p
ajustados por BH. El nimero de genes DE identificados para cada via se muestra
BNEIE PATENTESIS. .o.vviiieiieiteeie sttt e te e s e e te et e s re e te e st e sre e reenee e 79

Figura 4.15. Diagrama KEGG de la via de sefializacion de las quimioquinas. Los
genes sobreexpresados en las membranas fetales de partos prematuros se muestran
en rojo, y los subexpresados en Verde. ... 80

Figura 4.16. Validacién de los niveles de expresion génica. Tasas de cambio de
seis genes DE medidos por ARN-seq (rojo) versus qRT-PCR (azul). Se muestran
los valores p de significancia para las tasas de cambio de las qRT-PCR. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. ns: no significativo (valor p ajustado > 0,05). ............... 81

Figura 5.1. Flujo de trabajo usado para el procesamiento de ARN-seq para la
identificacion de varianteS geNICAS .........cevvrererieire e s 96

Figura 5.2. Frecuencia del alelo de referencia de las variantes génicas encontradas
en cada uno de los 9 genes que presentan diferencias significativas entre la
distribucion de sus genotipos entre casos y controles. La lista de variantes por gen
se presenta en la Tabla suplementaria 3. Se presentan las frecuencias alélicas de
nuestros datos y la de tres poblaciones de 1000 genomas, como referencia. ..... 106

Figura 5.3. Analisis de componentes principales de los genotipos de SNPs
seleccionados para 9 genes diferencialmente expresados entre controles y



prematuros severos. AFR: africanos. AMR: latinoamericanos. EAS: asiaticos.
EUR. BUIOPEOS. ...ttt 115



RESUMEN

El parto pretérmino (PPT) es un problema de salud mundial, y la principal causa
de mortalidad y morbilidad neonatal. La comprension de los mecanismos
patoldgicos que desencadenan el PPT es limitado por su naturaleza compleja y
multicausal, donde factores genéticos, poblacionales y ambientales interaccionan
determinando el fenotipo patolégico (PPT), definido como el desencadenamiento
de un parto antes de las 37 semanas de edad gestacional. La via inflamatoria es una
de las causas del PPT mas estudiadas. El objetivo principal de esta tesis es
identificar el contexto genético en el que se produce el PPT en nuestra poblacion
utilizando herramientas gendmicas y transcriptomicas que incluyan factores tanto
maternos como fetales. Para lograr este objetivo, se desarrollaron tres estrategias.
Primero realizamos un estudio de genes candidatos inflamatorios para identificar
factores genéticos que contribuyen al PPT. Encontramos evidencia de interaccion
entre polimorfismos del genoma materno y fetal, asi como de interaccion entre

polimorfismos de genoma materno cuando se controla por variables ambientales.

En segundo lugar, examinamos los perfiles de expresion génica en membranas
fetales de recién nacidos pretérminos severos (<34 semanas de edad gestacional) y
nacidos a término, usando secuenciacién masiva de ARN. Encontramos 270 genes
diferencialmente expresados entre ambos grupos: 252 sobreexpresados y 18
subexpresados. Nuestros resultados confirman la importancia de vias inflamatorias
en el desencadenamiento del PPT y sugieren que una activacion del inflamasoma
puede estar implicada en la induccion del mismo. También se detectaron vias
sobreexpresadas no vinculadas previamente al PPT, como la hematopoyética. Por
otro lado, el grupo de los 18 genes subexpresados potencialmente caracteriza el
patron de expresion del PPT severo.

Por dltimo, usamos los datos transcriptdbmicos para estudiar variantes génicas
vinculadas al PPT, centrandonos en el analisis de los genes diferencialmente

expresados encontrados en la seccion anterior. Encontramos 125 variantes



novedosas, entre las cuales una presenta un cambio de sentido con efecto deletéreo
putativo. También encontramos 9 genes con diferencias significativas en el conteo
de genotipos entre casos y controles, todos involucrados en mecanismos de
inflamacion y respuestas inmunes. Encontramos variantes con potencial para

controlar la expresion génica, como variantes en sitios blanco de micro ARNSs.

En suma, esta tesis comprueba la utilidad de una aproximacion mdaltiple al estudio
de las enfermedades de base compleja, aportando nuevos datos genéticos y
transcriptomicos al estudio de la prematurez. Los datos surgidos de este analisis
contribuyen a generar un perfil genotipico y de expresion génica de la enfermedad,
estableciendo los factores de riesgo potenciales de PPT especificos en nuestra

poblacién.

Palabras clave: Parto prematuro, transcriptomica, variantes de nucle6tido simple,

expresion génica.



ABSTRACT

Preterm birth (PTB) is a global health problem, and the leading cause of neonatal
mortality and morbidity. The understanding of the pathological mechanisms that
trigger PTB is limited by its complex and multicausal nature, where genetic,
population and environmental factors interact determining the pathological
phenotype (PTB) which is the birth before 37 weeks of gestational age. The
inflammatory pathway is one of the most studied causes of PTB. The main
objective of this thesis is to identify the genetic context in which PTB occurs in our
population using genomic and transcriptomic tools that include both maternal and
fetal factors. To achieve this goal, three strategies were developed. First, we
conducted a study of inflammatory candidate genes to identify genetic factors that
contribute to PTB. We found evidence of interaction between maternal and fetal
genome polymorphisms, as well as interaction between maternal genetic

polymorphisms when controlled by environmental variables.

Secondly, we examined the gene expression profiles in fetal membranes of severe
preterm newborns (<34 weeks of gestational age) and term infants, using RNA
sequencing. We found 270 genes differentially expressed between both groups:
252 overexpressed and 18 underexpressed. Our results confirm the role of
inflammatory pathways in PTB induction, and suggest that an activation of the
inflammasome may be involved. It also detects overexpressed pathways not
previously linked to PTB, such as the hematopoietic pathway. On the other hand,
the group of 18 underexpressed genes potentially characterizes the expression

pattern of severe PTB.

Finally, we use these transcriptomic data to study gene variants linked to PTB,
focusing on the analysis of the differentially expressed genes found in the previous
section. We find 125 novel variants, among which one presents a change of
direction with putative deleterious effect. We also found 9 genes with significant

differences in genotype counts between cases and controls, all involved in



mechanisms of inflammation and immune responses. We found variants with

potential to control gene expression, such as variants in a target site of microRNAs.

In sum, this thesis proves the usefulness of a multiple approach to the study of
complex diseases, providing new genetic and transcriptomic data to the study of
prematurity. The data generated from this analysis contribute to generate a
genotypic and gene expression profile of the disease, establishing the potential risk

factors of specific PTB in our population.

Keywords: Preterm birth, transcriptomics, single nucleotide variants, gene

expression.
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INTRODUCCION GENERAL

1.1 PARTO PRETERMINO; UNA ENFERMEDAD GENETICA COMPLEJA

El parto pretérmino (PPT) es definido como aquel que se produce antes de las 37
semanas de edad gestacional. Se trata de un problema de salud mundial, siendo la
principal causa de muerte neonatal y de muerte infantil en menores de 5 afios
(Chawanpaiboon et al., 2019; Vogel et al., 2018). Desafortunadamente, y a pesar
de los muchos esfuerzos realizados en investigacion y en salud publica en el tema,
la frecuencia del PPT ha ido aumentando en los Gltimos afios (Chawanpaiboon et
al., 2019; Martin et al., 2018). Las tasas de PPT ascienden a 10,6% (intervalo de
confianza 8,7-11,9) a nivel global (Chawanpaiboon et al., 2019). En
Latinoamérica, 9,8% de los recién nacidos lo hacen en forma prematura, y la
incidencia es entre 10,2% y 12,2% en Uruguay entre 2014 y 2018 (MSP, 2019).
Ademas de las complicaciones inmediatas o0 a corto plazo durante el primer mes
de vida de los neonatos, el PPT tiene consecuencias de por vida para los recién

nacidos prematuros, sus familias y la poblacion general. Los efectos a largo plazo
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mas evidentes de los recién nacidos prematuros son deficiencias cognitivas (retraso
en el desarrollo neuroldgico), fisicas (retraso en desarrollo motor, enfermedades
respiratorias) y sensoriales (problemas oftalmicos y auditivos) (Saigal & Doyle,
2008).

1.1.1. CLASIFICACION DEL PARTO PREMATURO

El PPT se clasifica generalmente de acuerdo a su causa obstétrica: (a) el parto
prematuro espontaneo y (b) el parto prematuro por indicacion médica, ya sea
mediante cesarea o induccion del parto. EI PPT por indicacion médica usualmente
representa el 30% del PPT total (Eidem et al., 2015; Myatt et al., 2012), y puede
ser indicado por condiciones maternas (como preeclampsia, eclampsia, placenta
previa) o fetales (restriccién del crecimiento intrauterino o sufrimiento fetal)
(Goldenberg et al., 2008). Dentro del grupo de PPT espontaneo o idiopatico,
aproximadamente el 45% de los casos ocurren sin ruptura prematura de membranas
(RPM), mientras que el 25% restante es consecuencia de la RPM a pretérmino
(Eidem et al., 2015; Goldenberg et al., 2008; Moutquin, 2003; Vogel et al., 2018).
La presentacion de cada subtipo no es homogénea en su presentacion clinica,
indicando que el PPT es una patologia heterogénea, lo que dificulta identificar

factores causales.

El PPT también se clasifica de acuerdo a la edad gestacional (EG) en la que se
desencadenan: neonatos nacidos entre las 24 y 33 semanas (pretérminos severos)
presentan mayor riesgo de muerte y enfermedades que los pretérminos moderados
(EG entre 34 y 36 semanas). Los PPT moderados constituyen un 60-70% de los
PPT totales (Goldenberg et al., 2008). La mayor incidencia de complicaciones
neonatales y casi de la mitad de las muertes perinatales se producen en los PPT
severos, dando cuenta por lo tanto de la mayor parte de la morbimortalidad
perinatal (Saigal & Doyle, 2008). Se plantea que PPT de diferentes grupos de EG

tienen diversas causas y/o mecanismos patoldgicos (Moutquin, 2003).
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Independientemente del tipo de PPT, los tratamientos actuales no logran prolongar
el tiempo al nacimiento una vez que el trabajo de parto ha sido iniciado (Moutquin,
2003; Romero et al., 2014).

1.1.2. FISIOPATOLOGIA DEL PPT

El PPT es un sindrome, causado por varios procesos patologicos (Romero et al.,
2014). Si bien se conocen varios componentes de su fisiopatologia, no hay certeza
sobre los mecanismos bioldgicos que lo desencadenan. Esto se debe a que es un
fenotipo molecular complejo con muchos procesos moleculares en el que
interactlan varios tipos de tejidos gestacionales. Estos tejidos ademas provienen
de dos individuos genéticamente diferentes (madre y feto). Los mismos incluyen
decidua, miometrio, cérvix y sangre proveniente de la madre, y membranas fetales
(corion y amnios), cordon umbilical y sangre provenientes del feto. El estudio del
PPT también se complica por las dificultades en determinar clinicamente el
fenotipo, dada la variabilidad de presentaciones del PPT. Igualmente, se conocen
factores de predisposicion de origen materno, fetal y placentario.

Una asuncion técita que se hace en los estudios de prematurez es que el parto a
término y pretérmino comparten un mismo mecanismo, conocido como la “via
comun” del parto. Es decir, se asume que el PPT es simplemente un trabajo de
parto que se inicia demasiado pronto, una vision que genera controversia y ain no
esta completamente establecida. Esta idea se basa en que el parto a término y el
PPT implican eventos clinicos similares, que se consideran la via comun del parto:
aumento de contractilidad uterina, dilatacion del cérvix uterino y ruptura de

membranas corioamniéticas (Romero et al., 2006).

Durante el embarazo la progesterona inhibe la contractilidad uterina, manteniendo
su estado quiescente. El inicio del trabajo de parto estd marcado por la activacion

miometrial, desencadenada por la activacion del eje hipotalamo-hipofisis-
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Figura 1.1. El desencadenamiento del trabajo de parto. Se caracteriza por la activacion
miometrial a un estado contractil, la maduracién del cérvix uterino (por cambios en las
proteinas de la matriz extracelular (E), asi como en la barrera epitelial e inmune) y por la
activacion de la decidua (D) y membranas fetales (C, A) (que facilita la separacion de las
membranas corioamnioéticas y placenta del (tero). Adaptado de Romero et al. (2014).

suprarrenal fetal, que a su vez esta estimulado por la produccion enddgena de
hormona liberadora de corticotropina placentaria (Behrman et al., 2007) (Figura
1.1). Esto resulta en una ausencia de progesterona y activacion de estrogeno, que
en consecuencia causa la activacion y expresion de quimioquinas, citoquinas y
proteinas asociadas a la contraccion muscular: oxitocina y prostaglandinas. La
activacion miometrial esta acompafiada entonces de un cambio de un estado anti-
inflamatorio a uno pro-inflamatorio (Romero et al., 2014). Esta cascada bioldgica
desemboca en una via comdn que involucra maduracion de cervix uterino,
contractibilidad uterina, activacion de decidua y membranas fetales. La
maduracion cervical estd mediada por cambios en proteinas de la matriz

extracelular, asi como en la barrera epitelial e inmune, que disminuyen las
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tensiones en el cuello del Utero para permitir su dilatacion (Romero et al., 2014).
La activacion de la decidua y membranas refiere a la separacion de las membranas
corioamnioticas de la decidua y eventualmente a la ruptura de membranas. En este
proceso estan involucradas una mayor expresion de citoquinas inflamatorias y
quimioquinas, mayor actividad de proteasas, disolucion de adhesivos celulares y

apoptosis (Menon & Fortunato, 2007).

La diferencia fundamental entre el parto a término y el PPT es que el primero es
resultado de una activacion fisioldgica de esta cascada, mientras que en el PPT
procesos patoldgicos activan uno o mas componentes de la “via comun” del parto
(Figura 1.1). Estos procesos patolégicos no son mutuamente excluyentes, pudiendo
actuar en conjunto. Asi, el PPT es definido como un sindrome, iniciado por
multiples mecanismos diferentes (Goldenberg et al., 2008; Romero et al., 2006).
Los mecanismos propuestos para el desencadenamiento del PPT incluyen la
activacion del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal materno o fetal, hemorragia
anteparto, factores mecénicos como sobredistension uterina e incompetencia
cervical, e inflamacion e infeccion bacteriana (Lockwood & Kuczynski, 2001;
Villar et al., 2012). Cada uno de estos factores puede estar afectado por factores

genéticos y/o ambientales.

Debe considerarse que las causas del PPT pueden variar de acuerdo a la edad
gestacional. Se plantea por ejemplo que los mecanismos de infeccion son
responsables de desencadenar la mayoria de los PPT severos (Behrman et al.,
2007). Posiblemente una de las dificultades en entender el sindrome ha sido la
tendencia a estudiar los nacimientos PPT de forma agrupada, asumiendo
errobneamente uniformidad en los mecanismos que lo desencadenan (Zhang et al.,
2018).
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1.1.3. CONTRIBUCION GENETICA AL PPT

Estudios epidemioldgicos identificaron factores de riesgo de PPT ambientales y
constitucionales, como edad materna, infecciones maternas, bajo nivel
socioecondémico, o habitos de la madre como el consumo de alcohol, tabaco y
drogas, entre otros. A pesar de que el parto prematuro es heterogéneo en su
etiologia (Wen et al., 2004; Berkowitz & Papiernik, 1993), evidencia
epidemioldgica indica que los factores genéticos juegan un papel significativo en
la etiologia del PPT espontaneo (Anum et al., 2009). Por otro lado, los factores
genéticos contribuyen sustancialmente en la determinacién de la duracién de la
gestacion y en el riesgo de PPT, incluso cuando se controlan los factores

socioecondémicos (Goldenberg et al., 2008).

Uno de los predictores mas fuertes de riesgo de PPT es la existencia de
antecedentes familiares de PPT o el antecedente de un parto previo pretérmino
(Goldenberg et al., 2008; Winkvist et al., 1998). Aproximadamente el 20% de las
madres que tienen un PPT tienen otro hijo nacido prematuramente (Bakketeig et
al., 1979), lo que sugiere que los factores que son constantes a lo largo del tiempo,
como los genéticos, afectan la edad gestacional. También se encuentra mayor
concordancia entre la edad gestacional de hijos de gemelas monocigéticas que en
hermanas di-cigéticas (Kistka et al., 2008). La heredabilidad del PPT se estima
entre 17 a 40% (Clausson et al., 2000; Treloar et al., 2000; York et al., 2013). Se
reporta ademas una asociacion con consanguinidad (Mumtaz et al., 2010). En
modelos animales se comprobo el rol de factores genéticos regulando la edad
gestacional, obteniéndose cepas de ratones endogamicas que se diferencian en su

tiempo de gestacion (Murray et al., 2010).

Otro argumento que apoya la presencia de un factor genético son las diferencias
significativas en la incidencia de PPT en diferentes grupos étnicos. Las mujeres
afroamericanas tienen un riesgo casi dos veces mayor de parto prematuro al de las
mujeres de ascendencia europea con caracteristicas demograficas similares

(Goldenberg, 2002). Estas diferencias son ain mas marcadas cuando se considera
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Unicamente el parto prematuro severo (i.e. edad gestacional menor a 34 semanas),
en cuyo caso el riesgo aumenta a casi 3 veces en mujeres afroamericanas en

comparacion con las europeas (Porter et al., 1997).

1.1.4. CONTRIBUCION DE LOS GENOMAS MATERNO Y FETAL

Uno de los aspectos que agrega complejidad al estudio del PPT es que debe
considerarse el efecto y la interaccion de dos genomas: el materno y el fetal. La
evidencia apoya la idea de que ambos genomas contribuyen al desencadenamiento
del PPT (Zhang et al., 2017). Cuando se estima la contribucion relativa de cada
genoma, se calcula que los factores genéticos fetales contribuyen entre 11-35% al
PPT mientras que la contribucion del genoma materno seria de entre 13-20% (York
et al., 2013; York et al., 2014). Esta contribucion mixta dificulta la interpretacion
de los estudios de asociacidn génica, para lo cual es recomendado genotipar tanto

a las madres como a los hijos.

Asi, la susceptibilidad al PPT puede estar afectada tanto por el genoma materno
y/o fetal, como también por interacciones gen-gen (epistasis) o gen-ambiente. En
este sentido, el parto prematuro es considerado una enfermedad de base genética

compleja.

1.2 PARTO PRETERMINO ESPONTANEO Y EL ROL DE LA INFLAMACION

Existe evidencia abundante de que mediadores inflamatorios participan en los
mecanismos del PPT. De los procesos que desencadenan el trabajo de parto, la
infeccion y la inflamacion uterina son factores etioldgicos que explican casi el 40%
de PPT (Romero et al., 2003). La infeccion intrauterina es el Unico proceso
patoldgico con una relacion causal establecida con la prematurez, y para el cual
hay una patofisiologia molecular conocida (Romero et al., 2003). El proceso

patoldgico inflamatorio puede ser causado por microorganismos invadiendo el
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espacio amnidtico (i.e. infeccion intra-amniotica) o por estrés o muerte celular, que
libere sefiales de alarma/alarminas (i.e. inflamacion intra-amniotica estéril). En
ambos casos, las citoquinas son esenciales en la iniciacion y regulacion del PPT
(Bowen et al., 2002). Por ejemplo, la Interleuquina (IL)-1p es un mediador central
en el desencadenamiento del PPT, ya que puede estimular la expresion y liberar
otros mediadores de trabajo de parto, como las prostaglandinas (Brown et al.,
1998). De hecho, la administracion de IL1p provoca PPT en ratones, que puede ser
detenido con antagonistas de IL1 (Romero & Tartakovsky, 1992), confirmando
su papel en el PPT. También, frecuentemente la infeccion maternal (e.g.
corioamnionitis) es seguida de una respuesta inflamatoria por parte del feto, con
altos niveles de citoquinas proinflamatorias en su circulacién (Vrachnis et al.,
2010). Monocitos y neutrofilos infiltran el miometrio y cérvix durante el trabajo
de parto a término y a pretérmino, lo que se asocia con un aumento significativo
en la expresion de IL1p, Interleuquina 6 (IL6) e Interleuquina 8 (IL8) (Osman et
al., 2003). Las ceélulas del estroma de tejidos maternos y fetales también liberan
citoquinas proinflamatorias. Las contracciones miometriales son estimuladas por
las prostaglandinas, asi como por el aumento de IL1B y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), que aumentan la entrada de calcio en las células musculares
lisas del miometrio. Las citoquinas proinflamatorias estimulan la expresion de
metaloproteinasas de la matriz, que promueven la degradacién de la matriz

extracelular y la remodelacion cervical (Boyle et al., 2017a).

El mantenimiento del embarazo esta fuertemente asociado a la regulacién de los
niveles de citoguinas proinflamatorias en la interfaz materno-fetal. Si bien se han
descrito algunos roles fisiologicos para las mismas, en general se apoya que una
produccidn excesiva o0 anormal en membranas maternas o fetales es nociva para la

continuacion del embarazo (Peltier, 2003).

Las citoquinas pueden ser usadas como marcadores de inflamacion. Se han
encontrado marcadores de inflamacion en el liquido amniético de embarazadas

asintomaticas en el segundo trimestre asociados con parto prematuro, tales como
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la metaloproteasa de la matriz 8 (Yoon et al., 2001) e IL-6 (Wenstrom et al., 1998)
analizados en el liquido amnidtico en amniocentesis del segundo trimestre. Esto
sugiere que un proceso inflamatorio intra-amniotico crénico esta asociado con el

parto prematuro.

Un grupo importante de receptores involucrados en las respuestas inflamatorias
relacionadas con la inmunidad innata son los receptores de tipo Toll (TLR). Los
TLRs son una familia de receptores involucrados en el reconocimiento de
patdgenos y en la subsecuente activacion de cascadas de sefializacion que inducen
una respuesta inmune. Tienen un rol crucial en la respuesta inmune innata y en la
iniciacion de la inflamacion (Noguchi et al., 2010). EI TLR4 es uno de los mas
estudiados, cuyo ligando principal es el liposacéarido bacteriano (Akira et al., 2006).
La activacion de TLR4 por el liposacarido bacteriano desencadena una cascada de
sefializacion que involucra quinasas de serina/treonina que median la fosforilacion
y ubiquitinacion de varios sustratos, resultando en la activacion del factor
transcripcional nuclear NF-«xB, el cual regula la expresion de genes de diversas
citoquinas proinflamatorias (Kawai & Akira, 2006). En particular, la estimulacién
de TLRs con sus ligandos induce una liberacion de citoquinas proinflamatorias en
las células epiteliales del utero, membranas fetales y placenta, que pueden estar
implicadas en la patogénesis de la contraccion uterina y ruptura de membranas en
el proceso del PPT (Patni et al., 2007; Schaefer et al., 2004).

El analisis de las contribuciones de estas moléculas inflamatorias al PPT es
complejo debido en parte a las redundancias existentes en la red de las citoquinas
(Yadav & Sarvetnick, 2003). A pesar de tener diferentes funciones bioldgicas, las
citoquinas pueden compartir subunidades o receptores celulares entre si, lo que
puede atenuar el efecto patoldgico de un cambio en una de ellas. Por esto, el estudio
de genes individuales puede subestimar sus efectos sobre el fenotipo, por lo que se
recomienda realizar analisis genéticos de mayor escala que involucren varios

actores de la via involucrada.
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1.3 ESTRATEGIAS PARA EL ANALISIS GENETICO DE ENFERMEDADES

COMPLE]JAS

La arquitectura genética describe el espectro de contribuciones genéticas que son
responsables de la variabilidad fenotipica heredable. El entendimiento de las
mismas ha evolucionado desde genes Unicos influenciando desordenes
Mendelianos a genes multiples (herencia poligénica) afectando caracteristicas
comunes complejas (Badano & Katsanis, 2002). A su vez, la interaccion entre loci
(epistasis) o entre genes y factores ambientales puede incidir sustancialmente en el
fenotipo de caracteristicas complejas, y deben ser considerados en estudios
genéticos (Carlborg & Haley, 2004).

Los estudios de asociacion a escala genomica (GWAS) buscan encontrar una
asociacion por ligamiento genético entre una variante comdn conocida y el gen
involucrado en la enfermedad. Durante su apogeo esta técnica mostrd que estas
asociaciones pueden ocurrir porque estos marcadores estan ligados al gen
involucrado. Ademas, en algunos casos estas variantes pueden afectar la expresion
génica (Emilsson et al., 2008). Las variantes de nucle6tido simple (SNVs) son
alteraciones genéticas en una unica base en comparacion con el contexto de la
poblacion en la que se presenta. Ademas de generar cambios en la estructura
proteica y la funcién debido a mutaciones en las secuencias codificantes de
transcriptos, los SNVs pueden tener una variedad de efectos funcionales en la
regulacion y expresion génica. Las variantes de este ultimo tipo se conocen como
loci de expresion de caracteristicas cuantitativas (eQTL). Hay evidencia de que
estos polimorfismos pueden explicar variacion en la expresién génica en las
poblaciones (Cookson et al., 2009; Morley et al., 2004). Por ejemplo, variantes en
regiones intronicas pueden tener efectos funcionales en la expresién mediante la
regulacion del corte y empalme alternativo (Xiong et al., 2015). También pueden
afectar la vida media del ARN mensajero (ARNmM) y resultar en menores niveles

de proteina mediante interacciones ARNm-microARN (miARN), ya sea por
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disminucion de niveles del transcripto o por represion transcripcional (Moszynska
etal., 2017).

Los GWAS se consideran como una herramienta eminente en la asociacion de
polimorfismos genéticos con la susceptibilidad a enfermedades y caracteristicas
complejas. Estos estudios se realizan bajo el supuesto de un modelo “variantes
comunes-enfermedades comunes”, en el que las enfermedades complejas estan
gobernadas por un nimero moderado de variantes comunes, cada una de las cuales
explica un porcentaje considerable del riesgo en una poblacién (Lander, 1996). Sin
embargo, se encontrd que las variantes comunes asociadas a enfermedades tienen
efectos muy pequefios en las mismas, no explicando la mayoria de la contribucién
genética a las enfermedades (Figura 1.2). Esto se conoce como el paradigma de la
“heredabilidad perdida” (Maher, 2008; Manolio et al., 2009). Las variantes raras
no son suficientemente frecuentes para ser capturadas por los GWAS, ni tampoco
tienen efectos suficientemente grandes como para ser detectados en andlisis de
ligamiento clésicos en estudios familiares (Figura 1.2). El problema de la
heredabilidad perdida dio lugar al planteamiento de nuevos paradigmas. En ellos
se atribuye la predisposicion genética a: 1) muchas variantes comunes (frecuencia
del alelo alternativo (MAF) > 5%) con efectos muy débiles, que estan por debajo
de los niveles de significancia de los GWAS (Shi et al., 2016), 2) variantes de baja
frecuencia (MAF 1-5%) y raras (MAF < 1%) con efectos moderados a grandes
(Cirulli & Goldstein, 2010; Marouli et al., 2017) o 3) una combinacion de
interacciones genéticas, ambientales y epigenéticas (Eichler et al., 2010). Se ha
visto que las variantes raras pueden contribuir a cambios grandes de expresién en
diferentes tejidos (Li et al., 2017a).

Las variantes raras son abundantes en el genoma humano, como consecuencia de
la rdpida expansion demogréfica de la poblacion humana hace aproximadamente
10.000 afios (Keinan & Clark, 2012). Se predice que estas variantes raras seran en
su mayoria poblacidn-especificas debido a los efectos fundadores causados por

deriva génica, destacando la importancia de estudiarlas en cada poblacion (Sirugo
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Figura 1.2. Posibilidad de identificar variantes génicas por su frecuencia alélica de riesgo
y tamafio del efecto genético (“odds ratio ). Adaptada de Manolio et al. (2009).

et al., 2019). Segun la teoria evolutiva, las variantes que favorecen las
enfermedades serian sujetas a seleccion negativa, por ser perjudiciales para el
fitness evolutivo, y por lo tanto se presentan con baja frecuencia alélica. La
existencia de estas variantes refleja entonces el balance entre la creacion de nuevas
variantes de susceptibilidad por mutacion, y la seleccion evitando que se

establezcan en la poblacién (Gibson, 2012).

Por otra parte, Boyle et al. (2017b) sugirieron un modelo “omnigénico” para
describir la arquitectura de las caracteristicas y enfermedades complejas. Este
modelo sugiere que las mismas estan gobernadas por un gran nimero de variantes
génicas con efectos pequefios: posiblemente basado en una arquitectura génica de
redes regulatorias compuestas de pocos genes clave que afectan directamente la
caracteristica y a la vez con muchos genes fuera de ese nucleo que la afectan

indirectamente. Las vias de regulacion génica estarian suficientemente
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interconectadas para permitir que todos los genes expresados en una célula
relevante para la enfermedad contribuyan a su fenotipo. Asi, miles de genes
aparentemente no relacionados con la caracteristica pueden tener efecto sobre el
fenotipo de la enfermedad. Las enfermedades genéticas complejas estarian
causadas por un contexto genético diverso, que puede incluir interacciones en cis

y en trans, asi como expresion y regulacion geénica a diferentes niveles.

Adicionalmente, se ha propuesto la existencia de “asociaciones sintéticas”, en las
cuales la asociacion de una variante comudn con una patologia se debe en realidad
al desequilibrio de ligamiento entre la misma y variantes raras que confieren
susceptibilidad a la enfermedad segregando en el mismo haplotipo (Dickson et al.,
2010). Esta idea aun es discutida (Hernandez et al., 2017). Las asociaciones
sintéticas probablemente no expliquen la mayoria de la heredabilidad perdida de
las caracteristicas complejas, pero es un efecto que debe ser considerado cuando

surgen asociaciones aparentes con variantes comunes.

También se propone que un porcentaje significativo de la susceptibilidad heredada
a enfermedades comunes se debe a la suma de los efectos de un conjunto de
variantes raras independientes en varios genes, cada una confiriendo un aumento
moderado en el riesgo de la patologia (Bodmer & Bonilla, 2008). Este modelo es
plausible para la determinacion de la EG, ya que variantes de efecto mayor serian

seleccionadas en contra en la poblacion por su reducida viabilidad.

Aunque el impacto relativo de las variantes comunes y raras en las enfermedades
comunes es aun discutido, es posible que una parte importante de las bases
genéticas de las enfermedades complejas se deba a variantes raras que tengan un

efecto importante en la susceptibilidad individual a patologias.
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1.3.1. ESTUDIOS DE VARIANTES GENICAS EN PPT

Entender las bases genéticas del PPT ayudard a determinar acciones para
prevenirlo. Hay muchos esfuerzos de investigacion en prematurez humana, que
incluso se nuclean en varias bases de datos publicas especificas para la patologia
(Kim et al., 2016; Sirota et al., 2018; Uzun et al., 2012).

El estudio del PPT ha usado varias estrategias. Se han realizado andlisis de
asociacion basados en el uso de genes candidatos como posibles desencadenantes
del parto a término o pretérmino, asi como también estudios de GWAS. Varios
estudios de genes candidatos, usando casi exclusivamente un disefio caso-control,
identificaron algunos polimorfismos asociados a PPT (Myking et al., 2011;
Romero et al., 2010a; Ryckman et al., 2010; Velez Edwards et al., 2008, Velez
Edwards et al., 2009). S6lo entre 2007 y 2015 se habian encontrado 119 genes
candidatos presumiblemente asociados con PPT (Sheikh et al., 2016). Los genes
encontrados con estas aproximaciones estdn en su mayoria relacionados con
mecanismos de inflamacion y remodelacién de la matriz extracelular (Crider et al.,
2005; Sheikh et al., 2016; Strauss et al., 2018). Estos resultados apoyan la hipotesis
de la existencia de una base inflamatoria en el desencadenamiento del parto y del
PPT. En particular, nuestro grupo de investigacion previamente detectd asociacion
entre un polimorfismo de nucleétido simple (SNP) en el gen TLR4 de los recién
nacidos y el riesgo de PPT en prematuros severos, sugiriendo diferencias en los
procesos inflamatorios en este estado (Rey et al., 2008). En otra cohorte de
prematuros severos analizamos diadas de madre e hijo y no encontramos
asociacion de algunos polimorfismos vinculados con la via inflamatoria en hijos
(Pereyra et al., 2012).

Los GWAS realizados en PPT hasta el momento no fueron informativos. Una
excepcion es el estudio GWAS de mayor tamafio muestral realizado hasta el
momento en PPT, en el que se identificaron variantes significativamente asociadas
al PPT espontaneo Unicamente en tres genes: EBF1, EEFSEC, y AGTR2 (Zhang

et al., 2017). Sin embargo, y a pesar de los esfuerzos de investigacion en el tema,
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hasta el momento las variantes genéticas identificadas mediante analisis de genes
candidatos y GWAS muestran una asociacion leve y variable con el PPT, ademas
de poco reproducible en diferentes estudios y poblaciones. Esto sugiere que las
SNV asociadas con la duracion de la gestacion tienen efectos pequefios en el
fenotipo (Zhang et al., 2018). La falta de reproducibilidad de los resultados también
puede deberse a variabilidad en la determinacién de los fenotipos, tamafios de
muestra pequefios, y/o diferencias genéticas entre las poblaciones (Sirugo et al.,
2019). La dificultad en encontrar variantes asociadas con el PPT puede deberse a
la contribucion de variantes raras, que presenten mayor penetrancia (Bodmer &
Bonilla, 2008). Para estudiar su rol en el PPT se requieren estudios con tecnologia

adecuada para su deteccion, tales como la secuenciacién masiva.

Por otro lado, por definicién, el PPT es una variable dependiente del tiempo. Es
posible que las variantes génicas puedan conferir diferentes efectos en diferentes
EG, lo que complica ain maés su analisis (Zhang et al., 2018). En este sentido,
andlisis estratificados de las EG (e.g. pretérminos severos, tardios, término)

podrian revelar efectos hasta ahora no detectados.

Tal como ocurre generalmente con las enfermedades genéticas humanas, la
mayoria de los estudios de PPT ocurren en poblaciones con ancestria europea
(Sirugo et al., 2019). En particular, los estudios genéticos de PPT en poblaciones
latinoamericanas se limitan a Argentina (Gimenez et al., 2017; Kaluarachchi et al.,
2016; Kim, 2012; Mann et al., 2013), Chile (Lee et al., 2013; Romero et al., 2010b)
y a los realizados por nuestro grupo en Uruguay (Pereyra et al., 2012; Rey et al.,
2012, Rey et al. 2008). Las diferentes incidencias de PPT en poblaciones con
diferente ancestria (Goldenberg et al., 2008) sugieren que el mestizaje genético
incide en el PPT. Las bases genéticas del PPT pueden variar entre las poblaciones,
por variacion genética especifica, asi como por resultado de deriva génica,
selecciéon local, o ambas. Las conclusiones de estudios genéticos en otras
poblaciones no necesariamente son transferibles a la clinica en la nuestra, ya que

pueden ser incompletas o no aplicables (Petrovski & Goldstein, 2016).
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1.4 EFECTO DE LAS VARIANTES GENICAS EN LA EXPRESION GENICA

La transcriptomica es el estudio de moléculas de ARN mediante técnicas de gran
escala. En contraste con el ADN, que es mayormente idéntico en todas las células
del organismo, el ARN transcrito activamente es altamente dinamico, y refleja la
diversidad de tipos y estados celulares. La investigacién en el transcriptoma
humano permitié identificar bases moleculares de muchas enfermedades y
procesos bioldgicos (Montgomery & Dermitzakis, 2011). La abundancia del
transcripto de un gen puede ser regulada por varios mecanismos, a través de
modificaciones epigenéticas e interacciones con factores de transcripcion y otros
modificadores. A su vez, polimorfismos genéticos en las regiones reguladoras
pueden afectar estos mecanismos de regulacion (Pai et al., 2015; Skeeles et al.,
2013). Por lo tanto, las variantes genéticas que afectan la regulacion génica juegan
un papel importante en la susceptibilidad a enfermedades complejas,
considerandose la expresion génica como un determinante de la variacion

fenotipica.

El estudio de la variacién en la expresién génica ha arrojado luz sobre los
mecanismos de accion de loci asociados con enfermedades, permitiendo relacionar
marcadores genéticos de la enfermedad con niveles de expresion de uno o mas
genes (Cookson et al., 2009; Fraser & Xie, 2009). El secuenciado masivo de ARN
(ARN-Seq) permite medir practicamente sin sesgo los niveles de expresidn génica
de un transcripto (Wang et al., 2009), revelar variantes de secuencia en las regiones
transcriptas, asi como también determinar eventos de corte y empalme alternativos
y expresion alelo especifica (Marioni et al., 2008; Pan et al., 2008). Por otro lado,
el analisis de variantes genéticas en estos datos puede ser usado para identificar
genes o regiones reguladoras que controlan la expresion génica. Asi, la
combinacion del analisis de la variacion en la expresion génica y de la variacion
en la secuencia de ADN se puede usar para caracterizar enfermedades complejas

en humanos (Montgomery & Dermitzakis, 2011).
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1.4.1. EXPRESION GENICA EN PARTO A TERMINO Y PARTO PREMATURO

Aunque ha habido varios estudios transcriptémicos relacionados a la gestacion y
al PPT, la mayoria se basan en comparar RPM vs. no RPM o preeclampsia y muy
pocos analizaron el PPT espontaneo sin ruptura de membranas. En su mayoria se

basan en muestras de placenta (Eidem et al., 2015).

La expresion génica del trabajo de parto a término ha sido mas estudiada que la del
PPT. Estudios en miometrio, placenta y membranas fetales demuestran que el
perfil de expresion génica es regidn-especifico y tejido-especifico (Bukowski et
al., 2006; Haddad et al., 2006; Kim et al., 2012; Nhan-Chang et al., 2010). Durante
el trabajo de parto, las membranas corioamniéticas tienen un perfil de expresion
génica diferente en el sitio de ruptura de membranas al de un lugar alejado, lo cual
es consistente con los cambios histologicos observados en esa region previo al
parto (Mittal et al., 2010; Nhan-Chang et al., 2010). Estos cambios pueden
responder a la separacion de las diferentes capas de las membranas fetales y/o a la
exposicion de las membranas a citoquinas y enzimas que degradan matriz presentes
en la vagina y en el liquido amnidtico. El perfil de expresion génica en este tejido
y el resto de los tejidos gestacionales estudiados es consistente con una activacion
de las vias de inflamacion y de adhesion celular (Bollopragada et al., 2009; Mittal
et al., 2010; Nhan-Chang et al., 2010).

Si bien existen algunos datos de transcriptomas de PPT espontaneo, los resultados
aun son limitados y se limitan a poblaciones de ascendencia europea. Estudios en
placenta (Chim et al., 2012), miometrio y membranas fetales (Bukowski et al.,
2017) encuentran una sobreexpresion de genes relacionados con respuesta inmune.
Por otro lado, las mayores diferencias en expresion entre PPT y el reposo ocurren
en la interfaz materno-fetal: decidua, corion y amnios (Bukowski et al., 2017).
Ambos analisis se realizaron con microarreglos de ARN, en poblaciones de China
y de Estados Unidos. No se conocen marcadores de expresion propios de nuestra
poblacién, la cual tiene un contexto genético y ambiental propio, ni tampoco de

ninguna otra poblacion latinoamericana. Ademas, el uso de microarreglos para el
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analisis de expresion génica tiene limitaciones metodologicas conocidas, por lo
cual es recomendado emplear ARN-seq. A diferencia del primero, el ARN-seq no
tiene ruido por artefactos de hibridacion cruzada, tiene mayor rango de resolucion
y la habilidad de detectar transcriptos nuevos en forma no sesgada.

1.5 APORTES DE ESTE TRABAJO DE TESIS

El objetivo de los estudios genéticos del PPT es el de identificar vias bioldgicas
que expliquen las diferencias entre el fenotipo patoldgico y fisioldgico. Esta
informacidn contribuye a un mejor entendimiento del parto y podria usarse para
desarrollar modelos predictivos y terapias adecuadas para reducir la incidencia del
parto pretérmino. La complejidad y heterogeneidad del PPT requieren un estudio
con diferentes aproximaciones metodologicas para dilucidar los procesos
conduciendo a este fenotipo. En este trabajo de tesis usamos un enfoque genético
y transcriptomico para identificar genes vinculados al PPT en una poblacion

uruguaya.
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OBJETIVOS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO
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2.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

En base a lo expuesto en el capitulo anterior, nuestra hipétesis plantea que el parto
prematuro espontaneo es desencadenado por genes vinculados a la via
inflamatoria, que determinan un perfil de expresion propio del PPT. Este perfil es
dependiente de la presencia de variantes génicas tanto en el genoma materno como
el fetal. Planteamos que para identificar dicho perfil se deben combinar

metodologias y tomar en cuenta las caracteristicas genéticas de la poblacion.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1. OBJETIVO GENERAL

Aportar a la identificacion del contexto genético en el que se produce el PPT en
nuestra poblacion utilizando herramientas genomicas y transcriptomicas, que

incluyan factores tanto maternos como fetales.

