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RESUMEN

El rctinabla.\"lama (RB) es una neoplasia maligna de origen umb)'lonaria con una
JSrecuencia de 1 en 20,000 nacidos vivos. El 40 % de los casos ‘son hereditarios y el
tumor gwmralmenle es bllaleral aungue el 10-15% de los RB unilaterales lamblén son

here dltarms L'I resto de Ios casos presenlan la jarma no heredltarla y el Iumar .wempre

es unilateral, Esta plasia se hereda con un palrén aula.romim domman!e y nene una
penclrancla del 90 %5, es decir el 10 % de Ios mdivuluos que porlan una mumclén en el :

b, )

gen RB no desarrollan el 1 pcro );
descendencia. £l gen del relmoblas‘loma se Iocallza en el bra.o argo
(13q14), contiene 27 » e ‘;

participa en la regulacldu ‘del ‘ciclo c«.-lular conio un mh:bidor dela prol; ﬁzrac:dn

Imredar el gen anormal a su )

para rma fo.»;/‘opr eina

celular ¥ como stupresor de Ia Iumorlgenes:.r de tal mam’ra que la’i clivacidn del gen

RBesla re.sponsable del desarmlla del lumar .08 pauen 3 heredllarlo Ilenen

una predispmlcldn mayor a. desarrollar alros Ilpo.\ de cdm.‘er camo' osleosarcama.
fbro.sarcoma y dn'er.ms mlelomas. entre atros Cllmcamume, el RB unilateral
hered/lario y el no heredllarla son indistinguibles por_ lo que es fundamental la

identificacion de las ci que permitan el dlngndsnca diferencial entre ambas

formas Por olro Iado, en {a actualidad el diagnostico de la en, fermedazl se establece en

etapas avanzadas én las que se requieren tratamientos agresivos como la enucleacion

del drgano afectado. Por tanto, es fund; ! el diagndstico temprano para un
tratamiento oportuno y la identificacién de las i para diferenciar el RB
hereditario del no hereditario y proporcionar un asesoramiento genéti de !

" El objetivo general de este trabajo fue detectar las mutaciones responsables del

retinoble en p Para esto se cred un banco de DNA de 40
paci con diagndstico clinico e histopatoldgico de retinobl y de sus
Samiliares de’ primer grado. También se impl on y estandarizaron las

metodologias que permitieron detectar las mutaciones en el gen RB. Se sintetizaron las



2 jas de ol leotid ins para amplificar los e L 4ys dclgén

{4

RB mcdlame la reaccion en cadena e Ia polimerasa (I’CR). se realizes e/ analms de

mostraron un patron eleclmjon‘lico anormal por SSCP. I’ara

un palron electraforético normal, lo cual .sugi«.'rc qne el

encanlrada en los'p es ionado por nna 10, de nm'o, y.que los casos .

)

Con estos r

£, 1, 2

eficientemente . para
herednanas y de d ferente.r farmas de cancer.

las

el asesor

detectar Ios casos de no pcnntrancia Este lrabaja abre una nueva linea de mveshgacldn

para ol fio del retinobl domle se dctermmen los hpas de mutaciones, los

casos de movo, de no penetrancia y tambié dande se bi el diag

diferencial enire el RB hereditario yel RBno hered:larw.



INTRODUCCION

El retmoblastoma (RB) es una neoplasna mahgna de origen embrionario

que se presema generalmeme anles de los cmco affos de edad (nggs y cols,

o§ ‘inflamatorios oculares (Dfaz y
fonna unilateral o bilateral; todos fos -
bllalerales y el lO 15% de
mayoria son mutaclones de mwa ig. I) El RB no heredltano ocurre en ‘el

umlaterales son hereditarios (rabla 1} y en su’

60% de los casos, el tumor snemp'réies unilateral y.se manifiesta més
tardlamente que el heredltano (rg 2) (Cowe\l 1991) La predlspos:mén para E -
desarrollar twmores se hereda con un patrén autosomxco dommame y unaf' .
penetrancla del 90% ig. 3) (Abramson, 1990; Jorgen y cols,’ 1990 Scheﬂ‘er By
y cols, 1989). :

De acuerdo con la teoria de Knudson, el RB es un céncer causado pbf i
dos eventos mutacionales (fig. 4, como resultado de los cuales ambos alelos
del gen responsable del RB se inactivan y conducen al desarrollo de la
neoplasia. En el RB hereditario la inactivacion del primer alelo ocurre en las
células germinales mientras que la inactivacion del segundo se presenta sélo
en las células de la retina; en el RB no hereditario ambas mutaciones ocurren
en las células de la retina (Knudson, 1971). Cuando ambos alelos se
inactivan se dice que existe pérdida de heterocigocidad (LOH) y que la
homocigocidad resultante es causa del desarrollo del tumor (Naumova y
Sapienza, 1994; Weinber, 1991).
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TABLA 1.- CARACTERISTICAS DEL RETINOBLASTOMA_]

HEREDITARIOL
Inicio temprano (< 1 afo)
Bilateral (85-90%) Unilateral (10-15%)

Alteraciones genéticas :
Translocaciones, grandes deleciones
y mutaciones puntuales

1er evento mutacional en células -
germinales (de novo) O
Progenie afectada

Alto riesgo de otrés neoplasias

NO HEREDITARIOZ
Inicio tardio (> | aflo)
Unilateral (100%)

Alteraciones genéticas :

Trans} iones, grandes d

y mutaciones puntuales

_Jer evento mutacional en
: las celulas de la retina

] ”l”r?)éenie normal

Sifxvp‘,riesgo de otras neoplasias

(Diaz y Orozco, 1992)

1 E1 40 % de los casos con RB son hereditarios.
2 E1 60% de los casos con RB son no hereditarios.




M &8 bilateral.

(’ R B uniloteral.

Figura 1.- RB hereditario; arbol genealog:co de un caso con RB bilateral cuya madre
esta a(’ec(ada con RB unifateral.
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Figura 2.~ RB no hereditario; arbol genealogico de un caso con RB unilateral sin
antecedentes de la enfermedad, clinicamente no se puede distinguir el RB unilateral
hereditario de! no hereditario. )
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Figura 3.- Caso de no penetrancia; caso de un paciente con RB bilateral cuya madre
procede de una familia donde hay varios individud; fectados con RB unilateral, la madre
del paciente es un caso de no penetrancia- que heredd a su.hija el alelo mutado
proveniente desde ta I* generacion. /
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(Diaz y Orozco; 1992)

Figura 4.- TEORIA DE KNUDSON. De acuerdo con Ia hipétesis de Knudson, el
retinoblastoma es causado por la inactivacion de ambos alelos del gen RB; en la forma
hereditaria, el primer alelo se inactiva en las células germinales y el segundo alelo se
inactiva en las células de la retina (A) y en la forma no hereditaria los dos alelos se
inactivan unicamente en las células de la retina (B)




Existen cuatro mecanismos que causan LOH (Gﬁlhe v Jorcmy. 1990)

-~ a) pérdida de un cromosoma

.~ b) pérdida de un cromosoma y reduphcaclon dcl cromosoma
restante. A

-~ ¢) recombinacion mitdtica y,

~d) mutacion e novo en el cromosoma l\om

El cuidadoso anéhs:s por ﬁagmemos d
polimérfica ( RFLP‘s ) dcl cromosoun 13 :
mitdtica es el mecmnsmo mas comun de h I;OH (Wea(herall 1991 Greger y
cols, 1990). ) : :

- GENETICA MOLECULAR DEL GENRB

El.gen RB se localiza en la banda 14 del bfazo fargo dél cromosoma 13
(13q14) ¢fig. 5). Tiene una léngitud de 200 kb, contiene 2'/7'cxones {fig. ), sc
transcribe en un mRNA de 4.7 kb (Dunn yiéls, 1988; Mitchell y Cowell,
1988; McGee y cols, 1989) y codifica para una fosfoproteina nuclear (pRB) -
de 928 aminodcidos y un peso molecular de 110 KDa (Friend y cols, 1986;
Dryja y Rapaport, 1986; Fung y Murphree, 1987). Para la clonacion del gen
RB, Friend y Horowitz (1987) construyeron una genoteca de cDNA a partir
del mRNA de una linea celular de retina humana usando como vector de
clonacion el bacteriofago Apt-11. Estos autores formaron un hibrido con
’lineas celulares de ratén y humano y obtuvieron varias clonas de ¢DNA con
mapas fisicos similares que en 1988 fueron utilizados por Huei y cols (1988)
para transformar lineas celufares malignas obteniendo células capaces de

sintetizar la fosfoproteina normal.



(Diaz y Orozco; 1992)

i
Figura 5.- UBICACION DEL GEN RB EN EL CROMOSOMA 13,
Esquema del cromosoma 13 con la técnica de bandas G. La flecha indica el locus del gen
RB en la region cromosomical3qld. -

i ‘\
\ 0
|



GEN DEL RETINOBLASTOMA

'EXONES

: o 1151677 zlzzzaf'
il //// /7)) &
— ‘ ; " L
0 20 40 60 8 100: 120 140 160 180 200,

Kilobases de DNA -

Figura 6.- El gen RB contiene 27 exones y comprende 200 kb (Yandell y Dryja,

1989)



MECANISMO DE ACCION DE LA pRB

La fosfoproteina pRB (g 7) se une de manera especlf ca al factor de ‘

transcnpclén E2F y su fosforilacion esta regulada por protemcmasas, sxendo =

la mas nmponante la cdc2 Esta cmasa es un regulador umversal de la‘

A como la pRB participan en Ta regulaclon dcl clclo celular la pRBVCOleIO un

regulador negativo y la cnclma A como un regulador posmvo La ciclina A se
sintetiza a! final de la fase Gl y se degrada en la prometafase. su funcxén es
promover la rephcacnén del DNA (Shlrodkar y cols, 1992) Un mecanismo a
traves del cual ambos ejercen sus funciones parece ser la formacién de
complejos ‘con el factor de transcripcion ' por médio: del “cual modulan
potenciahﬁente'su actividad. Otros blancos de régulaéién transcripcional
negativa de la pRB son tgf-31, c-fos y c-myc. Tanto c-fos como c-myc
tienen sitios de unién para £2F en sus promotores implicando que la pRB
suprime {a transcripcién de estos genes al secuestrar al factor de
transcripcién E2F en un complejo inactivo. La proteina pRB cuenta con un
dominio de oligomerizacién para unirse a otras unidades de ella misma y un
domino de upién al DNA, ademés de contar en su estructura con sitios de
unién para el factor E2F tiene sitios de union que le permiten asociarse con
oncoproteinas virales como la E1A, antigeno T y proteinas de transformacion
del adenovirus E2, de tal manera que estos virus pueden inactivar a la pRB y
dar tugar a un crecimiento celular no controlado (Huei y cols, 1988; Ludlow
y cols, 1989). En los retinoblastos y en otras células susceptibles a
transformacién la inactivacion del gen RB es suficiente para permitir el

crecimiento sin control de las células (Benedict y cols, 1990).



