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Introduccién: El haplotipo H1 del EPCR esta asociado con niveles elevados de
proteina C activada circulante (APC), lo que podria ser debido a la expresion alterada
del EPCR. El objetivo de este estudio fue analizar in vitro la funcionalidad de los SNPs
especificos del H1 para identificar el(los) SNP(s) reponsable(s) de la asociacion
observada en estudios previos. El H1 contiene 10 SNPs especificos de haplotipo, 4 en
el intrén 1, 3 en el intron 2, 1 en la regidén 3 no traducida (UTR) y 2 en la region
flanqueante en 3.

Métodos: Preparamos 3 series de construcciones utilizando un vector derivado de
pGL3basic con el promotor CMV en el que clonamos los intrones 1 6 2 del EPCR en la
posicion del primer intrén del DNA de la luciferasa, y clonamos la 3'UTR del EPCR y la
region flanqueante downstream del DNA de la luciferasa. Los insertos se obtuvieron de
individuos portadores del H1 6 H2 del EPCR, este ultimo como control puesto que
contiene la forma comun de todos los SNPs. Transfectamos estas construcciones
tanto en la linea celular endotelial ECRF24 como en células hepaticas HepG2,
cotransfectando con una construccién de luciferasa de Renilla para corregir la
eficiencia de transfeccion. Tras 24-48 horas de cultivo, medimos la actividad luciferasa
de las células.

Resultados: Las construcciones que contienen el intron 1 del H1 mostraron una
reduccién del 45% en la actividad luciferasa respecto de las construcciones que
contienen el intron 1 del H2 (p=0.0286). Las construcciones que contienen el intrén 2
del H1 mostraron un 29% menos de actividad luciferasa que las construcciones del H2
(p=0.0712). Finalmente, la actividad luciferasa de las construcciones que contienen la
3'UTR del H1 fue similar a la de las construcciones del H2. Los resultados en células
HepG2 fueron similares a los obtenidos en células ECRF24.

Conclusiones: Los SNPs del H1 en el intrén 1 del gen del EPCR modulan su
expresion, como sugiere la reduccion significativa en actividad luciferasa de la
construccion del intron 1 del H1. La presencia de estos SNPs podria influir en la
activacion de la proteina C.
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