2.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar las contribuciones de los genomas materno y fetal al fenotipo PPT,
buscando asociaciones entre el PPT y SNPs en genes pertenecientes a la via
inflamatoria.

e Caracterizar el transcriptoma de las membranas corioamniéticas de los
recién nacidos prematuros severos.

e ldentificar variantes génicas candidatas, potencialmente relacionadas con

la expresion genica diferencial en PPT severo.
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2.3 ESTRATEGIA DE TRABAJO

Para alcanzar estos objetivos usamos tres estrategias. Primero, realizamos un
estudio de genes candidatos, seleccionando genes relacionados a vias inflamatorias
(Capitulo 3). Comparamos la presencia de SNPs en un grupo de madres e hijos
nacidos a término y nacidos a pretérmino, y lo evaluamos en el contexto de

variables ambientales que puedan estar contribuyendo al fenotipo.

En segundo lugar, examinamos los perfiles de expresion génica en membranas
fetales de recién nacidos pretérminos severo y nacidos a término, usando
secuenciacion masiva de ARN (Capitulo 4). Debido a que el PPT severo parece
depender méas que el PPT moderado de factores genéticos y constitucionales,
postulamos que los cambios de expresion génica seran mas marcados en las
membranas corioamnioticas de recién nacidos de menos de 34 semanas de edad
gestacional. Buscamos caracterizar el perfil de expresion del PPT e identificar

genes vinculados con el fenotipo extremo.

Por ultimo, usamos los datos transcriptomicos para estudiar variantes génicas
vinculadas al PPT (Capitulo 5), centrdndonos en el analisis de los genes
diferencialmente expresados encontrados en la seccién anterior. Buscamos
variantes (tanto reportadas como no reportadas) que puedan estar modulando la

expresion génica en nuestra poblacion.
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INTERACCIONES ENTRE FACTORES
AMBIENTALES Y VARIANTES GENETICAS
EN PARTO PRETERMINO

Publicado en:

Pereyra S, Bertoni B, Sapiro R. (2016) Interactions between environmental
factors and maternal-fetal genetic variations: strategies to elucidate risks of
preterm birth. European Journal of Obstetrics and Gynecology and Reproductive
Biology, 202:20-25. https://doi.org/10.1016/j.ejogrb.2016.04.030
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3.1 ANTECEDENTES Y ESTRATEGIA

Como se indic6 previamente, el PPT puede desencadenarse por la activacion en
forma prematura de la cascada inflamatoria. Esto condujo a que muchos estudios
de asociacion genética se basen en la bdsqueda de asociaciones con genes
candidatos de la via inflamatoria. Incluso, estudios previos de nuestro laboratorio
demostraron que el SNPs rs4986790 en el gen TLR4 se asocia a PPT en pretérminos
severos con RPM (Rey et al., 2008). Ademas, con el objetivo de poder genotipar
varios SNPs simultaneamente en forma eficiente y con un bajo costo, hemos
generado un sistema multiplex que detecta 4 SNPs de la via inflamatoria en un
Unico ensayo. Este sistema identifica simultaneamente mutaciones en cuatro genes
involucrados en vias inflamatorias, mediante un analisis de desnaturalizacion en
alta resolucion (HRM): TLR4, Interleuquina 6 (IL6), Interleuquina 1B (IL1f) y
Receptor beta de Interleuquina 12 (IL12RB) (Pereyra et al., 2012). Es decir que se
centra en SNPs relacionados a vias inflamatorias involucradas en mecanismos de
defensa, activacion de la inmunidad innata e infeccion, tal como se indica en la
Enciclopedia de Genes y Genomas Kyoto (KEGG, Kanehisa & Goto, 2000).
Previamente, lo usamos para determinar la frecuencia alélica de dichas variaciones

en nuestra poblacion.

Sin embargo, como ya se observd, el PPT tiene contribuciones potenciales de dos
genomas, el materno y el fetal. Por lo que, junto con otros autores, postulamos que
ademas de las contribuciones individuales, las interacciones entre ambos genomas
pueden afectar el riesgo de presentar PPT (Myking et al., 2011). Al ser una
caracteristica multifactorial, condiciones como el stress materno, embarazos
multiples y exposicidn a toxicos durante el embarazo podrian interaccionar con la
predisposicion genética y desarrollar asi el PPT (Berkowitz & Papiernik, 1993;
Goldenberg et al., 2008; Wen et al., 2004).

En este capitulo se describe la bdsqueda de asociaciones entre el PPT y SNPs
candidatos utilizando nuestra técnica de deteccion de SNPs (Pereyra et al., 2012).
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Para ello usamos una cohorte de diadas de recién nacidos y sus madres, mediante
un estudio de tipo caso-control. En segundo lugar, combinamos estos datos
genotipicos con un andlisis de factores de riesgo ambientales al PPT, de forma de
aportar datos sobre la interaccion genotipo-ambiente en esta patologia.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1. MUESTRAS USADAS EN ESTE ESTUDIO

Realizamos un disefio experimental de tipo caso-control. La colecta de muestras
fue realizada en la Clinica Ginecotoldgica “C” del Centro Hospitalario Pereira
Rossell (CHPR), Montevideo, Uruguay, entre febrero de 2012 y marzo de 2014.
Se seleccionaron madres y sus hijos recibiendo atencion obstétrica en el CHPR.
Los casos fueron diadas (n = 143) de madres y sus neonatos con embarazos
complicados por PPT espontaneo, de edad gestacional menor a 37 semanas. Los
controles (n = 108) fueron madres y sus neonatos nacidos a término (edad
gestacional > 37 semanas), que no presentaron complicaciones en su parto vaginal
0 cesarea electiva a término. Los criterios de exclusion para las muestras
comprendieron: embarazos mdaltiples, consumo de drogas, patologias y/o
infecciones crénicas, malformaciones fetales y no otorgar su consentimiento para
participar del estudio. Las infecciones que no fueron consideradas como criterios
de exclusion para participar del estudio fueron infecciones del tracto urinario,
genitales bajas y sifilis, pero no el virus de inmunodeficiencia humana (HIV), ya

que las pacientes con HIV fueron excluidas de la muestra.

Con la aprobacion de las participantes se realizd una encuesta en persona sobre
datos clinicos, familiares y sociodemograficos, con un cuestionario
especificamente disefiado para este fin. Se colectaron datos clinicos de las madres

y sus neonatos mediante el Sistema Informatico Perinatal, que consiste en registros
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de la clinica perinatal desarrollados por el Centro Latinoamericano de
Perinatologia de la Organizacién Panamericana de la Salud (Simini, 1999), el cual

se presenta en el Apéndice.

El tamafio de la muestra se decidi6 al inicio del estudio, segin calculos del poder
estadistico del mismo (Hong & Park, 2012). Para ello se consideré la frecuencia
del alelo alternativo de los SNPs que tuvieran un efecto inflamatorio posible en
poblaciones europeas (estimado en un 20-40% aproximadamente). Ademas, se
estimd que la razon de proporciones o “odds ratio” esperada seria de 1,5 a 2 entre
casos y controles. Esto permitid calcular el tamafio de muestra necesario para poder
tener un buen poder estadistico.

3.2.2. COLECTA DE LAS MUESTRAS, EXTRACCION DE ADN GENOMICO Y

PCR EN TIEMPO REAL

Se colectaron muestras de sangre de los recién nacidos (a partir de sangre del
cordén umbilical colectada en el momento del nacimiento) y raspados de mucosa
yugal de las madres. En ambos tipos de muestras se realiz6 la extraccion de ADN
con el kit comercial DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). El
andlisis de HRM se realizé en el instrumento Rotor-Gene 6000 real-time (Corbett
Life Science, Sydney, Australia) con colorante de tecnologia saturante Eva Green
(Type-it HRM PCR Kit, Qiagen, Hilden, Germany) tal como describimos en
Pereyra et al. (2012). Brevemente, se analizan los SNPs rs4986790 (TLR4),
rs1800795 (IL6), rs16944 (IL1p) y rs375947 (IL12RB) en un ensayo de PCR
multiplex (Tabla 3.1). Los SNPs candidatos se seleccionaron por estar en genes
con efecto inflamatorio posible. Se realizaron las PCRs en un volumen final de 10
ul, conteniendo 1X de buffer Qiagen HRM-typing, 2,46 uM de cada uno de los
primers del gen TLR4, 0,46 uM de cada uno de los primers del gen IL6, 0,26 uM
de cada uno de los primers del gen /214, 0,9 uM de cada uno de los primers del
gen IL12RB y 25 ng de ADN molde. La reaccion de PCR se realizd con una
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desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por
15 segundos y 60°C por 1 minuto, y luego las curvas de HRM se generaron
adquiriendo fluorescencia con una rampa de temperatura de 72 a 88°C. Se
incluyeron muestras con genotipos homocigotas y heterocigotas como controles

positivos en todos los experimentos.

Las curvas de HRM se normalizaron con las regiones pre- y post-desnaturalizacion,
y se asigno el genotipo a cada muestra segun la forma de la curva de HRM en el
software Rotor-Gene 1.7 (build 73) e inspeccion visual. Las curvas de
desnaturalizacion obtenidas fueron analizadas separadamente para cada amplicon,

para asignar genotipos a cada muestra.

Tabla 3.1. Caracteristicas generales de los SNPs estudiados.

Ubicacién Identificador Gen Alelo Alelo Contexto

gendmica SNP referencia alternativo genomico

2:112837290 rs16944 ILIp A G Promotor

7: 22727026 rs1800795 IL6 C G Intrén

9: 117713024 rs4986790 TLR4 A G Exon: cambio no
sindnimo
Asp299Gly

19: 18069641 rs375947 IL12RB A G Exén: cambio no
sindnimo
Met365Thr

3.2.3. ANALISIS ESTADISTICOS

Las frecuencias alélicas, genotipicas y test exactos de equilibrio Hardy-Weinberg
se calcularon en el programa PLINK v1.07 (Purcell et al., 2007). Se compararon
las frecuencias alélicas usando el test Chi-cuadrado o el test exacto de Fisher, y los
promedios usando el test t de Student. Se evalué la asociacion entre los genotipos

y los factores ambientales con el PPT, mediante un analisis de regresion logistica.
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Se evaluo la interaccion de las diferentes combinaciones de SNPs sobre el PPT. Se
exploraron efectos diferenciales de los genotipos sobre el riesgo de PPT mediante
lainclusion de términos de interaccion o condicionales usando el software Epi Info
2000 (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA). En todos

los casos, se considerd significativo un valor de p menor o igual a 0,05.

Las variables ambientales y clinicas estudiadas se categorizaron de forma
dicotémica para su analisis. Se considerd que las madres tuvieron exposicion al

humo de tabaco cuando fue fumadora activa y/o pasiva durante la gestacion.

3.2.4. ASPECTOS BIOETICOS

Todos los datos y muestras utilizados fueron tratados de forma andénima e
identificados por un cdédigo que no identifica a la persona participante. Los
pacientes participantes fueron informados de la finalidad y el alcance de este
estudio. El protocolo de trabajo se adecua a la Declaracion de Helsinki y fue
aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina, Universidad de la
Republica (Consejo de la Facultad de Medicina, Exp. N° 071140-001476-08). Se
obtuvo el consentimiento informado de todas las madres que participaron en el

estudio.

3.3 RESULTADOS

3.3.1. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA ESTUDIADA

Al estimar el tamafio muestral necesario para poder tener un buen poder estadistico,
calculamos que una muestra de 500 alelos es suficiente para detectar un OR entre

1,5-2,0 con un poder estadistico de 80% y un intervalo de confianza de 95%.
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En total, se incluyeron 251 diadas madre-neonato. Las caracteristicas generales de
la muestra estudiada se presentan en la Tabla 3.2. Comparando casos y controles,
no se detectaron diferencias significativas con respecto a edad materna y paridad.
La edad promedio y error standard de la edad gestacional fue 33,6 = 0,2 semanas
en casos vs. 39,1 = 0,1 en controles (valor p < 0,01). La edad gestacional de los
casos vario entre 24 a 36 semanas, mientras que la de los controles lo hizo de 37 a
41 semanas. No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos con
respecto a sexo del recién nacido (51% neonatos varones en casos vs. 54% en
controles). Siete por ciento de las mujeres que tuvieron un parto a término y 17%

de las madres que lo hicieron a pretérmino tuvieron al menos un PPT previamente,

Tabla 3.2. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de madres y sus recién nacidos de
la poblacion de estudio.

Pacientesa  Pacientes a
Caracteristica término (%) pretérmino  OR (I1C 95%) valor p

n=108 (%) n=143
Edad materna (<19 y >35) 16 22 1,6 (0,8-2,9) 0,2
Nivel educativo @ 35 43 0,7 (0,4-1,2) 0,2
Estado civil ® 17 25 1,6 (0,8-3,2) 0,1
Recién nacidos masculinos 51 54 1,15 (0,6-1,9) 0,6
Exposicién a humo de tabaco 44 65 2,6 (1,5-4,3) 4x10*
Hipertension 7 4 0,4 (0,14-1-4) 0,2
eHniEwaor;rzagias durante el 1 4 4.7 (0,5-39) 0.2
Infecciones 19 27 1,6 (0,8-3) 0,2
RCIU 2 1 2,3 (0,6-8,9) 0,2
RPM 13 45 5,5 (2,9-10,6) 1x10°
Anemia 14 12 0,8 (0,4-1,7) 0,5

Se presenta la razén de probabilidades u "odds ratio” (OR), los intervalos de confianza (IC) y
los valores de p entre pacientes a término y pretérmino. La significancia estadistica se marca

con valores en negrita.

@ al menos un afio vs. menos de un afio de educacién secundaria

® madres solteras vs. madres casadas o0 en concubinato

RPM: ruptura prematura de membranas; RCIU: retraso en el crecimiento intrauterino
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Tabla 3.3. Conteos de genotipos de los SNPs analizados para madres y recién nacidos de
la muestra. Se presentan las frecuencias genotipicas entre paréntesis.

SNP Madres Recién nacidos
(Simbolo del Genotipo
gen) Controles Casos Controles Casos
rs4986790 AlA 92 (0,89) 124 (0,87) 90 (0,87) 128 (0,91)
(TLR4) AlG 11 (0,11) 18 (0,13) 13 (0,13) 13 (0,09)
G|G 0 0 0 0
rs1800795 C|C 0 0 0 0
(IL6) ClG 38 (0,35) 64 (0,45) 28 (0,26) 45 (0,31)
G|G 70 (0,65) 79 (0,55) 80 (0,74) 98 (0,69)
rs16944 AA 16 (0,16) 17 (0,12) 15 (0,14) 19 (0,13)
(IL1p) AlG 61 (0,61) 81 (0,57) 59 (0,55) 89 (0,63)
GG 23 (0,23) 44 (0,31) 33(0,31) 33(0,23)
rs375947 AA 49 (0,47) 56 (0,40) 42 (0,38) 59 (0,42)
(IL12RB) AlG 37 (0,36) 61 (0,44) 51 (0,47) 67 (0,47)
G|G 18 (0,17) 22 (0,16) 15 (0,14) 16 (0,11)

sin diferencias estadisticas entre los grupos. El nivel educativo alcanzado por la
madre no afectd la incidencia del PPT; 35% de las madres que completaron al
menos 1 afio 0 mas de educacion secundaria tuvieron partos a término, y 43% lo
hicieron a pretérmino. La exposicién al humo de tabaco (activa y/o pasivamente)
si se encontrd asociada al PPT (valor p < 0,01): 44% de las madres con partos a
término estuvieron expuestas, mientras 65% de las que tuvieron PPT lo estuvieron
(Tabla 3.2). Por otro lado, no se encontraron diferencias entre madres que tuvieron
partos a término y pretérmino con respecto a la presencia de hipertension arterial
en las madres (7% vs 4%, respectivamente), hemorragias durante el embarazo (1%
vs 4%, respectivamente), anemia (14% vs 12%, respectivamente), infecciones

maternas (19% vs 27%, respectivamente), ni restriccion del crecimiento
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intrauterino (2% vs 1%, respectivamente). Se encontr6 que la RPM esta

significativamente asociada con PPT (Tabla 3.2).

3.3.2. ANALISIS DE ASOCIACION GENICA

Las frecuencias genotipicas de madres y recién nacidos para cada SNP se presentan
en la Tabla 3.3. Al igual que lo reportado previamente en (Pereyra et al., 2012), los
genotipos C/C para rs1800795 (IL6) y G/G para rs4986790 (TLR4) no se
encontraron en la poblacion estudiada. Se realizaron tests de Chi-cuadrado sobre
las frecuencias alélicas para evaluar diferencias entre los grupos. Ninguno de los
SNPs analizados en las madres estuvo asociado significativamente con el PPT. No
se encontrd asociacion significativa entre los genotipos analizados de los recién

nacidos nacidos a término y a pretérmino (p > 0,05; Tabla 3.5).

Los test exactos de equilibrio Hardy-Weinberg indican que los SNPs rs4986790
(gen TLR4) y rs375947 (gen IL12RB) estan en equilibrio Hardy-Weinberg para
madres del grupo a término y a pretérmino (p > 0,05), mientras que rs1800795 (gen
IL6) y rs16944 (gen IL1p) no lo estan. Se encontrd la misma situacion cuando se
analizaron los genotipos del grupo de los recién nacidos a pretérmino (Tabla 3.5).
En el caso de los recién nacidos a término se encontraron los 4 SNPs analizados en

equilibrio Hardy-Weinberg.

El anélisis de regresion logistica detectd una interaccion significativa entre el
polimorfismo /L1 en muestras maternas y el polimorfismo IL6 en muestras de
neonatos (Tabla 3.4). Cuando se analizé el efecto del SNP IL6 en los recién nacidos
mientras que al mismo tiempo se controla por las variantes 7L/ de la madre, se
encontr6 una asociacion significativa con el PPT. Esto podria estar indicando un
posible efecto escondido de cada SNP separadamente. De las combinaciones
genotipicas entre madres y recién nacidos para estos SNPs, solamente la
combinacion IL1p G/G en madres y IL6 G/C en recién nacidos fue diferente entre
casos y controles (p < 0,05; test de Fisher; Figura 3.1). No se detectaron otras

asociaciones significativas entre los genotipos de madres e hijos y PPT.
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Tabla 3.4. Anélisis de regresion logistica entre casos y controles para el polimorfismo
materno rs16944 (IL1p) y el de recién nacidos rs1800795 (IL6) ajustado por el otro
polimorfismo, asi como su interaccion.

Genotipo See?ioetsigg OR (95% IC)  valor p
rs16944 (IL1p) madre GG 1,14 (1,0-1,3) 0,0997
rs1800795 (IL6) recién CG 12,3 (2,0 -76,7) 0,0072
nacido

Interaccion 0,3 (0,1-0,8) 0,0122

OR: razon de probabilidades o "odds ratio". IC: intervalo de confianza.
Los valores significativos estdn marcados en negrita.

La poblacion de estudio es bastante homogénea (Tabla 3.2). Sin embargo, dos
variables tuvieron diferencias significativas entre PPT y controles: exposicion al
humo de tabaco y RPM. Cuando se analizaron los SNPs genotipados controlando
por el efecto de cada una de estas dos variables ambientales, se revel el efecto de
la exposicion del humo de tabaco en el PPT. Se encontré que los polimorfismos
rs16944 (IL1p) y rs1800795 (IL6) en madres estan significativamente asociados
con PPT cuando se controla por la exposicion del humo de tabaco durante el
embarazo (Tabla 3.6).

Dentro de las 143 diadas con parto prematuro, 64 de ellas tuvieron parto pretérmino
severo (con menos de 34 semanas de edad gestacional). Cuando se consideran
Unicamente los prematuros severos se encuentra que el polimorfismo rs4986790
en los recién nacidos (TLR4) y la RPM estan significativamente asociados con PPT
(p = 0,028 y p = 0,030, respectivamente). Esto confirma datos previamente

reportados por Rey et al. (2008).
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Tabla 3.5. Estadisticos de tests exactos de Hardy-Weinberg y tests de chi-cuadrado para los genotipos de madres y recién nacidos analizados.

Madres Recién nacidos
SNP Alelo
(Simbolo . Valorp  Valorp Valorp  Valorp
o alternativo MAFen MAF en valor MAF en MAF en valor p
génico) casos controles T W EHW OR P2 casos  controles =W EHW OR 12
(casos) (controles) (casos) (controles)
rs4986790
(TLRA) G 0,06 0,05 1 1 1,2 0,64 0,05 0,06 1 1 0,72 0,41
Efﬁ2?0795 C 022 0,18 <001  <0,05 135 019 0,16 0,13 <0,05 021 125 0,38
82(;‘2;14 A 0.4 0,47 <0,05 <0,05 0,78 0,19 0,45 0,42 <0,01 0,23 1,15 0,44
rs375947
(IL12RB) G 0,38 0,35 0,31 0,48 1,12 0,55 0,35 0,38 0,71 1 0,89 0,54

MAF: Frecuencia del alelo alternativo; EHW: Equilibrio Hardy-Weinberg. OR: odds ratio. Valor p 2: casos vs. controles.
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Tabla 3.6. Analisis de regresién logistica de los genotipos maternos ajustados por madres
que estuvieron expuestas a humo de tabaco durante el embarazo, y el correspondiente
término de interaccion con exposicion al humo de tabaco.

OR ajustado Interaccién

(95% IC) valor p (95% IC) valor p
rs4986790 (TLR4) 1(0,3-3,5) 0,985 2,1(0,3-13,1) 0,416
rs1800795 (IL6) 2,8 (1,2-6,4) 0,013 0,3 (0,1-0,9) 0,039
rs16944 (IL1p) 0,4 (0,2-0,8) 0,006 3,3(1,3-7,9) 0,009
rs375947 (IL12RB) 1,2 (0,7-2,0) 0,427 0,8 (0,4-1,7) 0,589

OR: razon de probabilidades o "odds ratio”. IC: intervalo de confianza. Los valores
significativos estdn marcados en negrita.
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Figura 3.1. Distribucion de los genotipos combinados de las diadas madre-recién nacido
para el genotipo materno IL1f (rs16944) y el del recién nacido IL6 (rs1800795). Solo la
combinacion de los genotipos IL6 G/G en madres y IL6 G/C en recién nacidos tuvo
diferencias entre casos y controles (p < 0,05; test de ¥2).
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3.4 DISCUSION

En este capitulo, combinamos un disefio de diadas caso-control, el andlisis de
varios SNPs pertenecientes a una via metabdlica comun, y el estudio de algunos
factores ambientales de riesgo a PPT. Este tipo de analisis combinado permitio la
discriminacion de las contribuciones maternas y fetales al PPT y las condiciones

ambientales relacionadas.

Se analiz6 el riesgo del PPT asociado con los genotipos de madre e hijo, lo que
permitié detectar un riesgo aumentado de PPT cuando la madre y el recién nacido
son portadores de una combinacion especifica de SNPs. La presencia del genotipo
IL1p G/G en madres y el genotipo IL6 G/C en el genoma fetal estd asociado con
PPT (Figura 3.1, Tabla 3.4). Esto sefiala la importancia del rol de la interaccién de
los genomas materno y fetal en la determinacion del PPT. Cuando se consideran
ambos genes separadamente, el efecto no se observa, indicando que un SNP puede
enmascarar el efecto del otro. Eso puede deberse a efectos de accion opuestos en
la cascada que determina el PPT. Por otro lado, el alto valor de “odds ratio”
observado (12,3; Figura 3.1) sugiere que portar la combinacion especifica de SNPs

mencionada conlleva un riesgo asociado con PPT mucho mayor que las otras.

El efecto combinado de los genomas materno y fetal en PPT ha sido discutido en
la literatura (Myking et al., 2011). Algunos estudios favorecen una contribucion
del genoma materno al tiempo de nacimiento (Kalish et al., 2006; Svensson et al.,
2009), otros el del genoma fetal (Lui et al., 2018), mientras que otros apoyan el
efecto de los dos genomas materno y fetal separadamente (Lunde et al., 2007; York
etal., 2013; York et al., 2009). Se sabe poco acerca de las contribuciones genéticas
de los genomas materno y fetal en relacién a la duracion del embarazo. En general
se reconoce el rol de ambos genomas, con una contribucion relativa discutida
(York et al., 2013; Zhang et al., 2017). Los datos presentados en este capitulo
sugieren que el momento del nacimiento puede cambiar como consecuencia de

portar una combinacion particular de variantes génicas entre madre y recién nacido.
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Una consecuencia importante de esta interaccion es que el riesgo de una madre de
tener otro hijo prematuro luego de haber tenido un PPT depende no s6lo de su

propio genoma sino también del de su futuro hijo.

El efecto encontrado de los polimorfismos en los genes /L1y I1L6 sobre el PPT es
concordante con la hipétesis de una base inflamatoria del PPT. La mayoria de los
polimorfismos de los genes inflamatorios elegidos en el disefio maltiplex fueron
previamente asociados con PPT. Por ejemplo, el SNP rs4986790 del gen TLR4 fue
previamente asociado con diferencias en la respuesta a liposacaridos y la
predisposicion al PPT (Arbour et al., 2000; Lorenz et al., 2002; Rey et al., 2008).
También, los portadores del alelo G del polimorfismo rs1800795 (IL6) producen
mas IL6 que aquellos con genotipo C/C (Fishman et al., 1998). El genotipo C/C es
protector contra PPT en mujeres de ascendencia europea, aunque esto no se
observa en otras poblaciones heterogéneas o mestizadas, ni en los genotipos del
feto (Wu et al., 2013). Por otro lado, el SNP rs16944, que se encuentra en la region
promotora del gen IL1p, esta asociado con un riesgo aumentado de tener PPT en

una poblacion europea (Hollegaard et al., 2008).

Los datos presentados en este capitulo apoyan la idea de una posible contribucién
de la via inflamatoria al PPT, dado que se encontré una asociacién de una
combinacion especifica de SNPs en genes inflamatorios con el PPT. Sin embargo,
no se encontrd asociacién con el PPT para otras combinaciones de los SNPs

analizados, ni tampoco cuando se analizaron separadamente.

Las diferencias entre nuestros resultados y los de otros estudios podrian deberse a
diferencias genéticas entre las diferentes poblaciones humanas. La mayoria de los
estudios de asociacion génica con el PPT se realizaron en Estados Unidos o Europa,
lo que dificulta la comparacion de los resultados con poblaciones de diferente
ancestria (Menon et al., 2009; Svensson et al., 2009). La poblacién uruguaya ha
sido descrita fundamentalmente como de origen europeo. Sin embargo, analisis de
mestizaje genético demostraron que es una poblacion tri-hibrida, con una

contribucion genética también de nativo americanos y africanos, que tienen una
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contribucion aproximada de 10% y 6% respectivamente (Hidalgo et al., 2005). Al
analizar los linajes maternos mediante ADN mitocondrial, se revela una mayor
contribucion ancestral de 34% de nativo americanos, mientras la contribucion
africana varia entre 8% y 21% (Bonilla et al., 2015; Gascue et al., 2005; Pagano et
al., 2005). Estas diferencias en ancestria podrian estar explicando las diferencias
observadas con otras poblaciones en la contribucion genética al PPT. También
enfatizan la importancia de hacer estudios especificos a cada poblacién para
evaluar la contribucién genética a diferentes patologias.

En este capitulo también evaluamos la posibilidad de que los factores ambientales
y genéticos puedan interactuar para conducir al PPT. De las variables analizadas,
solo el consumo de tabaco durante el embarazo y RPM estuvieron distribuidas
diferencialmente entre casos y controles, lo cual es concordante con estudios
previos (Ananth & Vintzileos, 2006; Berkowitz & Papiernik, 1993; Goldenberg et
al., 2008; Wen et al., 2004; York et al., 2014). La exposicion al tabaco durante el
embarazo es un factor bien documentado de riesgo de complicaciones durante el
embarazo (Ko et al., 2014; Shah & Bracken, 2000), por lo cual podria enmascarar
una predisposicion genética al PPT. Encontramos que cuando se usan métodos
estadisticos que controlan el efecto de la exposicién al humo de tabaco, es posible
revelar la asociacion de los polimorfismos en los genes /LIS y IL6 en el genoma
materno con el PPT. Asi, incorporando datos ambientales revelamos que ambos
SNPs estan en si mismos asociados con la patologia, algo que no se encontro
cuando se analizaron Unicamente los datos genéticos. Esta hipdtesis fue manejada
en algunos estudios de otros autores en relacion a recién nacidos y PPT. Por
ejemplo, hay genotipos maternos que modifican la asociacion entre el consumo de
tabaco materno durante el embarazo y peso del recién nacido (Wang et al., 2002a).
También se encontrd que la presencia de vaginosis bacteriana en portadores de
determinados genotipos del gen de Factor de Necrosis de Tumores 2 predispone al
PPT espontaneo (Macones et al., 2004). Por lo tanto, consideramos que los factores

ambientales deben ser considerados al realizar estudios de asociacion genética de
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tipo caso-control en PPT ya que estos contribuyen sustancialmente a la variabilidad

fenotipica, para evitar una mala interpretacion de los resultados.

Esta puede ser una de las razones por las que los resultados de asociacién génica
en PPT en estudios caso-control son replicados sélo raramente. Como se menciong,
la etiologia del PPT es heterogénea: es resultado de varias causas subyacentes
diferentes (Dolan et al., 2010; Romero et al., 2014). Ademas, se conocen varios
factores ambientales que afectan el nacimiento, que deben ser considerados en la
interpretacion de datos genéticos. Por lo tanto, al momento de disefiar estudios de
investigacion en PPT, tanto las variables genéticas como las ambientales deben ser
incorporadas.

Nuestro disefio experimental usdé una estrategia combinada, analizando datos
genéticos de las diadas madre-hijo en conjuncion con variables ambientales. La
misma usa una poblacion bien caracterizada y un menor tamafio muestral en
comparacion a los necesarios para realizar analisis de tipo GWAS, asi como
también un namero reducido de genes candidatos. Existen s6lo unos pocos estudios

de genes candidatos en PPT con este tipo de disefio.

En contrapartida, estas mismas ventajas también pueden ser consideradas como
debilidades del estudio. Una de las limitaciones de nuestro estudio es el pequefio
tamafio muestral, en comparacion con analisis de GWAS, y el pequefio nimero de
genes candidatos estudiados. Esto hace que la informacién obtenida y la

significancia estadistica de los datos sea menor a la lograda con los GWAS.

Nuestros datos de este capitulo sugieren que la via inflamatoria esta involucrada
en el PPT, que los genotipos maternos y fetales contribuyen a esta patologia, y que
los factores ambientales (e.g. exposicion al humo de tabaco) pueden enmascarar

los efectos de las variantes genéticas en el PPT.
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4.1 ANTECEDENTES Y ESTRATEGIA

Como vimos en el capitulo 3, el PPT es resultado de la interaccion de componentes
genéticos y ambientales, y constituye un sindrome multifactorial complejo
(Henderson et al., 2012; Romero et al., 2014). Sin embargo, para comprender la
arquitectura genética del embarazo y el PPT se debe tener en cuenta, no sélo las
causas conocidas del PPT sino también otros factores. Por €j. la gran cantidad de
tejidos gestacionales maternos y fetales que deben interactuar para facilitar el parto
(lams, 2014; Romero et al., 2014), cada uno con un perfil propio de expresion
génica. Estudios transcriptomicos en estos tejidos pueden ayudar a desarrollar un
escenario molecular del PPT y mejorar el entendimiento de la fisiologia y patologia
del parto a término y pretérmino. En particular, el estudio del transcriptoma de las
membranas fetales en el sitio de ruptura en PPT puede ayudar a dilucidar cuales

son los genes que se expresan en el PPT.

El ARN-seq es una tecnologia potente para el analisis del transcriptoma que
permite una caracterizacion profunda de la expresion génica (Kukurba &
Montgomery, 2015). Los estudios de ARN-seq publicados en trabajo de parto
humano han sido en general limitados a embarazos a término sin complicaciones
y a placenta con diferentes EG (Kim et al., 2012; Mikheev et al., 2008; Sdber et
al., 2015). Existen méas datos de expresion génica con experimentos basados en
microarreglos, aunque la mayoria estan focalizados en preeclampsia y RPM (S6ber
et al., 2015). Tal como para otras enfermedades, es necesario estudiar marcadores
de expresion propios de nuestra poblacién, la cual tiene un contexto genético y

ambiental diferente.

Como mencionamos, el PPT podria ser desencadenado por diversos mecanismos
patoldgicos dependiendo de la EG (Moutquin, 2003). El contexto genético parece
jugar un rol mas relevante en neonatos pretérminos severos que en los pretérminos
moderados (Rey et al., 2008). Las modificaciones de la expresion del corioamnios

que llevan a PPT severo deberian ser mas drasticas que las que conducen a parto a
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término o incluso a PPT moderado. Por lo tanto, decidimos focalizarnos en estudiar
el transcriptoma de tejidos corioamnidticos de PPT severos para encontrar genes
diferencialmente expresados (DE) con mayor significancia bioldgica. Ademas,
para validar las vias metabdlicas principales encontradas en este estudio,

comparamos nuestros resultados con datos reportados en la literatura.

Basado en los trabajos previos de nuestro grupo de investigacion (Pereyra et al.,
2012; Pereyra et al., 2016; Rey et al., 2008; Rey et al., 2012) y el estado actual del
conocimiento del trabajo de parto a término y pretérmino (Challis et al., 2009;
Nhan-Chang et al., 2010; Romero et al., 2007; Romero et al., 2015; Strauss et al.,
2018; Vrachnis et al., 2010), esperamos modificaciones en vias inflamatorias en el
transcriptoma pretérmino en comparacion al de término. En general, el objetivo

principal de este estudio es obtener un patron de expresion génica del PPT.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1. SELECCION DE LAS MUESTRAS

La colecta de muestras fue realizada en la Clinica Ginecotoldgica “C” del Centro
Hospitalario Pereira Rossell (CHPR), Montevideo, Uruguay, entre octubre de 2013
y febrero de 2015. Se colectaron muestras de tejido corioamnidtico de mujeres en
trabajo de parto recibiendo atencion obstétrica en el CHPR. Los tejidos
corioamnioticos de parto pretérmino se colectaron de embarazos complicados por
parto prematuro espontaneo antes de las 33 semanas de EG, mientras que los de
parto a término se muestrearon de embarazos sin complicaciones que iniciaron

trabajo de parto luego de las 37 semanas de edad gestacional.

Se consideraron criterios de exclusion para participar del estudio el tener un
embarazo multiple, ser consumidor de drogas, presencia de anomalias fetales,

alumbramiento por cesarea y/o tener alguna de las siguientes condiciones médicas
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preexistentes: diabetes, hipertension, desérdenes autoinmunes, infeccién cronica
(HIV, hepatitis). Se incluyeron a las pacientes del grupo control considerando que
no hubieran tenido embarazos anteriores a pretermino. Debido a la alta incidencia
de la ruptura prematura de membranas (Rey et al., 2008; VVogel et al., 2018), no se
excluyeron los pacientes con RPM de casos ni controles, y se incorpor0 esta

caracteristica como cofactor en los analisis estadisticos (ver abajo).

Se colectaron las caracteristicas demograficas de las madres mediante entrevista
con las pacientes luego del parto. Se obtuvieron los datos clinicos y obstétricos de

la historia médica del Sistema de Informacion Perinatal (De Mucio et al., 2016).

4.2.2. ASPECTOS BIOETICOS

Todos los datos y muestras utilizados fueron tratados de forma anonima y
denominados por un cédigo que no identifica a la persona participante. Los
pacientes participantes fueron informados de la finalidad y el alcance de este
estudio. El procedimiento est4 aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina, Universidad de la Republica (Consejo de la Facultad de Medicina, Exp.
N° 071140-000907-11) y por el Comité de Etica del Hospital de la Mujer del
CHPR. En todos los casos se obtuvo un consentimiento informado de la paciente,

previo a la recoleccion del material biolégico.

4.2.3. COLECTA DE LA MUESTRA

Las muestras de tejido corioamniético se colectaron en un plazo de hasta 30
minutos luego del alumbramiento. ElI amnios y corion se obtuvieron de las
membranas extraplacentarias, que proveen una fuente mas limpia de las
membranas fetales. Para cada paciente, se extrajo una porcion de 1 cm? de
membrana corioamnidtica que rodea el sitio de ruptura de la misma, de acuerdo al

protocolo descrito por Nhan-Chang et al. (2010). EI amnios y el corion se
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procesaron juntos. Se congelo el tejido inmediatamente en nitrégeno liquido o se
lo sumergio en solucién RNAlater (Qiagen, Hilden, Germany), para estabilizar y
almacenar el acido ribonucleico (ARN). Todas las muestras se almacenaron a
-80°C hasta su procesamiento en el laboratorio.

4.2.4. EXTRACCION DE ARN TOTAL

Para la extraccion de ARN total, se optimiz6é un protocolo para asegurar buena
calidad y concentracion de ARNm. Para cada muestra, se molieron muestras de
aproximadamente 50 mg de membrana corioamniotica con nitrogeno liquido en un
mortero pre-enfriado. El polvo resultante se pas6 a un tubo con 2 ml de reactivo
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos), mezclando por inversion y
luego incubando 5 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd 10 minutos a
10.000xG a 4°C y se paso el sobrenadante a un tubo limpio. Se agregd 200 ml de
cloroformo, se incubd 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd 15
minutos a 12.000xG a 4°C. Se traspaso la fase acuosa resultante a un tubo limpio,
en el cual se le agreg6é 1 volumen de etanol 75%, mezclando por inversion. Se
continué el protocolo de extraccion usando el kit RNeasy Mini (Qiagen, Hilden,
Germany). Para ello se cargaron 700 pl de esta solucion en una columna del kit, se
centrifugd 15 segundos a 8.000xG a temperatura ambiente y se descartd el
sobrenadante, segun las instrucciones del fabricante. Este paso se repitié con el
remanente de la solucidn tantas veces como necesario, cargando hasta 700 pl por
vez. Se lavd la columna con 700 pl de buffer RW1 del kit, centrifugando 15
segundos a 8.000xG a temperatura ambiente y descartando el sobrenadante. Se
realizaron 2 lavados mas, cargando 500 ul de buffer RPE en la columna, y
centrifugando 15 segundos en el primero y 2 minutos en el segundo, ambos a
8.000xG a temperatura ambiente y descartando el sobrenadante. Se colocé la
columna RNeasy en un tubo de colecta y se cargd 50 ul de agua previamente tratada
con DEPC (dietil pirocarbonato). Se centrifugé 1 minuto a 8.000xG para eluir el
ARN.
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Se evalu6 la calidad y concentracion del ARN total obtenido mediante
espectrofotometria en Nanodrop 2000 (Nanodrop technologies Inc. Wilmington,
DE, USA), midiendo la absorbancia a 260 y a 280 nm. Se evalu0 la integridad del
ARN en corridas electroforéticas y/o usando un equipo Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, Estados Unidos). Para ello se realizaron geles de
agarosa 1%, con buffer de corrida TBE 0,5X, desnaturalizando las muestras 5
minutos a 60°C antes de cargarlas en el gel. Se incluy6 en cada corrida 2 ul de
sSRNA (#NO3625, New England Biolabs, Ipswich, MA, Estados Unidos), como
marcador de peso molecular de ARN. Seleccionamos muestras de ARN que no
mostraran degradacion en los geles y/o que tuvieron NUmeros de Integridad de
ARN (RIN) 8 o mayores. Las muestras seleccionadas se enviaron al servicio de
secuenciacion Macrogen Inc. (Sedl, Corea del Sur) precipitadas segun sus
recomendaciones: se precipitaron las muestras de ARN en 0,1 volumen de Acetato
de Sodio 3M y luego en 2 volumenes de Etanol absoluto. Al llegar a Macrogen

Inc., la integridad del ARN fue evaluada nuevamente en un Bioanalyzer 2100.

4.2.5. SECUENCIACION MASIVA DE ARN

De las muestras que pasaron este control de calidad de ARN, se seleccionaron 4
muestras provenientes de partos a término y 4 muestras de partos a pretérmino
severo para su secuenciacion masiva de ARN. En la seleccion de muestras se
incluyeron datos maternos (edad materna, paridad, etc) intentando parear las
caracteristicas de casos y controles. La preparacion y secuenciacion de la muestra
fueron realizados por Macrogen Inc. En cada muestra, el ARNm fue purificado a
partir del ARN total con el kit PolyATract mRNA lIsolation System Il (Promega
Inc., Madison, WI, Estados Unidos) y copiado a moléculas de ADN copia (ADNCc)
empleando el kit TruSeq RNA Sample Preparation Kit v2 (lllumina Inc.; San
Diego, CA, Estados Unidos) para construir una biblioteca de ADNc por muestra.
Las librerias fueron luego secuenciadas de forma masiva segun el protocolo para

la plataforma Illumina HiSeq2000 (lllumina Inc.), secuenciando lecturas de 100
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pares de bases (pb) secuenciando cada fragmento por sus dos extremos (“paired-
end”). Los datos crudos se depositaron en la base de datos NCBI’s Short Read

Archive a la cual se puede acceder a través del codigo SRP139931.