DOMINIO DE UNION

NH2 AL ANTIGENO T

788 795 (%

L OLIGOMERIZACION | | UNION A DNA |

(Hollingsworth y cols, 1993)

Figura 7.- ESTRUCTURA DE LA PROTEINA pRB. La proteina humana
pRB contiene al menos tres dominios estructurales. Uno de ellos incluye al extremo
amino terminal y los otros dos incluyen los dominios requeridos para unirse a las
oncoproteinas de varios virus de DNA como por ejemplo, el antigeno T. Los dominios de
unién para el antigeno T se requieren también para su asociacion con el factor E2F. Los
sitios potenciales para la fosforilacién por cdc2 estan indicados por (p) y los sitios que no
pueden ser fosforilados i vivo por (*). Los niimeros indican la secuencia de aminoacidos.



Diferengiacion: " s

Puntos de
restriccion

Expresion de genes
€sencial paraentraralo fase S.

(Hollingsworth y cols, 1993)

Figura 8.- FUNCION DE LA pRB EN EL CICLO CELULAR. LapRB y
el ciclo de division celular. En estc esquema, la proteina pRB esta representada por RB
en las diferentes fases del cilco celular. Las etapas de fosforilacion se indican por P. X y
Y representan proteinas celulares que se asocian con RB, y ciclinas {ovalos sombreados)
asi como también fas subunidades cataliticas de fa proteinfosfatasa tipo 1 (PP1). Durante
Go y principios de G1, fa RB esta fosforilada y se une a cierto nimero de proteinas,
incluyendo el factor de transcripcion E2F. La asociacion con un complejo de ciclinas
(CDK) dependientes de cinasas, conduce a la fosforilacion de la RB y probablemente
estan involucradas diferentes cinasas (CDK) en diferentes etapas del ciclo celular.
Finalmente, la fosforilacion induce a la disociacion de las proteinas unidas a la RB; las
proteinas X, Y se separan de la fosfoproteina RB en fa etapa det ciclo celular denominada
como puntos de restriccion para cumplir cada una con su funcion en la transcripcion de
otro tipo de genes



"ANTECEDENTES

Neoplasnas asocladas

Los pacnentes con retmoblastoma heredltano tienen mayor predlsposlcmn

para dcsarrollar tumores secundanos de upo no ocular Ongmalmcnte se

pensd que” los lumore " secundanos eran el resultado del tralaxmento con

radxolerapna dcbldo a que Ia mayona de ellos aparecen en la zona radlada de
pacucntes con
afeclados

ulacion gemnnal sin embar;,o un buen numero de nifios

'mores secundarios antes del tratamiento del tumor
mlraocular Estos mmores se pueden presentar también en sitios distantes a
la zona radxada como ocurre con el tejido Gseo. Se ha visto también que mds
det 5’0% de mﬂos, con ‘retinoblastoma hereditario desarrollan  tumores
secundarios no oculares en los siguiemes'32 afios y mas del :90% de los
niilos qu'e’ reciben rédidterapia los'desarrollan en los 30 afios siguientes al
tratamiento  (Abramson, lv990). Por otro- lado los individuos - con:
retinoblastoma hereditario tienen un riesgo 200 veces mas elevado de
desarrollar tumores de tipo mesenquimatoso en etapas tempranas de su vida
adulta, siendo los mds frecuentes los osteosarcomas, ﬁbfosarcomas, y
mielomas (Roarty y cols, 1988; Draper y cols, 1986, Toguchida y_cols,"
1988). Desafortunadamente en la actualidad en México, el diagﬁéstico 'dél
retinoblastoma se establece ya en etapas avénza‘(.jaév’- Los casos
dlagnésucados de esta manera requieren de tratamlentos agresxvos que

incluyen la enucleacién del ojo afectado.

Nuevas estrategias para ¢l estudio del RB

Con el antecedente previo de que en 1989, Orita y cols (1989) desarrollaron
un método denominado polimorfisino conformacional de cadena sencilla
(SSCP) donde fas moléculas de DNA de una sola cadena toman unma

15



conformaci6n dependlemc de su secuencm nuclcohdxca, y cualquxer upo de

mutac:on mc]uyendo una mutaclon puntual puede altcrar la conformaclon de

para la deteccuﬁn de las mutacnones responsables del retlnoblastoma g

ANALISIS POR PCR

Fundamento :

Con esta técnica se puede amplificar selecuvamenle una sola molécula de
DNA o RNA en varios millones de’ veces en pocas horas Penmte la
deteccion y el analisis de secuencias espec(f cas de un gen a pamr de la
muestra de un pacleme sm necesxdad de su clonacnén Southem blot o
Northern blot. La PCR esla basada en la ampllf cacnon enzxmahca de un-

fragmento de DNA que es ﬂanqueado por dos secuencxas cortas de DNA

(ollgonucleéndos) Que hi con la cadena - homéloga 'y *sirven - de

e Ia cadena complementana por la- DNA

iniciadores para la- sintes:s“
pohmerasa (fg 9) "Con el uso de méqumas especializadas para PCR en
pocas horas se pueden generar millones de copias idénticas a esta secuencia.
Esta técnica requiere sdlo cerca del 1% del DNA requerido para Southemn
blot. Los prbductos amplificados son ficilmente analizables en . estas
condiciones, lo que facilita la deteccion de mutaciones. La PCR también
puede aplicarse al andlisis de pequefias muestras de RNA, sintetizando
primero un DNA complementario (¢cDNA) a partir del RNA utilizando la
transcriptasa reversa (Orozco, 1993),
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(Orozco, 1993)

Figura 9,- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PCR. La
técnica de PCR permite obtener millones de copias de un pequefio fragmento de DNA en
forma exponencial en un periodo de tiempo relativamente corto.




DETECCION DE MUTACIONES POR ANALISIS DEL
POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE CADENA SENCILLA
(SSCP)

Fundamento

Orita y cols. (1989) aplicaron el método de SSCP para detectar
polimorfismos en la secuencia de nucleétldos del DNA humano y pudleron .
observar la diferencia en la mowlldad de cadenas sencnllas de DNA

empleando una secuencla escoyda arbllranamente‘ Por este procedlmlento C

movnhdad de los DNA's de cadena sencllla sobre un gel de electroforesis se .

debe a ‘los camblos com‘onnacxonales y por lo tanto son denominados como :

pohmorﬁsmos conf‘ormaclonales de cadena sencllla (SSCP) (Poduslo y cols, o
l99l Metka y cols, 1994) (Fig. 10) El anéhsns por SSCP puede ser'

empleado para la busqueda de mutacnones mvolucrados en enfem\edades'

heredntanas y para detectar aberraciones en el DNA ‘en los diferentes hpos :
de cdncer (Damjan y Dean, 1993). La comparacién de fragmentos de DNA
de porciones de tejido canceroso con aquellos de tejido normal por medio de
SSCP puede revelar alelos amplificados de determinados genes y pérdida de
heterocigocidad (LOH) en los loci de un cromosoma cualquiera que éste sea.
Una remarcada ventaja del analisis por SSCP es que puede ser empleado
para detectar mutaciones puntuales en varias posiciones de un fragmento de
DNA (Damjan y Dean, 1995; Iwahana y cols, 1989).



DNA Gendémico > PCR —SSCP

A) (B}

Dos atelos normales Un alelo normal y un alelo
matante
a a a a'
b b b b’
4
Desnaturalizacion

Polimorfismos normales e Dos polimorfismos normales y
idénticos entve 1as dos cadenas des anormales

Pl

Electroforesis

’1
. A N : normal
CAe b’ M: mutado
b b

(Damjan y Dean, 1994)

Figura 10.- DETECCION DE POLIMORFISMOS POR SSCP. La
técnica de SSCP se basa en el principio de que las moléculas de DNA al desnaturalizarse
toman una conformacion que depende de su secuencia de bases. Las moléculas que
difieren desde | hasta 1,000 pares de bases pueden adoptar diferentes conformeros y
migrar en forma diferente ¢n geles de poliacrilamida. En fa figura se observan dos alelos
(A) con sus dos cadenas normales (a y b), y otro par de alelos (B) donde uno de ellos
uene sus dos cadenas normales (a y b) y el otro tiene mutadas ambas cadenas (a' y b"), las

en un polimorfismo arormal y migran en forma diferente en una

at
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SECUENCIACION POR EL METODO DE SANGER

Funy(kla‘nicnl‘,ok

Oﬁginéliﬁ‘exlfe ‘F S:in{,er y. cols (1977) desarrollé un método 'de
secuencmcwn uullzando DNA de Escherichia coli y DNA pohmerasa I para
sintetizar una copxa complemcmana de un (emplete de DNA de cadena

sencilla. Este método aprovccha la capacldad de Ia DNA pohmerasa Ide£.
coli para utilizar como sustralos a los ‘d deoxmuclcétldos ,Cuando un * .

dideoxinucledtido se mcorp ) emo vdc la cadena en creclmlento la

elongaclén de dlch

correspondleme Gu nina, Adenm

, Tlmma o Cltocma (G A TC) debldo a :
que la cadena en crec mlento plerde ahora un grupo 3 hldroxllo -En_la -

. practica, el procedlmlento de Sanger involucra los slgulentes pasos (/‘g 11).

1.- El DNA que se vaa secuenciar debe ser de cadena sencllla 'Este servxré
como molde a la DNA polimerasa I. = e

2. Un ohgodeoxmucleéndo complementario smteuzado qulmlcamente
(mlcmdor) se alinea al extremo 3' de la region que sc va a secuenclar del
moldetemplete de DNA de cadena sencilla. Este semra como |mcxador para

laDNA pohmerasa L R
3.-El complemento formado por el DNA molde y el mxclador se divide en
cuatro alicuo(as y cada una de-ellas sera una reacc:én independiente. Se
utiliza la pohmerasa Klenow para sintetizar un ollgodeoxmucleétndo marcado
radiactivamente que es coripplgmeptaﬁp al DNA que se pretende secuenciar.
Cada una de las cuatro reacciones independientes contiene los cuatro
desoxinucledtidos - (uno . de ellos o mas pueden estar marcados
radiactivamente), y uno de los cuatro 2'.3- didesoxinucledtidos. El
crecimiento de la cadena en formacion se detiene en el momento en el dual
es incorporado el didesoxinucledtido correspondiente (ddA, ddG, ddC o

20
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ddT) a la reacclén de creclmlemo. De esta manera cada una de las cuatro
reacciones mdcpcndlemes contiene un extremo §' fijo determinado por el |
iniciador acoplado a ella y un extremo 3' terminal con una base especxf ca,

4.- Cuando tenmnan |as reaccxones de crecimiento las copias radlacuvas Que

hzante de secuenciacién. Las  cuatro reacclones de.

crecnmento mdependlentes se corren en carriles adyacemes sobre cl gel y la
secuencna del DNA se puede leer entonces dlrectamenle en una3

autonadlograf ia del gel (Sanger y cols, 1977).

21

se obuenen se separan del templado de DNA por caleutamlemo y se corren 3



region a ... extremo para la uniém
secuenciar del primer’
5 AGACGTCCG’iﬁ TGCB' '
_l_i \qnypn del pri '3A§§ AQGS‘

) [

3'ddA CTGCAGGC 2o alalinea A del gel

de secuencia

3 ddAGGCéQQTl&Q }.5_
o -

5' _6_
e o oSy ~yalalinea T del gel
: 5' de secuencia

} ~» a la linea G del gel

3 ddGCAGGC de secuencia

K‘4+d

CTP + enzima Klenow
5 N\0 rdc 5)6

3' ddCAGGC, 5'}-—) ala linca C del gel
3' ddCTGCAGGC, 5 de secuencia

(Ausubel y Brent, 1988)

Figura 11,- SECUENCIACION DE SANGER. El fragmento de DNA que se
secuencia es acoplado con un oligodeoxinucledtido que sirve como iniciador para la
DNA-polimerasa (1). Se agregan los cuatro deoxinucledtidos uno de los cuales esta
marcado radiactivamente (2) y la reaccion se divide en cuatro alicuotas (3). Se agregan la
DNA-polimerasa y los dideoxinucleotidos ddATP, ddTTP, ddGTP o ddCTP (4) y se
permite que transcurra la reaccion (5). Finalmente se detiene la reaccion y se colocan en
carriles adyacentes sobre el gel de secuenciacion (6).
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JUSTIFICACION

El Instituto; Nacional de Pcdlatna (INI’) rccnbc aprownadamemc 10 -
casos de RB al aifo; un gran nimero de ellos rmclan‘ 'mamfestaclones
clinicas antes d¢l afic de edad (Diaz y Orozco 1992) P '
tumor se observa en las etapas iniciales salo cuando se le

nifos que tienen antecedentes herednanos o cuando

tumor, 1a oportunidad de impedir la dlsemmaclon a tr
de los tejidos de !a oOrbita es mayor (V gl
Desafortunadamente en nuestro pafs e} 100% de
fa enucleacién de por 1o menos un ojo por falt A
Por lo mencionadd anteriormente, es lmp esindible : : nét dos de’
Biologia Molecular para con ello confnbulr atla: pr encnon y ‘as my
tratamlemo oportun de los paclentes afectados g 7
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OBJETIVO GENERAL

Deteccion de las mutaciones en el gen. RB responsablcs del retinoblastoma

en pacncntes mexncanos

: OBJET[VOS PARTI_‘CULARES |

.- Crear un banco dc DNA de paclentes con dlagnostlco climco e

hlstopatolégxco de retmoblastoma

2 Implemel ar y est ue ‘permitan detectar las

mutaclones en el gen RB

3.- Conmbu(r al dlagnéshco dlferenclal entre‘ el RB heredltarlo y no =
hereditario.” : : g :
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MATERIAL Y METODOS
ESTRATEGIA GENERAL

de 6Ii;o:1ﬁ:éléétid ecesarios para ampllf car Ios exones 3 4 y 5 del gen:

RB de 28 pacxenles con RB umléleral'y 12 con RB bilateral, por la técmca
de reacclon en cadena de la pohmerasa (PCR). Se estandariz6 la técnica para
el anahsns,de’pollmorf smos’ conformacionales de cadena ‘sencilla (SSCP)

empleando como ”ontrol !as condiciones aplicadas en la deteccion de una

mu(aclon conocxda causante de la fibrosis quistica, y después se aplico esta

tecnica’ para de&ectar pohmorﬁsmos anormales en los pacientes afectados

con retmoblastoma 'Fmalmeme se estandarizod el proceso de secuenciacion
del DNA de Sanger y cols,, (1977) para caracterizar las mutaciones
detectadas en la poblac:én de estudio.

Los reactlvos y soluciones empleadas en este trabajo se describen en el
Apendlce 2. ’
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DIAGRAMA DE FLUJO

Captacion de Pacientes
R
Estudio Clinico

U
Sangre Periférica
. (EDTA 0.1 %)

. Extraccion de DNA
1-clorof T ' is 'f:illcn)

('r

lntégridéd e Cuantificacién =~ <> Banco de DNA
(agarosa 1.0%) ", (D0, 260 nm) g :

Sintesis de Oligos = =0 PCR - SR 4
S A (DNA 100 ng/uh) - :
SSCP estandarizacién - = SSCP " .. .. 4

(-3, pacientes con F.Q.) 1»- =7+ =7/ (pacientes cou Rb)

Secuenciacién © ¢ .. -Sec. Estand.

- (- §, pacicntes con SSCP anormal). . ( método de Sanger )

4§

Caracterizacion de mutaciones o polimorfismos



METODOLOGIA
Criterios de inclusién: :
Se incluyeron én ’el' estudio 40 casos indice, 28 con RB unilateral y' 12 con”

RB bllateral cuyo dlagnésnco chmco de RB fue confi nnado por: estudlos

lnslopatologlcos (todd casos f'ueron conf nnados por, un solo patdlogo) ‘
Criterios de excl :

Se excluyeron aq ell “tratamiento_con_

quimio o radlo(erapxa en fo!

El DNA 'se obfuvo a pamr de sangre penfenca de acuerdo con e! siguiente
procedlmlemo (Ausubel y Bren! 1988) : '

EXTRACCION DE DNA DE 5 ' PERIFERICA
Se tomaron 7 ml de sangre pent‘enca del paciente usando EDTA como

antlcoa&,ulante y después se centnfugé la- muestra por 20 minutos a 3,000
pm, se tomo la capa de hnfocltos, se colocd en 3 mi de solucion para lisis de
eritrocitos (RCBL) se’ desech() o plasma y los eritrocitos, se agito .
suaveiente y se centnfugo 10 mmutos a 3,000 rpm. k
.- Se elimind el sobrenadanle y 1a pastilla se resuspendio en 3 ml de RCBL, .
se agito suavemente y se centnfugé 10 minutos a 3000 rpm se repmé este
paso hasta ellmmar toda la hemoglobma finalmente, se resuspendm el botén"
de lmfocuos en 333 pl de RCBL con 1.5 ml de solucién para lisis’ de
lmfocltos (WCBL) y se incubé toda la noche a 42 °C para obtener un
hldrohzado de lmfocltos )
PURIFICACION DEL DNA
Se purificd el DNA contenido en el hidrolizado de la siguiente manera:
.- Se agregad al hidrolizado obtenido en el paso anterior 2 m} de fenol, se
agitd suavemente por 10 minutos y se centrifugé 10 minutos a 3,000 rpm,
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despuds se paso la fase superior a un tubo limpio sin tocar la interfase y se
repelid una vez mas el paso anterior. Se pusé la fase superior a‘un tubo
limpio y se 'lgrcgé lml de fcnol y | mi de clorofonmo, se ag,nto suavememe y

se cemnl‘ugo 10 mmutos a ‘3 000 rpm, la fase superior se lranst‘no '1 un tubo’ :

hmplo sm tocal la mtcrfase y se repetio el pqso anterior por segu da

: M y 3 ml de etanol absoluto a- 20 °C ‘
- Se agﬂé suavementg hasta que las hebras de 'DNA se hicieron ewdemes y :

el DNA se ex‘ra)o ‘de lé soiucxon con_una pipeta Pasteur. selladé Sé secé por o
-20°C, se dejé v

secar a lempera(ura ambiente una vez mas y se resuspendno en 200 pl de

unos mmutos a (emperatura ambneme “se’ en_)uagé en ctanola
agua desulada estéril, |

CUANTIFICACION DEL DNA

Para cuantificarlo se diluyé ! pl de la muestra de DNA en 250 ui de’ agua
estéril y se registro la densidad éptica a una longltud de onda (A) de 260 nm

el dato asi obtenido se aplicé en la siguiente formula (Manlahs y Sambrook -
1989):