4.2.6. LIMPIEZA Y FILTRADO DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS

El flujo de trabajo del analisis de expresion diferencial se resume en la Figura 4.1.
La calidad de los resultados de la secuenciacion en sus archivos en formato Fastq
fueron evaluados con el programa FastQC (Andrews, 2010). Se usé el programa
Trimmomatic 0.32 (Bolger et al., 2014) para remover las secuencias de adaptadores
usados en la secuenciacion, removiendo lecturas de menos de 36pb y reteniendo
s6lo aquellas bases en el extremo 3’ que tengan un score de calidad Phred mayor a
30. Una vez filtrados, los archivos se volvieron a analizar en el programa FastQC
para evaluar su calidad. Se utiliz6 el programa MultiQC (Ewels et al., 2016) para

resumir los resultados obtenidos.

4.2.7. ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS AL GENOMA DE REFERENCIA Y

CONTEO DE LECTURAS

Para los siguientes analisis se us6 como genoma humano de referencia el
GRCh37/hg19 de Ensembl (Yates et al., 2016), version 75. Se alinearon las
secuencias filtradas de cada muestra al genoma de referencia mediante al programa
de alineamiento TopHat 2.1.0 (Trapnell et al., 2009). Este programa de
alineamiento es el recomendado para ARN-seq al alinear contra genomas, por
considerar el corte y empalme del genoma para alinear (“splice-aware”). Se
establecié una distancia esperada entre pares de lecturas de 160 pb y se uso la
anotacion genomica de Ensembl para la version GRCh37/hg19. El resto de los

parametros fueron corridos con sus valores por defecto. Nuevamente se utilizo el
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Figura 4.1. Flujo de trabajo de analisis informatico de expresion diferencial.

programa MultiQC v0.8 (Ewels et al., 2016) para resumir las estadisticas de los

resultados obtenidos.

Con los archivos de lecturas alineadas se realizd el conteo de las lecturas
asignandolas a genes, con el paquete de Python HTSeq (Anders et al., 2015). Se
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us6 el modo “unioén” para asignar las lecturas, segun el cual no es necesario que
una lectura esté alineada en toda su longitud a un gen para asignarla al mismo. En
el caso que una lectura se alinee con més de un gen, no se considerd el alineamiento
(opcion --nonunique none). ESte programa arroja una matriz de conteo de
lecturas para cada gen y cada muestra, el cual es una buena aproximacion de la

abundancia del transcripto.

Se calcularon los estadisticos de los resultados del alineamiento con la herramienta
CollectRnaSeqMetrics de Picard (http://broadinstitute.github.io/picard/).

4.2.8. EXPRESION DIFERENCIAL

Se utilizaron 3 metodologias diferentes para estudiar la expresion diferencial de
genes entre el grupo pretérmino severo y el grupo a término: el programa
Cufflinks2 v2.2.1 (Trapnell et al., 2010) y los paquetes de R Differential
Expression analysis for Sequence count data (DESeq2) v1.16.1 (Love et al., 2014)
y Empirical analysis of digital gene expression in R (edgeR) v3.18.1 (Robinson et
al., 2010). Para analizar los casos y controles se usé un modelo lineal con la
condicion pretérmino y con la RPM como cofactor. Todos los analisis estadisticos
fueron realizados utilizando R environment for statistical computing version 3.4.1
(https://www.R-project.org/). Se utilizaron paquetes adicionales de Bioconductor
(Huber et al., 2015) para graficar (‘ggplot2' v2.2.1) y realizar agrupamientos y
heatmaps (‘pheatmap' v1.0.8).

Cufflinks2 es un programa que ensambla lecturas de ARN en transcriptos,
cuantifica abundancia de transcriptos y testea expresion diferencial de genes.
Cufflinks2 mide las abundancias de transcriptos en Fragmentos Por Kilobase de
exon por cada Millon de fragmentos mapeados (FPKM). Esta medida es analoga a
las Lecturas Por Kilobase de exon por cada Millon de fragmentos mapeados
(RPKM) para lecturas simples (“single-reads”). RPKM es un método para

cuantificar la expresion génica de los datos de ARN-seq usando la normalizacion
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del largo total de lecturas y el nimero de lecturas secuenciadas (Mortazavi et al.,
2008). Se calcula sumando las lecturas que se alinean a exones y exones candidatos

y normaliz&ndolas por el largo del ARNm esperado.

El analisis con Cufflinks2 v2.2.1 se realiz6 siguiendo parte del protocolo de trabajo
sugerido en Trapnell et al. (2012). Brevemente, las lecturas alineadas se
ensamblaron en transcriptos usando cufflinks2 y se unieron con cuffmerge para
crear una anotacion unica del transcriptoma. La expresion diferencial se estimo
utilizando cuffdiff y los resultados se analizaron en el entorno del programa R
v3.4.3, usando el paquete CummeRbund v2.20.0 (Goff et al., 2013).

Para el anlisis de DESeq2 y de edgeR se provee como insumo la matriz de conteo
de lecturas realizada por el programa HTSeq. Para el analisis con DESeq2 se
realiz6 un pre-filtrado de datos, eliminando los genes sin ninguna lectura. En todos
los casos se usé como grupo de referencia al grupo de parto a término. En el disefio
se consider6 ademas si la muestra presentdé RPM como covariable, para aumentar
la sensibilidad para encontrar diferencias debidas a la condicién (prematuro severo
o control a término). Asi, se definié un modelo multifactorial considerando la
condicion (pretérmino severo o control a término) y la presencia de RPM en la

muestra.

Para evaluar la expresion diferencial se utilizaron los conteos crudos de genes, pero
para la visualizacién y agrupamiento (“clustering”) se realiz6 la transformacion
de los conteos de lecturas mediante el logaritmo regularizado (rlog) (Love et al.,
2014). Esta transformacion permite remover la dependencia de la varianza de la
media, en particular varianzas grandes de los logaritmos de conteos cuando la

media es baja.

Para el anélisis de expresion diferencial se usan los conteos crudos y se define
como criterio de corte arbitrario tener una tasa de descubrimientos falsos
(FDR)<0,05 y tener al menos un conteo de 5 lecturas alineadas. EI modelo usado
por DESeqg2 usa un modelo lineal generalizado donde los conteos para cada gen y

muestra son ajustados a una distribucion binomial negativa, de la cual se evalla si
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son significativamente diferentes entre casos y controles segun el test de Wald
(Love et al., 2014). Asume entonces una relacion no lineal entre la varianza y la
media de los niveles de expresion, lo que permite que la varianza ajustada usando
datos de genes con niveles de expresion similares. Eso es Gtil porque un bajo
numero de réplicas hacen que la estimacion de la varianza sea dificil cuando se usa

Unicamente datos disponibles para un Unico gen.

El paquete edgeR también usa un modelo de distribucion binomial negativa para
incorporar la variabilidad bioldgica y técnica. Usa luego métodos bayesianos
empiricos para estimar el grado de dispersion a través de los transcriptos, lo que
permite la estimacién de variacion bioldgica para cada gen, incluso para
experimentos con bajos niveles de réplicas biol6gicas. Luego, se estima la
expresion diferencial entre casos y controles para cada gen usando un test exacto
analogo a un test exacto de Fisher, pero adaptado a datos sobre-dispersos. Una vez
que se obtuvo la lista de genes diferencialmente expresados, como un objeto
DGEList en R, se filtraron los datos para remover conteos bajos, como se habia
hecho en el analisis de DESeg2. En este caso se eliminaron los genes con lecturas
que tuvieron menos de 10 conteos por millén (CPM) por libreria. Para normalizar
la composicion de ARN total en las muestras, se uso la funcion calcNormFactors
de edgeR. Esta normalizacion es especialmente importante cuando hay un pequefio
namero de genes con expresion muy alta en s6lo unas muestras. Los genes de muy
alta expresion consumirian gran parte del secuenciado de la libreria, y
consecuentemente los genes restantes quedarian submuestreados. Entonces, si no
se ajusta por composicion del ARN, estos genes restantes serian categorizados

como subexpresados en esas muestras.

Para el analisis de expresion diferencial en edgeR se ajusté una distribucion
binomial negativa a los conteos de lecturas para cada gen, mediante el test de
cociente de verosimilitud (likelihood ratio test, LRT).

Los valores p de significancia se ajustaron para pruebas multiples usando la

aproximacion de Benjamini y Hochberg ("BH") (Benjamini & Hochberg, 1995)
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para controlar la FDR. Se consideraron los genes como expresados si tuvieron
como minimo 5 lecturas alineadas. En cada uno de los 3 métodos, se identifico un
gen expresado como diferencialmente entre casos y controles si cumplian lo
siguiente: un valor absoluto de logaritmo en base 2 de la tasa de cambio (log2FC)
mayor a 2 y un valor p ajustado por hipotesis maltiples (BH) FDR menor a 0,05.
Adicionalmente, para reducir los potenciales falsos negativos, se requirié que un
gen fuera identificado como significativo por los tres métodos para ser considerado

como diferencialmente expresado.

Por otro lado, para analizar si la RPM tiene un efecto en la expresion génica, se
realiz6 de la misma manera un andlisis complementario de expresion genica
contrastando tejidos con RPM (n=3) y sin RPM (n=5), usando prematurez como

cofactor.

Adicionalmente, se investigd si los genes identificados como genes DE para
pretérmino severo habian sido previamente asociados con PPT. Se genero una lista
explorando bases de datos publicas y asociaciones encontradas en meta-analisis
entre estos genes y PPT. Estos datos incluyeron una base de datos de asociaciones
entre SNPs y PPT (Uzun et al., 2012), dos meta-analisis de estudios
transcriptomicos de varios tejidos de PPTs (Eidem et al., 2015; Vora et al., 2018),
un estudio transcriptomico en corioamnios (Bukowski et al., 2017) y datos de
expresion génica publicos (Heng et al., 2014; Kim et al., 2016; Lee et al., 2013;
Ngo et al., 2018).

4.2.9. ANALISIS DE TERMINOS DE ONTOLOGIA GENICA

Para entender los procesos bioldgicos subyacentes, se realizaron anotaciones
funcionales de los genes diferencialmente expresados mediante Ontologia de genes
(GO). Se usaron los paquetes GAGE v 2.26.3 (Luo et al., 2009) y GOSeq v1.28.0
(Young et al., 2010) de Bioconductor 3.5. GOSeq considera el efecto del sesgo de
seleccion en los datos de ARN-seq que puede aparecer debido a diferencias en el

59



largo de los genes. Cuando fue necesario, los genes seleccionados fueron mapeados
usando el paquete de genes biomaRt (Durinck et al., 2009). Buscamos
enriquecimiento de asociaciones génicas con vias de KEGG y términos de GO. Se
corrigio la significancia por pruebas multiples usando la aproximacion de BH, y se

considerd que habia enriquecimiento si el FDR era menor a 0,05.

4.2.10. VALIDACION DE RESULTADOS DE ARN-SEQ POR PCR EN TIEMPO

REAL

Se seleccionaron seis genes basados en su mayor valor de log2FC y menor valor
p, para validar los datos de expresion génica por una técnica independiente: PCR
en tiempo real cuantitativa (QRT-PCR). En la Tabla 4.7 se presentan el detalle de
los genes seleccionados. Se usaron como genes de referencia los genes
housekeeping Proteina de wunion a caja TATA (TBP) (ID Ensembl
ENSG00000112592) y Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (ID
Ensembl ENSG00000111640).

Tabla 4.1. Genes DE seleccionados para la validacion de expresion génica diferencial.

Simbolo de Nombre Ublcacu’)n. ID gen Ensembl HGNC ID
gen cromosoémica
CASP5 caspase 5 11922.3 ENSG00000137757  HGNC:1506
IL1p interleukin 1 beta 2q14.1 ENSG00000125538 HGNC:5992
LCN2 lipocalin 2 9g34.11 ENSG00000148346  HGNC:6526
MARCO macrophage receptor 2q14.2 ENSG00000019169 HGNC:6895
with collagenous
structure
SERPINA1  serpin family A 14932.13 ENSG00000197249  HGNC:8941
member 1
TNFSF15 TNF superfamily 9932 ENSG00000181634 HGNC:11931
member 15
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Se us6 1ug de ARN total de cada muestra para sintetizar la primera hebra de ADNc
usando el kit de Superscript Il RT (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) y
oligonucledtidos al azar (random primers, 0,5ug/ul). Las reacciones de qRT-PCR
se realizaron en un termociclador de tiempo real Corbett (Qiagen, Hilden,
Germany), usando un kit de SYBER Green Biotools (Biotools, Madrid, Espafia).
La expresion relativa de un gen blanco se calcul6 segun el método 2-DDCt (Livak
& Schmittgen, 2001), usando la media geométrica de los genes GADPH y TBP
como gen de referencia, usando el grupo de pacientes a término como grupo

control.

Cada reaccion se realizé con 10 pl de kit QUANTIMIX EASY kit (Biotools;
#10606-4153), 0,5 uM de cada oligonucleédtido directo y reverso, 1 ul de ADNc
de la muestra, y agua destilada hasta llegar a un volumen final de 20 ul. Se usaron
las siguientes condiciones de amplificacion: 95°C por 5 minutos y 40 ciclos a 95°C
por 15 segundos, seguido de 1 minuto a 63°C. Luego de la amplificacion se realizd
un paso de desnaturalizacion mediante el aumento de temperatura de 72 a 90°C
con una adquisicion de fluorescencia continua. En todas las reacciones se incluyo
un control positivo y negativo (sin ADN molde). Cada muestra se corrié por
duplicado y el coeficiente de variacion entre duplicados fue menor a 2%. Los
oligonucled6tidos fueron disefiados para incluir uniones exén-exon, para reducir la
probabilidad de amplificar ADN gendmico (Tabla 4.8). Todos fueron disefiados en
nuestro laboratorio excepto para los genes /L1, GAPDH (Wang et al., 2002b) y
TBP (C. Chiale, comunicacién personal). Se evalué la eficiencia de los
oligonucledtidos para verificar que fuera entre 90-110%, y su especificidad se
evalud revisando que las curvas de desnaturalizacion presentaran un Unico pico de

disociacion.
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Tabla 4.2. Oligonucledétidos utilizados para las reacciones de qRT-PCR.

Simbolo .. e s e y , .,  Largo
de gen Oligonucleotido directo 5° — 3 Oligonucleotido reverso 5° — 3 del _
amplicon

CACNALE TGCTGTGCTGACTGTCTTCC CAATTCCAGGTGGCTCCTAA 93 pb

CASP5 CAAGGCCCTGATCTTGGTAG TCTGCTGACTCAGGTGGTCC 144 pb
IL1p CTCGCCAGTGAAATGATGGCT GTCGGAGATTCGTAGCTGGAT 144 pb
IL10 GCTGTCATCGATTTCTTCCC  CTCATGGCTTTGTAGATGCCT 103 pb
KCNJ16 ATTCTCTACCATTGCCCAGC TGCCAGTCTGCCAGTTAGAA 131 pb
LCN2 CAAAGACCCGCAAAAGATGT GCAACCTGGAACAAAAGTCC 127 pb
MARCO TGGAGCCTTTCGAAATCAAT CGCCTGCAGATTCAGAACTT 140 pb
SERPINAL CCCTCTGGATCCACTGCTT ACGAGACAGAAGACGGCATT 111 pb
TNFSF15 CACATACCTGCTTGTCAGCC TGTGAAGGTGCAAACTCCTG 90 pb

TBP TGAGCCAGAGTTATTTCCTGG AGGGTAGATGTTTTCAAATGCTT 142 pb
GADPH  GGGAAGGTGAAGGTCGG TGGACTCCACGACGTACTCAG 292 pb

4.3 RESULTADOS

4.3.1. COLECTA DE MUESTRAS Y SECUENCIADO DE ARN

En el muestreo de membranas corioamnidticas de partos a término y pretérmino
severo recolectamos un total de 36 membranas fetales. EI método de colecta que
dio mejores resultados para mantener la integridad del ARN fue la conservacion
de la membrana fetal en RNAlater® (Qiagen) y almacenamiento a 4°C hasta la
extraccion de ARN. Se extrajo ARN de aquellas membranas que estaban en
condiciones de calidad adecuadas, lograndose ARN de 24 pacientes en total: 15
controles y 9 pretérminos severos. Las caracteristicas de las muestras utilizadas en
este estudio se presentan en la Tabla 4.3. De ellos, seleccionamos 8 para proseguir
al analisis de secuenciado masivo de ARN: 4 prematuros severos y 4 controles a

término (Tabla 4.4). Estas 8 muestras fueron seleccionadas de forma de tener
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grupos caso y control pareados en cuanto a caracteristicas demogréaficas de las
madres. Consecuentemente, existen diferencias significativas entre casos y
controles en edad gestacional, peso al nacer y el niUmero de consultas prenatales,
mientras que el resto de las caracteristicas relevadas no presentaron diferencias

significativas entre los grupos (Tabla 4.3).

Todos los controles tuvieron terminacion del parto espontanea por via vaginal. De
los prematuros, todos excepto 3 de los casos tuvieron terminacion vaginal
espontanea. En esos 3 casos de los prematuros severos, la terminacion fue por
cesarea luego de que el trabajo de parto estaba iniciado. Las 8 muestras de ARN
seleccionadas para el secuenciado masivo de ARN tuvieron terminacion del parto
vaginal y espontanea. Estas 8 muestras tuvieron un rango de la edad gestacional de
38 a 40 semanas para los controles, mientras que para los casos fue de 26 a 33

Semanas.

Las extracciones de ARN de estas 8 muestras tuvieron valores de RIN entre 6,1 —
8,5 (promedio 7,5). La secuenciacion masiva logré un promedio de 4,89 Gigabases
(GB) resultantes por muestra (rango 3,98 — 6,13 GB), y en promedio un 50,2% de
contenido GC por muestra (rango 46,57 — 51,54%). Se obtuvo un promedio de
47.841.094 lecturas por muestra (Tabla 4.5). Luego del filtrado de lecturas se

removieron en promedio un 3,87% de las lecturas.

El alineamiento de las secuencias obtenidas mediante TopHat2 tuvo un alto
porcentaje de alineamiento, con un promedio de 93,66% (+5,61) de lecturas
alineadas. Los estadisticos del alineamiento se presentan en la Tabla 4.5. Cuando
se estudia la ubicacién gendmica en la cual se alinea cada lectura, se ve que la

mayoria se alinea en regiones ribosomales o codificantes (exonicas) (Figura 4.2).
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Tabla 4.3. Caracteristicas demograficas y clinicas de los grupos término y pretérmino

Severo.
Parto
Parto a término pretérmino
Severo
Total (n=15) Total (n=9) Valor p?
Edad materna, afios + SE 24,116 20,6 £1,0 0,146
Edad gestacional, semanas + SE 39,3+0,3 30,7+0,9 1,9 x 1010
?Ij/lo\)/el educativo: primaria 0 menos, n 9 (60,0) 3(33,3) 0,399
Estado civil, % madres solteras 13,3 22,2 0,472
RPM (%) 4 (26,7) 2(22,2) 1
Preeclampsia (%) 0 1(11,1) 0,238
RCIU (%) 0 1(11,1) 0,238
Paridad, n (%) 0,335
Nulipara 5 (33,3) 4 (44,4)
>2 5 (33,3) 2(22,2)
geEso del recién nacido (g), Promedio £ 3492 +120 1696 +205 1.6 x 1077
Sexo recién nacido, % femenino 47 55 0,472
Consultas prenatales + SE 8,8 0,8 4,3 0,9 0,002

2L a significancia se evalué con test t de Student o de Chi-cuadrado, segun correspondio.

RPM: ruptura prematura de membranas, RCIU: retraso del crecimiento intrauterino, SE: error

estandar.
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Tabla 4.4. Caracteristicas clinicas y demogréaficas de los 4 controles (C01, C02, C03 y C04) y 4 pacientes pretérminos severos (P01, P02, P03
y P04) analizados por ARN-seq.

Edad Peso Sexo recién Edad Educacion Consultas Estado civil Fuma- Tipo

Muestra gestacional . RPM materna . Gravidez Paridad sangui-  Anemia
(gramos) nacido ~ (mayor nivel) prenatales (soltera) dora

(semanas) (afios) neo
Cco1 38 3135 Masculino  No 18 Secundaria 6 Si 1 Nulipara No ORh+  Si
C02 40 3300 Femenino No 31 Primaria 5 No 4 Multipara  Si NA NA
C03 37 3295 Femenino Si 20 Primaria 8 No 2 Primipara  No A Rh+ No
Co4 40 3460 Masculino  Si 19 Primaria 5 No 1 Nulipara No O Rh+ No
P01 26 940 Masculino  No 16 Secundaria 4 No 1 Nulipara No O Rh+ No
P02 28 1100 Masculino  Si 22 Secundaria 5 Si 1 Nulipara No O Rh+ No
P03 32 2175 Femenino No 25 Primaria 2 Si 3 Multipara  No A Rh+ No
P04 33 1950 Femenino No 19 Primaria 1 No 2 Primipara  Si O Rh+ Si
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Tabla 4.5. Estadisticos del alineamiento de secuencias contra el genoma de referencia.

. Porcentaje
Lecturas Porcentaje de Lecturas
) Lecturas : de lecturas
Muestra secuenciadas . lecturas alineadas de .
alineadas - P alineadas de
totales alineadas forma Unica f P
orma Unica
co1 59.547.019 55.351.967 92,96 54.266.450 91,13
C02 41.730.621 40.612.060 97,32 39.799.483 95,37
C03 46.097.365 44.827.668 97,25 43.988.573 95,43
Co4 39.886.026 38.714.828 97,06 37.956.434 95,16
P01 38.550.493 31.441.879 81,56 30.154.534 78,22
P02 42.545.119 41.238.702 96,93 40.376.868 94,9
P03 58.187.494 56.282.003 96,73 54.724.954 94,05
P04 48.337.388 43.267.353 89,51 42.323.079 87,56

100%

Porcentaje de lecturas

7

5% 1

50% 1

25% 1

0% 1

—
Cof co2 co3 co4 PO1 P02 P03 P04
Muestra
Region génica I Exon I Ribosomal I UTR I Intron I Intergénico

Figura 4.2. Porcentaje de las lecturas alineadas distribuidas segun su localizacion

gendmica para las muestras secuenciadas.
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4.3.2. ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL

Los andlisis de expresion diferencial se realizaron con 3 paquetes diferentes.

Para el analisis de expresion diferencial se usd como insumo la tabla de conteo de
lecturas por gen producida por el programa HTSeqg. EI programa encontr6 que las
secuencias alinearon contra 32.731 genes con al menos una lectura cada uno. Se
realizd un analisis de componentes principales sobre los conteos de lecturas
normalizados por el método rlog (Figura 4.3A). Este método ayuda a reducir las
dimensiones de conjuntos de datos para determinar caracteristicas claves en datos
de gran escala. En datos de ARN-seq, el PCA agrupa muestras de a grupos segun
los genes mas significativamente desregulados. EI método también permite
detectar efectos de lote (conocido como “batch effects”), que pueden deberse a

condiciones de laboratorio, lotes de reactivos y/o manipulacion (Leek et al., 2010).

En nuestros datos, los primeros dos componentes principales del modelo
contuvieron la gran mayoria de la varianza: 64 y 22%. El analisis muestra que las
muestras de partos a término se forman un grupo compacto, mientras que las de
parto pretérmino severo muestran gran variabilidad. El andlisis de agrupamiento
jerarquico basado en la distancia euclidiana entre la matriz de conteo de lecturas
normalizadas por rlog muestra una situacién similar, con los controles como un
grupo homogéneo y compacto (Figura 4.3B). No se observaron efectos de lote en

las muestras, por lo que no fue necesario controlarlos en los analisis subsiguientes.

Se realizaron tres analisis de expresion diferencial independientes, con los
programas DESeq2, edgeR y cufflinks2. EI anélisis con el programa DESeq2
encontré que de los 18.675 genes analizados (i.e. con conteos con mas de 5
lecturas), 1.436 genes estaban diferencialmente expresados entre casos Yy
pretérminos severos, con un valor p ajustado por BH menor a 0,05. Los 15 genes
mas significativamente sobre y subexpresados por DESeq2 se presentan en la
Figura 4.4. De los 1.436 genes diferencialmente expresados, 1.154 genes tienen
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Figura 4.3. (A) Gréfico de andlisis de componentes principales (PCA), sefialando
prematurez y RPM. (B) Dendrograma de las muestras a partir de las distancias euclidianas
de los conteos normalizados por rlog.

ademas una tasa de cambio logaritmica absoluta mayor a 2: siendo 935 genes
sobreexpresados en prematuros severos (log2FC > 2) y 219 subexpresados (logFC
<-2). Su distribucion se presenta en un grafico de volcéan (Figura 4.5), que combina
el nivel de significancia estadistica y la tasa de cambio de los genes respecto al
control. Consideramos como genes regulados de forma diferencial a aquellos que

tienen un valor de p<0,05 y un log2FC absoluto mayor a 2.

Se realiz6 un gréafico MA (Dudoit et al., 2002), que permite ver la distribucion de
los coeficientes estimados en el modelo para todos los genes (Figura 4.6). En el eje
y se grafica el logaritmo de la raz6n entre los conteos para cada gen entre casos y
controles (“M”) y en el eje X, el promedio de conteos para cada gen para todas las
muestras (“A”). En este grafico, genes con niveles de expresion similares entre los
dos grupos aparecen cerca de la linea horizontal e igual a 0. Los genes con menor
ajuste (en rojo) son los que tienen un valor p menor a 0,05, y representan posibles

tendencias con respecto a la expresion génica. Aqui no se observan tendencias
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Figura 4.4. Los 15 genes mas significativamente sobre- (A) y sub- (B) expresados en parto
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Figura 4.5. Grafico de volcan con los genes analizados en el DESeq2, mostrando la
seleccion de genes expresados diferencialmente de forma significativa. Los puntos arriba
de la linea roja muestran los genes significativos (valor p < 0,05) y las lineas azules
muestran valores de log2FC de 2 y -2.
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anormales en los datos, indicando que la normalizacién realizada a los datos fue

apropiada.

Como un control diagndstico del analisis, se graficd también la distribucién de los
valores p obtenidos, y vemos que siguen una distribucion uniforme entre 0 y 1

(Figura 4.7), sugiriendo que no hay problemas con la distribucion de los datos.

El paquete edgeR, analizando el conteo de genes realizado con HTSeq, encontrd
820 genes diferencialmente expresados entre casos y controles (p ajustado < 0,05,
[log2FC| > 2). Cuando se realiza un andlisis de escalamiento multidimensional
(MDS), nuevamente se observa un agrupamiento compacto de controles y mayor
dispersion en los pretérminos severos (Figura 4.8). EI MDS se realiza usando el
promedio de las mayores tasas de cambio logaritmicas absolutas entre cada par de

muestras.

Logaritmo de la razon entre los conteos
normalizados (M)

I I I
1e+01 1e+03 1e+05

Promedio de los conteos normalizados (A)

Figura 4.6. Visualizacion de los datos segln la tasa de cambio y el promedio de los
conteos de lecturas. Los puntos en rojo representan genes con p < 0,05.
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Figura 4.7. Histograma de los valores de significancia obtenidos para los anélisis de
expresion diferencial con DESeq2.
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Figura 4.8. Grafico de escalamiento multidimensional. Las muestras del grupo control
estan en azul y las de pretérmino severo en rojo.
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Paralelamente, los analisis con el paquete Cufflinks2 se realizaron también a partir
del alineamiento realizado con el TopHat2, usando los programas cufflinks2,
cuffmerge y cuffdiff para el ensamblado y cuantificacion de transcriptomas, la
fusion de los mismos en un Unico archivo y el andlisis de expresion diferencial de

genes Yy transcriptos, respectivamente.

Para evaluar la calidad de los datos de ARN-seq es util el cuadrado del coeficiente
de variacion (CV?), una medida normalizada de la variabilidad entre los grupos
analizados. En nuestro caso, el grupo de pretérmino severo tiene mayor
variabilidad (i.e. CV?) que el de términos, concordantemente con resultados de
otros programas (Figura 4.9). Esta diferencia en la variacion entre los dos grupos

se ve tanto a nivel de genes como a nivel de isoformas.

Comparando los resultados de los 3 métodos, vemos que confluyen en 270 genes
que son reportados como DE entre casos y controles (p < 0,05 y [log2FC| >2)
(Figura 4.10). Entre ellos, 252 fueron sobre expresados y 18 fueron subexpresados
en PPT severo en relacion con parto a término. La lista completa de genes DE
detectada se presenta en la Tabla suplementaria 1-a. También se presentan
referencias a estudios previos que encontraron asociacion entre PPT y genes DE
encontrados en este trabajo (Tabla suplementaria 1-d). Aproximadamente el 50%

de los genes DE fueron previamente reportados como asociados al PPT.

En un heatmap con los valores normalizados por rlog de los conteos para cada uno
de los 270 genes DE se puede observar su patron de expresion (Figura 4.11). Un
analisis de agrupamiento jerarquico de los 270 genes DE los agrupa en 3 grandes
clusters. Este agrupamiento usa el método completo y distancias euclidianas. De
los 3 grupos, el grupo méas pequefio tiene un patron discordante entre controles y
pretérminos severos, y por tanto constituyen un grupo de genes de interés para
estudiar el parto prematuro. No hubo patrén de expresion distintivo asociado con
RPM. Un agrupamiento jerarquico de muestras no agrupa los grupos controles y
pretéermino severo cuando se consideran los 270 genes DE. Tampoco los agrupa

por si presentan 0 no RPM.
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Figura 4.9. Cuadrado del coeficiente de variacion (CV?) entre genes (A) y entre isoformas
(B), en funcidn del logaritmo en base 10 de FPKM.
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Figura 4.10. Grafico de Venn con la interseccion de los genes reportados como DE por
los métodos DESeq2, edgeR y Cufflinks2.
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El grupo més pequefio, en rojo en la Figura 4.11, esta conformado por 18 genes
DE. Cuando se consideran Unicamente estos genes, las muestras se pueden separar
con un analisis de agrupamiento jerarquico en grupo Control y grupo Pretérmino
severo (Figura 4.12). Las muestras no se agrupan por su condicion de presentar
RPM. Los 18 genes de este grupo estan subexpresados en Pretérminos severos con
respecto al grupo Control. Incluyen genes miembros de la subfamilia de canales de
potasio, genes con funciones de adhesion celular, la fosfatasa alcalina placentaria
y un miembro de la familia Wnt. En andlisis de Ontologia génica, que veremos a
continuacion, este grupo de genes se asocia a términos GO relacionados a sistema
nervioso, morfogénesis de drganos y complejos de canales idnicos, pero ninguno
de ellos esta significativamente enriquecido luego de corregir los valores p
mediante BH.

Los dos grupos restantes (Figura 4.11) estan conformados por 147 y 105 genes. En
su mayoria tienen genes relacionados con citoquinas, miembros de la familia TNF,
factores de coagulacion y proteinas transmembrana. Una bisqueda de términos GO
encontré 508 y 301 términos significativamente enriquecidos, respectivamente
(valor p corregido por BH < 0,05). Estos términos son mayormente relacionados a

respuesta inmune e inflamatoria y al sistema immune.

Al comparar los 270 genes DE con genes previamente asociados con trabajo de
parto identificados con microarreglos de ARN (El-Azzamy et al., 2017; Haddad et
al., 2006; Hamilton et al., 2013; Stephen et al., 2015), se encuentran coincidencias.
En total, 58 de los 270 genes DE encontrados en esta tesis también fueron
identificados como DE entre tejidos de nacimientos con trabajo de parto y sin

trabajo de parto (Tabla suplementaria 1-b).

El anélisis del efecto de la RPM sobre la expresion génica encontrd sélo 14 genes
diferencialmente expresados entre grupos con y sin RPM (FDR < 0,05 y tasa de
cambio logaritmica absoluta > 2) (Tabla suplementaria 1-c). Unicamente 2 de estos
genes fueron también detectados como DE con respecto a su condicion de
prematurez: KCNJ16 y TRPVG.
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Figura 4.11. Heatmap de valores normalizados (rlog) de los niveles de expresion y
agrupamiento jerarquico para los 270 genes DE (FDR < 0,05 y una tasa absoluta de cambio
logaritmica > 2). La condicién de cada muestra se denota en la parte superior de la figura.
Los valores de rlog estan codificados en una escala roja (alta expresion) a verde (baja
expresion). En el dendrograma de genes se denotan con colores los 3 grupos mayores de
acuerdo a los patrones de expresion de los genes.
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Figura 4.12. Heatmap de valores de expresién génica normalizados por rlog vy
agrupamiento jerarquico del grupo de 18 genes DE que discriminan controles de parto
pretérmino, para las 8 muestras. Se muestran los cédigos de los genes en la derecha del
grafico. Se usa la misma escala roja a verde de la Figura 4.11 para denotar el nivel de
expresion génica.

4.3.3. ANALISIS DEONTOLOGIA GENICA

Se realiz6 un andlisis de enriquecimiento de grupos de genes para identificar
procesos y vias metabdlicas que pudieran estar diferencialmente reguladas entre
pretérminos severos y controles, en el paquete de R goseq. Aquellos genes con un
FDR < 0,05 en el andlisis de expresion génica se evaluaron contra un panel de
fondo (‘background’) de todos los genes expresados en el analisis de ARN-seq con
sus anotaciones ENSEMBL. Asi, se evaluaron los 270 genes DE entre pretérmino

severo y controles contra un total de 18.405 genes expresados en las muestras

76



analizadas. Se evalud la significancia de los términos de ontologia génica usando
la aproximacién de Wallenius y aplicando correccion por hipotesis maltiples (BH).

Unicamente se consideraron los términos con 3 0 mas genes significativos.

Se encontraron 1886 términos GO enriquecidos entre los genes DE analizados
(FDR < 0,05), comprendidos en las categorias Procesos Bioldgicos (562 términos),
Componentes Celulares (49) y Funcién Molecular (35) (Figura 4.13). Dentro de la
categoria Procesos Bioldgicos, los términos respuesta inmune, procesos de sistema
inmune y respuesta defensiva fueron los mas significativamente enriquecidos
dentro de los genes DE. Dentro de la categoria Componentes Celulares los
términos mas representados fueron membrana plasmatica, periferia celular y
vesiculas citoplasmaticas. En la categoria Funcion Molecular los términos
principales fueron: actividad de receptor de sefiales, actividad de receptores y

actividad de transductores.

Se analizaron las vias metabolicas KEGG con el programa GAGE. Las vias mas
sobreexpresadas son la via de sefializacion de las Citoquinas (“Chemokine
signaling pathway”) y la del linaje de células hematopoyéticas (‘““Hematopoietic
cell lineage™), ambas con FDR = 7.038 x 10 (Figura 4.14). Se encontraron varios
procesos relevantes para el parto prematuro sobreexpresados, por ejemplo
relacionados a la sefializacion intracelular: vias de sefializacion de tipo Toll, de tipo
NOD, de células T y de Jak-STAT (Figura 4.14). La Figura 4.15 muestra los genes
sobre y subexpresados encontrados en la via de la sefalizacion de las
quimioquinas. No se encontraron vias metabolicas subexpresadas de forma

significativa (p<0,05).
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Figura 4.13. Términos de ontologia génica enriquecidos
entre los genes DE para las categorias Procesos Bioldgicos
(A), Componentes Celulares (B) y Funcion Molecular (C).
Se muestran los 10 términos mas significativamente
enriquecidos, con un valor p ajustado (BH) < 0,05. El eje x
representa el valor de enriquecimiento, como el logaritmo
de los valores de p ajustados por BH. El nimero de genes
DE identificados para cada término se muestra entre
paréntesis.
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4.3.4. VALIDACION DE LA EXPRESION GENICA POR PCR EN TIEMPO REAL

CUANTITATIVA

Se analizo la expresion de seis genes diferencialmente expresados por gRT-PCR,
con el fin de validar los genes que se encontraron significativos en el analisis de
ARN-seq. Los genes elegidos fueron: IL1A, lipocalina 2 (LCN2), receptor de
macrofagos con estructura colagena (MARCO), caspasa 5 (CASP5), serpina familia
A miembro 1, (SERPINAL) y miembro 15 de la superfamilia TNF (TNFSF15). Se
analizaron 15 muestras de partos a término y 9 de partos pretérminos severos
(Tabla 4.3). El analisis de ARN-seq mostrd que todos ellos fueron sobreexpresados

en parto pretérmino. El andlisis de expresion genica por qRT-PCR confirmo el

Chemokine signaling pathway (157)
Hematopoietic cell lineage (73)

Osteoclast differentiation (119) {

Natural killer cell mediated cytotoxicity (108) 4
Toll-like receptor signaling pathway (80) -
NOD-like receptor signaling pathway (54)
T cell receptor signaling pathway (99)
Jak-STAT signaling pathway (113) 1
Phagosome (133)

B cell receptor signaling pathway (71) 4

o
no

4
-log10(FDR)

[e2]
[s¢]

Figura 4.14. Vias KEGG enriquecidas entre los genes DE. Se muestran las 10 vias méas
significativamente enriquecidas, con un valor p ajustado (BH) < 0,05. El eje x representa
el valor de enriquecimiento, como el logaritmo de los valores de p ajustados por BH. El
numero de genes DE identificados para cada via se muestra entre paréntesis.
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Figura 4.16. Validacidn de los niveles de expresion génica. Tasas de cambio de seis genes
DE medidos por ARN-seq (rojo) versus qRT-PCR (azul). Se muestran los valores p de
significancia para las tasas de cambio de las gRT-PCR. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
ns: no significativo (valor p ajustado > 0,05).

sentido del cambio para los 6 genes analizados. La Figura 4.16 muestra las
diferencias en los logaritmos de las tasas de cambio entre casos y controles para
ambos métodos. Especificamente, 5 genes mostraron diferencias significativas
entre pretérminos y controles cuando se analizaron los datos de gRT-PCR: LCN2,
MARCO y TNFSF15 (valor p<0,001) y CASP5y IL15 (valor p < 0,05). SERPINAL
también esta sobreexpresado segun los datos de qRT-PCR, pero las diferencias

entre grupos no fueron significativas.
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4.3.5. VALIDACION DE LOS RESULTADOS DE ARN-SEQ COMPARANDOLOS
CON DATOS DE ESTUDIOS PREVIOS DE TRANSCRIPTOMAS DE

PREMATUROS

Comparamos nuestros resultados con datos previamente reportados en la literatura.
Una busqueda en PubMed realizada el 19 de marzo de 2018 usando los términos
“[preterm AND (transcriptome OR transcriptomic)]” resulté en 101 articulos.
Recolectamos y analizamos los 101 resumenes de las publicaciones, y encontramos
que la mayoria de los estudios se centran en preeclampsia, tejido de vellosidades
placentarias, modelos animales o sangre materna o fetal. S6lo ocho estudios usan
la metodologia de ARN-seq: de ellos, dos estudian sangre materna (Chim et al.,
2017; Paquette et al., 2018), uno liquido amniotico (Kamath-Rayne et al., 2015),
tres estudian modelos animales (Migale et al., 2016; Salaets et al., 2015;
Willcockson et al., 2018) y dos Unicamente el transcriptoma del trabajo de parto a
término (Kim et al., 2012; Lui et al., 2018). Ninguno de estos es directamente
comparable con nuestros resultados, por usar otras metodologias y/o disefios

experimentales.

De los 101 hits de nuestra busqueda, nos focalizamos en los trabajos que comparan
parto pretérmino y a término en humanos y que estudien el transcriptoma de
membranas coridnicas o amniéticas. S6lo un estudio de la busqueda cumple con
estos criterios (Bukowski et al., 2017), por lo que se considerd para compararlo
con nuestros resultados. En este estudio, que realizaron mediante un andlisis de
microarreglos, encontraron 50 genes que identificaron el fenotipo de trabajo de
parto pretérmino, de los cuales 7 estan incluidos en los genes DE en nuestro estudio
(Tabla 4.6). La direccion del cambio de expresion génica es la misma para los 7

genes mencionados.
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Tabla 4.6. Genes DE simultdneamente encontrados en Bukowski et al. (2017) y en este
estudio.

Simbolo génico Gen HGNC ID Direccion de cambio

BCL2A1 BCL2 related protein HGNC:991 sobreexpresado en PPT
Al

CCRL2 C-C motif chemokine  HGNC:1612 sobreexpresado en PPT
receptor-like 2

CHI3L1 chitinase 3 like 1 HGNC:1932 sobreexpresado en PPT

CXCL2 C-X-C motif chemokine HGNC:4603 sobreexpresado en PPT
ligand 2

GPR84 G protein-coupled HGNC:4535 sobreexpresado en PPT
receptor 84

SAMSN1 SAM domain, SH3 HGNC:10528 sobreexpresado en PPT

domain and nuclear
localization signals 1

SLC16A10 solute carrier family 16 HGNC:17027 sobreexpresado en PPT
member 10

4.4 DISCUSION

El poder establecer un perfil de expresion que identifique al PPT permitiria
entender el contexto génico en el que se produce el evento, objetivo general de
nuestra tesis. A pesar los esfuerzos por determinar factores de expresion
especificos, ningun estudio previo ha permitido crear un perfil de expresién
distintivo de la patologia, que pueda mejorar su prevencién, diagndstico y
tratamiento. Para contribuir en este aspecto, analizamos la expresion génica de las
membranas corioamnioticas de PPT severos y recién nacidos a término por ARN-

seq.