(D.0) (F) (dil) = [DNA] pg/ul

Donde : E

D.0.260 = densidad 6ptica a una A de 260 nm

F = constante equivalente a 0.05 (50 ng de DNA = 1 D.O.2¢0)
dil " = volumen de dilucion equivalente a 250 pl
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Después de la cxtraccnén del DNA se comprobd su mlcgrldad por medio de '
una clcctroforests ¢fig. 12J, para lo cual se mezcl6 1ul de muestra con 7;11 de
colorante” azul de bromofenol-xilencianol (0.05% : 0.05%) y 5;11 dc ag,ua
estéril y se como en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio por 20

mmutos a 100 volts
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(1]
9,416

2,322

564

Figura 12.- Integridad del DNA. Carril 1: marcador de pesos moleculares A Hind
III; carriles 2 y 4: DNA integro; carriles 3 y 5: DNA degradado; notese que el DNA
integro se encuentra concentrado en una sola banda gruess, nitida y-ademds, su
corrimiento electroforético corresponde al del DNA de 23,130 pb del marcador de pesos
moleculares mientras que en el DNA degradado se puede observar un bamido con una
serie de bandas. s
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Una vez que se cuantifico y confirmé la mtegndad del DNA se smletuaron

los olu,omlcleondos iniciadores para la mnphf cacnon

los e\:ones 3 4 y 5.

del 1,en RB de acucrdo con las secucncms dlscﬂa as por Blanquet y colsvv

(1993) slz,ulcndo el procednmen(o propuc.sto por. pharmacm LKB (199 .

antems de Ollgonucle(mdos : i
La sm(csts de ohgonuc]coudos es un ncoplamnculo c:cllco de monémeros

(ATGC) para oblencr un mulumero dc una longn td y una secuencxa

soporte mediame un- puente ' d succmato, el proceso se inicia lavando el

soporle sohdo que contiene el monémero mxclal con dicloroetano y después

se suceden en fonna conlintlé los sngl enles pasos (fig. 14): )
1.- Desproteccnon del grupo S-hxdroxllo de la unidad terminal 2-deoxlmbosa .

removnendo el ‘gmpo 4 4'-dlmeuhntll {(DMTT) con dicloroetano, despues se-

ehmman Ios residuos de agua con acetonitrio. iR
2.- Acoplam:emo fonnacnon de un puente 3'-5' mtemucleétldlco con el
grupo fosfato del deoxirribunoclestido siguiente. :

3.- (_appmg se  bloquean los grupos hidroxilo sin reaccxonar para Larannzar

que solo se polunence la secuencia correcta en los ciclos sigui

4.- Oxldaclon. se oxida el puente de triéster fosfato y se detlene 1a reaccion.
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Cada sfntesxs comprcnde una sene de clclos en cada uno de los cuales :
se agrega un nuclcétldo ala cadena en crccmucnto baelcamen(e se compone

de fas sxgunentes reacclones qunmxcas orpanic:

con amomo en un pr
Oxldaclén Oxndacn

Blanduet Y'cqjs.,:(i?QS
Exéh - "Sreéuencla de Oli.gonuclééﬁdos Amplificado -
- : (pb)
3 RS CAGTTTTAACATAGTATCCA 3' 397

F 5' ATACACTTTCATAACGGCTC 3'

4 R 5' AGTAGTGATTTGATGTAGAG 3' 411
F 5' TGAGCTAACATTAAAAGGGA 3'

5 R 5' CTACTATGACTTCTAAATTCG ¥ 200
F 5' CAAGATGTTTGAGATTATTCC 3'
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Los ol‘igonucle‘étido:\ utili'zados para la PCR fueron diseiados de

acuerdo con Ia secuenclas dc ‘las cadenas sencillas que flanquean- los

extremos de Tos cxonyes del g,en RB por lo que con ellos pueden analizarse
tanto los smos de exlcron como toda I secuencia codificadora de cada uno -
de los exones La Iougltud de la region intronica que flanquea los exoucs:_
varia de 58 a320 pb entre los exones 3, 4 y 5 (Blanquet, 1993) i
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VZ-‘d‘goxiribosaL

(Pharmacia LKB, 1991)

Figura 13.- SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS. La sintesis de
d ion entre el grupo S-hidroxilo de un
nucledtido con el grupo 3' fosfato de un segundo nucledtido.

oligonucledtidos es basi una cc
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4 OXIDACION

(Pharmacia LKB, 1991)

Figura 14.- FASES DE LA SlNTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS.

Este proceso se repite hasta que la secuencxa de nucleoudos requerida ha sido sintetizada.
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AMPLIFICACION POR PCR
Para amplificar el DNA g,enomnco s¢ mezclarou los reacuvos de la tabla 2 en

el-orden. mdlcado y sev, somencro ;al p ‘ceso de amphﬁcacxon en un
tennoclclador (Pcrkm E

! p 9600) con eI sngulenle programa

a) 94°C” 12 seg
b) 1 65°C: 20 seg 1
c)y .72°C 7 min
d) 4C Indefinido
a) Etapa de desﬁalurﬂiuci(gn . :
b) Etapa de alineacion
c) Etapa de pollmenzacnon
d) Terminacion

Después dey coné)uida lzi a'n'\p‘lif caci(in ésta se verifico colocando 1ul
del ampllf cado en un gel de ‘agarosa- al 2.5% con bromuro de etidio y se
sometio a electroforesns a 85 v durante 1 h. Postenon'nente se observé el
DNA en un transnlummador de luz U.V. sobre el cual se tomo la fotograﬁa
correspondlente (/‘guras 15- 17) R
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TABLA 2.- CONDICIONES PARA PCR

Reactivo Volimen [Stack] [Final)
Hy0 14.67 gl

Buffer taq. 2.70 i 10 X 1X
ATGC 0.55 10 mMec .00 mMx
Oligonucledtido F 0.89 pl* 100 mgii 35 ngh
Oligonucleotido R .~ 0.89 'l * 100 ng/ut -

 -Taq Polimerasa Stoffel -
gt
DNA
Volimen final

o la concentracion es de 10 mM por cada una de las bases ™ :

a1

* Se utilizaron con la misma racion para el

is de los tres

37




{2 3 4 56 78 910111213

Figura 15.- Amplificacién del exén 3. Se muestran cinco casos con RB bilateral,
cinco casos con RB unilateral y un control negativo con la mezcla de reaccion para PCR
pero sin DNA. El tamailo del amplificado obtenido es de 397 pb. Carril 1: marcador de
peso molecular ladder (Apendice 1), carril 2: RB103; carril 3;: RB103; carril 4.-RBI1S;
carril 5: RB202; carril 6: RB242; carril 7. RB288 carvil 8: RB2S5; carril 9: RB260; carril
10: RB303; carril 11: RB316; carril 12: RB322; carril 13: control (-) con la mezcla de
reaccion en ausencia de DNA.
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t2 34 56 7 8 9 10 I

Figura 16.- Amplificacién del exén 4. Se muestran diez casos con RB unilateral,
el tamailo del amplificado es de 411 pb. Carril 1: marcador de peso molecular A/Hind III
(Apendice 1) carril 2: RB8S; carril 3: RB402; carril 4: RB405; carril 5: RB408; carril 6:
RB409; carril 7: RB412; carril 8: RB41S5; carril 9: RB418; carril 10: RB427; carril 11:
RB392.
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1 2 34 56 78 910 (i}

Figura 17.- Amplificacién del Exén 8. Se muestran nueve casos con RB
unilateral y un contro! negativo. El tamaito del amplificado es 197 pb. Carril I: marcador
de peso molecular ladder (Apendice 1); carril 2: RB8S; carril 3: RB402, carril 4: RB405;
carril S: RB408; carril 6: RB409; carril 7: RB412; carril 8: RB41S; carril 9;: RB418; carril
10: RB427, carril 11: control (-) con la mezcla de reaccion en ausencia de DNA.
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Deteccion de mutaciones por andlisis del polimorfismo ceaformacional

de cadena sencilla SSCP.

Procedimiento - :
Para detectar las mulacnoncs por SSCP los amplif icados abtemdos se

moléculas obtenidas en csta reaccién. se. a

geles de poliacrilamida no desnaturalizante co

Electroforesis en geles de polia'crili;midd no desnaturalizante

Una vez concluida Ia PCR en’presenc de {a-32P]dCTP, se mezclo l 5 pl
del amphf' cado con 9;,1] de co!orame stop y se incubd por por 10 mmutos a =
99 °C. para desnaturahzar el DNA Inm pués se. coloré ia

mezcla en hxelo ﬁ'appé por 5 mmutos omeron 3;1! de cada .

muestra en un gel de pohacnlamtda por 19 h a 150 V en buﬂ‘er TBE 0. 8 X

Autorradiografia

Después de transcumrido este tiempo se colocd ei gel en papel filtro y se
cubrié con una pelicula de Egapack, se seco a 80 °C enun sistema de vacio
por | b y se montd en un cassette de foto exposicion con dbs placas Kodak
O-matic. Las placas se revelaron en tiempos de l‘2 y24 thras para poder ver

1a sefial radioactiva que quedd impresa en las autorradiografias.
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TABLA 3.- CONDICIONES PARA SSCP

Reactive Volumen {Stock] {Final]
Hp0 . 5.10 pl
Buffer 1.00 ul = 10 X i X
ATGC 020 pt - ** e
OligonucledtidoR " 0.50 jl 100 ngha . 5.00 oy
 Oligonucledtido F 0,50 u 5.00 ng/!
Taq Polimerasa Stoffe!  0.10 pl S 0.10 wil
MgCl, 150 380 mM
[« 32}PdCTP 0.10 ul 10.02 mM
DNA amplificado 1.00 _pl
Volimen final 10.00 pl