En este estudio, presentamos un patron transcriptomico distintivo del PPT severo.
Nuestro estudio revel6 270 genes diferencialmente expresados entre ambos grupos.
Un numero de esta magnitud, incluso ain luego de filtros exigentes, puede explicar
parcialmente la ausencia de sefiales moleculares caracteristicas del PPT, asi como

la dificultad de identificar biomarcadores e intervenciones terapéuticas potenciales
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(Bukowski et al., 2017; Myatt et al., 2012). Hay varias vias y genes involucrados
en el trabajo de parto, y muchos de ellos podrian ser activados o inactivados en
condiciones patolégicas (Blencowe et al., 2012; Buckberry et al., 2014; Myatt et
al., 2012; Willcockson et al., 2018).

Como ya se dijo, se propone que el embarazo es mantenido por la subexpresion de
citoquinas en la interfaz materno-fetal (Bukowski et al., 2017). La eliminacion de
esta subexpresion desencadena el parto a término, mientras que en el PPT la
activacion de multiples vias del sistema inmune contrarresta los efectos de esta
subregulacion (Behrman & Butler, 2007; Bukowski et al., 2017; Challis et al.,
2009; Flood & Malone, 2012; Migale et al., 2016; Romero et al., 2014; Vitoratos
etal., 2006). Concordantemente, encontramos que los genes sobreexpresados estan
en su mayoria relacionados con la respuesta inmune (e.g. genes de interleuquina
24, ligandos de quimioquinas a motivos CXC o Factores de Necrosis de Tumores).
A su vez, encontramos que el parto pretérmino severo tiene un enriquecimiento
significativo de procesos inmunes en comparacion con parto a término. Por
ejemplo, nosotros observamos que la via de las células T esta sobreexpresada en
prematuros severos. Se ha propuesto que los procesos de parto a término y el
pretérmino estdn acompafiados con un aumento en la expresién de las células T
(Gomez-Lopez et al., 2016; Tarca et al., 2019). Los analisis de ontologia génica y
de enriquecimiento de vias KEGG indicaron que las vias inflamatorias e inmunes
estan enriquecidas en los pacientes pretérminos severos (Figura 4.13, Figura 4.14).
Estos resultados son concordantes con los estudios mencionados, demostrando que
el PPT esta asociado a una activacion extensa del sistema inmune en varios tejidos
gestacionales. De hecho, la incidencia del PPT en asociacion con la inflamacion es
mayor en el embarazo temprano (Korebrits et al.,, 1998), por lo que la
sobreexpresion de vias inflamatorias e inmunes en el PPT severo es consistente

con los resultados reportados en la bibliografia.

Apoyando esta hipotesis inflamatoria, nosotros detectamos que el gen IL1f se

encontrd sobreexpresado en los partos pretérminos severos. IL1B es un mediador
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clave en los procesos patologicos de inflamacion dado que puede estimular la
expresion y liberar otros mediadores de parto (Heng et al., 2014; Romero et al.,
2007, Romero et al., 2015; Watari et al., 2000; Watari et al., 1999). Evidencia
reciente sugiere que /L 1/ puede estar involucrado con el trabajo de parto mediante
la activacion del inflamasoma (Gotsch et al., 2008; Strauss et al., 2018). El
inflamasoma es un complejo multiproteico ubicado en el citoplasma celular, cuya
activacion induce la transformacion de pro-IL1p inmadura en formas activas de
IL1B, mediante la accion de Caspasa-1 (CASP1) activa (Franchi et al., 2009;
Petrilli et al., 2005; Shao et al., 2015; van de Veerdonk et al., 2011). La proteina 3
de la familia NLR contenedora de dominios pirina (NLRP3) es un receptor
reclutador del inflamasoma (Jin & Flavell, 2010; Shao et al., 2015). Las
concentraciones en liquido amniético de algunos mediadores del inflamasoma
(CASP1, IL1B, NLRP3, IL18) son mayores en mujeres con parto a término y
pretérmino espontaneo con inflamacion/infeccién intraamnidtica que en aquellas
sin esta condicion clinica (Gomez-Lopez et al., 2017; Gotsch et al., 2008; Pacora
etal., 2000; Panaitescu et al., 2018; Plazyo et al., 2016; Romero et al., 2018; Strauss
et al., 2018). Algunos genes del inflamasoma, incluyendo el gen contenedor de
dominio CARD 4 (NLRC4), caspasa 5 (CASP5), ausente en melanoma 2 (AIM2) y
el ya mencionado NLRP3, estuvieron sobreexpresados en nuestros datos. Ademas,
el término de GO “inflammasome complex” (GO:0061702) esta
significativamente enriquecido en el grupo pretérmino severo. Si consideramos
todos estos datos en conjunto, es posible hipotetizar que la activacion del
inflamasoma puede estar implicada en la induccién del parto pretérmino. Esto
tendria importantes implicaciones médicas. El inflamasoma desempefia un papel
fundamental en la patogénesis de diversas enfermedades inflamatorias humanas,
como la diabetes, la enfermedad de Alzheimer y la aterosclerosis. Recientemente,
se han analizado varias sustancias que promueven o inhiben la activacion del
inflamasoma NLRP3 con el objetivo farmacologico de lograr soluciones
terapéuticas de enfermedades impulsadas por NLRP3 (Tang et al., 2018). Los

componentes del inflamasoma pueden ser blancos de drogas que detengan el PPT
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una vez que exista sospecha clinica y antes de que la respuesta inmunoldgica

completa comience.

Como se puede ver en la Tabla suplementaria 1-d, varios de los genes identificados
como DE en este trabajo fueron asociados previamente con PPT. En particular, dos
de los genes sobreexpresados encontrados en este estudio fueron previamente
propuestos como biomarcadores del PPT, por tener mayores concentraciones en el
liquido amnidtico en PPT que en parto a término: ligando 10 de quimioquinas a
motivos CXC (CXCL10) y matriz de metalopeptidasa 8 (MMP8) (Holt et al., 2011;
Kim et al., 2016; Lee et al., 2013; Maymon et al., 2000). Por lo tanto, estos
biomarcadores pueden ser analizados en el liquido amni6tico y dar informacion
para prevenir el PPT. EI CXCL10 esta relacionado al rechazo anti-fetal, de la
misma forma en la que lo esta al rechazo de aloinjertos (Lee et al., 2013). En este
contexto, la sobreexpresion de CXCL10 en PPT podria estar conduciendo al parto
prematuro desencadenando una respuesta inflamatoria en el feto. MMP8
disminuye la integridad de la matriz extracelular en el cuello del Utero y
membranas fetales (Arechavaleta-Velasco et al., 2004). MMP8 puede alterar la
matriz extracelular de las membranas y permitir el pasaje de las bacterias al

endometrio, provocando el PPT inducido por bacterias (Witkin, 2015).

Entre los genes DE, un grupo pequefio de 18 genes se agrupan y permiten
discriminar entre pacientes con parto a término y a pretérmino severo (Figura 4.12).
Todos ellos estan subexpresados en prematuros severos. Estos genes
potencialmente caracterizan un patron de expresion de pretérminos severos y por
lo tanto son genes candidatos para entender el sindrome. Ninguno de estos genes
subexpresados han sido propuestos previamente en la literatura como marcadores
de PPT. Sin embargo, los genes fosfatasa alcalina placentaria (ALPP) y papalisina
1 (PAPPA) estan incluidos en un grupo de 9 genes placentarios que juntos podrian
predecir la edad gestacional en un estudio piloto realizado recientemente (Ngo et
al., 2018). Los genes ALPP y papalisina 2 (PAPPA2), este ultimo estrechamente
relacionado a PAPPA, estan entre los 18 genes subexpresados encontrados en este
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trabajo. Por otro lado, PAPPA2, un tipo de metaloproteinasa, tipicamente con alta
expresion génica en placenta (Farr et al., 2000; Uhlén et al., 2015), fue encontrada

sobreexpresada en placentas de PPT versus a término (Chim et al., 2012).

El bajo numero de genes subexpresados dificulta la identificacion de vias
estadisticamente significativas en este grupo: sélo dos de los 18 genes
subexpresados estan incluidos en una via KEGG en comun. Los genes Miembro 1
de la familia Wnt (WNT1) y Homeobox sin-distal 5 (DLX5) pertenecen a la via
“Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells” (hsa04550). En partos
a término, esta via aumenta su expresion sobre el final del embarazo (Winn et al.,
2007). El gen WNT1 pertenece a la via de sefializacion WNT, que esté involucrada
en proliferacion celular, desarrollo y progresion de tumores. Esta via podria
contribuir a abortos y PPT, mediante la disminucion de la proliferacion e invasion
de trofoblastos (Zmijanac Partl et al., 2018). Notoriamente, el gen WNT2, que esta
tipicamente sobreexpresado en placenta, no estuvo diferencialmente expresado en
nuestros datos. DLX5 es un miembro de la familia génica de factores de
transcripcion de tipo homeobox. Los genes homeobox regulan el desarrollo tanto
a nivel embrionario como a nivel placentario (Novakovic et al., 2017). Estan
ampliamente expresados en la placenta humana. Una funcién potencial de DLX5
puede estar relacionada con el desarrollo neuroconductual y con la regulacion
funcional de células madre, ambos importantes para un desarrollo placentario
normal (Novakovic et al., 2017). También, DLX5 es sobreexpresado en placentas
con preeclampsia, presumiblemente por una metilacién alterada en el locus DLX5
en preeclampsia que resulta en la pérdida de imprinting (Zadora et al., 2017). Se
registré una disminucion en la expresion para este gen en placenta humana en
etapas tardias del embarazo, como una respuesta a un aumento en la metilacién en
el cuerpo del gen a medida que avanza la gestacién (Novakovic et al., 2017).
Nuestros resultados indican que la expresion de WNT1 y DLX5 es menor en las
membranas fetales de PPT severos que en aquellas a término. Es este contexto,
especulamos que los genes subexpresados pueden actuar como genes de

maduracion que establezcan el ritmo de la gestacion.
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Estos genes de maduracion putativos pueden ser muy dificiles de discriminar de
aquellos conduciendo al parto pretérmino. Un gran problema en el estudio
transcriptomico del PPT en humanos es la imposibilidad de obtener tejido sano de
control a la misma EG para comparar con el tejido patolégico a pretérmino.
Consecuentemente, los genes DE entre PPT y término reflejan diferencias tanto de
la EG como del evento patoldgico del parto pretérmino. Sabemos que, a
consecuencia de nuestro disefio experimental, genes responsables del PPT y de la
EG estan solapados. Eidem et al. (2016) identificaron un grupo pequefio de genes
candidatos especificos de PPT espontaneo o potencialmente relacionados a efectos
de la EG. Para ello, compararon transcriptomas humanos de PPT espontaneos y a
término con transcriptomas control pareados segin su EG de una especie
estrechamente relacionada (macacos). Encontraron funciones similares entre los
genes de PPT y de EG, por lo que especulan que los efectos de ambos factores no

se corresponden con procesos bioldgicamente distintivos (Eidem et al., 2016).

Con laintencion de revelar genes responsables del PPT, comparamos los genes DE
encontrados en PPT severo con genes asociados a trabajo de parto descriptos en
trabajos previos (ElI-Azzamy et al., 2017; Haddad et al., 2006; Hamilton et al.,
2013; Stephen et al., 2015). Cincuenta y ocho de los genes DE encontrados en esta
tesis habian sido identificados como genes relacionados con trabajo de parto,
haciéndolos candidatos para el trabajo de parto independientemente de la EG. En
el grupo restante, es posible que genes relacionados al PPT se solapen con los
relacionados a la EG. Sin embargo, la pregunta de si el PPT es un parto que ocurre
demasiado pronto o si representa un evento patoldgico con un nuevo grupo de
genes expresados permanece abierta. Los analisis de los transcriptomas de
membranas corioamnioticas que presentamos aqui no resuelven la controversia,
aunque agregan informacion que podra ayudar a completar el escenario de
expresion del PPT. Por un lado, nuestros resultados confirmaron que las vias de
respuesta inmune estan sobreexpresadas en PPT. Por otro lado, la aproximacién
usando ARN-seq permitié identificar genes y vias sobreexpresadas no reportadas

previamente como asociadas con PPT (e.g. vias de linaje celular hematopoyetico,
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diferenciacion de osteoclastos). También encontramos que algunos de los genes
subexpresados estan involucrados en el sistema nervioso, morfogénesis (WNT1,
DLX5, PAPPA2) y complejos de canales idnicos (canales de potasio mediados por
voltaje, subfamilia J, miembro 16 (KCNJ16) y subfamilia B, miembro 1 (KCNB1)).
Es dificil especular sobre la importancia de estos genes y vias en el PPT; por
ejemplo, los canales ionicos estan involucrados en un amplio espectro de funciones
diferentes que eventualmente conducen al parto o PPT incluyendo implantacion
(Davidson & Coward, 2016), sefializacion de Ca++ (Wray et al., 2015),
contraccion de masculo liso (Buxton et al., 2011; Wray et al., 2015) e inflamacion
(Vaeth & Feske, 2018). Con respecto a la posibilidad que las vias del linaje celular
hematopoyético estén conectadas con PPT, se sabe que la placenta es un 6rgano
hematopoyético importante, que produce células madre hematopoyéticas (HSC)
(Gekas et al., 2005; Khodadi et al., 2016). La placenta puede generar HSCs y causar
su expansion, pero no su diferenciacion. En principio se creyo que el acervo de las
HSC placentarias aparecia temprano en el embarazo y luego disminuye, mientras
que el desarrollo de HSC ocurria en el higado (Alvarez-Silva et al., 2003; Khodadi
et al., 2016). Estudios posteriores demostraron que la placenta en el medio de la
gestacion también posee gran cantidad de células madre hematopoyéticas
pluripotenciales con capacidad de autoregeneracion (Gekas et al., 2005, 2010).
Adicionalmente, se encontraron progenitores hematopoyéticos en placentas a
término con un bajo porcentaje de células comprometidas a linajes especificos
(Kuchma et al., 2015). Dado que el linaje de macrofagos y monocitos
hematopoyéticos produce osteoclastos, las vias de linaje celular hematopoyético y
de diferenciacion de osteoclastos estan relacionadas. Aunque a priori ambas vias
parecen lejanas del parto a término o pretérmino, las mismas pueden representar
mecanismos inexplorados hacia el PPT. De hecho, todos los genes y procesos
biol6gicos mencionados abren nuevas lineas de investigacion, haciéndolos buenos

candidatos como biomarcadores del PPT.

Una basqueda bibliogréafica para cotejar los genes encontrados con los postulados

previamente, revelo que hay pocos estudios de gran escala que analizen tejidos
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corioamnioticos, y que ninguno usa la tecnologia de ARN-seq. Este es el primer
estudio con ARN-seq de tejidos corioamnioticos en trabajo de parto término y
pretérmino. Cuando se compararon los resultados con Bukowski et al. (2017), sélo
7 genes se solapan con los de nuestro estudio. Todos estos genes pueden estar
relacionados con el PPT de algun modo: los receptores de quimioquinas CCRL2 y
CXCL2 pertenecen a vias inflamatorias (Kobayashi, 2008; Mattern et al., 2014) y
el receptor acoplado a proteina G 84 (GPR84) es un receptor de acidos grasos que
también se relaciona a inflamacién (Mahmud et al., 2017). Los genes de la proteina
relacionada a BCL2 Al (BCL2A1) y la proteina 1 de tipo quitinasa 3 (CHI3L1) se
asociaron recientemente con corioamnionitis en monos y humanos (Mahmud et al.,
2017; Presicce et al., 2018); el gen miembro 10 de la familia portadora de solutos
16 (SLC16A10) estd sobreexpresado en la placenta a mitad de la gestacion
(Uuskila et al., 2012); y el gen dominio SAM, dominio SH3 y sefiales de
localizacion nuclear 1 (SAMSN1) es un gen poco caracterizado que puede estar
involucrado en la diferenciacién de los linfocitos B (Zhu et al., 2004). El hecho de
que este grupo de genes se solape en ambos estudios, los cuales usaron diferentes
técnicas experimentales, enfatiza que deben ser blanco de futuras investigaciones

relacionadas al PPT.

Uno de los resultados mas interesantes es la homogeneidad en la expresion génica
de las muestras control. Luego de una reduccién lineal de la variabilidad en un
contexto de mas de 30.000 genes expresados, las muestras de partos a término se
agrupan en un grupo compacto (Figura 4.3). La dispersion de las muestras en el
andlisis de PCA es menor comparandola con perfiles de expresién de otros tejidos
usando los mismos analisis exploratorios (Rahmioglu et al., 2017). Por el contrario,
el analisis de la expresion corioamnidtica de muestras prematuras severas revelo
un grupo mas disperso, resaltando la heterogeneidad de esta condicion. Esto puede
ser consecuencia de la complejidad de la caracterizacion del sindrome de parto
prematuro, como fue previamente reportado con respecto a la expresion de otros
tejidos relacionados al PPT, como el miometrio (Ackerman et al., 2018). En

concordancia con esto, Ngo et al. (2018b) desarroll6 un modelo de expresion
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génica basada en EG que predice el tiempo hasta el alumbramiento para partos a
término, pero que no lo hace para partos a pretérmino. Esto sugiere que para
predecir el PPT el modelo debe incorporar al menos parte de los varios otros
eventos fisioldgicos que conducen al PPT (Ngo et al., 2018), e.g. RPM.

La ruptura prematura de membranas es una complicacion frecuente del parto y,
maés importante aun, del PPT (Menon & Richardson, 2017). El transcriptoma del
corioamnios puede ser diferente con y sin RPM. Para considerar este hecho,

realizamos analisis estadisticos incluyendo la RPM como una covariable.

Adicionalmente, cuando analizamos las diferencias en expresion génica de la
RPM, no encontramos diferencias sustanciales entre muestras de recién nacidos
con y sin RPM. Detectamos Unicamente 14 genes DE entre los grupos. Por otro
lado, el PCA no mostr6 agrupamiento de las muestras basado en esta caracteristica
(Figura 4.3). Este bajo nimero de genes DE relacionados con RPM probablemente
sea consecuencia de nuestro disefio experimental, que se focalizd en muestrear
grupos discriminando por la condicion de prematurez severa, mientras buscabamos

parear las variables restantes.

Finalmente, este estudio se realizd en una poblacion mestizada donde el PPT es
frecuente (10% aproximadamente), indicando un problema de salud publica serio.
Recalcamos la importancia de estudios especificos de poblaciones, dado que el
contexto genético puede afectar de diferente manera a las diferentes poblaciones,
e.g. se sabe que la ancestria africana aumenta el riesgo de PPT (Crider et al., 2005;
Plunkett et al., 2011; Plunkett & Muglia, 2008). Existe un vacio de informacién
con respecto a determinadas poblaciones, excepto las provenientes de
Norteamérica y Europa. En la busqueda bibliografica mencionada anteriormente
encontramos sélo 3 de 101 analisis transcriptomicos basados en poblaciones de
paises latinoamericanos (Kim, 2012; Lee et al., 2013; Romero et al., 2010b),
apoyando el hecho de que la mayoria de los estudios no incluyen poblaciones de
esta parte del continente.
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Todos los estudios mencionados que analizan poblaciones Latinoamericanas
emplearon analisis de microarreglos, por lo que los datos de este trabajo son los
primeros generados con ARN-seq en una poblacion Latinoamericana disponibles
para contrastar con futuros estudios. En particular, la poblacion uruguaya es
mestizada, con una contribucion predominantemente europea, Yy con
contribuciones nativo americanas Yy africanas de 10,4% Yy 5,6% respectivamente
(Hidalgo et al., 2005; Sans et al., 1997).

El uso de analisis de ARN-seq identificd genes y vias metabolicas previamente
reportados, asi como también nuevos candidatos involucrados con el PPT. La
combinacion de genes sobre- y sub-expresados permitié desarrollar un clasificador
de la patologia basado en varios genes. Estos marcadores se generaron analizando
una poblacion mestizada en el cual el PPT tiene una incidencia alta. Seran
necesarios mas estudios que evallen estos clasificadores, usando una muestra
independiente de mayor tamafio para validar los resultados encontrados aqui. Estos
marcadores también deberian ser comparados en otras poblaciones para obtener un

panorama global del PPT severo.
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IDENTIFICACION DE VARIANTES GENICAS
CANDIDATAS A CONTRIBUIR AL PARTO
PRETERMINO
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5.1 ANTECEDENTES Y ESTRATEGIA

La mutacion es una de las principales fuentes de variacion genética. Identificar
variantes genémicas es un paso critico para desentrafiar la relacion entre genotipo
y fenotipo, y para entender su efecto potencial en caracteristicas complejas. Como
ya se menciond, es posible que un conjunto de variantes contribuya
significativamente a la susceptibilidad heredada de enfermedades complejas, cada
una confiriendo un aumento moderado en el riesgo de la patologia (Bodmer &
Bonilla, 2008).

Como se indico, se ha propuesto que el PPT espontaneo puede ser consecuencia
del efecto de muchas variantes raras. Estas variantes raras no son detectadas en
GWAS, debido a falta de poder estadistico, lo que es concordante con lo reportado
en los estudios de asociacién hasta el momento. Algunos estudios de secuenciado
de genoma y exoma completos reportaron genes fetales asociados con PPT
(Huusko et al., 2018; Li et al., 2017b; McElroy et al., 2013), mostrando que las
aproximaciones de secuenciacion masiva revelan asociaciones robustas de

variantes raras que de otra forma se perderian en GWAS.

Asi, estas herramientas permiten examinar el rol de las variantes frecuentes,
novedosas y raras en la heredabilidad de las caracteristicas complejas. El ARN-seq
se usa principalmente para cuantificar la expresion génica del transcriptoma, pero
también tiene el potencial de responder otras preguntas, entre ellas la identificacion
de variantes génicas en los genes expresados (Paul et al., 2016; Sheng et al., 2016).
Este uso presenta algunos desafios, dados por la complejidad intrinseca del
transcriptoma. Por un lado, no se pueden detectar variantes en genes no expresados
y para poder detectar variantes en genes pobremente expresados, el método de
deteccidn debe ser preciso y sensible en regiones con pocas lecturas (Piskol et al.,
2013). Por ello, en comparacion a la identificacién de variantes a partir de ADN,
al usar el transcriptoma es necesario aplicar criterios adicionales para considerar

sitios de edicion de ARN y para lidiar con artefactos vinculados al proceso de corte
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y empalme del ARN. En particular, en datos transcriptomicos los SNVs son mas
faciles de detectar que las inserciones, mientras que las deleciones pequefias son
maés dificiles de detectar que los SNVs (Sun et al., 2017). Por otro lado, esta
metodologia no detecta correctamente variantes con expresion monoalélica.
Teniendo estas consideraciones en cuenta, el ARN-seq es una técnica util para la
asignacion de variantes en regiones expresadas del genoma (Chepelev et al. 2009;
Piskol et al., 2013).

En este trabajo nos propusimos realizar un estudio in silico para identificar
mutaciones puntuales en las regiones codificantes expresadas en membranas
fetales humanas, a partir de los datos de ARN-seq generados en el capitulo anterior.
Dado que las regiones expresadas constituyen solo una pequefia parte del genoma
humano, es posible obtener cobertura suficiente con esta tecnologia. Buscamos
identificar SNVs en el ARN secuenciado candidatos a modificar el fenotipo de
parto prematuro severo. Para ello se compararon los SNVs obtenidos en ambos
grupos. Esperamos identificar variantes raras y/o no reportadas que puedan estar

asociadas a PPT.

5.2 METODOLOGIA

5.2.1. MAPEO A GENOMA DE REFERENCIA

Para el andlisis de variantes génicas se utilizé6 como insumo las lecturas limpias y
filtradas con Trimmomatic en el capitulo anterior para las 8 muestras secuenciadas.
Las mismas fueron alineadas al genoma humano de referencia GRCh37.75 de
Ensembl (Yates et al., 2016) usando el programa STAR (Dobin et al., 2013),
empleando el método de dos pasos. Este método es el que logra mayor sensibilidad
para detectar SNPs e inserciones o deleciones (Engstrom et al., 2013). En la

metodologia de dos pasos de STAR se hace un primer alineamiento en donde se
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detectan uniones de corte y empalme nuevas, que se agregan a los indices del
genoma de referencia. Luego se hace un segundo alineamiento, en el cual se usa la
informacion de las uniones previamente anotadas del archivo de anotacion con
formato GTF, y las nuevas, detectadas en el primer paso. Este procedimiento
aumenta la sensibilidad de alineamiento sobre las uniones de empalme (Dobin et

al., 2013). Se presenta un resumen del flujo de trabajo en la Figura 5.1.

5.2.2. ASIGNACION, FILTRADO Y ANOTACION DE SNVs

El alineamiento resultante es luego depurado con herramientas de Picard
(http://broadinstitute.github.io/picard/) y GATK v3.7.0 (McKenna et al., 2010),
siguiendo sus recomendaciones para identificacion de variantes (Van der Auwera
et al., 2013), con adaptaciones para datos de secuenciacion de ARN (Van der
Auwera, 2014). Asi, se marcaron las lecturas duplicadas (herramienta
‘MarkDuplicates’) y se dividieron las lecturas para que queden asignadas a
segmentos de exones, eliminando las bases que estuvieran alineadas a regiones
intronicas (herramienta ‘SplitNCigarReads’). Este ultimo paso evita que se

identifiquen variantes falsas en lecturas que estén alineadas a uniones exén-intrén

Generacion de
referencia grupos de lecturas,
GRCh37.75 con med eliminacion de —
STAR (método 2
pasos)

Alineamiento a

duplicados
técnicos

Asignacion de
variantes con
a4 GATK: Haplotype s g —_>
caller + Joint

Genotyping

Figura 5.1. Flujo de trabajo usado para el procesamiento de ARN-seq para la
identificacion de variantes génicas
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debido a un procesamiento de ARNm incorrecto. Se aplicaron también las

herramientas ‘base quality score recalibration’, ‘indel realignment’ de GATK.

Para la asignacion de variantes génicas se usé el HaplotypeCaller y Joint
Genotyping de GATK, usando como referencia la anotacion de SNPs del dbSNP
para el genoma humano de referencia GRCh37 (dbsnp_138.b37.vcf). Al hacer la
asignacion de SNVs (‘HaplotypeCaller’) se us6 el modo GVCF, que genera un
archivo de variantes gendémicas gVCF intermedio, que luego se uso6 para genotipar
de forma conjunta varias muestras (‘Joint Genotyping’), usando la opcién

‘GenotypeGVCFs’ del programa GATK.

Las variantes detectadas fueron separadas segun si eran SNVs o inserciones o
deleciones y cada grupo fue filtrado usando el modulo VariantFiltration del
GATK. Los pardmetros usados para filtrar las variantes se eligieron mirando las
curvas de densidad de variables y seleccionando el mejor punto de corte para
eliminar falsos positivos. Asi se filtraron los SNVs segun: la calidad de la
asignacion normalizada por la profundidad de secuenciado (‘QualByDepth’<
10,0), el sesgo de hebra segun test de Fisher (‘FisherStrand’> 60,0), la raiz
cuadrada de la calidad de mapeo de las lecturas (‘RMSMappingQuality’< 40,0), la
relacion entre la calidad de mapeo de las lecturas que apoyan el alelo de referencia
versus las que apoyan el alelo alternativo (MQRankSum < -5,0) y la evaluacion de
sesgo en la posicion del alelo dentro de la lectura (ReadPosRankSum < -4,0). Para
disminuir el nimero de falsos positivos, no se consideran variantes asignadas con
baja cobertura de secuenciado. Para ello se filtraron las variantes segln el nimero
de lecturas totales cubriendo el sitio analizado (profundidad de lectura (DP) > 30

lecturas).

Se anotaron los SNVs filtrados con ANNOVAR, usando como referencia el
genoma humano hgl9. Para anotar las variantes encontradas, se usaron bases de
datos génicas de dbSNP y de frecuencias alélicas de referencia de los proyectos
NHLBI GO Exome Sequencing Project (NHLBI-ESP, http://evs.gs.washington.
edu/EVS/), Exome Aggregation Consortium Data (EXAC) (Lek etal., 2016) y 1000
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genomas (1000 Genomes Project Consortium et al., 2015). ANNOVAR define
como variantes intergénicas a aquellas que estén al menos a 2 Kb de una secuencia
codificante. Asimismo, incluye en regién ARN no codificante (ARNNC) a variantes
que no se solapen con transcriptos codificantes anotados: incluye asi tanto ARN
no codificantes anotados (MiARNs y ARNs no codificantes largos conocidos)

como loci no anotados.

5.2.3. ANALISIS DE VARIANTES GENICAS UBICADAS EN LOS GENES

DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS

El andlisis de los SNVs filtrados se prosiguié en el programa R, usando el paquete
VariantAnnotation v1.22.3 (Obenchain et al., 2014). Se filtraron aquellos SNVs
ubicados en los intervalos gendémicos correspondientes a los 270 genes
identificados como diferencialmente expresados en el capitulo anterior. Definimos
las variantes del ARN-seq que también estuvieran en dbSNP (version 150) como
“conocidas”. Contrariamente, aquellas variantes que no se pudieron encontrar en

dbSNP fueron denominadas “novedosas”.

Para caracterizar las variantes génicas encontradas en los genes DE de este trabajo,
se interrogo el catdlogo de GWAS de NHGRI-EBI (Buniello et al., 2019) mediante
el paquete de R ‘gwascat’ (Carey, 2019) y la base de GTExAnalysis version 7 de
utero (GTEx Consortium, 2013) (‘Uterus.v7.signif variant gene pairs.txt’).

Para los andlisis subsiguientes, se seleccionaron los SNVs sin datos faltantes: i.e.,
que fueron genotipados en las 8 muestras secuenciadas, y ademas que estuvieran
anotados como pertenecientes a regiones exonicas, region no traducida (UTR) 5°
o 3’UTR. Se eliminaron de esta lista los SNVs ubicados en sitios conocidos de
edicion de ARN, segun la base de datos RADAR (Ramaswami & Li, 2014). Con
este subgrupo de SNVs, se analizaron sus genotipos sumando los conteos de
homocigotas de referencia, heterocigotas y homocigotas alternativos para todos los

SNVs de los controles y de los prematuros. Por otro lado, se sumaron los conteos
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de alelos de referencia y alternativos entre ambos grupos. Se evalud la diferencia
entre los conteos de genotipos y entre los conteos alélicos entre casos y controles

mediante tests de chi cuadrado.

A continuacién, se analiz6 la suma de los conteos de genotipos y también de alelos,
discriminando por gen. Para ello usamos los genes diferencialmente expresados en
los analisis de ARN-seq que ademas tuvieran lecturas para todas las muestras.

Trabajamos entonces con 150 genes que cumplian estas condiciones.

Para cada gen con diferencias significativas en sus conteos genotipicos entre casos
y controles, se reconstruyeron los haplotipos mediante el programa PHASE v2.1
(Stephens & Scheet, 2005; Stephens et al., 2001). Los haplotipos estimados se
compararon con los obtenidos del proyecto 1000 genomas para las siguientes
super-poblaciones: europeas (eurodescendientes norteamericanos, toscanos Yy
esparioles), asiaticas (etnia Han en China), latinoamericanas (mexicanos, peruanos,
colombianos y puertorriquefios) y africanas (Yorubas, Mende y Esan). La
comparacion de la distribucion de los haplotipos reconstruidos entre casos y

controles para cada gen se realizé mediante un test exacto de Fisher.

Se realiz6 un andlisis de componentes principales con los genotipos de los SNVs
para este grupo de genes, con las muestras secuenciadas en este trabajo y las
muestras seleccionadas del proyecto 1000 genomas detalladas arriba. Este anélisis
provee una representacion de nuestros datos en un menor nimero de dimensiones,

capturando la variabilidad entre individuos a lo largo de los SNVs.

5.2.4. DETECCION DE VARIANTES QUE AFECTAN SITIOS DE UNION DE

MIARN

Para evaluar las consecuencias funcionales de las variantes no sinénimas, usamos
las bases de datos SIFT y PolyPhen2. En general, ambas usan algoritmos que

estiman si un cambio de aminoacido es capaz de alterar la funcion proteica
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basandose en la conservacion de la proteina con respecto a secuencias homologas,
asi como la similitud fisicoquimica con los aminoacidos alternativos (Vaser et al.,
2016). Ambas califican el efecto del cambio de aminoacido en categorias que van
desde benigna o tolerada, a posiblemente dafiina o deletérea.

Para los SNVs encontrados en genes con diferencias significativas en sus conteos
genotipicos entre casos y controles que estan en regiones 3’UTR, se buscod si
alguno afectaba la union de micro ARN. Se busco la base de datos PolymiRTS 3.0
(Bhattacharya et al., 2014), que analiza efectos de polimorfismos en miARN y en
sus sitios blancos. Solamente se consideran aquellos SNVs que afectan el
apareamiento a la region semilla del miARN.

5.3 RESULTADOS

5.3.1. VARIANTES GENICAS ENCONTRADAS EN SECUENCIADO DE ARN

En el protocolo de asignacion de variantes a partir de la secuenciacion del ARN,
se encontraron 75.743 variantes Unicas. De ellas, la mayoria se encuentran en un
contexto de tipo 3'UTR (35,43%) y exonico (24,18%) (Tabla 5.1). Un menor
porcentaje estd en regiones intrénicas e intergénicas (18.55 y 7.29%,

respectivamente).

Cuando nos restringimos Unicamente a las variantes que se encuentran en los genes
diferencialmente expresados entre casos y controles (Capitulo 3), vemos que se
asignan 1887 variantes que estdn en 243 de los 270 genes diferencialmente
expresados. Cuando éstos se clasifican segln su ubicacion genémica, 700 (37,1%)
se presentan en intrones, 548 (29,04%) en 3'UTR y 452 (23,95%) en exones (Tabla
5.1). Las 452 variantes exonicas que estan dentro de genes DE se clasifican en 238
sindnimas (52,65%), 212 no sindnimas (47,12%) y 1 sin sentido (0.22%).
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Tabla 5.1. Conteo y porcentaje de variantes génicas detectadas segun el contexto
gendmico en el que se encuentran. Ordenada segun el porcentaje de variantes en total de
ARN-seq.

Variantes en genes

Contexto Variantes en total de ARN-seq diferencialmente expresados
genomico Conteo Porcentaje Conteo Porcentaje
3'UTR 26875 35,43 548 29,04

exon 18341 24,18 452 23,95
intrén 14062 18,55 700 37,1
intergénico 5527 7,29 28 1,48
ARNNC_intrén 3203 4,23 46 2,44
5'UTR 2712 3,55 69 3,6
ARNNC_exon 2707 3,57 11 0,58
rio_abajo 1763 2,27 30 1,54
rio_arriba 559 0,68 2 0,11
eminacion 1% 017 0 0

sitio de corte 56 0,06 1 0,05
ARNNC_sitio de 5 0,01 0 0

corte

3'UTR: regidn no traducida 3'. 5’'UTR: regidén no traducida 5'. ARNnc: ARN no codificante.

5.3.2. VARIANTES NOVEDOSAS Y RARAS ENCONTRADAS EN GENES DE

Dentro de las variantes en los genes DE hay 125 variantes novedosas, no reportadas
en dbSNP ni EXAC, que se encuentran en 33 genes. Treinta y cuatro de ellas
presentan su alelo alternativo en un unico individuo (“singleton”), de las cuales
s6lo 6 cuentan con lecturas en todos los individuos. Estos 6 singletons no presentan
diferencias de conteo significativas entre casos y controles (test de chi-cuadrado:
¥?=1,71; p=0,19).

Dos de las variantes novedosas son mutaciones con cambio de sentido, de las
cuales una (7:149462528 A/G, en el gen ZNF467) tiene un efecto deletéreo seguiin
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SIFT (Tabla suplementaria 2). El alelo alternativo de esta variante se presenta
Unicamente en el individuo P04 (prematuro severo), en homocigosis, y causa un
cambio de una Fenilalanina por una Prolina. La variante 14:88478084_G/A en el
gen GPR65 también genera un cambio de sentido (Arginina por Lisina) pero se
predice que tiene un efecto tolerado. Se presenta en heterocigosis Unicamente en el
prematuro severo P03. Por otro lado, 41 de las variantes novedosas estan en
regiones regulatorias, como 5'UTR, 3'UTR y ARNs no codificantes (Tabla
suplementaria 2).

También encontramos variantes en genes DE previamente identificadas como
raras. Al evaluar las frecuencias alélicas reportadas en bases de datos gendmicas
1000 genomas, EXAC y NHLBI-ESP, vemos que de las 1887 variantes encontradas
en genes DE, hay 93 variantes con MAF < 0,01 en al menos una de ellas. Se
distribuyen un 40% en exones, 28% en intrones, 24,7% en 3'UTR y 6,4% en
5'UTR. La mayoria de las variantes se presentaron en heterocigosis, con la
excepcion de 10 variantes que lo hicieron en homocigosis. También la mayoria lo

hicieron en los individuos prematuros severos (51 variantes).

5.3.3. COMPARACION DE LAS VARIANTES ENCONTRADAS EN GENES DE EN

BASES DE DATOS GENOMICAS

Dentro de las 1887 variantes encontradas en los genes DE, se encontraron 11
variantes que estan reportadas en la base de datos de cis-eQTL GTEX en Utero
(Tabla 5.2). Las 11 variantes eQTL de Utero se encuentran en los genes ACCS
(ENSG00000110455) y MARCH1 (ENSG00000145416). De ellas, una es de tipo
codificante, perteneciente al gen MARCH1 (rs13130399). Las 10 restantes se
encontraron en regiones 3’UTR. La variante rs13130399 es una variante sindnima
que actlia como cis-eQTL en varios tejidos: sangre entera, Utero, cerebro, pulmon,

piel, entre otros. Presenta menor expresion génica en los homocigotas del alelo
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Tabla 5.2. SNPs en genes DE que estan reportados como eQTLs en Gtero por GTEX v7.

ID dbSNP ;Jét;:icczdén Gen
rs1053209 3UTR MARCH1
rs1054683 3UTR MARCH1
rs1054682 3UTR MARCH1
rs1054681 3UTR MARCH1
rs1441724 3UTR MARCH1
rs1044722 3UTR MARCH1
rs1044721 3UTR MARCH1
rs1133505 3UTR MARCH1
rs6816526 3UTR MARCH1
rs13130399 Exén MARCH1
rs178525 Intrén ACCS

alternativo (GTEx Analysis Release V7 (dbGaP Accession phs000424.v7.p2),
(GTEXx Consortium, 2013)). Para este SNP, en las muestras secuenciadas hay una
mayor frecuencia del alelo alternativo T en controles (MAF = 1), mientras que es
menor en los prematuros severos (MAF = 0,25). Esto es consistente con la
expresion génica diferencial evidenciada en el capitulo anterior, donde se encontrd
una mayor expresion génica en prematuros severos para MARCH1 (logFC = 2,37;

valor p ajustado = 0,02; ver Tabla suplementaria 1-a).

El catdlogo de GWAS de NHGRI-EBI tiene 14 variantes de nuclettido simple
asociadas a parto prematuro. Ninguna de ellas coincide con las variantes

encontradas en los genes DE de prematuros.
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5.3.4. DIFERENCIAS EN EL CONTEO DE GENOTIPOS DE GENES DE ENTRE

CASOS Y CONTROLES

Dentro de las 1887 variantes de nucleétido simple encontradas en los anélisis de
ARN-seq, hay 85 que se encuentran en un sitio de edicion de ARN conocido, por
lo que se excluyeron de los analisis siguientes. De las variantes restantes, hay 554
que se encontraron en todas las muestras analizadas (i.e. tienen al menos 30
lecturas secuenciadas, segun los criterios de filtrado detallados en la metodologia)
y que ademas tienen una ubicacion en una posicion génica de tipo exdnica, S’UTR

o 3’UTR.

Con ellas, en un estudio de asociacion entre casos y controles, no se encontraron
variantes con diferencias significativas entre ambos grupos, considerando como
umbral de significancia un FDR de 5 x 10® (Dudbridge & Gusnanto, 2008). No

hubo SNPs significativamente asociados a la caracteristica estudiada.

Por otro lado, encontramos diferencias significativas entre la suma del conteo de
sus genotipos homocigotas de referencia, heterocigotas y homocigotas alternativos
entre casos y controles (test de chi-cuadrado: ¥? = 16,34; p = 0,00012). También
se encontraron diferencias significativas entre la suma del conteo de alelos entre
casos y controles para las mismas variantes (test de chi-cuadrado y? = 5,46; p =
0,019). Se detecta un exceso significativo de heterocigotas en el grupo de
prematuros severos frente a controles (32,3% y 26,9%, respectivamente; test chi-
cuadrado de Pearson 2 = 15,07; p = 0,0001).