**En este paso las concentraciones de bases A, T, Gy C para ‘S‘SCP se modificaron de tal

manera que en 1 ul de la concentracién stock de Ja mezcla de riucleétidos, la adenina, la
timina y la guanina (A,T,G) se ran a una ion 25 mM y la citocina (C) se

encuentra a una concentracion 2.5 mM con el ﬁn de faclhtar la_incorporacion del
nucledtido marcado [a-32PJdCTP.
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Densitometria

La densntomctrla se aphco para anallzar la mlcnsndad ‘de la sefal radioactiva

de " las band'zs del patron clectroforctlco en’ aqucllos ‘pacientes  que

prescnlaron alleracxones en cl SSCP ‘sugusnvos de ser portadores de una

delecxon Para ello se colocaron las placas dc autorradlografas obtenidas en

en eI producto amphf cado Los dalos se rcglslraron en_forma gréf' ca

empleando como umdad eI porcemaje de transmltancla de luz,
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Est.mda rizacién de la técnica de secuensiacién
Con el ﬁn de caracterizar las mutaciones rcsponsables 'del retinoblastoma en
futuras investigaciones, se estandarizoé la técnica de secuencmclon ‘de Sanger E

de acuerdo con el siguiente procedimiento:

Se amplificé el DNA de interés con Ias condlclones ya prevnamente

establecidas mediante la técnica del PCR (tabla 2) y después /se como el

amplificado en un gel al 1.8% de agarosa de ba_|o pﬁnto dc’fu nen Buﬂ'er ‘
TAE1 Xall0oV. El producto amph['cado s

polvo de vidrio de la siguiente maner

trajo del gel con NaI 6M Y

Extraccién de DNA de geles dc;vag
1.- Se cortd la banda de int del ¢
2.- Se agreg,aron 800ul de Nal 6M a cada
se agito en vortex hasta ﬁindnr la agaro

hielo’ por 1 mmuto

3 Se agregaron 45ul de suspensnén de polvo de wdno y se aglté con vor(ex ,{ ’

se incub6 en hielo durante 15 minutos y se centnfugé a méxlma‘velomdad' L

por 3 minutos, se retiré el sobrenadante por vacio con pxpeta Pasteur y la.:

pastilla de polvo de vidrio obtenida se enjuagd tres ve,ce‘sﬂ con /solucléri ‘de R
lavado (etanol 70%-NaCl 1M) fria y se elimino el sobrehédinfe.f
4.- Se eluyd el DNA con 40ul de agua estéril a 55 °C ya itac
y se incub6 20 minutos a 55 °C. Se centrifug6 a 12, 000’

o S minutos y
se recuperd el sobrenadante. : S
5.- Con ayuda de un concentrador (centrivap) se secé el DNA contemdo en
el sobrenadante y se guardo a -20°C - B g
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Reaccion de secu}ghciacl;(_in =

nciacion - se’ realizé de acuerdo con el - siguiente

procedimicito

1.-El [‘ragme ' dlob‘ler cadena se}ydesua;ﬁrali‘zc_') 293 °C durante

2.- Se bfcbﬁré _lzi siguiente mezcla de reactivos:

DNA amplificado 7 pt -

.. Buffer de reaccién 2 puto
- Oligonuclebtido 1 ul
= Total 10

ddA’ 2.5 (mbu 3)
ddC - 2850 (tubo 4)

2u,|
nul

5.-Se calentaron los tubos de tenmnaclén del paso 3 a 37 °C

6. Se preparé la reaccion de marca]e radloachvo con [3SS]dATP para tal

efecto, a la mezcla del paso dos se le agregaron los sngulentes reactivos: .
Ditiotreitol 0.1M 1,0 ul
[3SS]dATP 05 i
DNA Polimerasa 20 i

Se mezclaron y se incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos.’
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7.- Reaccion dc terminacién. Se colocaron_J 5) ;tl de la reaccién del paso
anterior en cada uno ‘de los cuatro tubos del aso 3 (ddG ddA “ddT. y ddC),
a 37 "C e

se mccclaronysc counnuol ncuba on porS w lutos

8.- Se demvé Ia reaccnon

9.- Se calcmaron la
despues se ‘colocaron 3 mi ,
és(i’és a‘2,00(-) VV:'du

relird: cl gel de’ Ia misma manera quc ‘con los g,eles dc SSCP y se fijé con

come.ron Ias

acxdo acenco glaclal por 15 minutos para retirar el ghcerol contenido en el
gel'y despues se eliminé el dcido acético con un poco de agua y se seco el
gel de la misina manera que los geles de SSCP, se colocaron dos placas para

autorradiografia y se revelaron a las 24 'y 48 h ¢rig. 13).
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Figura 18.- AUTORRADIOGRAFIA DE SECUENCIACION. A: M3, B
y C: DNA de un control normaf, son ias compl ias. La técnica de
iacion se darizd con ¢} DNA del fage M13 (Apendice 1) como control

interno del experimento y el DNA de un control normal.
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RFSULTADOS
HALL.»\ZGOS CLINICOS

Enel lnstltuto Naclonal de’ Pcdlatna (INP) cl retmoblas(oma ocupa la

qumm causa deﬂ norblhdad infantil por decmncmos oncoléglcos Tomando

en cucnta que la probabilidad que tiene un{mdmduo con RB hered:tano para‘
procrear descendencna afectada es del 50% (Camevale y Del Castillo, 1993)

acnemcs con ‘RB de los cuales, el 70%

la aleS; en todos los casos fue necesaria la '
un ojo. El érgano afectado se envié a patologia
, lpal motivo de la consulta fue la leucocoria en el
69. 3% de Tos asos, estrablsmo en un 17.9% y 12.8% fueron otras causas
(rabla J)A La ‘ ad de inicio de los sintomas fue generalmente antes de los $
affos de edad Enla mayoria de los nifios con RB bilateral este se manifesto
antes de los seis meses de edad, y €l 64% de los pacientes con RB unilateral

presentaron el padecimiento antes del aflo de edad (tadla 5).
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TABLA 4.- DATOS OCULARES EN PACIENTES CON

RETINOBLASTOMA
Signos Motivo de la " Consulta
RB Unilateral RB Bilateral *

N° N (%)
Leucocoria 19 8 693
Estrabismo -6 i 17.9
Otros "3 2 12.8
Total . ‘ 28 1t 100

m =meses, a= afos

* En esta tabla no se incluyen los datos de un pacnentc con RB bilateral del cual se
desconoce la edad de inicio del padcclmlento y el principal motive de la consulta. el
porcentaje se obtuvo en base a una n = 39
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L ‘TABLA 5.- EDAD DE INICIO DEL PADECIMIENTO I

Edad de inicio RB Unilateral RB Bilateral *
(%)
0 - 6m 11 8 48.8
7 -12 m 7 2 25.6
I3m- 5 a 9 l 23.1
>5a 1 0 2.5
“Total 28 11 100

m = meses, a=aiios

* En esta tabla no se incluyen los datos de un paciente con RB bilateral del cual sc
desconoce la edad de inicio del padecimiento y el pnncnpal motivo de la consulta, el
porccmaje se obtuvo en base auna n= 39 -
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Neopiasias asociadas con RB en Io:s"‘pa"cicnt“es estudiados

principalmente en los padr;s de los paczentes, el'resto de las neo;;i'asrias' se

registraron en los abuelos de los paclcntes

Poblacién de estudio i T
La poblacién captada para este estudio se compone de unbtotal de 40
12‘RE btlateral

de los 28 con RB unilateral 13 son hombres 'y lS son mu;eres. mlentras que

individuos (tabla 6) de los cuales 28 padecen RB umlateral

de los 12 casos con RB bilateral, 8 son hombres y 4 son mujercs
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L TABLA 6.- POBLACION DE ESTUDIO

Unilateral
Pacientes Muestras Izquierdo Derecho Bilateral
Hombres 21 4 9 8
Muj eres 19 7 8 4

TOTAL 40 B 17 12




CREACION DE UN BANCO DE DNA

Se cred un banco de DNA de todos {os pacientes y de sus familiares de
pnmer (,rado sumando un total de 116 mdmduos (tabla 7.
i a por el método descrito

+El DNA se obtuvo a partir de sangre penf
antenonneme en la metodologia, en todo
DNA fue mayor de lpyul oy se consxd
coclentc mayor a 1 6 obtemdo al leIdlr la‘densidad 6ptlca (D 0.) con A de
nm cérrespond:eme alas
DNA en geles de
nsnderé como patrén ptimo de

os la concentraclon del
cnteno de pureza el

240 mn que detecta el fenol contanunanie y

proteinas. Postenormente se valo

‘agarosa tefidos con bromuro de etldl Yy
mtegndnd cuando el DNA se observb concentrado en una sola banda

fluorescente de alto peso molecular, gmesa y nmda (/‘g 12)
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i TABLA 7.- BANCO DE DNA

DNA de pacientes 40
DNA de familiares {¢f grado 76 *

TOTAL 116

* - Se obtuvo fa muestra de los familiares de primer grado que acudieron al INP.