Estas variantes codificantes seleccionadas dentro de los genes diferencialmente
expresados se encuentran ubicadas en 150 genes. Cuando evaluamos las
frecuencias genotipicas en cada uno de ellos, hay 9 genes que tienen diferencias
significativas entre la suma de los conteos genotipicos entre casos y controles
(Tabla 5.3).
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Estos 9 genes contienen un total de 82 variantes. De ellas, 17 se encuentran en
exones, siendo 7 sindnimas y 10 no sindnimas. Hay 4 variantes presentes en estos
9 genes que son variantes raras (i.e. MAF en Proyecto 1000 genomas < 0,01):
rs570062682, rs550284671 (en gen PLEK), rs140080026 (en gen KRAS) y
rs181468783 (en gen LRRC25).

De las variantes identificadas en este estudio para estos genes, solo en KRAS
encontramos variantes reportadas en la base de datos ClinVar (Landrum et al.,
2014, reportado por Annovar), clasificandose todas como ‘Probablemente
benigna”. El resto de las variantes identificadas no estan categorizadas en esta base

de datos.

Tabla 5.3. Genes con diferencias significativas en la distribucion de los genotipos de sus
variantes para casos y controles.

Simbolo Posicion Ndamero de Valor p

Nombre del gen HGCN ID - variantes  (Chi-
del gen cromosémica
por gen cuadrado)

family with sequence

FAM129A  similarity 129 member HGNC:16784 1g25.3 12 2,40 x 109
A

PLEK pleckstrin HGNC:9070  2pl4 13 7,34 x 107

MARCH1 Membraneassociated o\ 008077 493229323 4 5,17 x 10°%

ring-CH-type finger 1
phosphoinositide-3-

pikaap1 P! . HGNC:30034 10g24.1 12 1,64 x 102
kinase adaptor protein 1

KRAS KRAS proto-oncogene,  \-nc6407  12p12.1 15 3,42 x 102
GTPase

GNG2 G Protein subunit HGNC:4404 14q22.1 8 2,94 X 10
gamma 2

CD300E  CD300e molecule HGNC:28874 17¢25.1 5 3,57 x 10

icamg  Intercellularadhesion oo sa8 19p13.2 3 1,24 x 102
molecule 3

LRRC25  leucine rich repeat HGNC:29806 19p13.11 10 4,88 x 100

containing 25
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Figura5.2. Frecuencia del alelo de referencia de las variantes génicas encontradas en cada
uno de los 9 genes que presentan diferencias significativas entre la distribucion de sus
genotipos entre casos y controles. La lista de variantes por gen se presenta en la Tabla
suplementaria 3. Se presentan las frecuencias alélicas de nuestros datos y la de tres
poblaciones de 1000 genomas, como referencia.
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Figura 5.2. (Continuacion)
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5.3.5. EFECTOS FUNCIONALES Y SOBRE SITIOS DE UNION DE MIARN DE

VARIANTES DE LOS 9 GENES

Se evaluaron las consecuencias funcionales de los SNVs presentes en los genes
con diferencias genotipicas en nuestras muestras que cayeran en exones. Asi, se
predice que la variante rs17035364 (gen PLEK) tiene efectos deletéreos segun
SIFT y PolyPhen2. A su vez, la variante rs3816281 (gen PLEK) tiene un efecto
tolerado segun SIFT pero posiblemente deletéreo segin PolyPhen2. Ambas
variantes se ubican en el gen PLEK, y generan efecto en las posiciones iniciales de
la proteina: aminoacidos 5 y 97 respectivamente (de una proteina de 350
aminoacidos). En cuanto a su distribucién, rs3816281 esta representado por un
alelo alternativo en casos y uno en controles, mientras que rs17035364 solo tiene
un alelo alternativo en los prematuros severos. El resto de las variantes exdnicas

tienen efectos benignos o tolerados.

Dentro de los 9 genes con diferencias genotipicas en las muestras analizadas, se
encontraron 21 SNVs ubicados en 3’UTRs que confieren cambios en la union de
miARNSs (Tabla suplementaria 3). Estos SNVs se encuentran en los genes KRAS
(9 SNVs), FAM129A (5), PLEK (4) y PIK3AP1 (3). Varios de ellos crean sitios de

union nuevos para miARNS.

5.3.6. RECONSTRUCCION DE HAPLOTIPOS PARA LOS GENES CON

DIFERENCIAS GENOTIPICAS ENTRE CASOS Y CONTROLES

Estimamos las frecuencias alélicas de casos y controles para estos 9 genes (Tabla
5.3). Las frecuencias alélicas entre casos y controles también tienen diferencias
significativas para estos 9 genes (Figura 5.2). Las variantes génicas presentadas en

los gréaficos (eje x) se presentan en la Tabla suplementaria 2.

La reconstruccion de los haplotipos mas probable para cada uno de estos 9 genes

para casos y controles se presenta en la Tabla 5.4. Algunos de los genes presentan
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haplotipos estimados no encontrados en una submuestra de 2015 individuos
pertenecientes a 3 poblaciones del proyecto 1000 genomas. Los genes FAM129A,
MARCH1, GNG2 y KRAS presentan haplotipos no reportados en el proyecto 1000
genomas en una o dos (en el caso del gen KRAS) muestras de prematuros severos
cada uno. EIl gen GNG2 presenta dos haplotipos no reportados en 1000 genomas,
presentes en dos individuos diferentes del grupo control. En el caso del gen KRAS,
el programa PHASE utilizado para la reconstruccion no pudo reconstruir de forma
confiable la fase de algunos haplotipos de las muestras control, por lo que no se
reportan. lgualmente, se puede afirmar que este gen presenta 3 haplotipos no
reportados en 1000 genomas que se encontraron en 3 individuos del grupo control.
La muestra control restante presenta los haplotipos con fase indefinida pero que
tampoco coinciden con ninguno de los haplotipos reportados por dicho proyecto.

Solo el gen MARCH1 presentd diferencias significativas entre la distribucion de
los haplotipos reconstruidos entre casos y controles (test exacto de Fisher, valor p
=0,0009). En este gen los haplotipos presentes en los prematuros severos son mas
diversos y se corresponden a haplotipos menos frecuentes en las poblaciones
reportadas. Debemos considerar que el tamafio pequefio de la muestra limita el
poder estadistico de nuestros andlisis, por lo que estos resultados deben ser

verificados en una muestra de mayor tamafo.

Los genotipos de los SNP analizados para los 9 genes (Tabla 5.4) se utilizaron para
realizar un analisis de componentes principales, de forma de representar como se
distribuye la variacion de los datos (Figura 5.3). Segun este analisis los primeros
dos ejes explican el 16,95% y el 11,19% de la variacion. Se grafican como
referencia algunas subpoblaciones del proyecto 1000 genomas. El grupo de las
muestras control se agrupa sobre el centroide de la distribucién de puntos, de forma

relativamente agrupada. Las muestras a pretérmino severo se disponen hacia la
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Tabla 5.4. Frecuencia de haplotipos en poblaciones de 1000 genomas y las muestras de
este estudio para los SNVs analizados en los 9 genes con diferencias significativas en la
distribucion de sus genotipos entre casos y controles.

FAM129A

Prematuros

EUR EAS AMR AFR  severos,n  controles,n
. (frecuencia)
(frecuencia)

Bloque Marcadores: rs492126, rs682331, rs526024, rs14426, rs14023, rs581100
CGATACC (0.572) (0.427) (0.542) (0.243) 4(0.5) 6 (0.75)
TAGAGTG (0.331) (0.490) (0.365) (0.211) 3(0.375) 2(0.25)
TAGAGCC (0.088) (0.039) (0.062) (0.178)

CGGAGCC (0.019)
CGGTGCC (0.034)
TAGTGCC (0.027) (0.348)
TGGTGCC 1(0.125)
PLEK Prematuros Controles. n
EUR EAS AMR AFR Severos, n N
. (frecuencia)
(frecuencia)
Bloque Marcadores: rs3816281, rs2070171, rs1063479, rs1050181, rs6713721,
rs6728995, rs6742200, rs1867313, rs3732044, rs8761
GGGGCTATTG  (0.304) (0.058) (0.180) (0.029) 1 (0.125) 3(0.375)
GAACTCGCCA  (0.294) (0.189) (0.197) (0.085) 5 (0.625) 3(0.375)
TGAGCTACTG  (0.267) (0.665) (0.406) (0.321) 1(0.125) 1(0.125)
GGACCCGCCA  (0.110) (0.058) (0.115) (0.351) ... 1(0.125)
GGAGCTACTG  (0.013) (0.029) (0.077) (0.09) 1(0.125)
GAAGCTACTG (0.087)
GGACTCGCCA (0.028)
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Tabla 5.4 (Continuacion)

WAREHE EUR EAS AMR AFR sPer\/een:g:u r:_OS g‘r’e”gl:g:]e;a';
(frecuencia)
Bloque Marcadores: rs17576350, rs1054681, rs1133505, rs13130399
GTCC (0.428) (0.514) (0.256) (0.565) 3 (0.375)
GCTT (0.402) (0.319) (0.581) (0.226) 7 (0.875)
ACCC (0.110) (0.152) (0.124) (0.122) 2 (0.25)
GCTC (0.023) 1(0.125)
GCCT (0.021) ... (0.016) 1(0.125) 1(0.125)
Gcee (0.016) ... (0.010) (0.027)
GTCT (0.053)
ACTT 1(0.125)
PesAE EUR EAS AMR AFR Eer\;een:g:u ;os g?gctl:g:]e;a;‘
(frecuencia)
Bloque 1 Marcadores: rs7448, rs8578, rs1051450, rs1063605, rs7074516,
rs3748236, rs12784975, rs3748234
TATTCATT (0.583) (0.854) (0.500) (0.238) 6 (0.75) 2 (0.25)
CGGCTGCC (0.217) (0.087) (0.327) (0.078) 1(0.125) 3(0.375)
CATTCATC (0.126) ... (0.087) (0.161) 2(0.25) 1(0.125)
TATTCATC (0.022) (0.019) (0.020) (0.113) 1(0.125)
TATTCACC (0.019)
CATTCGCC (0.014) 1(0.125)
CAGTCATC (0.013)
CAGTCGTC (0.024)
CGGCCGTC (0.050)
CGGCTATC (0.031)
CGGCTGTC (0.019) (0.029) (0.235)
CGGCTGTT (0.016)
Bloque 2 Marcadores: rs3748229, rs17112076
cc (0.481) (0.447) (0.490) (0.454) 3(0.375) 4(0.5)
AC (0.329) (0.262) (0.406) (0.541) 3(0.375) 2 (0.25)
CT (0.190) (0.291) (0.101) 2 (0.25) 2 (0.25)
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Tabla 5.4. (Continuacién)

KRAS EUR EAS AMR AFR  Lrematuros oo i oles, n*
Severos, n
Bloque Marcadores: rs12245, rs12587, rs8720, rs1137196, rs1137189,

rs1137188, rs13096, rs61764370, rs7973623, rs9266, rs712
TGCGTACAGGC (0.436) (0.738) (0.473) (0.063) 4
ATTTAGTAAAA (0.235) (0.092) (0.187) (0.117)
ATTTAGTAGAA (0.144) (0.146) (0.231) (0.615) 2 3
ATTTAGTCGAA (0.101) .. (0.071)
TGCTTACAGGC (0.083) (0.024) (0.032) (0.096)
TGCTTATAGGA ... (0.075)
TGCTTACAGGA ... (0.019)
TGCGAACAGGC ... 2
TTTTAGTCGARA ... . . " o 1
TGTTTACARAC .. 1

TGCGTATAGGC ... 1

GNG2 Prematuros
EUR EAS AMR AFR Severos, n
(frecuencia)

Controles, n
(frecuencia)

Bloque Marcadores: rs2000006, rs3825596, rs3204006, rs3204008, rs8014838,

rs1540703, rs45595035, rs2357306

GGGCTGCA (0.807) (0.370) (0.577) (0.272) 5 (0.625) 3(0.375)

GGGCTGTA (0.061) ... (0.042) (0.068) ... 2 (0.25)

GAGCTGCA (0.051) (0.154) (0.034) (0.040) 1 (0.125)

GGGCAGCA (0.033) ... (0.018) ... 1(0.125) 1(0.125)

CGCGTCCT (0.016) (0.233) (0.132) (0.078)

GGCCTGCA (0.078) (0.283)

GGCCTCCT (0.034) (0.019) (0.191)

GGACTGCA 1(0.125)

CGGCTCCT 1(0.125)

CGCGACCT (0.199) (0.094) (0.057)

CGAGACCT 1(0.125)
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Tabla 5.4. (Continuacién)

CD300E Prematuros
EUR EAS AMR AFR SEVeros, n
(frecuencia)

Controles, n
(frecuencia)

Bloque Marcadores: rs554592, rs555542, rs578460, rs479782
ATAC (0.514) (0.624) (0.571) (0.125) 3(0.375) 4(0.5)
TCGT (0.302) (0.138) (0.222) (0.467) 3(0.375)
ACAC (0.182) (0.233) (0.205) (0.390) 2 (0.25) 3(0.375)
TCGC (0.017) ... 1(0.125)
ICAM3 Prematuros

Controles, n

EUR EAS AMR AFR Severos, n .
(frecuencia)

(frecuencia)

Bloque Marcadores: rs2230399, rs2304237, rs2304240

CTG (0.507) (0.699) (0.469) (0.668) 1 (0.125) 5 (0.625)
CCG (0.254) (0.146) (0.169) (0.049) 3(0.375)

CTA (0.167) (0.150) (0.327) (0.052) 2 (0.25) 3(0.375)
GTG (0.052) ... (0.024) (0.151) 1(0.125)

GTA (0.020) ... 1(0.125)

GCG (0.077)
LRRC25 Prematuros

Controles, n

EUR EAS AMR AFR Severos, n .
(frecuencia)

(frecuencia)

Bloque Marcadores: rs12461382, rs3848647, rs3848648, rs4328570,
rs116399833, rs6512262, rs6512263, rs6512264, rs6512265
CACCCGACG  (0.364) (0.282) (0.294) (0.128) 4 (0.5) 1(0.125)
CGTTACCAA  (0.243) (0.272) (0.166) (0.090) 1 (0.125) 5 (0.625)
TGTTCCCAA  (0.222) (0.388) (0.354) (0.110) 1 (0.125) 1(0.125)
CGTTCCCAA (0.171) (0.015) (0.179) (0.669) 2 (0.25) 1(0.125)
CGCCCGACG (0.019)
CGTTACCCA (0.019)

Super-poblaciones 1000 genomas: EUR: europeos, EAS: asiaticos, AMR:
latinoamericanos, AFR: africanos.

*Se presenta conteo y frecuencia para todos los genes excepto KRAS, en el cual solo
se presenta el conteo de algunos haplotipos por no poder estimarlos con confianza en
algunas muestras.
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Figura 5.3. Andlisis de componentes principales de los genotipos de SNPs
seleccionados para 9 genes diferencialmente expresados entre controles y prematuros
severos. AFR: africanos. AMR: latinoamericanos. EAS: asiaticos. EUR: europeos.

periferia de la distribucion, mostrando tener mas variabilidad. Para los 9 genes
analizados, el PCA generé agrupamientos esperados segin cada una de las

superpoblaciones.

5.4 DISCUSION

La busqueda de variantes génicas asociadas al PPT data de la década de los ‘90, y
si bien se han reportado muchas asociaciones positivas, muy pocas han sido
reproducidas en nuevos estudios. En este capitulo, identificamos variantes génicas
candidatas a afectar el PPT a partir de datos de ARN-seq en un disefio caso-control,
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centrando el analisis en los 270 genes diferencialmente expresados en el capitulo
anterior. Para ello realizamos un estudio exploratorio in silico centrandonos en los
probables actores clave en las enfermedades genéticas complejas: las variantes

raras.

La mayoria de las variantes génicas encontradas en nuestros datos se encuentran
en regiones de tipo 3'UTR o exonicas. Encontramos en menor proporcion variantes
en regiones intergénicas. Este resultado, no esperado para ARN-seq, se puede
deber a la presencia de ARNm con procesamiento postranscripcional incompleto,
exones no anotados o transcriptos que exceden la region exoénica hacia los intrones.
Cualquiera de estas situaciones resultaria en una baja cobertura de secuencia (i.e.
bajo nimero de lecturas) de la region en el ARN-seq y, por lo tanto, mayor
dificultad en asignar variantes. En consecuencia, esto podria resultar en mas
cantidad de falsos positivos. Por esta razon centramos nuestro analisis en variantes

exonicas y en regiones UTRs.

5.4.1. VARIANTES NOVEDOSAS

Una de las contribuciones méas importantes de este estudio es la identificacion de
125 variantes no reportadas en las bases de datos genémicas, ubicadas en diferentes
regiones del genoma. Aproximadamente un tercio de ellas estdn en regiones
regulatorias. Entre estas variantes novedosas se detectaron dos variantes exénicas
con cambio de sentido, de las cuales una tiene efecto deletéreo. Notablemente, esta
variante se encuentra en homocigosis en un individuo prematuro y se encuentra en
el gen ZNF467. ZNF467 estimula la trans-activacion de STAT3, un transductor de
sefial y activador de la transcripcion que media la respuesta celular a interleuguinas
(Nakayama et al., 2002; Sanders et al., 2012). Asi STAT3 actiia como un regulador
de la respuesta inflamatoria. Puede translocar al ndcleo para reconocer un elemento
de respuesta blanco en el ADN o también reclutar varios factores de transcripcion

o modificadores epigenéticos para alterar la regulacion génica. Se sugiere que
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STAT3 forma parte del mecanismo de determinacion del inicio del parto,
regulando positivamente la expresion de genes pro-trabajo de parto (Yu et al.,
2015). Es factible proponer que una mutacion deletérea en ZNF467 impida que se
active STATS, alterando la sefializacion a interleuquinas y por lo tanto la respuesta

inflamatoria, que puede causar el PPT.

Por otro lado, ZNF467 regula la via de sefializacion de Wnt en células madre
derivadas de adipocitos (You et al., 2015). Como mencionamos en el capitulo
anterior, esta via podria contribuir a abortos y PPT, mediante la disminucion de la

proliferacion e invasion de trofoblastos (Zmijanac Partl et al., 2018).

Estas variantes deben ser confirmadas en el ADN gendmico de estos pacientes,
para descartar un fendmeno de haplo expresion o expresion monoalélica, en el cual
solo una de las dos copias del gen es activa, elegida al azar. Este fendmeno es
frecuente en mamiferos (12 a 24%) (Deng et al., 2014).

5.4.2. PRESENCIA DE VARIANTES GENICAS RARAS

Las variantes génicas comunes explican sélo una porcion de la heredabilidad de
las caracteristicas complejas. Desde hace ya una década, se propone que son las
variantes raras en genes candidatos de efecto mayor quienes contribuyen de forma
sustancial al desarrollo de las patologias (Bodmer & Bonilla, 2008; Keinan &
Clark, 2012). Esto es consistente con la perspectiva evolutiva, que predice que,
dado que las patologias son perjudiciales para el fitness evolutivo, las variantes que
promueven la enfermedad deberian ser seleccionadas en contra, y por lo tanto

deberian ser poco frecuentes (Gibson, 2012).

Identificamos 93 variantes raras en nuestros datos, donde la mayoria se presenta
en los individuos prematuros severos. La asignacidon de variantes genéticas se
realizd usando niveles exigentes para su filtrado, por lo que consideramos poco

probable que sean artefactos técnicos. Las variantes descriptas podrian explicar una
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parte de la heredabilidad del parto prematuro. Para poder determinar el grado en el
que estas variantes contribuyen a la heredabilidad de este sindrome es necesario
primero corroborarlas en el ADN de las membranas fetales que analizamos en este
estudio, y luego estudiarlas en una muestra de mayor tamafio, analizando no s6lo

el transcriptoma sino también la secuencia de exomas y/o genoma completo.

En nuestro trabajo nos centramos en los genes DE, por lo que Unicamente
detectamos efectos de las variantes en cis. De hecho, la deteccion de variantes que
tengan efectos en trans es dificil con los tamarios de muestra actuales (Westra et
al., 2013), pero se estima que ~70% de la heredabilidad del ARNm est4
determinada por factores en trans (Price et al., 2011).

Debido al pequefio tamafio de la muestra con que se cuenta, las variantes raras y/o
novedosas encontradas en estos transcriptomas pueden tener dos origenes: pueden
ser variantes presentes en la poblacion uruguaya, derivadas de las poblaciones
ancestrales que la conformaron, o bien pueden ser singletons, propios de cada
individuo. En el primer caso las variantes estan presentes con una frecuencia
considerable (mayor al 1%) y son el resultado del aporte de las poblaciones nativo
americanas, de las cuales no se cuenta con informacion gendémica disponible, o por
la deriva génica producto de las inmigraciones europeas o africanas. Con respecto
a los singletons, sabemos que contribuyen en casi un 23% de la variacion fenotipica
humana, al menos en las poblaciones europeas (Hernandez et al., 2017). Esto esta
en concordancia con la idea de que variantes raras en genes candidatos de efecto
mayor son una de las fuentes mas importantes para explicar la heredabilidad
perdida (Bodmer & Bonilla 2008; Gibson 2012). En cualquiera de los dos casos es
necesario caracterizar estas variantes identificadas en una muestra mayor de la
poblacion uruguaya, ya que no existen referencias en la literatura hasta el

momento.
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5.4.3. GENES CON DIFERENCIAS GENOTIPICAS ENTRE CASOS Y

CONTROLES

El tamafio muestral reducido de nuestro disefio no permitié encontrar diferencias
significativas entre casos y controles que puedan asociarse a la prematurez. Sin
embargo, si se encuentran diferencias significativas entre grupos cuando se
compara la suma de los conteos de genotipos y cuando se compara la suma del
conteo de alelos.

Encontramos 9 genes con diferencias en el conteo de genotipos entre casos y
controles. Tal como se esperaba, el PCA para esos genes separa las
superpoblaciones europeas, asiaticas y africanas definidas en el proyecto 1000
genomas, que se agrupan de forma definida. Las poblaciones latinoamericanas
(grupo AMR) se disponen de forma dispersa, esperable por su origen mestizado.
Estos agrupamientos reflejan la arquitectura genética propia de cada poblacion. Las
muestras de controles a término se ubican de forma aglomerada, y su disposicion
en el PCA es concordante con la ancestria mestizada de nuestra poblacion. La
poblacién uruguaya tiene una contribucion predominantemente europea Yy
contribuciones nativo americanas y africanas de 10,4 y 5,6%, respectivamente
(Hidalgo et al., 2005; Sans et al., 1997). El hecho de que las muestras de prematuros
severos presentan mas variabilidad en su composicidn genotipica, como se observa
en el PCA y en el andlisis transcriptomico del capitulo anterior, indica una

composicion genética diferente, probablemente propia de la patologia.

Uno de estos genes (MARCH1) present6 diferencias significativas en la
distribucion de haplotipos entre casos y controles. Para la mayoria de los 9 genes
encontramos varios haplotipos no reportados en el proyecto 1000 genomas. La
distribucion de haplotipos y de alelos para una region determinada es caracteristica
de cada poblacion. En nuestro caso, el bajo nimero de muestras nos impide hacer
una estimacion de las frecuencias haplotipicas para la poblacion uruguaya, pero

podemos reportar la presencia de haplotipos propios en la misma. La diversidad
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haplotipica y genética existente entre las poblaciones hace que las bases genéticas
de las caracteristicas puedan ser diferentes, algo probablemente mas importante

aun en enfermedades complejas y heterogéneas como el PPT.

Todos estos genes tienen en comdn que participan en mecanismos de inflamacién
y respuestas inmunes. Cinco de ellos ya han sido asociados con PPT segun la base
de datos datos GeneStation (Kim et al., (2015), ver Tabla suplementaria 1.d):
FAM129A, PLEK, MARCH1, KRAS e ICAMS.

El gen FAM129A codifica la proteina Niban, que esta sobreexpresada en varios
tipos de cancer y presumiblemente protege a las células de apoptosis (Matsumoto
et al., 2006). Niban regula positivamente traduccién mediante la fosforilacion de
proteinas involucradas en este proceso (Sun et al., 2007). También promueve la
respuesta inflamatoria en células epiteliales aéreas (King et al., 2013; McGeachie
etal., 2018).

El gen PLEK se encuentra sobreexpresado en varias enfermedades de base
inflamatoria (Lundmark et al., 2015). PLEK es un sustrato de proteina quinasa C
expresado por macréfagos. Se sugiere que es un intermediario importante en la
secrecion y activacion de vias de las citoquinas pro-inflamatorias TNFa y I1L1J
(Ding et al., 2007).

El gen MARCHL1 cuenta con una variante exonica que esté identificada como un
eQTL (rs13130399). MARCHL1 puede activar la via Wnt/p-catenina y la via NF-
kB (Meng et al., 2016) y se considera un actor clave en la patogénesis de varias
enfermedades inflamatorias, mediante la regulacion de la inmunidad innata
(Galbas et al., 2017). La frecuencia del alelo alternativo de este eQTL en casos y
controles es concordante con la expresion génica diferencial evidenciada en el
capitulo anterior, donde se encontr6 una mayor expresion génica en membranas

fetales en prematuros severos para MARCH1.

El adaptador PIK3AP1 es necesario como nexo principal entre la via de

sefializacion TLR y la activacion de la via PI3K para controlar respuestas
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inflamatorias. Por su habilidad de activar PIK3, PIK3AP1 regula negativamente la

produccidn de citoquina inflamatoria inducida por TLR (Ni et al., 2012).

KRAS en un proto-oncogen, que estd mutado en varios tipos de cancer. Las
proteinas Ras pueden promover diferentes tipos de fenotipos, incluyendo
proliferacion descontrolada, pérdida de inhibicion por contacto celular, motilidad
aumentada y pérdida de integridad gendmica. Este rango de fenotipos dependera
del nimero de vias efectoras que Ras active, siendo las méas validadas las vias
Raf/MAPK y PI3K (Yuan et al., 2018).

El gen GNG2 codifica una de las subunidades gamma de una proteina de unién al
nucleotido guanina, que esta involucrada en el mecanismo de sefializacién a través
de membranas. Esta involucrado en proliferacion celular, diferenciacion, invasion
y angiogénesis (Schwindinger & Robishaw, 2001). Cuando dimeriza puede activar
efectores intracelulares (e.g. PI3K) o el mecanismo de activacion de la proteina

Ras.

CD300E es un receptor de tipo inmunoglobulina que transmite una sefial de
activacion inmune (Brckalo et al., 2010). Este tipo de receptores activadores
regulan la movilizacion de calcio, activacién transcripcional produccién de

citoquinas, y/o proliferacion y diferenciacion celular (Ravetch & Lanier, 2000).

ICAM3 es uno de los ligandos méas importantes del antigeno de linfocitos 1 (LFA1)
en la iniciacion de la respuesta inmune (Montoya et al., 2002). Es una molécula de
adhesiéon primaria y sefializacion, involucrada en interacciones entre células
inmunes y activacion de linfocitos T (Montoya et al., 2002). Media la via de
sefializacion PI3K-Akt para promover la inflamacién (Sheng et al., 2016) y para

estimular la migracion de células cancerosas (Park et al., 2010).

LRRC25 pertenece a la familia de proteinas conteniendo repetidos ricos en
Leucina, que tienen funciones en la inmunidad innata (Ng et al., 2011). Participa
en la inhibicién de la via NF-kB activada por el liposacarido bacteriano y TLR4, y

su consecuente respuesta inflamatoria (Feng et al., 2017).
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Por las diferencias en las frecuencias genotipicas encontradas y su vinculacion con
vias metabdlicas ya vinculadas al PPT, esos genes son buenos candidatos para

estudios futuros que evallen su efecto sobre este sindrome.

5.4.4. EFECTOS FUNCIONALES DE LAS VARIANTES EN LOS 9 GENES

Encontramos que los motivos de secuencia y estructurales de las UTRs
posiblemente sean relevantes en el control de la expresion génica en nuestros datos.
Las variantes génicas en regiones reguladoras (SNPs “reguladores”) juegan un
papel importante en la susceptibilidad de enfermedades (Pai et al., 2015). Las
regiones UTRs tienen motivos de secuencia y estructurales que pueden regular la
eficiencia transcripcional y traduccional, asi como la estabilidad, transporte y
localizacion de los ARNm (Skeeles et al., 2013). Esta regulacion funcional se
efectlia mediante elementos en cis presentes en las UTRs 5” y 3°, a los cuales se le
unen proteinas de union al ARN que actuan en trans u otros ARN no codificantes.
Por ejemplo, los miARNs son ARNs no codificantes (de 22 nucle6tidos de largo)
que interaccionan con sitios blanco usualmente presentes en los 3'UTR, resultando
en el clivado del ARNm blanco o en la represion de su traduccion (Kim & Bartel,
2009). Un SNV en una regién UTR puede alterar estos sitios de unién, alterar la
regulacion post-transcripcional y potencialmente alterar el fenotipo. En nuestros
datos, encontramos 21 variantes génicas que se encuentran en un sitio blanco de
miARNs en ARN mensajeros, y cuya variacion puede alterar la regulacion
traduccional. Ninguna de ellas se encuentra en alguno de los sitios blanco de unién
de miARNs presumiblemente asociados con PPT reportados en la bibliografia
(Cook et al., 2019; Elovitz et al., 2014; Sanders et al., 2015).

A pesar de que los sitios de union de miARNS son evolutivamente conservados y
las SNV en estas regiones son raras, hay varias patologias que se han asociado a
ellas (Jazdzewski et al., 2008; Mencia et al., 2009; Nicoloso et al., 2010). Por
ejemplo, los SNP rs712 y rs61764370, del gen KRAS, estdn asociados a
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susceptibilidad de varios tipos de cancer (Jiang et al., 2015) y se proponen como
biomarcadores de los mismos, asi como de endometriosis e incluso como predictor
de respuesta a farmacos (Kim & Slack, 2014). Se propone que la presencia del
alelo alternativo en estos SNPs disrumpe un sitio de union conservado para varios
miARN, afectando asi la afinidad del ARNm con miARNs (Jiang et al., 2015). En
particular, cada uno altera un nucleétido del sitio 1 de complementariedad a la
familia de miARN let-7 y cambia la estructura secundaria del ARNm (Kim et al.,
2014). Consecuentemente, la expresion del gen KRAS cambia, contribuyendo a la
progresion de la enfermedad. En nuestros andlisis las frecuencias genotipicas de
los SNVs del gen KRAS, incluyendo a rs712 y rs61764370, tienen diferencias
significativas entre prematuros severos y controles. En particular, rs712 tiene una
frecuencia alélica del alelo alternativo que es mayor en casos que en controles, lo
que es coherente con el aumento de la expresion en el gen KRAS en prematuros

severos observado en los analisis de expresion génica.

Dos de las variantes génicas encontradas en estos 9 genes son deletéreas:
rs17035364 y rs3816281, ambas en el gen PLEK. Estas constituyen dos buenas

candidatas para estudiar su efecto en el parto prematuro.

5.4.5. Uso DEL ARN-SEQ PARA IDENTIFICAR VARIANTES GENICAS

La técnica de ARN-seq permite evaluar los niveles de expresion génica e
informacion de variantes génicas al mismo tiempo. Una ventaja de su uso para
identificar variantes génicas es que permite focalizar el estudio de variantes en
genes que efectivamente se estan expresando en el momento de colecta de la
muestra. Como las regiones expresadas constituyen una fraccion pequefia del
genoma humano, es posible lograr cobertura suficiente de secuenciado en estas

regiones que permita la asignacion de variantes génicas.

Esto mismo puede ser considerado también una limitante del estudio, dado que el

poder de identificar variantes se basa en una buena expresion génica: e.g. genes
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pobremente expresados no tendran buena cobertura y por lo tanto no se detectaran
variantes, si las hubiera. Tampoco reconoceremos variantes existentes que tengan
expresion monoalélica. También hay que tener en cuenta que el protocolo de
retrotranscripcion necesario para realizar el secuenciado de ARN se basa en
técnicas de PCR, y por lo tanto puede introducir errores. Otros sesgos propios del
ARN-seq también pueden dificultar la asignacion de variantes: sesgos en la union
de los hexdmeros al azar, sesgo de regiones 3' por el uso de un protocolo de
enriquecimiento poli-A, degradacion de ARN, etc. Por estas razones, su mayor
sensibilidad se alcanza cuando se integra la informacién genémica y
transcriptomica (Wilkerson et al., 2014). Teniendo estas consideraciones en
cuenta, igualmente comprobamos que el ARN-seq permite encontrar variantes

génicas.

En conclusion, en este capitulo la aproximacién utilizada nos permitioé reportar
variantes génicas novedosas de interés potencial para el PPT. Encontramos 9 genes
en los cuales hay diferencias genotipicas entre parto a término y a pretérmino
severo, con SNVs con efectos funcionales potenciales sobre su expresion. Estos
SNV son buenos candidatos para estudiar en una muestra mayor su efecto sobre el
PPT. Al ser un sindrome de base compleja, el estudio del PPT requiere la
integracion de diferentes tipos de datos. Los SNVs encontrados en este grupo de
genes DE potencialmente modulan la expresion génica. Es necesario confirmar su
presencia en el ADN gendmico de estas membranas fetales, y luego estudiarlos en

una muestra de la poblacion uruguaya de mayor tamafio.
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CONCLUSIONES GENERALES

Uno de los mayores desafios de la genética humana es poder analizar las
caracteristicas genéticas que determinan que algunos individuos de una poblacién
sufran determinadas patologias, de forma que podamos entender qué causa las
enfermedades. Para capturar la complejidad de las enfermedades humanas, no
alcanza con estudiar solo un nivel de complejidad biolégica (genoma,
transcriptoma, proteoma) sino que es necesario entender los mecanismos
bioldgicos en forma holistica y en su interaccion con el medio social y ambiental
del individuo. Con esto en mente, nos planteamos varias estrategias para estudiar
una caracteristica compleja como es el PPT, con las que identificamos una serie de

genes vinculados con éste sindrome.

En primer lugar, nuestra aproximacion de estudio de genes candidatos permitid
demostrar que es necesario analizar tanto el genoma materno como el fetal para
entender su contribucion al PPT. La estrategia combinada utilizando datos

genéticos y ambientales permitié desentrafiar los efectos genéticos en el sindrome
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estudiado, que no hubieran sido detectados utilizando un disefio experimental
clasico. Aportamos evidencia nueva de que las variables ambientales
necesariamente deben ser tenidas en cuenta en estudios genéticos. Esta
aproximacion también permitié detectar una interaccion entre los polimorfismos
geneticos maternos y fetales, que potencian su efecto para desarrollar el PPT.
Detectamos interacciones génicas entre loci maternos y fetales. Esto forma parte
de la complejidad del estudio del PPT, en el que participan e interaccionan dos
genomas diferentes. En estudios futuros, ambos deben ser incluidos en estudios
genéticos del PPT. Esto ademas dara la posibilidad de estudiar mas profundamente
la contribucidn de interacciones epistaticas materno-fetal, asi como interrogantes

con respecto a la incompatibilidad entre sus genotipos.

En segundo lugar, caracterizamos el transcriptoma del PPT severo en membranas
fetales en nuestra poblacion. Nuestro estudio es el primero hasta el momento en
realizar ARN-seq en membranas fetales para el PPT espontaneo. El transcriptoma
del PPT severo tiene una sobreexpresion de genes participantes en vias
inflamatorias. ldentificamos genes y vias metabdlicas previamente reportados, asi
como también nuevos candidatos involucrados con el PPT. Hasta el momento, la
mayoria de los estudios de expresion génica del PPT fueron realizados en placenta
(Eidem et al., 2015). El hallazgo de vias inesperadas para PPT en nuestro trabajo
resalta la utilidad de continuar estudiando tejidos gestacionales de origen
exclusivamente fetal, que puede tener patrones de expresion diferentes a los

encontrados en las madres.

Mediante el andlisis in silico de variantes génicas en el transcriptoma detectamos
variantes raras y variantes novedosas en los genes diferencialmente expresados
entre casos y controles. Entre ellas, identificamos una mutacion nueva de interés
en una de las muestras prematuras severas, con cambio de sentido y prediccion
deletérea (7:149462528 A/G), asi como variantes con potencial para controlar la
expresion génica, como sitios blanco de micro ARNs (por ejemplo, rs712 y

rs61764370), y 9 genes diferencialmente expresados en las que sus variantes
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génicas también presentan diferencias en las frecuencias genotipicas entre casos y

controles.

Los resultados obtenidos estdn en concordancia con nuestra hipdtesis del
desencadenamiento del PPT como un proceso inflamatorio, habiendo encontrado
asociacion génica entre genes candidatos inflamatorios con el PPT, sobreexpresion
en prematuros severos de vias inflamatorias y diferencias genotipicas entre casos
y controles en genes inflamatorios. Incluso las variantes encontradas también estan
relacionadas con vias de inflamacion. Estos genes constituyen candidatos fuertes

para usar como base en futuros estudios del PPT severo.

En esta tesis presentamos el primer transcriptoma mediante ARN-seq del PPT en
una poblacion latinoamericana. La mayoria de los estudios genéticos en
enfermedades humanas se realizan en poblaciones de origen europeo, lo que muy
probablemente limita nuestro entendimiento de la arquitectura genética de las
mismas. En este sentido, nuestro aporte en esta poblacion mestizada constituye un
antecedente importante en el estudio del PPT en poblaciones Latinoamericanas,

con el proposito final de mejorar la calidad de la asistencia médica en ellas.

6.1 PERSPECTIVAS DE TRABAJO

Los aportes realizados en esta tesis son la base de futuros andlisis de las vias que
contribuyen en el desencadenamiento del PPT. Los resultados obtenidos a partir de
los estudios transcriptdémicos pueden ser comparados con otras tecnologias para
poder ser interpretados mejor. En particular, los genes diferencialmente expresados
entre PPT severo y partos a término son buenos candidatos para analizar en el ADN
de una muestra poblacional de mayor tamario, de manera de confirmar su rol en el

desencadenamiento del sindrome. En este estudio, los 9 genes DE con diferencias
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en las frecuencias genotipicas entre casos y controles seran de interés especial, asi

como la variante novedosa con cambio de sentido encontrada.

Por otro lado, sera de gran interés evaluar el papel de las variantes raras encontradas
en el PPT en una muestra independiente. Para ello, primeramente, las variantes
raras y variantes novedosas identificadas deberan ser corroboradas en el ADN de
las membranas fetales secuenciadas. Luego, las variantes confirmadas seran
estudiadas en una muestra uruguaya de mayor tamafo de diadas madre-hijo, ya
disponible en nuestro laboratorio. Esperamos asi determinar el grado en el que

contribuyen a la heredabilidad del PPT.

Los diferentes niveles de complejidad del embarazo y el parto requieren la
integracion de varios tipos de datos de gran escala. Esta tesis se focaliza en la
genética y transcriptomica del PPT, pero la epigenética y la protedbmica también
pueden jugar un papel importante en su patofisiologia. La epigenética contribuye
a la variacion en la expresion génica, y asi a la variacion en los fenotipos de
enfermedades genéticas complejas. Los genes diferencialmente expresados
encontrados en este trabajo son buenos candidatos para estudiar diferencias en
marcas epigenéticas en sus promotores, que puedan explicar las diferencias
observadas entre PPT severo y controles. Con este objetivo, ya tenemos en marcha
estudios epigenéticos en PPT. Seleccionamos 15 genes con islas CpG vy sitios de
unioén a factores de transcripcion en sus promotores, por ser mejores candidatos a
encontrar sefiales de metilacion relevantes para modular la expresion génica.
Realizamos la amplificacion por PCR de muestras ADN gendmico tratadas con
bisulfito de sodio provenientes de membranas fetales de recién nacidos PPT
severos y a término. Los productos de PCR fueron secuenciados masivamente
mediante una plataforma MinlON en nuestro laboratorio y estamos actualmente
analizando los resultados de la secuenciacion. Esperamos confirmar la hipdtesis de
que la epigenética modula la expresion génica de genes involucrados en el parto, e

incide asi en el PPT.
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En resumen, en esta tesis usamos diferentes estrategias para aportar conocimiento
sobre el papel de la genética en el PPT para una muestra poblacional de nuestro
pais. Confirmamos el papel de la inflamaciéon en el PPT e identificamos vias
metabdlicas no vinculadas previamente con prematurez. Identificamos un grupo de
genes y de variantes génicas de interés para su estudio en relacion al PPT, que seran

estudiados para confirmar su contribucion en el PPT en nuestra poblacion.
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Reverso

HCPESRVP-03/03

CLAP (OPS/OMS) - Sistema Informatico Perinatal

LISTADO DE CODIGOS

Historia Clinica Perinatal - Base

Los nimeros a la izquierda son para la codificacion en este formulario. El codigo a la derecha es de la Clasificacion Internacional de Enfermedades Rev. 10 (CIE 10) OPS/OMS 1992

PATOLOGIAS DEL EMBARAZO, PARTO Y PUERPERIO (EPP)

50 GESTACION MULTIPLE 030
51 HIPERTENSION PREVIA 010
previa esencial EPP 0100
02 H ’genanslén revia secundaria complicando EPP 0104
013,014
04 Hlperlensvon transitoria del embarazo 016
05 Peclampsia leve 013
06 Preclampsia severa y moderada 014
53 Hipertension previa con proteinuria sobreagregada o1
54 ECLAMPSIA 015
55 CARDIOPATIA 2867
56 DIABETES 024
57 Diabetes mellitus insulino-dependiente previa 024.0
58 Diabetes mellitus no insulino-dependiente previa 024.1
59 Diabetes mellitus iniciada en el embarazo 024.4
07 Test de tolerancia a la glucosa anormal R73
60 INFECCION URINARI 023.0-0234
08 Bacteriuria asnlomahca del embarazo R82
61 OTRAS INFECCIONI 098,806,850-B54,A60
62 Infecciones del tracto emtal en el embarazo
09 Sifilis complicando EPI 098.1
10 Gonorrea complicando EPP 098.2
Malaria B50-B54
12 Infewon herrénca anogenital (herpes simplex) AB0
63 Hepatitis viral 098 4
64 TBC complicando EPP
78 Rubeola complicando EPP B06.0, B06.8 y BOG 9
65 PARASITOSIS COMPLICANDO EPP
66 RETARDO DEL CRECIMIENTO INTRAUTERINO PUS
67 AMENAZA DE PARTO PREMATURO ( PARTO PREMATURO ) 060
13 Incompetencia cervical 0343
68 DESPROPORCION CEFALOPELVICA 064, 065, 069
14 Parto obstruido por malposicion y anomalia de la presentacion del feto 064
15 Parto obstruido debido a anormalidad pélvica materna 065
16 Otros partos obstruidos por causa fetal 066
69 HEMORRAGIA DEL PRIMER TRIMESTRE 020
17 Mola hidatiforme 001
18 Aborto espontaneo y aborto retenido 002.1,003
19 Embarazo ectopico 000
20 Aborto inducido y terapéutico 0086, 004
21 Amenaza de aborto 020.0
70 HEMORRAGIA DEL 2" Y3 TRIMESTRE
22 Placenta previa con hemorragia 0441
23 Desprendimiento prematuro de placenta 045
24 Hemorragia anteparto con defecto de la coagulacion
25 Ruptura uterina antes o durante e!era 071.0,071.1
26 Laceracion obstétrica del cuello del itero
71 ANEMIA 099.0
27 Anemia por deficiencia de hierro D50
72 RUPTURA PREMATURA DE MEMBRANAS 042
28 Infeccion del saco amnidtico y membranas 0411
73 INFECCION PUERPERAL 085,086

29 Sepsis puerperal

30 Infeccion mamaria asociada al nacimiento
74 HEMORRAGIA POSTPARTO

31 Placenta retenida

072
0720,0722
32 Utero atonico Qo721

33 Laceraciones perinealesde 1y  grado 070.0, 070.1
34 Laceraciones perineales de 3 y4 grado 070.2, 070.3
75 OTRAS PATOLOGIAS MATERNAS (resto de 000—099&
35 Placenta previa sin hemorragia 044,

36 Hiperemesis gravidica 021
37 Enfermedad renal no especificada durante

el embarazo sin mencion de hipertension 026.8, 099.8 (condiciones en N00-N393
38 Dependencia de drogas F10-F1
39 Sufrimiento fetal

40 Polihidramnios 040
41 Oligoamnios (sin mencion de ruptura de membranas) 0410
42 Trabajo de parto y parto complicado con complicaciones de cordon umbilical 069
43 Comp‘lcaaones anestésicas durante parto y puerperio 074
44 Embolismo obstétrico 088
45 Falla de cierre de la herida de cesérea 090.0
46 Falla de cierre de la episiotomia 090.1
47 SIDA B20-B24
76 HIV positivo R75
48 Neoplasia maligna del cuello uterino C53
49 Neoplasia maligna de la glandula mamaria C50

PATOLOGIA NEONATAL

50 ENFERMEDAD DE MEMBRANAS HIALINAS P22.0
51 SINDROMES ASPIRATIVOS P24
52 APNEAS POR PREMATUREZ P28.3-P28.4

53 OTROS SDR Q25.0, P29.3, P23, P25, P22, P27
01 Ductus arterioso persistente Q25.0

02 Persistencia de la circulacion fetal P29.3
03 Neumonia congénita P23
04 Neumotorax y enfisema intersticial P25
afiulpnea transitoria P22.1
06 Ei ermedad resgnatona crénica originada en el periodo perinatal P27
07 Enfermedad hemorrégica del recién nacido P53
Hemorragia pulmonar originada en el periodo perinatal P26
56 Hemorragia umblhcal (excluye las onfalitis con hemorragia) P51
HIPERBILIRRUBINEMIAS
08 Enfermedad hemolitica por isoimmunizacion Rh P55.0
09 Enfermedad hemolitica por isoinmunizacion ABO P55,1
10 Ictericia neonatal asociada a parto de pretérmino P59.0
58 HEMATOLOGICAS (excluyendo P50-P59) P60-P61
11 Policitemia neonatal P61.1
12 Anemia congénita P61.3
13 Ofras afecciones hematologicas (P35-P39,A09,G00,A54.3)
INFECCIONES
14 Diarrea G00
15 Meningitis P38
16 Onfalitis P39.1, A54,3
17 Conjuntivitis P39.4,L00

59 Infecciones de la piel dei recién nacido P36
(resto del P35-P39)

18 Septicemia

20 Enterocolitis necrotizante (ECN) P77
49 Tétanos neonatal A33
60 Sifilis congénita A50
61 Enfermedades congénitas virales P35
68 Sindrome de Rubeola congénita (SRC) P35.5
69 Citomegalovirus (CMV) P35.1
70 Toxoplasmosis congénita P37.1
39 HIV positivo R75
19 Otras infecciones del periodo &inna (resto de P60-P61)

NEUROLOGICA (EXCLUYE MALFORMACIONES)

33 Hidrocefalia adquirida G91
34 Leucomalacia periventricular y cerebral P91.1,P91.2

35 Trauma obstétrico con lesién intracranial, del SNC
y del sistema nervioso peritérico
36 Hemorragia intracraneana no traumatica
37 Convulsiones
71 Encefalopatia Hipoxico Isquémica
Otras afecciones del estado cerebral P91
METABOLICA/NUTRICIONAL
43 Sindrome de "hijo de diabética” P70.0, P70.1
45 Hipoglicemia P70.3,P70.4, E16.2
46 Otras afecciones metabdlicas y nutricionales P75-PT8
66 OTRAS PATOLOGIAS RN
40 Retinopatia de la prematurez H35

41 Hernia inguinal K40
65 Sindrome de dafio por frio P80.0 (excluye hipotermia leve P80.8)

P10,P11,P14
P52

INDICACION PRINCIPAL DE PARTO QUIRURGICO O INDUCCION
01 Cesérea previa 14 Posicion transversa
02 Sufrimiento fetal agudo 15 Ruptura prematura de membranas
03 Desproporcion cefalo-pélvica 16 Infeccion ovular (sospechada o confirmada)
04 Alteracion de la contractilidad 17 Placenta Previa
05 Parto prolongado 18 Abruptio placentae
06 Fracaso de la induccién 19 Ruptura uterina
07 Descenso detenido de la presentacion 20 Preeclampsia y eclampsia
08 Embarazo maltiple 21 Herpes anogenital
.C.LU. 22 Condilomatosis genital
10 Parto de pretérmino 23 Otras enfermedades maternas
11 Parto de postérmino 24 Muerte fetal
12 Presentacion podélica 25 Madre exhausta

13 Posicion posterior 26 Otras 76 VIH

ANOMALIAS CONGENITAS

120 Anencefalia

121 Espina bifida/Meningocele
122 Hidranencefalia Q04.3
123 Hidrocefalia Qo3
124 Microcefalia

125 Holoprosencefalia

127 Otvas anomalias del Sistema Nervioso Central
128 Tronco arterioso
129 Trasposicion grandes vasos

130 Tetralogia de Fallot

131 Ventriculo tnico

132 Doble tracto de salida de vent. derecho

133 Canal atrio-vent. completo

34 Atresia pulmonar

135 Atresia tricuspide

136 Slndrmne de h\poplasla de corazon izquierdo
137 Coarta

138 Relomo venaso pulmonar anomalo total

139 Otras anomalias circulatorias/respiratorias
140 Paladar hendido

141 Fistula traqueo-esofagica

142 Atresia esofégica

143 Atresia de colon o recto

144 Ano imperforado

145 Onfalocele

146 Gastrosquisis

147 Atresia duodenal

148 Atresia yeyunal

149 Atresia ileal

150 Otras anomalias gastrointestinales

151 Genitales malformados

MEDICACION DURANTE EL TRABAJO DE PARTO
01 Lidocaina o similar 16 Inhibidores de Prostaglandinas
02 Aminas simpatomiméticas 17 Antagonistas del calcio
03 Gases anestésicos (pentrane-fluorane-x. nitroso) 18 Sulfato de magnesio
04 itri 19 Hidralazina
20 Beta bloqueantes

05 Relajantes musculares

06 Diazepoxidos 21 Ofros antihipertensivos
07 Meperidina 22 Sangre y derivados

08 Espasmoliticos 23 Heparina

09 Oxitocina 24 Corticoides

10 Prostaglandinas 25 Cardiotonicos

1 icos (Penicil i 26 Diuréticos

12 icosi i 27 Aminofilina

13 Eritromicina 28 Insulina

14 Metronidazol

29 Difenilhidantoina
15 Betamiméticos 30 Otros

152 Agenesia Renal bilateral Q60.1
153 Rirones poli o multiquisticos o displasicos Q61.1-61.9
154 congénita Q62,0
155 Extrofia de la vejiga Q54
156 Otras anomalias nefrourinarias Q63,64
157 Trisomia 13 Q91.4,091.5,091.6
158 Trisomia 18 Q91.0,Q91.1,Q91.2
159 Sindrome de Down
160 Otras anomalias cromosomicas Q92,9799
126 Labio hendido Q36
161 Polidactilia Q69
162 Sindactilia Q70
163 Displasia esquel Q77-78
164 Pes equmovarus / 'akwalgus (Pie Bot) Q66.8
165 Hemia Diafragmatica Q79,0
166 Hidrops fetalis P56,P83.2
167 Oligoamnios severo P01.;
168 Otras anomalias musculoesqueléticas Q68,74,75,79
169 Anomalias tegumentarias Q82,84
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8.2 TABLAS SUPLEMENTARIAS

8.2.1. TABLA SUPLEMENTARIAT

Esta tabla acompafa el articulo de Pereyra et al. (2019) relacionado al capitulo 4
de esta tesis. Se encuentra en https://doi.org/10.6084/m9.figshare.7936187.v1.

Tiene la siguiente informacién:

e Genes diferencialmente expresados (FDR < 0.05 y tasa de cambio
logaritmica absoluta > 2) detectados en la comparacion entre parto
pretérmino severo vs. parto a término.

e Subgrupo de genes DE que también se encontraron diferencialmente
expresados entre trabajo de parto vs. no trabajo de parto en la literatura.

e Lista completa de genes diferencialmente expresados (FDR < 0.05 y tasa
de cambio logaritmica absoluta > 2) detectados en la comparaciéon RPM vs.
no RPM.

e Lista de genes diferencialmente expresados previamente identificados

como asociados con PPT en la literatura.
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8.2.2. TABLA SUPLEMENTARIA 2

Variantes novedosas reportadas en esta tesis.

Variantes Alelo  Alelo Ubicacion  Simbolo Funcién Cambio  SIFT_
refe- alter- genémica  génico exonica aminoa-  pred
rencia nativo cidico

1:184761123 T/C C UTR3 FAM129A

1:184761129 T/C T C UTR3 FAM129A

1:184761350_T/C T C UTR3 FAM129A

1:184762676_T/C T C UTR3 FAM129A

1:198711178 AIG A G Intrén PTPRC

1:7980539_T/C T C UTR3 TNFRSF9

2:100897332_AIG A G UTR3 LONRF2
2:113589330_G/A G A Intrén ILIB

2:113593620 T/A T A Intron ILIp

2:113593621 T/A T A Intrén ILIB

2:113891592 T/A T A UTR3 ILIRN

3:46417220_AJG A G ncRNA_I  LOC10272

ntron 4297
3:46417221_AIG A G NcRNA_I LOC10272

ntrén 4297
3:46417272_AIG A G NcRNA_I LOC10272

ntron 4297
3:71827179_TIC T C Intron PROK2
4:185702134_T/C T C Intron ACSL1
4:185702175_T/C T C Intrén ACSL1
4:185702209_T/C T C Intron ACSL1
4:185702240_T/C T C Intron ACSL1
4:185702266_T/C T C Intrén ACSL1
4:185702323_T/C T C Intron ACSL1
4:185702333_T/C T C Intron ACSL1
4:185702830_T/C T C Intrén ACSL1
4:185702831_T/C T C Intrén ACSL1
4:185702901_T/C T C Intron ACSL1
4:185702902_T/C T C Intrén ACSL1
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Tabla suplementaria 2 (Continuacion)

Variantes Alelo  Alelo Ubicacion  Simbolo Funcion Cambio  SIFT_
refe- alter- genémica  génico exonica aminoa- pred
rencia  nativo cidico

4:185702928 T/IC T C Intrén ACSL1

4:185702931_T/IC T C Intron ACSL1

4:185702960 T/C T C Intron ACSL1

4:185702961_T/C T C Intrén ACSL1

4:185702968 T/IC T C Intrén ACSL1

4:185702983_ T/IC T C Intron ACSL1

4:185702984 T/IC T C Intrén ACSL1

4:185703037_T/C T C Intrén ACSL1

4:185703040_T/C T C Intrén ACSL1
4:185703046_T/C T C Intrén ACSL1
4:185703498_G/A G A Intron ACSL1
4:84215324_TIC T C UTR3 HPSE
4:84215333_T/C T C UTR3 HPSE

4:84215391 _T/C T C UTR3 HPSE

4:84215479_TI/C T C UTR3 HPSE

4:84215718_TIC T C UTR3 HPSE

4:84215719 T/C T C UTR3 HPSE

4:84215963 T/C T C UTR3 HPSE

4:84215973_T/C T C UTR3 HPSE

4:84215990_T/C T C UTR3 HPSE
4:84216029_T/C T C UTR3 HPSE
4:84216037_T/C T C UTR3 HPSE
4:84216048_T/C T C UTR3 HPSE
4:84216065_T/C T C UTR3 HPSE
4:84216067_T/C T C UTR3 HPSE
4:84216135_T/C T C UTR3 HPSE
4:84216169_T/C T C UTR3 HPSE
4:84216199_T/C T C UTR3 HPSE
5:169701559_T/C T C Intrén LCP2

6:29695991 G/T G T ncRNA_I HLA-F-AS1

ntron

7:105897806_T/IC T C Intrén NAMPT

7:105897818 T/IC T Intron NAMPT
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Tabla suplementaria 2 (Continuacion)

Variantes Alelo  Alelo Ubicacion  Simbolo Funcion Cambio  SIFT_
refe- alter- genémica  génico exonica aminoa- pred
rencia  nativo cidico

7:149462528 AIG A G Exo6n ZNF467 nonsynon  ZNF467: D

ymous_S NM_207

NV 336:exon
5:¢.T106
3C:p.F35
5L

8:133722263_ AIG A G UTR3 TMEM71

8:22546823 T/C T C UTR3 EGR3

9:117552560_G/A G A UTR3 TNFSF15

10:70859296_A/G A G Intrén SRGN

10:70863052_A/G A G Intrén SRGN

10:98469207_T/C T C Intrén PIK3AP1

10:98469297_T/IC T C Intrén PIK3AP1

10:98469298 T/IC T C Intron PIK3AP1

11:102208583 C/T C T UTR3 BIRC3

12:108984227 T/IC T C UTR3 TMEM119

12:108984979 T/C T C UTR3 TMEM119

12:25205767_AIG A G UTR5 LRMP

12:25205769_AIG A G UTR5 LRMP

14:88478084_G/IA G A Exon GPR65 nonsynon GPR65: T

ymous_S NM_003
NV 608:exon
2:¢.G893
A:p.R29
8K
15:58468556_A/G A G Intrén AQP9

15:58468631_A/G A G Intron AQP9

15:58468642_AIG A G Intrén AQP9

15:58468990_A/G A G Intrén AQP9

15:58469003 T/C T C Intron AQP9

15:80255054_T/IC T C Intrén BCL2A1

16:21656608_T/C T C Intrén IGSF6\x3b

METTL9
16:3292879_A/G A G UTR3 MEFV
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Tabla suplementaria 2 (Continuacion)

Variantes Alelo  Alelo Ubicacion  Simbolo Funcion Cambio  SIFT_
refe- alter- genémica  génico exonica aminoa- pred
rencia nativo cidico

17:1476222_TIC C UTR3 SLC43A2

17:1476223_T/C T C UTR3 SLC43A2

17:1476237_TIC T C UTR3 SLC43A2

17:1476246_TI/C T C UTR3 SLC43A2

17:1488395_T/C T C Intron SLC43A2

19:15771652_A/G A G Rioabajo  CYP4F3

19:15771656_A/G A G Rioabajo  CYP4F3

19:15771666_A/IG A G Rio abajo  CYP4F3

19:15771951 AIG A G Rio abajo  CYP4F3

19:15771952_AIG A G Rio abajo  CYP4F3

19:15771961_A/IG A G Rio abajo  CYP4F3

19:15772035_A/IG A G Rioabajo  CYP4F3

19:4217209_C/T Cc T Exon ANKRD24  synonymo ANKRD T

us_SNV 24:NM_
133475:e
xonl8:c.
C2052T:
p.S684S
20:30679518_A/G A G Intrén HCK

20:30679732_A/G A G Intrén HCK

20:30679733_AIG A G Intron HCK

20:30680822_A/G A G Intrén HCK

20:30682241 AIG A G Intron HCK

22:39350102_ AIG A G Intergénic  CBX6\x3bA

a POBEC3A
22:39350262_A/IG A G Intergénic  CBX6\x3bA
a POBEC3A
22:39350321_A/G A G Intergénic  CBX6\x3bA
a POBEC3A
22:39350607_A/IG A G Intergénic  CBX6\x3bA
a POBEC3A
22:39350614_A/IG A G Intergénic  CBX6\x3bA
a POBEC3A
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Tabla suplementaria 2 (Continuacion)

Variantes Alelo  Alelo Ubicacion  Simbolo Funcion Cambio  SIFT_
refe- alter- genémica  génico exonica aminoa- pred
rencia  nativo cidico

22:39350645 AIG A G Intergénic  CBX6\x3bA

a POBEC3A
22:39350646_A/IG A G Intergénic  CBX6\x3bA
a POBEC3A

X:30716643_AIG A G Intrén GK

X:30716700_A/G A G Intron GK

X:30716701_A/G A G Intrén GK

X:30716727_AIG A G Intron GK

X:30716885_A/G A G Intrén GK

X:30716889_A/G A G Intrén GK

X:30716928 AIG A G Intrén GK

X:30717563_A/G A G Intrén GK

X:30717576_AIG A G Intrén GK

X:30717594_AJIG A G Intron GK

X:30717599_A/G A G Intron GK

X:30717611_AJ/G A G Intrén GK

X:30717621_AJ/G A G Intron GK

X:30717728_AIG A G Intron GK

X:30717755_AJIG A G Intrén GK

X:30741779_AIG A G Intron GK

X:30741788_A/G A G Intron GK

X:30741958_ A/G A G Intrén GK

X:30741959_A/G A G Intron GK
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8.2.3. TABLA SUPLEMENTARIA3

Lista de variantes incluidas en la Figura 5.2 de frecuencias alélicas para 9 genes seleccionados.

Alelo Alelo Frecuencia Frecuencia o ) L{rTién con
Gen D dbSNP referenci  alternativ alelo de alelo de Ubicacion  Funcién  sitio blanco Polyphen2_H
alternativo alternativo génica enexén  de micro
a ° Controles Prematuros ARN(s)

CD300E rs1878061 C T 0.25 0.375 Exén SNV no

sinénimo
CD300E rs479782 C T 0 0.375 UTR3
CD300E rs554592 A T 0.125 0.375 UTR3
CD300E rs555542 T C 0.5 0.625 UTR3
CD300E rs578460 A G 0.125 0.375 UTR3
FAM129A  1:184762676_T/C T C 0.5 0.625 UTR3
FAM129A  rs1139069 T C 0.25 0.5 UTR3 Si
FAM129A  rs14023 C T 0.25 0.375 UTR3
FAM129A  rs14426 A G 0.25 0.5 UTR3 Si
FAM129A  rs3187911 T C 0.125 0.125 UTR3
FAM129A  rs487675 T C 0.125 0.375 Exon SNV

sinénimo
FAM129A  rs492126 G A 0.25 0.375 UTR3
FAM129A  rs526024 T A 0.25 0.375 UTR3 Si
FAM129A  rs581100 C G 0.25 0.375 UTR3 Si
FAM129A  rs682331 A G 0.25 0.5 UTR3
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Tabla suplementaria 3 (Continuacion)

Alelo Alelo Frecuencia Frecuencia Unioén con
alelo de alelo de Ubicacion  Funcién  sitio blanco Polyphen2_H
Gen ID dbSNP referenci  alternativ
alternativo alternativo génica enexén  de micro
a ° Controles Prematuros ARN(s)

FAM129A  rs7360 C T 0.25 0.5 UTR3 Si
FAM129A  rs940823216 T Cc 0.25 0.5 UTR3
GNG2 rs1540703 G C 0.25 0 UTR3
GNG2 rs2000006 G C 0.25 0 UTR3
GNG2 rs2357306 A T 0.25 0 UTR3
GNG2 rs3204006 G C 0.125 0.125 UTR3
GNG2 rs3204008 C G 0.125 0 UTR3
GNG2 rs3825596 G A 0 0.125 UTR3
GNG2 rs45595035 C T 0.25 0 UTR3
GNG2 rs8014838 A T 0.75 0.875 UTR3
ICAM3 rs2230399 C G 0 0.25 Exén SNV no

sinénimo
ICAM3 rs2304237 T C 0 0.375 Exon SNV no

sinénimo
ICAM3 rs2304240 A G 0.625 0.625 Exo6n SNV

sinénimo
KRAS rs1137188 G A 0.375 0.75 UTR3
KRAS rs1137189 A T 0.375 0.5 UTR3
KRAS rs1137196 T G 0.25 0.75 UTR3 Si
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Tabla suplementaria 3 (Continuacion)

Alelo Alelo Frecuencia Frecuencia o - L{rTién con
Gen D dbSNP referenci  alternativ alelo de alelo de Ubicacion Funcién  sitioblanco  SIFT_  Polyphen2_H
alternativo alternativo génica enexén  de micro pred VAR_pred
a ° Controles Prematuros ARN(s)

KRAS rs12245 A T 0.5 0.75 UTR3

KRAS rs12587 T G 0.375 0.75 UTR3 Si

KRAS rs13096 T C 0.125 0.75 UTR3

KRAS rs140080026 A G 0.125 0 UTR3 Si

KRAS rs4285970 G A 1 1 UTR3

KRAS rs4597149 T C 1 1 UTR3 Si

KRAS rs4963858 T C 1 1 UTR3

KRAS rs61764370 A Cc 0.125 0 UTR3 Si

KRAS rs712 A C 0.5 0.75 UTR3 Si

KRAS rs7973623 G A 0.375 0 UTR3 Si

KRAS rs8720 T C 0.25 0.75 UTR3 Si

KRAS rs9266 A G 0.375 0.75 UTR3 Si
LRRC25 rs116399833 C A 0.625 0.125 UTR3

LRRC25 rs12461382 C T 0.125 0.125 UTR3

LRRC25 rs181468783 C T 0 0.25 UTR5

LRRC25 rs3848647 A G 0.875 0.5 UTR3

LRRC25 rs3848648 C T 0.875 0.5 UTR3

LRRC25 rs4328570 C T 0.875 0.5 UTR3

LRRC25 1s6512262 G C 0.875 0.5 UTR3
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Tabla suplementaria 3 (Continuacion)

Alelo Alelo Frecuencia Frecuencia o - L{rTién con
Gen D dbSNP referenci  alternativ alelo de alelo de Ubicacion Funcién  sitioblanco  SIFT_  Polyphen2_H
alternativo alternativo génica enexén  de micro pred VAR_pred
a ° Controles Prematuros ARN(s)

LRRC25 rs6512263 A C 0.875 0.5 UTR3

LRRC25 1s6512264 Cc A 0.875 0.5 UTR3

LRRC25 rs6512265 G A 0.875 0.5 Exon SNV no T B
sinénimo

MARCH1  rs1054681 T Cc 1 0.625 UTR3

MARCH1  rs1133505 C T 0.875 0.25 UTR3

MARCH1  rs13130399 C T 1 0.25 Exon SNV
sinénimo

MARCH1  rs17576350 G A 0 0.25 UTR3

PIK3AP1 rs1051450 T G 0.375 0.125 UTR3

PIK3AP1 rs1063605 T C 0.375 0.125 UTR3 Si

PIK3AP1 rs11592969 A G 0.125 0.125 UTR3 Si

PIK3AP1 rs12784975 T C 0.5 0.125 Exon SNV no T B
sinénimo

PIK3AP1 rs17112076 C T 0.25 0.25 Exo6n SNV no T B
sinénimo

PIK3AP1 rs3748229 C A 0.25 0.375 Exo6n SNV no T B
sin6nimo
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Tabla suplementaria 3 (Continuacion)

Alelo Alelo Frecuencia Frecuencia o - L{rTién con
Gen D dbSNP referenci  alternativ alelo de alelo de Ubicacion Funcién  sitioblanco  SIFT_  Polyphen2_H
alternativo alternativo génica enexén  de micro pred VAR_pred
a ° Controles Prematuros ARN(s)

PIK3AP1 rs3748234 C T 0.25 0.75 Exon SNV
sinénimo

PIK3AP1 rs3748236 A G 0.5 0.125 Exon SNV
sinénimo

PIK3AP1 rs4344416 G A 1 1 Exo6n SNV
sinénimo

PIK3AP1 rs7074516 C T 0.375 0.125 UTR3

PIK3AP1 1s7448 C T 0.375 0.75 UTR3

PIK3AP1 rsg8578 A G 0.375 0.125 UTR3 Si

PLEK rs1050181 G C 0.5 0.625 UTR3

PLEK rs1063479 G A 0.625 0.875 Exo6n SNV no T B
sinénimo

PLEK rs17035364 C T 0 0.125 Exon SNV no D P
sinénimo

PLEK rs1867313 T C 0.625 0.875 UTR3

PLEK rs2070171 G A 0.375 0.625 Exon SNV
sinénimo

PLEK rs3732044 T C 0.5 0.625 UTR3 Si
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Tabla suplementaria 3 (Continuacion)

Frecuencia Frecuencia Unioén con
Alelo Alelo o . o
. . alelo de alelo de Ubicacion Funcién  sitio blanco Polyphen2_H
Gen ID dbSNP referenci  alternativ ) ) ) .
alternativo alternativo génica enexén  de micro
a 0
Controles Prematuros ARN(s)
PLEK rs3816281 G T 0.125 0.125 Exon SNV no
sinénimo
PLEK rs550284671 G A 0.125 0 UTR3
PLEK rs570062682 C T 0.125 0 UTR3
PLEK rs6713721 C T 0.375 0.625 UTR3 Si
PLEK rs6728995 T C 0.5 0.625 UTR3
PLEK rs6742200 A G 0.5 0.625 UTR3 Si
PLEK rsg8761 G A 0.5 0.625 UTR3 Si
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Context: Preterm birth (PTB) is a complex disease in which medical, social, cultural, and hereditary
factors contribute to the pathogenesis of this adverse event. Interactions between genes and
environmental factors may complicate our understanding of the relative influence of both effects on
PTB. To overcome this, we combined data obtained from a cohort of newborns and their mothers with
multiplex analysis of inflammatory-related genes and several environmental risk factors of PTB to
describe the environmental-genetic influence on PTB.

Objective: The study aimed to investigate the association between maternal and fetal genetic variations
Cenetic association in genes related to the. inﬂammati(.)n.pathway with PTB and to assess the interaction between
Inflammatory pathways environmental factors with these variations.

Labor Study design: We conducted a case—control study at the Pereira Rossell Hospital Center, Montevideo,
Uruguay. The study included 143 mother-offspring dyads who delivered at preterm (gestational
age < 37 weeks) and 108 mother-offspring dyads who delivered at term. We used real-time PCR
followed by a high-resolution melting analysis to simultaneously identify gene variations involved in
inflammatory pathways in the context of environmental variables. The genes analyzed were: Toll-like
receptor 4 (TLR4), Interleukin 6 (IL6), Interleukin 1 beta (IL1B) and Interleukin 12 receptor beta (IL12RB).
Results: We detected a significant interaction between IL1B rs16944 polymorphism in maternal samples
and IL6 rs1800795 polymorphism in newborns, emphasizing the role of the interaction of maternal and
fetal genomes in PTB. In addition, smoke exposure and premature rupture of membranes (PROM) were
significantly different between the premature group and controls. IL1B and IL6 polymorphisms in
mothers were significantly associated with PTB when controlling for smoke exposure. TLR4
polymorphism and PROM were significantly associated with PTB when controlling for PROM, but
only in the case of severe PTB.

Conclusions: Interactions between maternal and fetal genomes may influence the timing of birth. By
incorporating environmental data, we revealed genetic associations with PTB, a finding not found when
we analyzed genetic data alone. Our results stress the importance of studying the effect of genotype
interactions between mothers and children in the context of environmental factors because they
substantially contribute to phenotype variability.

Keywords:
Preterm birth
Multifactorial disease

© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Introduction

Preterm birth (PTB), defined as a live birth occurring between
20 and 37 weeks of gestation, complicates 12.2% of pregnancies [1],
contributes to more than one-third of infant deaths in the United

* Corresponding author. Tel.: +598 2924 3414x3505; fax: +598 2924 2703.
E-mail addresses: spereyra@fmed.edu.uy (S. Pereyra), bbertoni@fmed.edu.uy
(B. Bertoni), rsapiro@fmed.edu.uy (R. Sapiro).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejogrb.2016.04.030
0301-2115/© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

States annually [2], and is associated with serious medical
complications, including neurodevelopmental delay, hearing dis-
abilities, retinopathy, and chronic lung disease [3,4]. PTB is
etiologically heterogeneous [5,6] but epidemiological evidence
indicates that genetic factors play a significant role in the etiology of
spontaneous PTB [7,8]. Anumber of candidate gene studies, almost
exclusively using case—control design, have identified some genes
that associate with PTB [9-13]. However, the results have rarely
been replicated. Of importance for this phenotype are the possible
effects of two genomes, maternal and fetal [13-15]. In addition,


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ejogrb.2016.04.030&domain=pdf
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ejogrb.2016.04.030&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejogrb.2016.04.030
mailto:spereyra@fmed.edu.uy
mailto:bbertoni@fmed.edu.uy
mailto:rsapiro@fmed.edu.uy
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03012115
www.elsevier.com/locate/ejogrb
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejogrb.2016.04.030

S. Pereyra et al./European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology 202 (2016) 20-25 21

interactions between maternal and fetal genomes may affect PTB
risk [13]. As a multifactorial trait, maternal stress, multiple
pregnancies, and exposure to toxics during pregnancy could
interact with genetic predisposition and develop in PTB
[5,6,16]. Interactions between genes and environmental factors
may make it difficult to elucidate and discriminate both effects; for
example, some maternal genotypes modify the association
between maternal cigarette smoking and infant birth weight
[17], as well as the presence of bacterial vaginosis in Tumor
Necrosis Factor-2 carriers predisposes to spontaneous PTB [18]. Not
considering environmental factors when performing a case—control
study of genetic association and PTB may lead to misinterpretation
of the results. Genome-wide association studies (GWAS) are
promising but require a very large number of well-characterized
subjects to overcome the challenge of multiple statistical compar-
isons. Given the practical limitations of assembling very large
sample sizes in complex phenotypes, such as PTB, there is a need for
creative research strategies that seek to resolve the tension
between the hypothesis-directed candidate gene and the relatively
unbiased GWAS approach. It is generally accepted that inflamma-
tion in pregnancy plays an important role [10,11,19-22]. Inflam-
matory pathways involve hundreds of mediators, and each of them
could present several single nucleotide polymorphisms (SNPs). We
previously reported a high resolution melting (HRM) analysis to
simultaneously identify mutations in four genes involved in
inflammatory pathways Toll-like receptor 4 (TLR4), Interleukin 6
(IL6), Interleukin 1 beta (IL1B), and Interleukin 12 receptor beta
(IL12RB) [23].

In this study, our first aim was to look for associations between
PTB and four SNPs of inflammatory genes TLR4, IL6, IL1B, and
IL12RB in a relatively small cohort of dyads of newborns and their
mothers, using a case—control study design. Secondly, we aimed to
combine this genotype data with an analysis of environmental risk
factors of PTB to enlighten the environmental-genetic influence on
PTB.

Materials and methods
Subjects

A case-control study was conducted. Subjects were mothers
and their offspring, receiving obstetrical care at the Pereira Rossell
Hospital Center (CHPR), Montevideo, Uruguay, collected between
February 2012 and March 2014. CHPR is the main gynecologic and
obstetric center in Uruguay, and it has both secondary and tertiary
care units. Cases were dyads (n=143) of mothers and their
neonates from pregnancies complicated by spontaneous PTB
(gestational age < 37 weeks). Controls (n=108) were mothers
and their neonates delivered at term (gestational age > 37 weeks),
who experienced uncomplicated term vaginal delivery or elective
cesarean. Exclusion criteria included multiple births, drug
consumption, chronic pathologies and/or infections, fetal mal-
formations, and failure to give consent to participate in the study.
Infections included here were urinary tract infections, lower
genital infections, and syphilis but not HIV because patients with
HIV infections were excluded from the study.

Mothers were questioned regarding sociodemographic char-
acteristics and obstetric history through a specifically designed
questionnaire, including clinically diagnosed PROM, tobacco
consumption, previous PTB, and education level. Medical data
from mothers and newborns were collected in the perinatal
informatics system [24]. Sample size was estimated at the
beginning of the study, taking into consideration the frequency
of minor allele of SNPs that have a possible inflammatory effect in
European populations (approximately 20-40%). The odds ratio

(OR) was estimated to be approximately 1.5-2 between cases and
controls.

Sample collection, DNA extraction, real-time PCR

Whole blood samples from newborns and cheek swabs from
mothers were collected, and DNA was isolated using DNeasy Blood
and Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany). HRM analysis was
performed on the Rotor-Gene 6000 real-time instrument (Corbett
Life Science, Sydney, Australia) with a saturating dye technology
(Type-it HRM PCR Kit, Qiagen, Hilden, Germany), as previously
described in which SNPs rs4986790 (TLR4), rs1800795 (IL6),
rs16944 (IL1B), and rs375947 (IL12RB) were typed [23]. DNA from
individuals with heterozygous and both homozygous genotypes
were included as controls in all experiments. HRM curves were
normalized, and genotypes were assigned according to HRM curve
shape by the Rotor-Gene software and visual inspection. Melting
curves were analyzed separately for each amplicon.

Statistical analyses

Genotypes, allele frequencies, and Hardy-Weinberg (H-W)
equilibrium exact tests were calculated in PLINK v1.07 [25]. Com-
parisons of allele frequencies were performed using the x? test or
Fisher’s exact test and means using Student’s t-test. Association
between genotypes and environmental factors was examined by
logistic regression analysis. Differential effects of genotypes on the
risk of PTB were explored by the inclusion of interaction or
conditional terms using Epi Info 2000 software (Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, GA, USA). Probability < 0.05 was
considered significant.

Ethics

The study protocol conforms to the Declaration of Helsinki and
was approved by the School of Medicine Ethics Committee of the
Republic University, Uruguay, in September 2011. Informed
consent was obtained from the mothers in all cases.

Results

A total of 251 dyads of mothers and their newborn babies were
included in the study. The main characteristics of the study
population are shown in Table 1. No differences were detected in
both groups regarding mother’s age and parity. Mean = standard

Table 1
Sociodemographic and medical characteristics of mothers and their newborns in
study population.

Condition Term (%) Preterm (%) OR (95%Cl)
n=108 n=143 p-value

Maternal age (<19 and >35) 16 22 1.6 (0.8-2.9) 0.2
Education level® 35 43 0.7 (0.4-1.2) 0.2
Marital status” 17 25 1.6 (0.8-3.2) 0.1
Male newborn 51 54 1.15 (0.6-1.9) 0.6
Smoke exposure 44 65 2.6 (1.5-43) <0.01
Hypertension 7 4 04 (0.14-1-4) 0.2
Pregnacy bleeding 1 4 4.7 (0.5-39) 0.2
Infections 19 27 1.6 (0.8-3) 0.2
IURG 2 1 2.3 (0.6-8.9) 0.2
PROM 13 45 5.5(2.9-10.6) <0.01
Anemia 14 12 0.8 (0.4-1.7) 0.5

ORs: odds ratios, CI: confidence interval, p-values between term and preterm births.
¢ At least 1 year of high school vs. less than 1 year of high school.
b Single mothers vs. married or cohabiting mothers.
PROM: premature rupture of membranes; IUGR: intrauterine growth restriction.
Statistical significance is marked as bold values.



22 S. Pereyra et al./European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology 202 (2016) 20-25

error of gestational age was 33.6 £ 0.2 in cases vs. 39.1 + 0.1 in
controls (p < 0.01). Cases ranged from 24 to 36 weeks, whereas
controls ranged from 37 to 41 weeks of gestational age. No statistical
differences were found between both groups regarding the newborn
sex (51% vs. 54%, male newborns at term vs. preterm, respectively).
Seven percent of mothers who delivered at term and 17% of mothers
who delivered preterm had at least one previous PTB, with no
statistical differences observed between groups. The mothers’
education level did not affect the incidence of PTB; 35% of mothers
who had completed at least 1 year of high school or more delivered at
term, and 43% had preterm newborns. Smoke exposure (active or
passive smoker) was associated to PTB (p < 0.01): 44% of mothers
who delivered their newborns at term were exposed to smoke,
whereas 66% had a PTB (Table 1). No statistical differences were found
between mothers who delivered at term and preterm regarding
maternal hypertension (7% vs. 4%, respectively), pregnancy bleeding
(1% vs. 4%, respectively), anemia (14% vs. 12%, respectively), and
intrauterine growth restriction (2% vs. 1%, respectively). PROM was
statistically significantly associated with PTB (Table 1). Maternal
infections were not associated to PTB (19% vs. 27%, respectively).

Maternal and newborn allelic frequencies for each SNP are
shown in Table 2. Similarly to our previous findings [23], genotypes
C/C for rs1800795 (IL6) and G/G for rs4986790 (TLR4) were absent
in the population. None of the SNPs analyzed from mothers were
significantly associated with PTB, when analyzed with a Chi-
squared test for the alleles. In addition, no significant association
was found between term and preterm newborns for the analyzed
SNPs (p > 0.05; Table 3).

The H-W equilibrium exact test indicates that SNPs from both
groups of mothers rs4986790 (gene TLR4) and rs375947 (gene
IL12RB) are in H-W equilibrium (p > 0.05), whereas gene
rs1800795 (in gene IL6) and rs16944 (in gene IL1B) are not. When
analyzing newborn genotypes, the same scenario was detected
(Table 3).

Logistic regression analysis detected a significant interaction
between IL1B polymorphism in maternal samples and IL6
polymorphism in newborns (Table 4). When analyzing the effect
of the SNP IL6 in the newborn while controlling mother IL1B
variations, a significant association was found with PTB, indicating
a possible hidden effect when the SNPs are considered separately.
Only the genotype combination of IL1B G/G genotype in mothers
and IL6 G/C genotype in newborns was different between controls
and PTB cases (p < 0.05; Fisher test; Fig. 1). No other significant
associations were detected between maternal and newborn
genotypes and PTB.

Table 2
Genotype SNP counts for mothers and newborns of study population. Frequencies
are shown between parentheses.

SNP Genotype Mothers

(Gene symbol)

Newborns

Controls  Cases Controls  Cases

rs4986790 AlA 92 (0.89) 124 (0.87) 90(0.87) 128 (0.91)
(TLR4) AlG 11(0.11)  18(0.13) 13(0.13) 13 (0.09)
GlG 0 0 0 0
rs1800795 c|c 0 0 0 0
(IL6) clG 38 (0.35) 64 (0.45) 28(0.26) 45 (0.31)
GlG 70 (0.65) 79 (0.55) 80(0.74) 98 (0.69)
rs16944 AlA 16 (0.16) 17 (0.12) 15(0.14) 19 (0.13)
(IL1B) AlG 61(0.61) 81(0.57) 59(0.55) 89 (0.63)
GlG 23(023) 44(031) 33(031) 33(0.23)
1s375947 AlA 49 (0.47) 56 (0.40) 42 (0.38) 59 (0.42)
(IL12RB) AlG 37(036) 61(0.44) 51(047) 67 (0.47)
GlG 18(0.17) 22(0.16) 15(0.14) 16 (0.11)

Cases vs. control (p>0.05; x? test).