DETECCION DE MUTACIONEQ POR PCR y SSCP
cQ. e DNA se eslablecnerun las condlcnones

Despms de la creac"n ¢ el ba
optimas para amp :
estand'mmci ; v
los dlfcrcmes rea‘
tempcraturas ‘nimero de cnclos En Ia tabla 2 se muestran las condnclones :

que rcsultaro ptimas para la amplificacion de estos exones. Las sccuenc|as~ :
de los ohgonucleondos"que se utilizaron se muestran en la sccc\on de smtests

de oli;,onucleé(udos“Se analizaron en total 40 muestras donde ef producto;

obtcmdo de la amphﬁcacn(‘m para el ex6n 3 fue un fragmento de 397 pb fig. -
6n 4de'd11 pb (fig.16) y para el exén 5 de 200 pb (/'g 17). EL.
baclenles mostré que los fragmentos obtenidos por la PCR

13), para el

anéhsns de

fueron de tamaﬂo esperado y no presentaron variaciones en Ja migracidn ni
bandas accesonas por lo que con esta metodologla no fue posnble detectar

mutaclones

Estandarizacién de 1a técnica de SSCP , no

La técnica se estandarizé primero con muestras de individuos normales y al
igual que en la técnica de PCR se optimizaron las condicibh_es para el
andlisis de exones. En la rabla 3 se muestran las condiciones 6pﬁmas para ¢l
SSCP. Como control positivo para determinar si el SSCP es util para detectar
mutaciones puntuales se realizo el andlisis de SSCP de un frégmento del gen
FQ que codifica para la proteina reguladora de. la- conduccion
transinembranal. Dicho fragmento presenta la mutacién puntual 2055 del 9
A en el exdén 13 que fue detenninada previamente en el laboratorio por la
técnica de mutagénesis dirigida mediada por PCR. En la figura 19 se muestra
el analisis por SSCP de un grupo de pacientes sin la mutacion y un paciente
que porta fa mutacidn 2055 del 9—A.
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Figura 19.- SSCP del gen FQ con una mutacién puntual. La flecha seftala la
mutacidn puntual 2055 del 9—A en el exon 13 del gen FQ de un paciente afectado con
fibrosis quisticd; en la figura el resto de los pacientes no tienen la mutacion.
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DETECCION DE MUTACIONES EN PACIENTES CON
RETINOBLASTOMA
Una vez establecidas fas condiciones épnmas para

(? SSC_P, se

analizaron los exones 3, 4 y 5 del gen supresor ‘del relmoblastoma en 12

€asos con RB bilateral (tabla 8 y 28 con RB umlnleral {labla 9). En este’”
analisis se encontraron 2 pacientes con RB bilateral (pacientes' RB272 y
RB103 Siguras 20 y 27) con alteraciones en el exdn 3; § paciénte's‘ con RB
unilateral (RB175, RB28, RB289, RB351 y RB333) y 2 con RB bilateral
(RBZG7 y RB242) con alteraciones en el exdén 4 (figs. 22- 26), y 2 pactentes ;
con RB bilateral (RB 164 y RB115) con alteraciones en el exdn 5 (figs. :
23). Es importante resaltar que en el paciente RB289 (g 23

presentaron bandas accesorias, sin embargo una de las bandas fue de xii;:nof
intensidad que en el resto de los pacientes. Se realizd un analisis por
deﬁsitometria del patrén electroforético de este paciente (g 29) y se
compard con el del paciente RB28 que presenté una banda accesoria en la
fraccion 2 (fig. 30) y con el de un control normal ¢fig. 3/). De las 3 muestras se
analizaron las 4 bandas que constituyen el patrén de SSCP para el exéon 4 y
se calculd el valor de cada una de las curvas obtenidas. El andlisis
comparativo ‘de.las fracciones mostro que tanto el control como el paciente
RB28 guardaron una gran similitud entre cada uno de los valores obtenidos
de sus 4 fracciones, correspondiéndoles un valor de 39.6% a la fraccion 4 del
control y de 41.7% a la del caso RB28. Estos resultados contrastaron
notablemente con el 14.9% de la fraccion 4 del paciente RB289. Este
hallazgo parece ser el resultado de una delecion, por o que es posible que
sélo se conserve la mitad de la ddsis génica en este exon. Es importante
resaltar que en el andlisis densitométrico el paciente RB28 presentd un
desplazamiento de la fraccion 2, producto de la presencia de la banda
aberrante (figs. 23 y 30).
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[ TABLA 8.- POBLACION AFECTADA CON RB BILATERAL J

Exenes
Paciente Sexo 3 4 5
RB103 F * N N
RB202 F N N N
RB242 F N * N
RB288 F N NN
RB11I5 M N: N *
RB319 M NN N
RB334 M N "N N
RB330 ‘M N N N
RBi64 M NN *
RB272 ME SN N
RB267 M N ¢ N
RB392 M “N. N N

N : Normat
* : Mutado
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[ TABLA 9.- POBLACION AFECTADA CON RB UNILATERAL l

Paciente Sexo Localizacién Exones

J 45
RB260 F N N N
RB303 F N N N
RB333 F N ¢« N
RB341 F N N N
RB351 F.. N * N
RB175 - Fi N * N
RBI189 - F N NN
RB402 N N N N
RB405 F: N NN
RB409 e O N N N
RB418 TR N NN
RB427 [ R N NN
-RB477 F:o: N NN
RB478 e O N NN
‘RB496 CFe N NN
RB316 M N NN
RB322 M. N N N
RB310 M- N NN
RBI133 M N NN
RB325 M N NN
RB289 M= N * N
RB28 M ‘N * N
RB8S M- N NN
RB408 M: N N N
RB412 M N N N
RB415 M N NN
RB485 M N N N
RB494 M N N N
N : Normal

* 1 Mutado

5



F3

Figura 20.- Caso RB272, Carril 1: control; carril 2: RB320; carril 3; RB164; carril
4: RB272. La flecha én indica la presencia de una banda extra en ¢l patrén de SSCP del -
exon 3. C )



Figura 21.- Caso RB103, Cari 1: controt de DNA de un individuo normal, carril 2:
RB11S; carril 3 y 4: RB xon 3 9%
este paciente, - .. \

|
|

| 6l

103. La flecha indica la ausencia de una banda en el e



Figura 22.- Casos RB175 y RB267. Carril 1: control de DNA de un individuo
normal; carril 2: RB175; carril 3: RB267; las flechas sefalan dos bandas extra que se
encontraron en el paciente RB175 que pueden ser el resultado de una estructura
heteroduplex y una banda extra en el paciente RB267, ambos en el exon 4.
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Fraccion

Figura 23.- Casos RB289 y RB28. Carril A: RB28; carril B: control de DNA de
un individuo normal; carril C: RB289 con una clara diferencia en la intensidad de ia sefial
en la fraccién 4; fa flecha de la izquierda indica la presencia de una banda extra en la
fraccion 2 en el exon 4 del caso RB28 carril A.
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Figura 24.- Caso RBIS1. Carril 1: control de DNA de un individuo normal; carril 2:
RB351; la flecha indica una banda anormal en el exon 4 de este paciente.



Figura 25.- Caso RB333, Carril 1: control de DNA de un individuo normal; carril 2:
RB333; carril 3: RB322;1a flecha indica una banda extra en el exon 4 de este paciente.
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Figura 26.- Caso RB242. Caril 1: control de DNA de un individuo normal; carril 2:
RB242; 1a flecha seilala una banda extra en el exdn 4 del paciente RB242.



Figura 27.- Caso RBIGA. Carril 1: control de DNA de un ‘individuo normal; carrit 2:
RB164; la flecha indica la presencia de una banda extra en el exon 5 de este paciente.
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Fig. 28.- Caso RB11S, Carril I: control de DNA de un individuo normal; careil 2: ..
RBI15; Ia flecha indica fa presencia de tres bandas extra en el exon S de estc‘pacibeme.;
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Fraccion- - (%) Transmitancia Figura 23

I . 513 -4
-2 12,7 s
3 s -
.4 14.9
_¢—2
1
(%) Transmitancia

Fraccion 2 3 a

Figura 29.- Densitometria del caso RB289, Se muestran las curvas
correspondientes a cada una de las cuatro fracciones que constituyen el patrén de SSCP
en el analisis del exon 4. Notese que existe relacion entre el porcentaje de transmitancia,
la forma de la curva y la intensidad de la sefal radioactiva observable en e carrit C de la
figura 23. Compirese la fraccion 4 del paciente RB289 con los datos correspondientes a
fa misma fraccion del caso RB28 y del control en las figuras 30 y 31,
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Fraccion (%) Transmitancia Figura 23

! 45.0 "'..«
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Fraccion 2 3 4

Figura 30.- Densitometria del caso RB28. Se muestran las curvas
correspondientes a cada una de las cuatro fracciones que constituyen el patrén de SSCP
en el andlisis del exdn 4. Notese la relacion que existe entre el porcentaje de
transmiitancia, la forma de la curva y la intensidad de fa sefial radioactiva observable en el
carril A de la figura 23
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Fraccion  (%)Transmitancia Figura 23

! 45.0 -
2 9.8
300 se
4 39.6
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Fraccion | 2 3 4

Figura 31.- Densitometria de! control. Se muestran las curvas correspondientes a
cada una de las cuatro fracciones que constituyen el patron de SSCP. Notese la relacion
que existe entre el porcentaje de transmitancia, la forma de la curva y la intensidad de la
sefial radioactiva observable en el carril B de la figura 23.
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Otro resultado imeresame fue el hallazgo de bandas de migraciéh lenta en el
patron eleclroforeuco de.los pacxentes RB175 y RB {15 (/'g\ Zy 28) q‘uc,"
sugicren la presencn de dclccxones o de inserciones pcquuﬂns que penm:en

la formacion de estructuras -heteroduplex, las cuales son el producto del :
ap'lrcamlenlo de una cadena normal con una mutada y que s¢ observa en una .
electroforesxs cuando la dclec:én o la insercion es mayor de 2 pb = =

Eu el resto de Ios pacncnies se encontraron bandas. accesonas 'umcas,'

que pueden ser el :resultado de mutaciones pequcﬂas y/o puntuales’
Consxderando que en los trastomos atitosdmicos dommantes los huos uenen -

50 ¢ % de heredar de sus padres el gen mutante

una probébllld‘ad del
(Camevale, l993),
anahzaron las muestras de los padres de los paclemes Rl3267 R8289
RB272, RBI 15 ‘R3164 Yy RBI75 para detemunar sf tales alteraciones fueron
heredadas de los padres (en caso de no penetranc:a)‘ o'si son mutaclones de

que el relmoblastoma tiene una penctrancla del 90%, se :

novo, Este anéhsts sélo revelé la presencna de bandas normales en los padres k
con Io cual’se deduce que tal alteracién no fue heredada de estos y. que
probablcmeme se trate de mutaciones de move; aunque no se puede descartar
la posibilidad de un mosaicismo gonadal en los padres de los pacientes. k
En las figuras 32 - 34 se muestra un grupe de casos fndice y un controt :
todos ellos con patrones normales de SSCP correspondientes a los exof\és 3,
4 y 5 respectivamente, En los pacientes con RB unilateral ellconuémos ‘
alteraciones s6lo en €l exén 4 (tabla 9) mientras que en los paclemes con RB
bilateral las alteraciones se observaron en los tres exones anahzados (tablar )
8). Es importante seialar que la presencia de las mutac:ones fue mésr
frecuente en los casos con RB bilateral (7/12) que en el RB umlateral (5/28) -

7



e o b

Figura 32.- Patrén normal de SSCP | para ¢l exén 3. Se muestea un grupo de -
pacientes nfectadoo con RB Carvil 1: control de DNA de un individuo normal; carril 2
RB8S; carril 3: RB402 carnl 4: RB4DS caril 5: RB408.
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Figura 33.- Patrén normal de sscp para el exén 4. Se muestra un grupo de
pacientes afectados con RB. Carril 1: control de DNA de un individuo normal; carril 2;
RB133; carrif 3: RB341; carril 4; RB351; carril 5: RB133.
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Figura 34.- Patrén normal de SSCP.del exdén §, Se muestra un grupo de
pacientes afectados con RB, Carril 1: comrol de DNA de un mdmduo normal carril 2!
RB310; carril 3: RB133, carnN RB32S; carrit 5: RB34}.
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DISCUS_I_ON

- El retinoblastoma es una ncoplasna mahgnn de orlg,en embnonano que .

se prcscnta gener'xlmcne antes de los 5 aﬂos de cdad con unn ﬁ'ccucncxa de’l -

en 20,000 nacldos vivos. En el INP eI reunoblastoma ocupa la qumta causa

de morblhd'ld infantil por padeclmxcntos oncologlcos y solo” en un aito se
atendicron ¢n el Servico de Genética 29 casos nuevos.

Desde que el gen RB fue clonado en 1986 la mayoria de los rearreglos
cromosomicos reportados han sido alteraclones estructurales de tamaiio
considerable detectables por hibridacion con Southern blot. En estos estudios
se han encontrado solamente del 9 al 16% de las alteraciones responsables
de la enfermedad (Horowitz -y cols; 1989). Por otro lado solamente un
pequeito. numero dé pacientes con RB (= 5%) presentan deleciones
cromosémicas lo b su(‘ cncntemmte grandes para ser detectadas
cnog,ulencamento. (Galhe Y Joremv, 1990). Considerando que casi todos los
pacncnles no relacnonados enlre st tienen defectos moleculares diferentes

(Blanquet Y. cols l991) es necesano apllcar metodos mas eficientes para la

lfanahsls del polimorfismo
confonnacxonal de cadena sencxlla (SSCP) [ cual sé aplicé a la poblacion de
estudio de este trabaJo : o £

Del total de la poblaclon en esludlo (tbla ) el 30% presenté RB
bilateral: 8 hombres y 4 mujeres, y el 70% RB unilateral: 13 hombres y 15
mujeres. En el 69.3% de los pacientes la_leucocoria fue el signo. mis-
temprano que de acuerdo con la literatura es la principal manifestacion del
retinoblastoma, seguida en orden de importancia por el estrabismo que en
este estudio lo presentd el 17.9% de los pacientes. El resto iniciaron sus

manifestaciones clinicas con lagrimeo o inflamacion ocular,
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Con respecto a la edad de inicio de las manifestaciones clinicas, todos
los casos con RB. biléterél y el 50% con RB unilateral se presentaron antes
del. ai\o de edad (mbla -I) De acuerdo con la fiteratura (Abramson, 1990)
todos los RB bllaterales y el 10 15% de los RB unilaterales son hereditarios.

Por otm pan";se abe que en ‘estos casos el retinoblastoma se manifiesta

antes del pnmer aﬂo;de vxda, rmemras que el retinoblastoma no hereditario
(85-90% de los:RB umla(erales) se manifiesta mas tardiamente. De acuerdo
con esto los resultados obtenidos suguieren que en la poblacién estudiada el

RB umlateral herednanoﬂ podna presentarse con mayor frecuencia que lo
reponado en la hteratura 4] b:en que estos sean casos en los que el desarrollo
del tumor en el otro 0_)0 se presente en etapas posteriores al estudio y que por
lo tanlo sean casos de RB bilateral.

Por otra pane, se ha reportado que una mutacion germinal en el gen RB
( fozma heredltana ) predxspone, adcmés del retinoblastoma, a otro tipo de
a de estos pacientes desarrolla tumores no

tumores pnmanos y.més del 50%

(Benedlct y. cols 990) En este traba]o, 2 de los pacientes con RB bilateral
'idesarrollaron osteosarcoma, uno de ellos desarrolld el tumor en el humero
‘xzqulerdo a los 18 afios de edad y el otro en la tibia izquierda a los 6 afios,
También se encontré un caso con RB unilateral que desarrollé un tumor en el L
sistema nervioso central a la edad de 16 aflos. No se encontrarb‘d otras

neoplasias asociadas, sin embargo {a mayoria de los paclenles son menores

riesgos a las familias afectadas.
El pronodstico del paciente con retinoblastoma depende del dlagnéshco

y del tratamiento oportuno; desafortunadamente el dlagnosuco e'cstablece

en elapas avanzadas y el tratamiento es agresxvo ya que eneralmente .
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requiere de la enucleacnén del 6rgano at‘ectado En este estudxo todos los

pacxemes fucron enuclead

,de por lo menos un’ o;o y: requmeron dc"

tratanuento con qmmlo y/o radloterapra

no herednano : por

tratamiento oportuno de la enfen'nedad y para torgar un asesoramtemo’ ,‘
genético adecuado. ' s ‘

En el presente trabajo se analizaron 28 paclentes con RB umlateral Y 2
con RB bilateral por SSCP; dicha técnica resulté ser de gran lmhdad ya que :
se pudieron detectar mutaciones en 6 casos de los 12 con RB bllateral yen 5 i :
casos de los 28 con RB unilateral, con lo cual se hace evndente laA'
sensibilidad de la técnica para detectar mutaciones rqueyt pdi{ otros !
procedimientos comiines no pueden ser detectados. También es imponante:‘
resaltar la ventaja que ofrece esta técnica para poder analizar
simultaneamente un niimero considerable de muestras en un sélo evento.

Por otra parte, es muy importante resaltar que de los 28 pacientes con
RB unilateral se encontraron 5 casos con alteraciones en el patrén
electrofordtico, este es un resultado muy interesante ya que al haberse
encomntrado dichas alteraciones en el DNA de sangre periférica, se puede
concluir que estos casos con RB unilateral son hereditarios ya que todos los
casos con RB no hereditario presentan la mutacién exclusivamente en las
células de la retina tal como se establece en la teoria de Knudson
(Abramson, i990; Shimizu y cols, 1994).

Con respecto a los casos con RB bilateral, se encontraron 6 de un total
de 12 casos analizados que presentaron alteraciones en el patrén
electroforético, mientras que de los RB unilaterales solo se encontraron §
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pacxcutes Estc resuhado era de esperarse, ya que en los pacnemcs con RB

mfonnatlvos y en nmguno de ‘ellos se encontré aheraclén en los patrones
eleclroforéucos an hzados por lo que estos resultados sugtcren que las

alteracxones encon(radas en los pacxentes son mutac:ones de novo que de

acuerdo’ con Blanquet y cols (1995) surgen 'como formas esporadicas en

familias sin antecedemes famnhares con re(moblastoma ya que hinguno de

los padres es portador de dxcha mutac:ori en las célu|as sanguineas, por otro

lado, se sugiere que los casos aqui reponado s _son herednanos puesto que el

estudio se realizo en sangre donde es wable detectar los casos

hereditarios ya que lOS' no: ere nanos solo se pueden detectar en
condiciones de homocxgoc:dad en te_udo tumoral y no en tejido sanguineo.

Es de notarse que. de los paclentes analizados en este trabajo se
encontraron casos de gran mteres, el pacxente RBI17S (fig. 22) que presentd
dos bandas extra en el patrén correspondiente al exén 4RB, y el paciente
RB113 (fig. 28) que presento tres bandas extra en el patron correspondiente al
exon 5RB hacen sospechar que estos resultados son consecuencia de la

formacion de estructuras heteroduplex, las cuales pudieron originarse debido
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a una delecion ov a una insercion en uno de los alclos, de tal manera que si
cada-una de las cadcnas nommlea se rcna(uralwa con um\ c'ldena mmada se
formaran cslrucmras hctcroduplc\ (Orozco, 1993) Olro caso mtercsame es
el del pﬁucme RB289 quc ‘presenta ¢l mismo pa(rén clectroforehco que el

resto dc la poblacmn (figs. 23y 29) para el cxén 4R cmbargo una de las

bandas ﬂu. de menor mlensndad por lo qm. ‘se;, eahzo un ‘analisis

dcnsnlume(rlco del patron clec(roforéhco correspondxente a este p'lcleme
comp'\mndolo con el dcl con(rol normal y con ei del pacxcnu. RBZS de hs 3
muestras se auahzaron Ias 4 bandas que consmuyen cl patron de SSCP para
el exon 4 El anahsns comparahvo de las curvas ob(emdas dela dellsltomema
tanto del pa cnte RBZS (r 30 como del comrol (fig.31) mostrd que guardan

una ;,ran sx tud en(re os valores correspondncntes a3 de sus cuatro

ﬁ'accrones, marcada diferencia en la fraccion cuatro dcl caso ;
fndlce R8289

control ¥ de 41 ‘7°

29), col espondlendo un valor de 39.6% a la fraccién 4del
h' a Ia del caso RB28; ambos porcentajes contrastan

not'\blemente con el 14 9% de la fraccion 4 del paciente RBZS9 por lo que
es posnble quc esta dlfercncm entre el control y el caso mdnce RBZ89 sca',
causa de que fahe la mitad de material genético en el exon 4 de- este
pac:ente de tal maucra que este pacnente es portador de un alelo normal y
puede ser ponador de un alelo deletado en esta region. Estos resultados
" deberan ser corroborados posteriormente por secuenciacion de los” exones
alterados para caracterizar con certeza las mutaciones responsables de la
enfermedad.