Even though the studied population was quite homogeneous,
two variables were significantly different between premature
births and controls: smoke exposure and PROM. When analyzing
the genotyped SNPs while controlling the effect of each of these
environmental variables, we uncovered the effect of smoke
exposure on PTB. IL1B and IL6 polymorphisms in mothers were
significantly associated with PTB when controlling for smoke
exposure (Table 5). TLR4 polymorphism and PROM were signifi-
cantly associated with PTB when controlling for PROM but only in
the case of severe PTB (p < 0.05; data not shown), confirming
previously reported data [26].

Discussion

In this study, we combined a control-case dyad design, the
analysis of several SNPs from a common pathway, and the study of
some risk environmental factors to PTB. This approach is seldom
used in association studies, in which only genotype data is
incorporated. This type of analysis was fruitful because it allowed
for discriminating differences between mother and fetal contribu-
tion to PTB; we could also determine if the variables tended to be
heritable or lost between generations, as well as explore a
hypothetical pathway of the trait.

By analyzing the risk of PTB associated with the genotypes of
both mother and child, we detected a higher risk of PTB when the
mother and the newborn carried a specific combination of SNPs.
The presence of the IL1B G/G genotype in mothers and IL6 G/C
genotype in the fetal genome is associated with PTB, emphasizing
the role of the interaction of maternal and fetal genomes in the
determination of PTB (Fig. 1, Table 4). When both genes are
considered separately, this effect is not observed, indicating that
one SNP may hide the effect of the other, probably due to opposite
actions on the cascade that determines PTB. Furthermore, the high
OR (12.3; Table 4) suggests that carrying the specific combination
of SNPs indicated above is a much higher risk than the others. The
combined effect of maternal and fetal genomes on PTB began to be
discussed in the literature relatively recently [13]. Some studies
suggest a maternal genetic contribution to the timing of birth
[27,28], whereas some others support the effect of both maternal
and fetal genomes separately [14,15,29]. To the best of our
knowledge, no other studies have focused on the relationship
between maternal and fetal genes in PTB. The data presented in
this work suggest that the consequence of carrying a particular
combination of variations between mother and the newborn may
affect the time of birth. This significant association needs to be
further studied in a larger sample to assess its potential clinical
implications with PTB and to bring awareness to the issue that the
mother’s risk to have another child after one PTB is reliant not only
of her own genotype but also of her future child’s genotype.

The quadruplex assay developed in our laboratory focused on
SNPs related to inflammatory pathways involved in host defense
mechanisms, innate immunity activation, and infection, as
indicated in some of the web-based reference databases that link
the genome to biologic systems (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes, http://www.genome.jp/kegg/pathway.html; http://
www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map04620). The ef-
fect of these genes in PTB is not surprising because both genes
are in close relation regarding immune responses during
pregnancy. PTB may reflect early activation of the normal
parturition cascade, in which proinflammatory mediators, such
as prostanoids and cytokines, are typically induced
[22,30,31]. Therefore, polymorphisms in genes regulating the
adaptive or innate immune system of both genomes could modify
the pregnancy immune response and affect parturition timing. For
instance, the non-synonymous TLR4 4 SNP (rs4986790) has been
previously associated with differences in lipopolysaccharide
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Table 3
Hardy-Weinberg and x? statistics for mother and newborn genotypes for the analyzed SNPs discriminated between cases and controls.
SNP Minor  Mothers Newborns
(Gene symbol) allele
MAF MAF p-value  p-value OR p-value x? MAF MAF p-value  p-value OR p-value x?
in in HWE HWE in in HWE HWE
cases  controls  (cases) (controls) cases controls  (cases) (controls)
rs4986790 (TLR4) G 0.06 0.05 1 1 1.2 0.64 0.05 0.06 1 1 072 041
rs1800795 (IL6) C 0.22 0.18 <0.01 <0.05 135 0.19 0.16 0.13 <0.05 0.21 125 0.38
rs16944 (IL1B) A 0.4 0.47 <0.05 <0.05 0.78 0.19 0.45 0.42 <0.01 0.23 1.15 0.44
rs375947 (IL12RB) G 0.38 0.35 0.31 0.48 112 055 0.35 0.38 0.71 1 089 0.54

MAF: Minimum allele frequency, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium, OR: odds ratio, p-value x?: cases vs. control.

responsiveness and predisposition to PTB [26,32,33]. Interleukin
6 polymorphism 174 (rs1800795) G-allele carriers produce higher
levels of IL-6 than those with the C/C genotype. Genotype C/C is
protective against PTB in women of European descent, but it is not
significant in other heterogeneous or admixed populations or in
fetal genotype analysis [34]. In addition, the analyzed SNP in the
IL1B gene promoter (rs16944) is associated with increased risk of
PTB in a European population [35]. The protein encoded by the
interleukin 12 receptor B (IL12RB) gene is a type | transmembrane
protein that belongs to the hemopoietin receptor superfamily. The
lack of expression of this gene was found to result in the
immunodeficiency of patients with severe mycobacterial infec-
tions [36], and particularly the rs375947 SNP is associated with
atopic dermatitis [37] but the association with PTB has not been
particularly analyzed.

The data presented in this work support the idea of a possible
contribution of the inflammatory pathway to PTB because we
found an association of a specific combination of inflammatory
SNPs (as in the case of IL1B and IL6 mentioned above) that
predispose to PTB. However, no association was found neither in
the other analyzed SNP combinations nor when these genotypes
were analyzed separately. Ethnic differences may account for part
of the discordances between our results and those of other studies.
Most of the genetic association analyses of PTB have been
performed in the USA or Europe, which makes it difficult to
compare the reported results with populations with different
ancestral backgrounds [27,38,39]. The non-European genetic
contribution to the population of Uruguay has been estimated
approximately 10% Native American and 6% African [40]. Maternal
lineages assessed using mitochondrial DNA revealed a higher
Native American ancestral proportion of 34%, whereas the African
contribution varies between 8% and 21% [41-43]. Taking all these
considerations together the observed differences between genetic
risk to PTB with other populations were unsurprising.

In this work, we also tested the possibility that environmental
and genetic factors may interact to lead to PTB. Only smoking and
PROM were differentially distributed in cases and controls, as
expected according to previous studies [5,6,16,44-46]. Exposure to
tobacco during pregnancy is a well-documented risk factor for
pregnancy complications [44,46,47] so it may hide the genetic
predisposition to PTB. We found that when accounting for the
effect of smoke exposure, it was possible to uncover the association

Table 4

Logistic regression analysis of cases vs. controls for maternal rs16944 (IL1B) and
newborn rs1800795 (IL6) adjusted to the other polymorphism as well as their
interactions.

Genotype OR (95%CI) p-value
rs16944 (IL1B) mother 1.14 (1.0-1.3) 0.09
rs1800795 (IL6) newborn 12.30 (2.0-76.7) <0.01
interaction 0.3 (0.1-0.8) 0.01

OR: odds ratio, CI: confidence interval.
Statistical significance is marked as bold values.

of both IL1B and IL6 polymorphisms carried by the mother with
PTB. Thus, by incorporating environmental data, we revealed that
both these SNPs are associated with PTB, a finding not found when
we analyzed genetic data alone. This finding further stresses the
importance of studying the effect of genotype in the context of
environmental factors because they substantially contribute to
phenotype variability. This may be a reason why results are rarely
replicated in case-control studies in the genetics of PTB. The
etiology of PTB itself is heterogeneous. PTB is likely the result of
various different underlying causes [48,49]. In addition, several
environmental factors are known to affect birth outcome, and
consequently they must be considered when interpreting genetic
data. Thus, when designing research studies on PTB, both genetic
and environmental variables must be incorporated.

The combined strategy used here, analyzing genotype data of
mother-child dyads in conjunction with environmental variables,
requires a well-characterized population and a smaller sample size
compared with modern GWAS level analysis, as well as a limited
number of candidate genes. Few other candidate gene studies on
PTB have been performed using this design, which offers
protection against bias due to population stratification.

The same advantages discussed here may also be considered as
weaknesses of the study. Our study was limited in that the sample
size was small compared with modern GWAS-level analyses and in
that it was based on a limited number of candidate genes.
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Fig. 1. Distribution of the combined genotypes from the mother-newborn dyads for
the mother’s IL1B (rs16944) and newborn’s IL6 (rs1800795). Only the combination
of IL6 G/G genotype in mothers and IL6 G/C genotype in newborns was different
between case and control groups (p < 0.05, x? statistics).



24 S. Pereyra et al./European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology 202 (2016) 20-25

Table 5
Logistic regression analysis on the maternal genotypes adjusted by mothers who
had smoke exposure and the corresponding interaction with smoke exposure.

Adjusted OR (95%CI) Interaction (95%CI)

p-value p-value
rs4986790 (TLR4), 1(0.3-3.5) >0.05 2.1(0.3-13.1) >0.05
rs1800795 (IL6 2.8 (1.2-64) <0.05 0.3 (0.1-0.9) <0.05
rs16944 (IL1B) 0.4 (0.2-0.8) <0.01 3.3(1.3-7.9) <0.01
rs375947 (IL12RB) 1.2 (0.7-2.0) >0.05 0.8 (0.4-1.7) >0.05

OR: odds ratio, CI: confidence interval.
Statistical significance is marked as bold values.

Consequently, the amount of information and statistical signifi-
cance of the data are less compared with GWAS. Another weakness
of this study is that we did not have an external replication sample
to corroborate our findings. The findings should thus be regarded
as exploratory, although the prior plausibility of the genes studied
provides increased confidence in our results.

Conclusion

Although exploratory, our data suggest that an inflammatory
pathway is involved in PTB, maternal genotypes affect the
expression of fetal genes involved in delivery, and environmental
factors (e.g., smoking) may hide the effect of genotype variations.
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Abstract

Background: Preterm birth (PTB), defined as infant delivery before 37 weeks of completed gestation, results from
the interaction of both genetic and environmental components and constitutes a complex multifactorial syndrome.
Transcriptome analysis of PTB has proven challenging because of the multiple causes of PTB and the numerous
maternal and fetal gestational tissues that must interact to facilitate parturition. The transcriptome of the chorioamnion
membranes at the site of rupture in PTB and term fetuses may reflect the molecular pathways of preterm labor.

Methods: In this work, chorioamnion membranes from severe preterm and term fetuses were analyzed using RNA
sequencing. Functional annotations and pathway analysis of differentially expressed genes were performed with the
GAGE and GOSeq packages. A subset of differentially expressed genes in PTB was validated in a larger cohort using
gRT-PCR and by comparing our results with genes and pathways previously reported in the literature.

Results: A total of 270 genes were differentially expressed (DE): 252 were upregulated and 18 were down-regulated in
severe preterm births relative to term births. Inflammatory and immunological pathways were upregulated in PTB. Both
types of pathways were previously suggested to lead to PTB. Pathways that were not previously reported in PTB, such
as the hemopoietic pathway, appeared upregulated in preterm membranes. A group of 18 downregulated
genes discriminated between term and severe preterm cases. These genes potentially characterize a severe
preterm transcriptome pattern and therefore are candidate genes for understanding the syndrome. Some of
the downregulated genes are involved in the nervous system, morphogenesis (WNT1, DLX5, PAPPA2) and ion
channel complexes (KCNJ16, KCNBT), making them good candidates as biomarkers of PTB.

Conclusions: The identification of this DE gene pattern will help with the development of a multi-gene disease classifier.

These markers were generated in an admixed South American population in which PTB has a high incidence. Since the
genetic background may differentially impact different populations, it is necessary to include populations such as those
from South America and Africa, which are usually excluded from high-throughput approaches. These classifiers should be
compared to those in other populations to obtain a global landscape of PTB.

Keywords: RNA-Seq, Preterm birth, Gestational age, Biomarkers

Background

Preterm birth (PTB), defined as the delivery of an infant
before 37 weeks of completed gestation, is a worldwide
health problem and remains the leading cause of global
perinatal morbidity and mortality [1-3]. PTB is a complex,
multifactorial syndrome comprised of multiple clinical sub-
types that can be defined as either idiopathic or ‘medically
indicated’ (by caesarean or labor induction). Idiopathic or

* Correspondence: rsapiro@fmed.edu.uy

3Departamento de Histologia y Embriologia, Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica, Av. General Flores 2125, C.P, 11800 Montevideo,
Uruguay

Full list of author information is available at the end of the article

K BMC

spontaneous PTB (sPTB) accounts for 70% of total
PTB, while medically indicated PTB usually represents
30% of total PTB [4, 5]. Within the sPTB group, 45% of
cases may occur without preterm rupture of mem-
branes, while the remaining 25% are the consequence
of the preterm premature rupture of membranes
(PPROM) [5-8]. PTB has also been stratified according
to gestational age (GA); neonates born between 24 and
33 weeks (severe PTB) are at higher risk of death and
diseases later in life than moderate PTB (GA between
34 and 36 weeks). It has been speculated that PTB from
different GA groups has diverse causes and/or pathological

© The Author(s). 2019 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1186/s12920-019-0498-3&domain=pdf
http://orcid.org/0000-0002-9755-9016
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/
mailto:rsapiro@fmed.edu.uy

Pereyra et al. BMC Medical Genomics (2019) 12:53

mechanisms [8]. Regardless of the PTB subtype, current
therapies are not successful in prolonging time to birth
once labor has been initiated [3].

PTB occurs as a result of the interaction of both genetic
and environmental components, and it constitutes a com-
plex multifactorial syndrome [3, 9]. The genetic architec-
ture of pregnancy and PTB has proven challenging not
only because of the multiple causes of PTB but also
because of the numerous maternal and fetal gestational
tissues that must interact to facilitate parturition [3, 10].
These tissues include the decidua, myometrium, cervix,
maternal blood originating from the mother and villous
placenta, fetal membranes (chorion and amnion), umbil-
ical cord, and fetal blood originating from the fetus [5].

The main etiological factors related to PTB are inflam-
mation, hemorrhage, activation of the maternal or fetal
hypothalamic-pituitary axis, immune dysregulation, dis-
tension of the myometrium and cervical insufficiency
[1, 3, 9, 11]. All these processes have diverse and dis-
tinctive ways of initiating labor but may share a com-
mon pathway that ends in the release of mediators that
stimulate myometrial contraction, degradation of extracel-
lular matrix components, inflammation and apoptosis.
Consequently, these processes promote membrane rup-
ture, cervical ripening, and uterine emptying, resulting in
PTB [1, 11]. Studies of the transcriptomes of these tissues
can help with the development of a molecular landscape
of preterm labor and improve understanding of the physi-
ology and pathology of term and preterm parturition. Spe-
cifically, study of the transcriptome of the membranes at
the site of rupture in PTB may indicate shared genes of
those pathways.

RNA sequencing (RNA-Seq) is a potent technology for
transcriptome analysis that allows for a comprehensive
characterization of gene expression [12]. The published
RNA-Seq studies on human labor have been restrained to
normal term pregnancies and confined to the placenta at
different GAs [13—15]. More placental gene expression data
are available from experiments based on microarrays [16],
but most of these are concentrated on preeclampsia [13].

As mentioned, GA determines the diverse pathological
mechanisms of PTB [8]. Genetic background seems to
play a more relevant role in severe PTB neonates than in
moderate PTB [17]. Modifications to chorioamniotic
expression that end in severe PTB should be more dras-
tic than those ending in term delivery or even moderate
PTB. Therefore, we decided to focus on the transcrip-
tome of severe PTB chorioamniotic tissues in an attempt
to find DE genes with more biological significance. To
validate the principal pathways found in this study, our
results were compared with data previously reported in
the literature.

Based on our previous work in the field [17-20] and
the current status of knowledge of term and preterm
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labor [21-26], we anticipate modifications in inflamma-
tory pathways in the preterm transcriptome compared
to those in the term transcriptome. Nevertheless, the ul-
timate goal of the study is to obtain a PTB expression
signature.

Methods

Patient recruitment

Controls and cases were term and severe preterm deliv-
eries from unrelated offspring of women receiving ob-
stetrical care at the Pereira Rossell Hospital Center,
Montevideo, Uruguay. Preterm tissues were collected
immediately after labor from pregnancies complicated
by birth before 33 weeks of gestational age (GA). Term
chorioamnion tissues were obtained from uncomplicated
pregnancies delivered after 37 weeks of GA. Multiple
gestations, fetal anomalies, eclampsia and C-surgery de-
livery were excluded in both groups, as well as medically
indicated PTB. Due to the high incidence of premature
rupture of membranes (PROM) [6, 17], we did not ex-
clude PROM from either cases or controls, and instead
we used PROM as a cofactor in the statistical analyses
(see below).

Maternal demographic characteristics were collected
through questionnaires filled out by the mothers after
delivery. Clinical and obstetric data were obtained from
the Perinatal Information System, which consists of
basic perinatal clinical records developed by the Latin
American Center for Perinatology (CLAP) from WHO/
PAHO [27].

Chorioamnion tissue collection, RNA extraction, and
sequencing

Samples were collected within 30 min post-delivery. The
amnion and chorion were obtained from the extraplacen-
tal membranes (reflected membranes), which provide a
purer source of the fetal membranes. A 1cm? portion of
chorioamniotic membrane surrounding the exact place of
membrane rupture for each subject was collected follow-
ing the procedure described by Nhan-Chang et al. [24]
and immediately frozen in liquid nitrogen or submerged
in RNAlater solution (Qiagen, Hilden-Germany). The
amnion-chorion was processed together. All samples were
later stored at —80°C until laboratory procedures were
performed. Samples were ground into a fine powder in li-
quid nitrogen with a precooled pestle and mortar and sub-
jected to RNA extraction.

Total RNA was extracted from each sample using a
TRIzol* (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) RNA ex-
traction protocol that produces messenger RNA-enriched
purification. The quality and concentration of RNA prod-
ucts were determined by UV-absorbance spectrophotom-
etry (Nanodrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA).
The integrity of the RNA molecules was checked using a
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2100 Bioanalyzer platform (Agilent Technologies, Santa
Clara, California, USA). We selected RNA samples from
eight tissues (4 cases and 4 controls) for paired-end sequen-
cing that were matched based on the mother’s age, fetus
sex and socioeconomic status and the lack of other medical
complications, such as preeclampsia or intrauterine growth
restriction (IUGR). All samples had RNA integrity numbers
of 8 or higher. RNA samples were shipped to Macrogen
Inc. (Seoul, South Korea) under the recommended RNA
submission conditions, simultaneously, to avoid batch
effects [28]. Upon arrival, samples were further assessed for
RNA integrity using a 2100 Bioanalyzer platform (Agilent
Technologies). Messenger-RNA (mRNA) content was puri-
fied from total RNA with the PolyATract mRNA Isolation
System II (Promega Inc., Madison, Wisconsin, USA) and
copied into ¢cDNA molecules using an Illumina TruSeq
RNA Sample Preparation Kit v2. One ¢cDNA library was
constructed for each specimen; libraries were subjected to
massive sequencing following the Illumina HiSeq2000
protocol (Illumina Inc. San Diego California, USA). A read
was defined as a 100 bp ¢cDNA fragment sequenced from
both ends (paired-end). The data have been deposited in
the Sequence Read Archive (NCBI) and are accessible
through SRA Series accession number SRP139931. A sub-
set of high-quality extracted RNAs, comprising a total of 15
term and 9 severe PTB samples, including the sequenced
samples, were used to validate the results by real-time
quantitative-PCR (see below).

Mapping reads to the reference genome

The obtained reads were trimmed and clipped for qual-
ity control in Trimmomatic v0.32 [29] and checked for
quality using FastQC v0.11.2 [30]. Reads were then
aligned to the GRCh37 reference genome using Tophat
v2.1.0 [31] and Ensembl annotations [32], as derived
from Ensembl Release 75.

For data visualization purposes only, gene read counts
were transformed by the regularized logarithm (rlog)
[33]. This transformation removes the dependence of
the variance on the mean and normalizes count data
with respect to library size.

Identification of differentially expressed (DE) genes and
gene set enrichment analysis

HTSeq-count with the parameters m = union, s = no,
and t = exon was used to produce raw read counts for
the expression of each gene [34]. Differential expression
analysis on the gene level was performed with the R
packages DESeq2 v1.16.1 [33], edgeR v3.18.0 [35] and
Cuffdiff v2.2.1 [36]. A linear model with preterm condi-
tion and PROM as a cofactor was employed to analyze
case-control conditions. A complementary differential
expression analysis contrasting RNAseq data from tis-
sues that presented PROM (n = 3) vs. those without
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PROM (n = 5) using preterm as a cofactor was also per-
formed. P-values were adjusted for multiple testing using
the Benjamini and Hochberg (“BH”) approach [37] to
control the false discovery rate (FDR) [32]. A gene was
considered expressed if it had more than 5 aligned reads.
Genes were identified as DE with the following criteria:
absolute logarithm 2-fold change >2 and FDR-adjusted
p-value < 0.05 for multiple hypothesis testing (method =
“BH”). With the aim of reducing false-positive hits, we
required a gene to be selected with these two criteria by
the three mentioned algorithms to be considered DE.

To understand the underlying biological processes, func-
tional annotations of DE genes were performed using the
GAGE and GOSeq packages of Bioconductor 3.5 [38, 39].
The GOSeq method considers the effect of selection bias in
RNA-Seq data that can arise as a result of gene length
differences [39]. All gene mapping was performed using the
biomaRt R package [40]. We looked for enrichment via
genetic associations with KEGG pathways and Gene
Ontology (GO) terms; GO terms were supported by at least
3 analyzed genes. Multiple testing was adjusted using the
BH approach, and enrichment was declared if the BH
adjusted p-value was less than 0.05. Principal component
analysis (PCA) was used to explore the efficiency of DE
genes to explain preterm delivery.

Additionally, we investigated whether the identified
severe preterm DE genes were previously associated with
PTB. A reference list was generated by exploring available
public databases and recent meta-analysis associations be-
tween those genes and PTB (years 2012 to 2018). Those
data included a database of associations between SNPs
and PTB [41], two recent meta-analysis of transcriptomic
studies of several PTB tissues [5, 42], the previously men-
tioned transcriptomic study of chorioamnion [43] and
publicly available gene expression data (http://www.genes
tation.org/analysis/gene/expression/ and [44—46]).

Validation of RNA-Seq results by assessing gene
expression via quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

Six genes were selected based on greater absolute loga-
rithm fold changes and higher statistical significance for
the confirmation of DE gene data by qRT-PCR: interleu-
kin 1 beta (/L1B), lipocalin 2 (LCN2), macrophage recep-
tor with collagenous structure (MARCO), caspase 5
(CASPS), serpin family A member 1 (SERPINAI), and
TNF superfamily member 15 (TNFSF15). The expression
values of these genes were evaluated in the 15 term birth
and 9 severe PTB samples.

Total RNA from each sample (1pug) was used to
synthesize first-strand ¢cDNA using a Superscript II RT
Reagent Kit (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) and
random primers (0.5 pg/pl). qRT-PCR amplifications
were performed in a Corbett Real-time Thermocycler
(Qiagen, Hilden-Germany) using the Biotools SYBR
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Green Kit (Biotools, Madrid, Spain). The relative expres-
sion ratio of a target gene was calculated as described in
the 2-DDCt method [32].

Reaction mixtures contained 10 pl of QUANTIMIX
EASY (Biotools; #10606—4153), each forward and re-
verse primer at 0.5 pM, 1 pl of cDNA sample, and deion-
ized water to a final volume of 10pl. The following
conditions were used: 95°C for 5min and 40 cycles at
95°C for 15, followed by 1 min at 63 °C. After amplifi-
cation, a melting step was performed, with a rise in
temperature from 72 to 90 °C with continuous acquisi-
tion of fluorescence.

A positive and a negative (non-template control) control
were added to each PCR reaction. Each sample was assessed
in duplicate, and the %CV between the duplicates was < 2%.
All primer sequences for the validated genes were designed
to span exon-exon junctions to minimize the potential of
amplifying genomic DNA (Additional file 1). Amplification
efficiencies of primers were within a range of 90 to
110% efficiency, and primer specificity was assessed by
the presence of a single temperature dissociation peak.
The glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
gene and the TATA-box protein (TBP) gene were chosen
as the reference genes to estimate relative quantification.
The geometric mean of the GAPDH and TBP genes was
used as the reference. The relative gene expression was
calculated using the 224" method with the term group as
the control group [47].

Validation of RNA seq results by comparison with
previous preterm transcriptomic studies

To determine if the results presented here reflect the
PTB mechanisms previously reported in the literature, a
PubMed search was performed using these search terms:
[preterm AND (transcriptome OR transcriptomic)]. The
electronic search was performed on March 19th, 2018
with no restrictions to identify all articles related to DE
genes in all gestational tissues. The results were analyzed
based on 5 inclusion criteria: published in English,
original research, human chorioamnion tissue samples,
DE between term and PTB and candidate gene list as-
sembled. All articles were cross-checked with database
search results to find any additional available transcrip-
tome data.

Other statistical analysis and data visualization

Maternal demographics, clinical characteristics of the term
and severe preterm study groups and qPCR real-time data
were compared using Student’s t-test for between-group
comparisons of continuous data. For comparisons of cat-
egorical data, the Chi-square test was used. All statistical
analyses were performed using the R environment for stat-
istical computing version 3.4.3 [19]. After multiple test cor-
rection, a p-value <0.05 was used to consider statistical
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significance. The ggplot2 R package was used to create
plots [48].

Results

Demographic and clinical characteristics of the term and
severe preterm groups are presented in Table 1. There
were significant differences between cases and controls
for gestational age, birth weight and the number of prenatal
medical appointments, while the remaining assessed vari-
ables did not present significant differences between groups
(Table 1). We selected 8 of the 24 chorioamniotic mem-
branes to pursue RNA-Seq analysis (Additional file 2). The
8 tissues were selected and paired to match cases and con-
trols based on the mother’s demographics, the newborn’s
sex and socioeconomic status (see Additional file 2).

Exploration and evaluation of overall gene expression
Genome-wide gene expression in chorioamnion tissue
samples was evaluated using RNA-Seq technology for 4
term and 4 severe preterm samples. A summary of the
sequencing read alignments to the reference genome is
presented in Additional file 3. Illumina sequencing ef-
fectively produced large numbers of high-quality reads
from all samples. On average, 93.7% of the total reads
were mapped successfully. Among the aligned reads,
91.5% were mapped to unique genomic regions.

A PCA was performed on the gene expression rlog
transformed values (Fig. 1a). A high portion of the overall

Table 1 Demographic and clinical characteristics of term and
severe preterm patients

Term birth ~ Severe preterm
birth
Total Total p value®
(n=15) n=9
Mothers age, years + SE 241+£16 206+ 10 0.146
Gestational age, weeks + SE 393+ 03 307 + 09 19%x10°1°
Education: elementary 9 (60.0) 3(333) 0399
school or less, n (%)
Marital status, % single 133 222 0472
mother
PROM (%) 4 (26.7) 2(22.2) 1
Preeclampsia (%) 0 1(11.1) 0.238
IUGR (%) 0 1(11.1) 0.238
Parity, n (%) 0335
Nulliparous 5(333) 4 (44.4)
>2 5(333) 2(222)
Birth weight (g), mean + SE 3492 + 120 1696 + 205 16 %107
Birth sex, % female 47 55 0472
Prenatal appointments + SE 88 + 0.8 43+09 0.002

“Significance was assessed with Student’s t-test or Chi-square test, as applicable
PROM: Preterm rupture of membranes, IUGR: Intrauterine restriction growth,
SE: Standard error
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variance was accounted for by the first two principal com-
ponents of this model (PC1, 64%; PC2, 22%). The PCA
showed term samples as a clearly packed group, while se-
vere preterm samples showed greater variability.

A total of 270 genes were DE simultaneously according
to the 3 methods employed (FDR < 0.05 and absolute loga-
rithm fold change >2) (Additional file 4). Among the DE
genes, 252 were upregulated and 18 were downregulated in
severe preterm births relative to term births. The full list of
DE genes detected (FDR < 0.05 and absolute log fold
change >2) can be found in Additional file 5a. Additional
file 5 also includes references to previous studies that
associated PTB with the DE genes found in this work
(Additional file 5d). Approximately 50% of DE genes
were previously reported to be associated with preterm
labor.

When visualizing the rlog transformed read counts of
the 270 significantly DE genes, control samples had a
homogenous expression pattern (Fig. 1b). Notably, several
of the DE genes were associated with immune-related
functions such as interleukin 24, CXC motif chemokine
ligands and tumor necrosis factor signaling pathways. A
hierarchical clustering analysis clustered genes in 3
groups. Remarkably, one of the clusters was a group of 18
genes that had a notably discordant expression pattern for

term and severe preterm samples. This group consisted of
the aforementioned 18 downregulated genes (Fig. 2),
which potentially characterize a severe preterm transcrip-
tome pattern and therefore are candidate genes for under-
standing the syndrome. These genes included potassium
voltage-gated channel subfamily members, genes involved
in cell adhesion functions, placental alkaline phosphatase
and a Wnt family member. This gene cluster was related
to GO terms involved in the nervous system, organ mor-
phogenesis, and ion channel complexes, but no term
remained as enriched with statistical significance in the
group after BH p-value correction.

The remaining two groups consisted of 147 and 105
genes. Mainly, these genes were related to chemokines,
TNF family members, coagulation factors, and transmem-
brane proteins. A GO term enrichment search revealed
508 and 301 terms, respectively that were statistically sig-
nificant (BH corrected p-value < 0.05). These terms were
mostly related to immune and inflammatory responses
and the immune system.

We found some overlap between the 270 DE genes
and genes related to labor that were previously identified
by RNA microarrays [49-52] . In total, 58 of the 270 DE
genes found in this study were identified as DE between
labor and no labor births (Additional file 5, b).
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When analyzing whether PROM has an effect on gene
expression, we found only 14 genes differentially expressed
between groups with and without PROM (FDR < 0.05 and
absolute log fold change >2) (Additional file 5, c). Only 2
of those genes were also detected as DE with respect to
preterm condition: KCNJ16 and TRPVé6.

Gene set enrichment analysis using gene ontology

In an effort to identify processes and pathways that
could be regulated differentially between the severe pre-
term and term groups, we performed a Gene Set Enrich-
ment Analysis implemented in the Goseq R package.
Genes that showed an FDR < 0.05 were tested against the
background set of all expressed genes with ENSEMBL
annotations. In this sense, for the enrichment analysis
comparing gene expression between severe preterm and
term births, 270 significant genes were tested against
18,675 background genes. The significant enrichment of
GO terms was tested using the Wallenius approximation
and by applying multiple hypothesis testing correction
(BH). Only terms with 3 or more statistically significant
genes were considered.

A total of 1886 GO terms were enriched among the
DE genes (FDR < 0.05), corresponding to Biological
Processes (562 terms), Cellular Component (49) and
Molecular Function (35) (Fig. 3a). Within the Bio-
logical Processes category, the terms immune re-
sponse, immune system process and defense response
were the most significantly enriched for DE genes.
Likewise, the Cellular Component category subdivided
annotated sequences into plasma membrane, cell per-
iphery, and cytoplasmic vesicle part, which were the
most highly represented terms. Within the category
Molecular Function, the three principal groups were
signaling receptor activity, receptor activity, and trans-
ducer activity.

When analyzing KEGG pathways, the most significant
upregulated pathways were Chemokine signaling path-
way and Hematopoietic cell lineage (both with FDR =
7.038 x 10~ % Fig. 4). Several relevant processes for PTB
were upregulated, such as those involved in intracellular
signaling: Toll-like, NOD-like, T cell and Jak-STAT sig-
naling pathway (Fig. 3b). No statistically significant
downregulated pathways were found.
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Validation of gene expression by qRT-PCR

To validate genes that were significant in the RNA-Seq ana-
lysis, six DE genes were selected—IL1B, LCN2, MARCO,
CASPS, SERPINA1 and TNFSF15—and their expression
was assessed by qPCR. The RNA-Seq analysis showed that
all genes were significantly upregulated in PTB. Additional
file 6 displays the logarithm fold differences in gene expres-
sion measured by both RNA-Seq and qRT-PCR. The six
genes displayed similar patterns of mRNA abundance
with both methods. Five genes were significantly upreg-
ulated between severe preterm and controls when ana-
lyzing the qPCR expression data: LCN2, MARCO and
TNFESFI5 (p value <0.001) and CASPS and ILIB (p
value < 0.05); SERPINAI was also upregulated, although
the differences between groups did not reach statistical
significance (Additional file 6).

Validation of RNA seq results by comparison with
previous preterm transcriptomic studies

The results presented in this study were compared with
those previously reported in the literature. A PubMed
search using the terms [preterm AND (transcriptome
OR transcriptomic)] yielded 101 results. We collected all
101 abstracts and, after analyzing them, found that most
studies focused on preeclampsia, placental villi tissue,
and animal models or maternal or cord blood. Six stud-
ies used RNA-Seq: two focused on cord blood [53, 54],
two on animal models [55, 56] and two on the transcrip-
tome of normal labor [14, 57].

Only one study met all inclusion criteria mentioned
above and included the transcriptomes of the chorion
and amnion membranes; this study was included for
comparison with the results obtained in this work [43].
The study used microarray technology and found 50
genes that identified the preterm labor phenotype, seven
of which were DE in the current study (Table 2). The
direction of gene expression changes matched between
studies in all cases [43].

Discussion
Although PTB is responsible for most neonatal deaths
and morbidity [58], there has been a shortage of studies
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that permit the creation of a distinctive expression foot-
print to describe its pathology and to consequently
achieve improvements in its prevention, diagnosis, and
treatment. To overcome this gap in knowledge, we ana-
lyzed the gene expression of the chorioamnion mem-
branes from severe PTB and term newborns by RNA-seq.

In this study, we present a distinct transcriptome pat-
tern of severe PTB. Our study revealed 270 DE genes
between both conditions. A number of this magnitude
may partially explain the lack of previous molecular signa-
tures for PTB as well as the difficulty in identifying bio-
markers and potential therapeutic interventions [4, 39].
Several pathways and genes are involved in labor, and
most of them are either turned on or off during patho-
logical conditions [4, 16, 37, 40].

It has been proposed than pregnancy is maintained by
the downregulation of chemokines at the maternal-fetal
interface [43]. Removal of this downregulation results in
term birth, while in the case of PTB, the activation of mul-
tiple pathways of the immune system overrides this down-
regulation [3, 43, 55, 59—62]. In concordance with this idea,
we found that upregulated genes were mostly related to the
immune response (e.g, ILIB, interleukin 24, CXC motif
chemokine ligands or TNF). Moreover, we found that se-
vere preterm labor was significantly enriched for immune
processes in comparison to term labor. Gene ontology and
KEGG pathway enrichment analyses indicated that inflam-
matory and immune pathways were enriched in severe pre-
term samples (Fig. 3). These findings are in agreement with
previously mentioned studies, demonstrating that preterm
labor is associated with extensive immune response activa-
tion in several gestational tissues. In fact, the incidence of
PTB in association with inflammation is higher earlier in
pregnancy [63], so the overexpression of inflammatory and
immune pathways in severe PTB is consistent with the
results reported in the literature.

IL1B was upregulated in severe preterm births in our
data. IL1B is a central mediator in the pathological process
of inflammation since it can stimulate the expression and
release of other labor mediators [21, 23, 64—66]. Recent evi-
dence indicates that IL1B may be involved in labor through
activation of the inflammasome [22]. The inflammasome is

Table 2 DE genes simultaneously found in Bukowski et al. [43] and this study

Gene Symbol Gene HGNC ID Change in direction
BCL2A1 BCL2 related protein A1 HGNC:991 upregulated in PTB
CCRL2 C-C motif chemokine receptor-like 2 HGNC:1612 upregulated in PTB
CHI3L1 chitinase 3 like 1 HGNC:1932 upregulated in PTB
CXcL2 C-X-C motif chemokine ligand 2 HGNC:4603 upregulated in PTB
GPR84 G protein-coupled receptor 84 HGNC:4535 upregulated in PTB
SAMSN1 SAM domain, SH3 domain and nuclear localization signals 1 HGNC:10528 upregulated in PTB
SLC16A10 solute carrier family 16 member 10 HGNC:17027 upregulated in PTB
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a multi-protein complex located in the cytoplasm of cells
whose activation induces the transformation of pro-IL1B
(immature form) into the active forms of IL1B via the
actions of active caspase-1 (CASP1) [67-70]. NLR family
pyrin domain-containing protein 3 (NLRP3) is an inflam-
masome recruiting pattern recognition receptor [68, 71].
The amniotic fluid concentrations of some inflammasome
mediators (CASP1, IL1B, NLRP3, and IL18) are greater in
women who have spontaneous preterm or term labor with
intraamniotic infection/inflammation than in those without
this clinical condition [22, 72-77]. We found that some
inflammasome genes, including CARD domain containing
4 (NLRC4), caspase 5 (CASPS), absent in melanoma 2
(AIM2) and the already mentioned NLRP3, were upregu-
lated in our data. Moreover, the inflammasome complex
GO term (GO:0061702) was significantly enriched in this
group. Taking all data together, inflammasome activation
may be implicated in the induction of preterm labor. If the
hypothesis that inflammasome activation contributes to
PTB is true, it may have medical implications. Components
of the inflammasome may be the targets of drugs that could
potentially abort PTB once it is clinically suspected and be-
fore the full immunological response begins.

As can be observed in Additional file 5, several genes
identified as DE in this work were previously associated
with PTB. Interestingly, two of the overexpressed genes
found in this study were previously proposed as bio-
markers of PTB because their concentration in amniotic
fluid was higher in PTB than in term labor: C-X-C motif
chemokine ligand 10 (CXCLI0) gene and matrix metal-
lopeptidase 8 (MMP8) [46, 78—80]. Consequently, these
biomarkers can be analyzed in amniotic fluid and provide
information to prevent PTB. CXCL10 is related to maternal
anti-fetal rejection in the same way that it is related to allo-
graft rejection [46]. In this context, CXCL10 overexpression
in PTB may lead to premature labor by triggering a fetal
inflammatory response. MMP8 is known to decrease the
integrity of the cervical and fetal membrane extracellular
matrix [81]. MMP-8 may alter the membrane extracellular
matrix and permit the passage of bacteria into the endo-
metrium, leading to bacteria-induced PTB [82].

A small group of 18 genes clustered together discrimi-
nated between term and severe preterm cases (Fig. 2).
All of the genes were downregulated. These genes poten-
tially characterize a severe preterm transcriptome pattern
and therefore are candidate genes for understanding the
syndrome. None of these downregulated genes were previ-
ously proposed in the literature as preterm birth bio-
markers. However, the placental alkaline phosphatase
(ALPP) and pappalysin 1 (PAPPA) genes were included in
a group of nine placental genes that together could predict
GA in a recent pilot study [45]. ALPP and Pappalysin 2
(PAPPA2), a closely related gene to PAPPA, were among
the 18 downregulated genes found here. Additionally,
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PAPPA2, a type of metalloproteinase with typically high
gene expression in the placenta [83], was found to be DE
in placenta tissue between spontaneous PTB and term
birth [84].

The low number of downregulated genes made it diffi-
cult to establish statistically significant pathways: only
two of the 18 clustered genes were included in the same
KEGG pathway. The Wnt family member 1 (WNT1I) and
distal-less homeobox 5 (DLXS5) genes belong to the path-
way: “Signaling pathways regulating pluripotency of stem
cells” (hsa04550). In term births, expression of this path-
way increases at the end of pregnancy [85]. The WNT1
gene belongs to the WNT signaling pathway, which is
involved in cell proliferation, development, and tumor
progression. WNT signaling pathway inhibition could
contribute to miscarriages and PTB by decreasing
trophoblast proliferation and invasion [86]. Notably, the
WNT?2 gene, which is typically overexpressed in placenta,
was not DE in our data. DLX5 is a member of a homeobox
transcription factor gene family. Homeobox genes regulate
embryonic as well as placental development [87]. They are
widely expressed in the human placenta. A potential role
for DLX5 may be related to neurobehavioral development
and to the regulation of stem cell function, both of which
are important for normal placental development [87].
Additionally, DLXS5 is upregulated in preeclamptic placen-
tas, presumably due to altered methylation at the DLX5
locus in preeclampsia that results in loss of imprinting
[88]. A decrease in the expression of this gene later in ges-
tation was found in human placenta as a response to an
increase in gene body methylation over gestational age
[87]. Our results indicate that WNTI and DLXS expres-
sion are lower in severe PTB fetal membranes than in
term membranes. In this context, we speculate that down-
regulated genes may act as maturation genes that set the
gestation timing.

These putative maturation genes may be very difficult
to discriminate from those leading to preterm birth. A
major issue in the study of PTB transcriptomes in
humans is the inability to collect healthy control tissue
at the same gestational age (GA) to compare with patho-
logic preterm tissue. Consequently, DE genes between
PTB and term fetuses reflect differences in both GA and
the pathological events of preterm labor. We are aware
that, as a consequence of the design of our study, genes
responsible for PTB and GA overlap. By comparing hu-
man sPTB and term transcriptomes with GA-matched
control transcriptomes from a closely related species
(macaques), Eidem et al. [89] identified a low number of
distinctive, promising sPTB-specific candidate genes or
genes potentially related to GA effects. The authors
found similar functions for PTB and GA genes, so they
speculated that the effects of sSPTB and GA do not cor-
respond to biologically distinct processes [89].
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In an attempt to narrow the gene signature of PTB,
DE genes were compared with labor-related genes de-
scribed in previous works [49—52]. Fifty-eight of the DE
genes found in this study were identified as labor-related
genes, making them candidates for labor independent of
GA. In the remaining group, it is probable that PTB
genes overlap with those related to GA. However,
whether PTB is labor that occurs too soon or represents
a pathological event with a new group of expressed
genes is still an open question.

The present transcriptome of chorioamnion membranes
does not resolve the controversy, but it adds information
that will help to complete the PTB expression scenario. On
one hand, our results confirmed that immune response
pathways are upregulated in PTB. On the other hand, this
RNA-Seq approach allowed the identification of upregu-
lated genes and pathways that were not previously reported
to be associated with PTB (hematopoietic cell lineage path-
way, osteoclast differentiation). Additionally, we found that
some of the downregulated genes are involved in the ner-
vous system, morphogenesis (WNT1, DLXS5, PAPPA2) and
ion channel complexes (potassium voltage-gated channel
subfamily ] member 16 (KCNJ16), potassium voltage-gated
channel subfamily B member 1 (KCNBI)). It is difficult to
speculate on the importance of these genes and pathways
in PTB; for example, ion channels are involved in a wide
spectrum of different functions that eventually lead to labor
or PTB, including implantation [90], Ca*" signaling [91],
smooth muscle contraction [92] and inflammation [93].
Regarding the possibility that the hematopoietic cell lineage
pathway is connected to PTB, it is known that the placenta
produces hematopoietic stem cells (HSCs) [94, 95]. The
placenta can generate HSCs and cause their expansion but
not their differentiation. The placental HSC pool first ap-
pears early in gestation and then decreases while the HSC
reservoir develops in the liver [95, 96]. Subsequent studies
demonstrated that mid-gestation placenta also harbors a
large pool of pluripotent hematopoietic stem cells that have
self-renewal capacity [94, 97]. Moreover, hematopoietic
progenitors were found in full-term placentas within a low
percentage of lineage-committed cells [98]. Since the
hematopoietic monocyte-macrophage lineage produces
osteoclasts, the hematopoietic cell lineage and osteoclast
differentiation pathways are connected. Although both
pathways appear far removed from term labor or PTB a
priori, they may represent interesting unexplored paths to
preterm labor. Nevertheless, all of the mentioned genes and
biological processes open new lines of research, making
them good candidates as biomarkers of PTB.

A literature search to validate these genes revealed that,
surprisingly, there are few high-throughput studies analyz-
ing chorioamniotic tissues and none using RNA-Seq tech-
nology. To our knowledge, this is the first RNA-Seq study
of chorioamniotic tissues in preterm and term births.
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When comparing the results from Bukowski et al. [43],
only 7 genes are shared with our study. All of these genes
may be related to PTB in one way or another: C-C motif
chemokine receptor-like 2 (CCRL2) and C-X-C motif che-
mokine ligand 2 (CXCL2) belong to inflammatory path-
ways [99, 100], and G protein-coupled receptor 84
(GPR84) is a receptor of fatty acids that is also related to
inflammation [101]. BCL2 related protein Al (BCL2AI)
and chitinase 3 like 1 (CHI3LI) were recently associated
with chorioamnionitis in monkeys and humans [102];
solute carrier family 16 member 10 (SLC16A10) is upregu-
lated in the mid-gestational placenta [103]; and SAM
domain, SH3 domain and nuclear localization signals 1
(SAMSN]I) is a poorly characterized gene that may be in-
volved in the differentiation of lymphocytes B [104]. The
fact that these subsets of genes overlap in both studies,
which used different experimental techniques, stresses
that they should be targets of further research into PTB.

One interesting finding is the homogeneity for gene
expression in the control samples. After a linear reduction
of the variability for more than 30,000 expressed genes,
the control samples cluster together in a small group. The
dispersion of the samples in the PCA analysis is lower
compared to other tissue expression profiles using the
same exploratory analysis [105]. In contrast, PTB chor-
ioamniotic expression analysis revealed a more disperse
group, further stressing the heterogeneity of this condi-
tion. This may be a consequence of the complexity of the
syndrome characterization, as it has been previously re-
ported in the expression of other tissues related to PTB
like the myometrium [106]. In concordance, Ngo et al.
[45] developed a gene expression model based on GA that
predicted time until delivery for full-term but that failed
for preterm deliveries. This suggests that to predict PTB
the classifiers must incorporate at least part of the several
outlier physiological events that may lead to PTB [45], e.g.
PROM.

Premature and preterm rupture of membranes are fre-
quent complications of birth and, more importantly, pre-
term birth [107]. The transcriptome profile of the
chorioamnion may differ with and without PROM. To
overcome this issue, we performed statistical analyses in-
cluding PROM as a co-variable.

Moreover, when analyzing the differential gene ex-
pression of PROM, we did not find substantial differ-
ences between samples from newborns with and
without PROM. We only detected 14 genes with DE
among groups. Additionally, the PCA did not show any
clustering based on this condition (Fig. 1). This low
number of DE genes related to PROM is likely the con-
sequence of our experimental design, which focused on
sampling groups discriminated by the severe preterm
condition while matching for the remaining variables.
Additionally, when analyzing gene expression between
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PROM and no PROM groups, the group that presents
rupture of membranes is limited in the number of sam-
ples, meaning that the results must be confirmed with a
larger sample size.

Finally, this study was performed in an admixed popula-
tion where PTB is frequent (approx. 10%), indicating that
it is a serious health public problem. Population-specific
studies are relevant, as genetic background may differently
impact different populations, e.g,, it is known that African
American ancestry increases the risk of PTB [108-110].
Generally, there is an information gap regarding specific
populations, except those coming from North America
and Europe. With our literature search, we recovered only
three out of 101 transcriptomic analyses based on popula-
tions from Latin American countries [46, 111, 112], stres-
sing the fact that most studies do not include susceptible
populations from this part of the continent.

All of the Latin American studies were performed with
microarray analysis, meaning that the data shown in this
work are the first RNA-Seq data available to contrast
against future studies. Specifically, the Uruguayan popula-
tion is admixed, with a predominant European contribution
and Native American and African contributions of 10.4 and
5.6%, respectively [113, 114]. Common genetic variation af-
fects expression variability [115], as well as the admixed
genome structure [116, 117], stressing the necessity of
population-specific transcriptome analyses or, alternatively,
including diversity in high-throughput population analyses.

Conclusions

The use of state-of-the-art RNA-Seq analytics identified
previously reported genes and pathways as well as novel
candidates involved in labor and PTB. The combination of
up- and downregulated genes permitted the development
of a multi-gene disease classifier. These markers were gen-
erated in an admixed population in which PTB has a high
incidence. Further studies including the testing of these
classifiers using a second and larger independent sample
are needed to validate the results. Moreover, these markers
should be compared to other population studies to obtain a
global landscape of severe PTB.

Additional files

Additional file 1: Table S1. Primers used for quantitative PCR analysis.
Sequences of the primers used for qRT-PCR. (XLSX 4 kb)

Additional file 2: Table S2. Clinical and demographics characteristics of
4 controls and 4 patients analyzed by RNA-seq. Controls are indicated as
€01, C02, CO3 and C04 and severe preterms as P01, P02, PO3 and P04.
(XLSX 12 kb)

Additional file 3: Table S3. Alignment statistics obtained by tophat2.
Number of sequenced reads, total mapped reads and uniquely mapped
reads for each of the 8 sequenced samples. (XLSX 4 kb)

Additional file 4: Figure S1. Differentially expressed genes. Venn
diagram showing the number of differentially expressed genes identified

Page 11 of 14

by each of the three methods employed, when considering FDR < 0.05.
(TIF 906 kb)

Additional file 5: Table S4. a. Full list of differentially expressed genes
(FDR < 0.05 and absolute logarithm log fold change > 2) detected in the
severe preterm vs. term pairwise comparison. b. Subset of DE genes that
were also DE between labor and no labor conditions in the literature. c.
Full list of differentially expressed genes (FDR < 0.05 and absolute
logarithm fold change > 2) detected in the PROM vs. no PROM
comparison. d. List of severe preterm DE genes already identified as
associated with PTB in available databases. References are indicated in
the manuscript. (XLSX 60 kb)

Additional file 6: Figure S2. Validation of overall gene expression.
Log2-fold changes of six DE genes measured by RNA-Seq (red) vs. gRT-
PCR (blue). IL1B: interleukin 1 beta, LCN2: lipocalin 2, MARCO: macrophage
receptor with collagenous structure, CASP5: caspase 5, SERPINAT: serpin
family A member 1, and TNFSF15: TNF superfamily member 15. *p < 0.05;
**p < 0.01;, ***p < 0.001. (EPS 1243 kb)

Abbreviations

AIM2: Absent in melanoma 2; ALPP: placental alkaline phosphatase;
BCL2AT: BCL2 related protein Al; BH: Benjamini and Hochberg's approach;
CASP5: Caspase 5; CCRL2: C-C motif chemokine receptor-like 2;

CHI3L1: Chitinase 3 like 1; CLAP: Latin American Center for Perinatology;
CXCL10: C-X-C motif chemokine ligand 10; CXCL2: C-X-C motif chemokine
ligand 2; DE: Differentially expressed; DLX5: Distal-less homeobox 5;

FDR: False discovery rate; GA: Gestational age; GAPDH: Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase; GO: Gene Ontology; GPR84: G protein-coupled
receptor 84; HSCs: Hematopoietic stem cells; IL1B: Interleukin 1 beta;

IUGR: Intrauterine growth restriction; KCNB1: Potassium voltage-gated chan-
nel subfamily B member 1; KCNJ16: Potassium voltage-gated channel sub-
family J member 16; LCN2: Lipocalin 2; MARCO: Macrophage receptor with
collagenous structure; MMP-8: Matrix metallopeptidase 8; mRNA: Messenger-
RNA; NLRC4: NLR Family, caspase recruitment domain-containing 4;

NLRP3: NLR Family, pyrin domain-containing 3; PAPPA: Pappalysin 1; PAPP
A2: Pappalysin 2; PCA: Principal Components Analysis; PROM: Premature
rupture of membranes; PTB: Preterm birth; qRT-PCR: Quantitative real-time
PCR; rlog: Regularized logarithm; RNA-Seq: RNA sequencing; SAMSN1: SAM
domain, SH3 domain and nuclear localization signals 1; SERPINAT: Serpin
family A member 1; SLC16A10: Solute carrier family 16 member 10;

SPTB: Spontaneous PTB; TBP: TATA-box protein; TNFSF15: TNF superfamily
member 15; TRPV6G: Transient receptor potential cation channel subfamily V
member 6; WNT1: Wnt family member 1

Acknowledgements

We acknowledge Drs. Ariel Diaz, Natalia Cabrera and Pamela Grimaldi
(Pereira Rossell Hospital Center) for their invaluable support in patient and
control subject recruitment.

Funding

SP, BB and RS are supported by Sistema Nacional de Investigadores, Agencia
Nacional de Investigacion e Innovacion (AN, Uruguay). This work was
funded by Comision Sectorial de Investigacion Cientifica (CSIC) and
Programa de Desarrollo de las Ciencias Bésicas- PEDECIBA (Uruguay) as full
project. The funding bodies provided financial support but had no other role
in the design of the study, data collection, analysis, and interpretation of
data, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Availability of data and materials

The data generated and/or analyzed during the current study are available in
the Sequence Read Archive (NCBI) repository and are accessible through SRA
Series accession number SRP139931.

Data are publically available in: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/study/
7acc=PRINA448842

Authors’ contributions

SP, BB and RS conceived and designed the experiments. CS assisted in
sample collection. SP performed the experiments and analyzed the data. All
authors discussed results. SP, BB and RS wrote the manuscript. All authors
read and approved the final manuscript.


https://doi.org/10.1186/s12920-019-0498-3
https://doi.org/10.1186/s12920-019-0498-3
https://doi.org/10.1186/s12920-019-0498-3
https://doi.org/10.1186/s12920-019-0498-3
https://doi.org/10.1186/s12920-019-0498-3
https://doi.org/10.1186/s12920-019-0498-3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/study/?acc=PRJNA448842
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/study/?acc=PRJNA448842

Pereyra et al. BMC Medical Genomics (2019) 12:53

Ethics approval and consent to participate

The School of Medicine's Ethics Committee of the University of the Republic
(Consejo de la Facultad de Medicina, Exp. N° 071140-000907-11) and the
Pereira Rossell Hospital Center Ethics Committee (Uruguay) both approved
the study protocol. Written informed consent was obtained from mothers
prior to collection of biological material.

Consent for publication
Not applicable

Competing interests
The authors declare that they have no competing interests.

Publisher’s Note
Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affiliations.

Author details

'Departamento de Genética, Facultad de Medicina, Universidad de la
Republica, Av. General Flores 2125, CP, 11800 Montevideo, Uruguay. 2Clinica
Ginecotologica “C", Centro Hospitalario Pereira Rossell, Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica, Bvar. General Artigas 1590, C:P.11600,
Montevideo, Uruguay. *Departamento de Histologia y Embriologia, Facultad
de Medicina, Universidad de la Republica, Av. General Flores 2125, CP, 11800
Montevideo, Uruguay.

Received: 5 September 2018 Accepted: 10 March 2019
Published online: 01 April 2019

References

1. Behrman RE, Stith BA. Institute of Medicine Committee on understanding
premature birth and assuring healthy outcomes board on health sciences
outcomes: preterm birth: causes, consequences, and prevention.
Washington, DC: Preterm birth: causes, consequences, and prevention,
National Academies Press; 2007.

2. Liu L, Johnson HL, Cousens S, Perin J, Scott S, Lawn JE, et al. Global,
regional, and national causes of child mortality: an updated systematic
analysis for 2010 with time trends since 2000. Lancet. 2012,379:2151-61.

3. Romero R, Dey SK, Fisher SJ. Preterm Labor: One Syndrome, Many Causes.
Science. 2014;345:760-5.

4. Myatt L, Eschenbach DA, Lye SJ, Mesiano S, Murtha AP, Williams SM, et al. A
Standardized Template for Clinical Studies in Preterm Birth. Reprod Sci.
2012;,19:474-82.

5. Eidem HR, Ackerman WE, McGary KL, Abbot P, Rokas A. Gestational tissue
transcriptomics in term and preterm human pregnancies: a systematic
review and meta-analysis. BMC Med Genomics. 2015;8:27.

6. Vogel JP, Chawanpaiboon S, Moller A-B, Watananirun K, Bonet M,
Lumbiganon P. The global epidemiology of preterm birth. Best Pract Res
Clin Obstet Gynaecol. 2018. https://doi.org/10.1016/j.bpobgyn.2018.04.003.

7. Goldenberg RL, Culhane JF, lams JD, Romero R. Epidemiology and causes of
preterm birth. Lancet. 2008;371. https://doi.org/10.1016/50140-
6736(08)60074-4.

8. Moutquin J. Classification and heterogeneity of preterm birth. BJOG. 2003;
110:30-3.

9. Henderson JJ, McWilliam OA, Newnham JP, Pennell CE. Preterm birth
aetiology 2004-2008. Maternal factors associated with three phenotypes:
spontaneous preterm labour, preterm pre-labour rupture of membranes
and medically indicated preterm birth. J Matern Fetal Neonatal Med. 2012;
25:642-7.

10.  lams JD. Preterm birth categories-labels with consequences. Am J Obstet
Gynecol. 2017;210:97-8.

11. Monangi NK, Brockway HM, House M, Zhang G, Muglia LJ. The genetics of
preterm birth: Progress and promise. Semin Perinatol. 2015;39:574-83.

12. Kukurba KR, Montgomery SB. RNA Sequencing and Analysis. Cold Spring
Harb Protoc. 2015;2015:951-69.

13. Séber S, Reiman M, Kikas T, Rull K, Inno R, Vaas P, et al. Extensive shift in
placental transcriptome profile in preeclampsia and placental origin of
adverse pregnancy outcomes. Sci Rep. 2015;5:13336.

14. Kim J, Zhao K, Jiang P, Lu Z-X, Wang J, Murray JC, et al. Transcriptome
landscape of the human placenta. BMC Genomics. 2012;13:115.

20.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Page 12 of 14

Mikheev AM, Nabekura T, Kaddoumi A, Bammler TK, Govindarajan R, Hebert
MF, et al. Profiling gene expression in human placentae of different
gestational ages: an OPRU Network and UW SCOR Study. Reprod Sci. 2008;
15:866-77.

Buckberry S, Bianco-Miotto T, Bent SJ, Dekker GA, Roberts CT. Integrative
transcriptome meta-analysis reveals widespread sex-biased gene expression
at the human fetal-maternal interface. Mol Hum Reprod. 2014;20:810-9.
Rey G, Skowronek F, Alciaturi J, Alonso J, Bertoni B, Sapiro R. Toll receptor 4
Asp299Gly polymorphism and its association with preterm birth and
premature rupture of membranes in a South American population. Mol
Hum Reprod. 2008;14:555-9. https://doi.org/10.1093/molehr/gan049.
Pereyra S, Velazquez T, Bertoni B, Sapiro R. Rapid multiplex high resolution
melting method to analyze inflammatory related SNPs in preterm birth.
BMC Res Notes. 2012;5:69.

Rey G, Pereyra S, Velazquez T, Grasso D, Alonso J, Bertoni B, et al. The effect
of inflammation on preterm birth. In: Preterm Birth-Mother and Child.
InTech; 2012.

Pereyra S, Bertoni B, Sapiro R. Interactions between environmental factors
and maternal-fetal genetic variations: strategies to elucidate risks of
preterm birth. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 2016;202:20-5.

Romero R, Grivel J-C, Tarca AL, Chaemsaithong P, Xu Z, Fitzgerald W, et al.
Evidence of perturbations of the cytokine network in preterm labor. Am J
Obstet Gynecol. 2015213:836.e1-836.e18.

Strauss JF, Romero R, Gomez-Lopez N, Haymond-Thornburg H, Modi BP,
Teves ME, et al. Spontaneous preterm birth: advances toward the discovery
of genetic predisposition. Am J Obstet Gynecol. 2018,218:2294-314.e2.
Romero R, Espinoza J, Gongalves LF, Kusanovic JP, Friel L, Hassan S. The role of
inflaimmation and infection in preterm birth. Semin Reprod Med. 2007;25:21-39.
Nhan-Chang C-L, Romero R, Tarca AL, Mittal P, Kusanovic JP, Erez O, et al.
Characterization of the transcriptome of chorioamniotic membranes at the
site of rupture in spontaneous labor at term. Am J Obstet Gynecol. 2010;
202:462.e1-41.

Challis JR, Lockwood CJ, Myatt L, Norman JE, Strauss JF, Petraglia F.
Inflammation and pregnancy. In: Reproductive Sciences. 2009. p. 206-15.
Vrrachnis N, Vitoratos N, lliodromiti Z, Sifakis S, Deligeoroglou E, Creatsas G.
Intrauterine inflammation and preterm delivery. Ann N'Y Acad Sci. 2010;
1205:118-22.

De Mucio B, Abalos E, Cuesta C, Carroli G, Serruya S, Giordano D, et al. Maternal
near miss and predictive ability of potentially life-threatening conditions at
selected maternity hospitals in Latin America. Reprod Health. 2016;13:1-10.
Leek JT, Scharpf RB, Bravo HC, Simcha D, Langmead B, Evan Johnson W, et
al. Tackling the widespread and critical impact of batch effects in high-
throughput data. Nat Rev Genet. 2010;11:733-9.

Bolger AM, Lohse M, Usadel B. Trimmomatic: a flexible trimmer for Illumina
sequence data. Bioinformatics. 2014;30:2114-20.

Andrews S. FastQC: A quality control tool for high throughput sequence
data. Http//Www.Bioinformatics.Babraham.Ac.Uk/Projects/Fastqc/. 2010. doi:
citeulike-article-id:11583827.

Kim D, Pertea G, Trapnell C, Pimentel H, Kelley R, Salzberg SL. TopHat2: Accurate
alignment of transcriptomes in the presence of insertions, deletions and gene
fusions. Genome Biol. 2013;14. https//doi.org/10.1186/gb-2013-14-4-136.

Aken BL, Ayling S, Barrell D, Clarke L, Curwen V, Fairley S, et al. The Ensembl
gene annotation system. Database . 2016;2016. https://doi.org/10.1093/
database/baw093.

Love MI, Huber W, Anders S. Moderated estimation of fold change and
dispersion for RNA-seq data with DESeq2. Genome Biol. 2014;15.
https://doi.org/10.1186/513059-014-0550-8.

Anders S, Huber W. Differential expression analysis for sequence count data.
Genome Biol. 2010;11. https.//doi.org/10.1186/gb-2010-11-10-r106.
Robinson MD, McCarthy DJ, Smyth GK. edgeR: a Bioconductor package for
differential expression analysis of digital gene expression data.
Bioinformatics. 2010;26:139-40.

Trapnell C, Hendrickson DG, Sauvageau M, Goff L, Rinn JL, Pachter L.
Differential analysis of gene regulation at transcript resolution with RNA-seq.
Nat Biotechnol. 2013;31:46-53.

Benjamini Y, Hochberg Y. Controlling the false discovery rate: a practical
and powerful approach to multiple testing. J R Stat Soc B. 1995;57:289-300.
https://doi.org/10.2307/2346101.

Luo W, Friedman MS, Shedden K, Hankenson KD, Woolf PJ. GAGE: Generally
applicable gene set enrichment for pathway analysis. BMC Bioinformatics.
2009;10. https.//doi.org/10.1186/1471-2105-10-161.


https://doi.org/10.1016/j.bpobgyn.2018.04.003
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(08)60074-4
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(08)60074-4
https://doi.org/10.1093/molehr/gan049
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/Projects/Fastqc/.%202010
https://doi.org/10.1186/gb-2013-14-4-r36
https://doi.org/10.1093/database/baw093
https://doi.org/10.1093/database/baw093
https://doi.org/10.1186/s13059-014-0550-8
https://doi.org/10.1186/gb-2010-11-10-r106
https://doi.org/10.2307/2346101
https://doi.org/10.1186/1471-2105-10-161

Pereyra et al. BMC Medical Genomics

39.

40.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

(2019) 12:53

Young MD, Wakefield MJ, Smyth GK, Oshlack A. Gene ontology analysis for
RNA-seq: accounting for selection bias. Genome Biol. 2010;11. https://doi.
0rg/10.1186/gb-2010-11-2-r14.

Durinck S, Spellman PT, Bimey E, Huber W. Mapping Identifiers for the
Integration of Genomic Datasets with the R/Bioconductor package biomaRt.
Nat Protoc. 2009;4:1184-91.

Uzun A, Laliberte A, Parker J, Andrew C, Winterrowd E, Sharma S, et al.
dbPTB: a database for preterm birth. Database. 2012;2012:bar069.

Vora B, Wang A, Kosti |, Huang H, Paranjpe I, Woodruff TJ, et al. Meta-
Analysis of Maternal and Fetal Transcriptomic Data Elucidates the Role of
Adaptive and Innate Immunity in Preterm Birth. Front Immunol. 2018;9:993.
Bukowski R, Sadovsky Y, Goodarzi H, Zhang H, Biggio JR, Varner M, et al.
Onset of human preterm and term birth is related to unique inflammatory
transcriptome profiles at the maternal fetal interface. PeerJ. 2017;5:e3685.
Heng YJ, Pennell CE, Chua HN, Perkins JE, Lye SJ. Whole blood gene
expression profile associated with spontaneous preterm birth in women
with threatened preterm labor. PLoS One. 2014;9:96901.

Ngo TTM, Moufarrej MN, Rasmussen M-LH, Camunas-Soler J, Pan W,
Okamoto J, et al. Noninvasive blood tests for fetal development predict
gestational age and preterm delivery. Science. 2018;360:1133-6.

Lee J, Romero R, Chaiworapongsa T, Dong Z, Tarca AL, Xu Y, et al.
Characterization of the fetal blood transcriptome and proteome in maternal
anti-fetal rejection: evidence of a distinct and novel type of human fetal
systemic inflammatory response. Am J Reprod Immunol. 2013;70:265-84.
Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2- AACT method. Methods. 2001,25:
402-8.

Wickham H. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis, 2nd edn. New York:
Springer; 2016. https;//doi.org/10.1007/978-3-319-24277-4_5.

Haddad R, Tromp G, Kuivaniemi H, Chaiworapongsa T, Kim YM, Mazor M, et
al. Human spontaneous labor without histologic chorioamnionitis is
characterized by an acute inflammation gene expression signature. Am J
Obstet Gynecol. 2006;195:394.e1-24.

Stephen GL, Lui S, Hamilton SA, Tower CL, Harris LK, Stevens A, et al.
Transcriptomic Profiling of Human Choriodecidua During Term Labor:
Inflammation as a Key Driver of Labor. Am J Reprod Immunol. 2015.
https://doi.org/10.1111/aji.12328.

El-Azzamy H, Balogh A, Romero R, Xu Y, Laleunesse C, Plazyo O, et al.
Characteristic Changes in Decidual Gene Expression Signature in
Spontaneous Term Parturition. J Pathol Transl Med. 2017;51:264-83.
Hamilton SA, Tower CL, Jones RL. Identification of chemokines associated
with the recruitment of decidual leukocytes in human labour: potential
novel targets for preterm labour. PLoS One. 2013,8:256946.

de Jong E, Hancock DG, Wells C, Richmond P, Simmer K, Burgner D, et al.
Exposure to chorioamnionitis alters the monocyte transcriptional response
to the neonatal pathogen Staphylococcus epidermidis. Immunol Cell Biol.
2018. https://doi.org/10.1111/imcb.12037.

Chim S, Wong K, Chung C, Lam S, Kwok J, Lai C-Y, et al. Systematic Selection of
Reference Genes for the Normalization of Circulating RNA Transcripts in
Pregnant Women Based on RNA-Seq Data. Int J Mol Sci. 2017;18:1709.

Migale R, MacIntyre DA, Cacciatore S, Lee YS, Hagberg H, Herbert BR, et al.
Modeling hormonal and inflammatory contributions to preterm and term
labor using uterine temporal transcriptomics. BMC Med. 2016;14:86.
Willcockson AR, Nandu T, Liu C-L, Nallasamy S, Kraus WL, Mahendroo M.
Transcriptome signature identifies distinct cervical pathways induced in
lipopolysaccharide-mediated preterm birth. Biol Reprod. 2018;98:408-21.
Saben J, Zhong Y, McKelvey S, Dajani NK, Andres A, Badger TM, et al. A
comprehensive analysis of the human placenta transcriptome. Placenta.
2014;35:125-31.

Blencowe H, Cousens S, Oestergaard MZ, Chou D, Moller A-B, Narwal R, et
al. National, regional, and worldwide estimates of preterm birth rates in the
year 2010 with time trends since 1990 for selected countries: a systematic
analysis and implications. Lancet. 2012,379:2162-72.

Challis JR, Lockwood CJ, Myatt L, Norman JE, Strauss JF 3rd, Petraglia F.
Inflammation and pregnancy. Reprod Sci. 2009;16:206-15.

Behrman RE, Butler AS. Preterm birth: Causes, consequences, and
prevention. Washington DC: National Academies Press; 2007.

Vitoratos N, Papadias K, Makrakis E, Christodoulakos G, Panoulis K, Creatsas
G. Association between serum tumor necrosis factor-alpha and
corticotropin-releasing hormone levels in women with preterm labor. J
Obstet Gynaecol Res. 2006;32:497-501.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Page 13 of 14

Flood K, Malone FD. Prevention of preterm birth. Semin Fetal Neonatal Med.
2012;17:58-63.

Korebrits C, Ramirez MM, Watson L, Brinkman E, Bocking AD, Challis JR.
Maternal corticotropin-releasing hormone is increased with impending
preterm birth. J Clin Endocrinol Metab. 1998;83:1585-91.

Watari M, Watari H, DiSanto ME, Chacko S, Shi G-P, Strauss JF Ill. Pro-
Inflammatory Cytokines Induce Expression of Matrix-Metabolizing Enzymes
in Human Cervical Smooth Muscle Cells. Am J Pathol. 1999;154:1755-62.
Heng YJ, Liong S, Permezel M, Rice GE, Di Quinzio MKW, Georgiou HM. The
interplay of the interleukin 1 system in pregnancy and labor. Reprod Sci.
2014;21:122-30.

Watari M, Watari H, Strauss J. Lipopolysaccharide and pro-inflammatory
cytokines induce expression of matrix metabolizing enzymes in human
cervical smooth muscle cells-implication in the mechanism of cervical
ripening. Int J Gynaecol Obstet. 2000;70:B56.

Franchi L, Eigenbrod T, Mufioz-Planillo R, Nufiez G. The inflammasome: a
caspase-1-activation platform that regulates immune responses and disease
pathogenesis. Nat Immunol. 2009;10:241-7.

Shao B-Z, Xu Z-Q, Han B-Z, Su D-F, Liu C. NLRP3 inflammasome and its
inhibitors: a review. Front Pharmacol. 2015;6:1061.

van de Veerdonk FL, Netea MG, Dinarello CA, Joosten LAB. Inflammasome
activation and IL-1B and IL-18 processing during infection. Trends Immunol.
2011;32:110-16.

Petrilli V, Papin S, Tschopp J. The inflammasome. Curr Biol. 2005;15:R581.
Jin C, Flavell RA. Molecular mechanism of NLRP3 inflammasome
activation. J Clin Immunol. 2010;30:628-31.

Gotsch F, Romero R, Chaiworapongsa T, Erez O, Vaisbuch E, Espinoza J, et al.
Evidence of the involvement of caspase-1 under physiologic and pathologic
cellular stress during human pregnancy: a link between the inflammasome
and parturition. J Matern Fetal Neonatal Med. 2008;21:605-16.
Gomez-Lopez N, Romero R, Xu Y, Plazyo O, Unkel R, Leng Y, et al. A Role for
the Inflammasome in Spontaneous Preterm Labor With Acute Histologic
Chorioamnionitis. Reprod Sci. 2017,24:1382-401.

Plazyo O, Romero R, Unkel R, Balancio A, Mial TN, Xu Y, et al. HMGB1
Induces an Inflammatory Response in the Chorioamniotic Membranes That
Is Partially Mediated by the Inflammasome. Biol Reprod. 2016;95:130.
Romero R, Xu Y, Plazyo O, Chaemsaithong P, Chaiworapongsa T, Unkel R, et
al. A Role for the Inflammasome in Spontaneous Labor at Term. Am J
Reprod Immunol. 2018;79:e12440.

Panaitescu B, Romero R, Gomez-Lopez N, Xu Y, Leng Y, Maymon E, et al. In
vivo evidence of inflammasome activation during spontaneous labor at
term. J Matern Neonatal Med. 2019;32:1978-91. https://doi.org/10.1080/
14767058.2017.1422714.

Pacora P, Romero R, Maymon E, Gervasi MT, Gomez R, Edwin SS, et al.
Participation of the novel cytokine interleukin 18 in the host response to
intra-amniotic infection. Am J Obstet Gynecol. 2000;183:1138-43.

Holt R, Timmons BC, Akgul Y, Akins ML, Mahendroo M. The molecular
mechanisms of cervical ripening differ between term and preterm birth.
Endocrinology. 2011;152:1036-46.

Maymon E, Romero R, Pacora P, Gomez R, Athayde N, Edwin S, et al.
Human neutrophil collagenase (matrix metalloproteinase 8) in parturition,
premature rupture of the membranes, and intrauterine infection. Am J
Obstet Gynecol. 2000;183:94-9.

Kim SM, Romero R, Lee J, Chaemsaithong P, Lee M-W, Chaiyasit N, et al. About
one-half of early spontaneous preterm deliveries can be identified by a rapid
matrix metalloproteinase-8 (MMP-8) bedside test at the time of mid-trimester
genetic amniocentesis. J Matern Fetal Neonatal Med. 2016;29:2414-22.
Arechavaleta-Velasco F, Marciano D, Diaz-Cueto L, Parry S. Matrix
metalloproteinase-8 is expressed in human chorion during labor. Am J
Obstet Gynecol. 2004;190:843-50.

Witkin SS. The vaginal microbiome, vaginal anti-microbial defence
mechanisms and the clinical challenge of reducing infection-related
preterm birth. BJOG. 2015;122:213-8.

Farr M, Strbe J, Geppert HG, Kocourek A, Mahne M, Tschesche H.
Pregnancy-associated plasma protein-E (PAPP-E). Biochim Biophys Acta.
2000;1493:356-62.

Chim SSC, Lee WS, Ting YH, Chan OK, Lee SWY, Leung TY. Systematic
identification of spontaneous preterm birth-associated RNA transcripts in
maternal plasma. PLoS One. 2012;7:e34328.

Winn VD, Haimov-Kochman R, Paquet AC, Yang YJ, Madhusudhan MS,
Gormley M, et al. Gene expression profiling of the human maternal-fetal


https://doi.org/10.1186/gb-2010-11-2-r14
https://doi.org/10.1186/gb-2010-11-2-r14
https://doi.org/10.1007/978-3-319-24277-4_5
https://doi.org/10.1111/aji.12328
https://doi.org/10.1111/imcb.12037
https://doi.org/10.1080/14767058.2017.1422714
https://doi.org/10.1080/14767058.2017.1422714

Pereyra et al. BMC Medical Genomics

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

9.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

(2019) 12:53

interface reveals dramatic changes between midgestation and term.
Endocrinology. 2007;148:1059-79.

Partl JZ, Karin V, Skrtic A, Nikuseva-Martic T, Serman A, Curkovic-Perica M, et
al. Negative regulators of Wnt signaling pathway SFRP1 and SFRP3
expression in preterm and term pathologic placentas. J Matern Neonatal
Med. 2018;31:2971-9. https://doi.org/10.1080/14767058.2017.1359830.
Novakovic B, Fournier T, Harris LK, James J, Roberts CT, Yong HEJ, et al.
Increased methylation and decreased expression of homeobox genes TLX1,
HOXA10 and DLX5 in human placenta are associated with trophoblast
differentiation. Sci Rep. 2017,7:4523.

Zadora J, Singh M, Herse F, Przybyl L, Haase N, Golic M, et al. Disturbed
Placental Imprinting in Preeclampsia Leads to Altered Expression of DLX5, a
Human-Specific Early Trophoblast Marker. Circulation. 2017;136:1824-39.
Eidem HR, Rinker DC, Ackerman WE 4th, Buhimschi IA, Buhimschi CS, Dunn-
Fletcher C, et al. Comparing human and macaque placental transcriptomes
to disentangle preterm birth pathology from gestational age effects.
Placenta. 2016;41:74-82.

Davidson LM, Coward K. Molecular mechanisms of membrane interaction at
implantation. Birth Defects Res C Embryo Today. 2016;108:19-32.

Wray S, Burdyga T, Noble D, Noble K, Borysova L, Arrowsmith S. Progress in
understanding electro-mechanical signalling in the myometrium. Acta
Physiol. 2015,213:417-31.

Buxton ILO, Heyman N, Wu Y-Y, Barnett S, Ulrich C. A role of stretch-
activated potassium currents in the regulation of uterine smooth muscle
contraction. Acta Pharmacol Sin. 2011;32:758-64.

Vaeth M, Feske S. lon channelopathies of the immune system. Curr Opin
Immunol. 2018;52:39-50.

Gekas C, Dieterlen-Lievre F, Orkin SH, Mikkola HKA. The placenta is a niche
for hematopoietic stem cells. Dev Cell. 2005;8:365-75.

Khodadi E, Shahrabi S, Shahjahani M, Azandeh S, Saki N. Role of stem cell
factor in the placental niche. Cell Tissue Res. 2016;366:523-31.

Alvarez-Silva M, Belo-Diabangouaya P, Salatin J, Dieterlen-Liévre F. Mouse
placenta is a major hematopoietic organ. Development. 2003;130:5437-44.
Ottersbach K, Dzierzak E. Analysis of the mouse placenta as a hematopoietic
stem cell niche. Methods Mol Biol. 2009;538:335-46.

Kuchma MD, Kyryk VM, Svitina HM, Shablii YM, Lukash LL, Lobyntseva GS, et
al. Comparative Analysis of the Hematopoietic Progenitor Cells from
Placenta, Cord Blood, and Fetal Liver, Based on Their Imnmunophenotype.
Biomed Res Int. 2015;2015:418752.

Mattern A, Zellmann T, Beck-Sickinger AG. Processing, signaling, and
physiological function of chemerin. IUBMB Life. 2014,66:19-26.

Kobayashi Y. The role of chemokines in neutrophil biology. Front Biosci.
2008;13:2400-7.

Mahmud ZA, Jenkins L, Ulven T, Labéguére F, Gosmini R, De Vos S, et al.
Three classes of ligands each bind to distinct sites on the orphan G protein-
coupled receptor GPR84. Sci Rep. 2017;7:17953.

Presicce P, Park C-W, Senthamaraikannan P, Bhattacharyya S, Jackson C,
Kong F, et al. IL-1 signaling mediates intrauterine inflammation and
chorio-decidua neutrophil recruitment and activation. JCI Insight. 2018;3.
https://doi.org/10.1172/jciinsight.98306.

Uuskdla L, Mannik J, Rull K, Minajeva A, Koks S, Vaas P, et al. Mid-gestational
gene expression profile in placenta and link to pregnancy complications.
PL0OS One. 2012;7:49248.

Zhu YX, Benn S, Li ZH, Wei E, Masih-Khan E, Trieu Y, et al. The SH3-SAM
adaptor HACST is up-regulated in B cell activation signaling cascades. J Exp
Med. 2004;200:737-47.

Rahmioglu N, Drong AW, Lockstone H, Tapmeier T, Hellner K, Saare M, et al.
Variability of genome-wide DNA methylation and mRNA expression profiles
in reproductive and endocrine disease related tissues. Epigenetics. 2017;12:
897-908.

Ackerman WE 4th, Buhimschi IA, Brubaker D, Maxwell S, Rood KM, Chance
MR, et al. Integrated microRNA and mRNA network analysis of the human
myometrial transcriptome in the transition from quiescence to labor. Biol
Reprod. 2018. https://doi.org/10.1093/biolre/ioy040.

Menon R, Richardson LS. Preterm prelabor rupture of the membranes: A
disease of the fetal membranes. Semin Perinatol. 2017;41:409-19.

Plunkett J, Muglia LJ. Genetic contributions to preterm birth: implications from
epidemiological and genetic association studies. Ann Med. 2008;40:167-95.
Plunkett J, Doniger S, Orabona G, Morgan T, Haataja R, Hallman M, et al. An
Evolutionary Genomic Approach to Identify Genes Involved in Human Birth
Timing. PLoS Genet. 2011,7:¢1001365.

110.

111,

112.

115.

117.

Page 14 of 14

Crider KS, Whitehead N, Buus RM. Genetic variation associated with preterm
birth: A HUGE review. Genet Med. 2005;7:593-604.

Romero R, Mazaki-Tovi S, Vaisbuch E, Kusanovic JP, Chaiworapongsa T,
Gomez R, et al. Metabolomics in premature labor: a novel approach to
identify patients at risk for preterm delivery. J Matern Fetal Neonatal Med.
2010;23:1344-59.

Kim J. Identification of genes contributing to preterm birth: insights from
genetic, transcriptomic, and epigenetic analyses. PhD thesis, University of
lowa, 2012. https;//doi.org/10.17077/etd.p3zuvpas3.

. Sans M, Salzano FM, Chakraborty R. Historical genetics in Uruguay: estimates

of biological origins and their problems. Hum Biol. 1997;69:161-70.

. Hidalgo PC, Bengochea M, Abilleira D, Cabrera A, Alvarez I. Genetic

Admixture Estimate in the Uruguayan Population Based on the Loci LDLR,
GYPA, HBGG, GC and D7S8. Int J Hum Genet. 2005;5:217-22.

Yang E, Wang G, Yang J, Zhou B, Tian Y, Cai JJ. Epistasis and destabilizing

mutations shape gene expression variability in humans via distinct modes
of action. Hum Mol Genet. 2016;25:4911-9.

. Lappalainen T, Sammeth M, Friedldnder MR, PAC 't h, Monlong J, Rivas MA,

et al. Transcriptome and genome sequencing uncovers functional variation
in humans. Nature. 2013;501:506-11.

Cappetta M, Berdasco M, Hochmann J, Bonilla C, Sans M, Hidalgo PC, et al.
Effect of genetic ancestry on leukocyte global DNA methylation in cancer
patients. BMC Cancer. 2015;15:434.

Ready to submit your research? Choose BMC and benefit from:

e fast, convenient online submission

o thorough peer review by experienced researchers in your field

 rapid publication on acceptance

o support for research data, including large and complex data types

e gold Open Access which fosters wider collaboration and increased citations
e maximum visibility for your research: over 100M website views per year

K BMC

At BMC, research is always in progress.

Learn more biomedcentral.com/submissions



https://doi.org/10.1080/14767058.2017.1359830
https://doi.org/10.1172/jci.insight.98306
https://doi.org/10.1093/biolre/ioy040
https://doi.org/10.17077/etd.p3zuvpa3