Con respecto al resto de los pacientes que presentarou un- pam‘m
electioforético normal, es posible que la mutacion se locahcc en regloncs del
gen no analizadas en este trabajo

Con base a lo antes expuesto, es obvia la uulldad dc Ia aphcacnén del
anilisis de SSCP como un medio para el dnagnosnco dxferencnal del
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relinoblastoma’hcrcditario dél no hereditario.. Asi misnio, la aplicacién de

esta ‘forma de dragnostlco molccular pucde pcrmlur Ia 1m|c1pauon con clara

vem'ua al dcsarro)lo de‘ a’ cnf‘ennedad, aun cmndo cl mdwrduo no haya

adecu'ldo man

enf'emlcdad ‘'sélo cs: detectada’ cuand el pa cntc sc enciieritra e estados

’ muy 'wanzados de la enfermedad y en la mayorla dc Ios casos es necesaria la

pérdula de’ por lo menos un OJO
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CONC LUSIQN ES

E! dn;,nosuco molecular por SSCP puede emplearse con éxito para localizar
alteraciones’ gcnétxcas lmolucradas en' el desarrollo del’ retinoblastoma y
aphcarse efi cnen‘emente como una fonna de dlaynostxco diferencial entre el

RB her ednano yel RB no heredltano

Un andlisis molecular completo de los 27 exones -del gen RB ayudaria a

caracterizar las diferentes mutacmues causantes de la ent‘ermedad

Este tipo de estrategias podrian aphcarse a un dlagnostlco temprano que

seria de gran utilidad para cl tralamnem oponuno y--un = correcto

ascsoramiento genético tanto para log mdxwduos afcctados como para los

individuos con alto riesgo de padecer la enfermcdad
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APENDICE 1|

Mavrcadores de peso molecular

A DNA/Mind 111 pb

23,130
3,416
6,557
3361
230
2m7
864
128

(Gibco BRL.*15612-013) fragmentos oOptimos para trabajar con DNA lineal de doble
cadena, desde 125 pb hasta 23.1 kb. Obtenido por digestion del & DNA con clindts 857,
Sam 7 y Hind 111, * Esta banda normalmente no se ve.

#

b
-1,072
-1,500
~600
-100

(Gibco BRL. 15628-019) fragmentos Optimos para trabajar con DNA lineal de ﬂoble -
cadena, desde 100 pb hasta 1500 pb.Obtenido de un plasmido que contiene secuencias

aumentadas en 100 pb de forma creciente hasta 1500 pb y un fragmento adictonal de
2072 pb.

100 pb DNA ladder
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Fago M13

Acch 6090
Crat 0% | s

Ne# 5995 o | MIENES e
Aval 5825\ P

Xmnl 357
Banll 5643
Nael 5613

HglAl 5465 BstNl 1014

Bant 1249

Baft 5080
Cir15080

(=]
wild type ]
phage M13

8407bp

N

HGIM AT4D NspBH 1631

e 1924
BstN1 1946

BamH1 2220
Kot 2220
Cia a5 ~

Xmni 2646

El fago M13 tiene una doble cadena de 6407 pares de bases (Ausubel y Brent, 1988);
debido a que contiene varios sitios de restriccion es ampliamente utilizade como vector
de transformacion.



APENDICE 2
REACTIVOS

Reuctivos para é\(raécionl de DNAde s.mgrc pcrrfenca
- RCLB solucién de lisis de ¢élulas rojas
TRIS pl{ 75710 M
SMgCly T s MY
UNaClies o ilemM T
- Wi CLB soluclon dc hs:s de células blancas
TRIS® pH7.6, 10 mM
EDTApPHS =10 mM
NaCL "~ 50 mM
SDS . 02%
Proteinasa K .. 200 pg/mt
.~ Feriol Saturado: : :

H20 estéril s 200mi -

Fenol a 68 °C 300mi

TRISHCIpH 8 IM > 4 'ml

NaOH10M = =5 '293ul”1
= Cloroformo’ B

.= Cloroformo- alcohol lsoamrhco (24/1)
- Etanol nbsolulo :
.~ NaCl IM

Reactivos para PCR y SSCP
-~ Buffer Stoftel 10 X:

Tris-HCH 100 mM
KCLpH 813 100 mM
~MyCly 25 mM

-~ Taq. Polimerasa /Stoffel 10 U/pl
U = unidades: una unidad de enzima se define como la cantidad de enzima que .
incorpora 10 nmoles de dinucleotidos a 74 °C.

- Dinucledtidos: A, T, Gy C, para PCR 10 mM c/u, para SSCP, A, T,y G, 25
mM ¢/u, C2.5 mM,
- Sccuencias especificas de oligonucledtidos del fragmento a ampliticar 100 pg/ul.

- 1=RPICTP Actividad ; 3000 nCi/mmol; Utilizado : 250 uCi



-~ H,0 bidestilada estérif
- Bromuro de etidio s ug/ml -

.- Buffer acan-eador PCR :
X:!cn-Cmnol 0‘ 05% = .~
Azul de bromofenol 005%

- BuiTer TBE 10X

Agua eslénl 5 :
Bxsacnlmmda 6.7 8
.~ Persulfato de amonio 10 %

.- TEMED reactivo
.- Gel para SSCP
*Poliacrilamida con glicerol 10 % 60 ml
*TEMED reactivo concentrado 39ml
*Persulfato de amonio 10% 327l
*Se mezclan y la solucion « ida se coloca rapid, en la camara de electroforesis
para SSCP sin que le queden burbu)as de aire, se le deja polimerizar y se carga con las
muestras que se qui , ¢l corrimiento se realiza con buffer TBE .8 X

Reactivos para extraccién con polvo de vidrio de DNA amplificado
de geles de agarosa
.- Agarosa de bajo punto de fusion

~Nal 6 M.
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.- Polvo de Vndno Suspensmn

. Solucion de la\vado (elanol 70%. NaCl lM)

- ll-.O cslcnl

- Bum.r TAE 50 X pH 8.5
Tns bnse

lus-HCl pH 7 S
MuCly”
"~ Nall

~Oligonucleatido para PCR es espec:f del exon quesevaa secucncmr

. 200mM -

-Didesoxinuctedtidos de tenmnnclonk .

ddG: 80 uM dGTP, 80 uM dATP 80 uM CTP, 80 pM dTTP 8 uM ddGTP 50
mM NaCL. g

ddA: 30 uM dGTP, 80 pM dATP 80 )IM dCTP 80 uM dTTP 8 uM ddATP. 50
mM NaCL. B

ddT: 80 uM dGTP, 80 uM dATP, 80 uM dCTP 80 M dTTP 8 pM ddTTP 50
mM NaCL.

ddC: 30 uM dGTP, 80 uM dATP, 80 pM dCTP 80 uM dTTP, 8 uM ddCTP‘ 50
mM NaCL. i :

.- Mezcla de bases (5 X):
JdGTP 7.5 uM
dCTP 7.5 4M
dITP 7.5 uM
.- Ditiotreitol (DTT) 0.1 M .
- {a-Y*S]dATP Actividad : 1000Ci/mmot; Utilizado : 250 pCi

.~ Colorante Stop:
V'ormamida 95 %
LLUTA 20 mM
Azul de bromofenol 0.05 %

1)



Niten-Cianol 0.05%

~ DNA polimerasa 13 U/l en:
KPoy, pH 7.4 120 mM

DTTS 00 mMe
EDTA o 0.1 mM

(iliccrol‘ L 50 % o

- Gel pnra sccuencmcno N
Acrilamida 40% (38 2; Acnlamxda Blsacnlamlda)7 5 .ml

Urea e T "3 gr
TBE20X L e i e 2 mt
1o T S asmi
Persulfato de amonio 10 % . %128 pt <
TEMED reactivo - f 225l

Se ‘mezclan, la acrilamida, Urea, TBE 20 X, H:O y'se ﬁl(ran, despues ¢ agreg,an el
persulfato de gmonio y el TEMED. El commlento se cfecma con TBE X
.~ Acidu acetico glacial. R

-~ Agarosa de bajo punto de fission

.- Browwro de etidio 5 ug/mi

MATERIAL Y EQUIPO

~Oligosintetizador Gene Assembler Plus (Pharmacia LKB Bié(eﬁh‘nologY).
~Gene Amp PCR System 9600 (Perkin Elmer Biotechnology). ‘ ’
.~Campana de proteccion para radioisotopos (Labconco).

.~Densitometro Cliniscan 2 (Helena labs.).

~Espectrofotometro Spectronic 1001 Plu§ (Mil;gm Rdy' 'l~;ield),’,
~Conceutrador Centrivap (Labconco). )

~Campana de estraccion para gases (Labconco).

~Truans:luminador (Fotodyne).

~Congelador «70 °C (Reveo).

~Congelador -20 {American).
92



~Secador para geles nyguls (Hoffer Scrennﬁc lnstrumerns)

e mnblack (2050) (Labl : ‘e) :

-Cam.n.x de eIoctmfmcsw para SSCP y Secucncmcmu Polar Beard (OWI cientifi c)

~Camuras de lucna para p. ion de radiois po

-Balmm anal(tlcn (Sano us)

~Equipo de revglado au;qméxlco

.~Hornu ’de micrﬁqndas ’

.-Cassu:nes para autorradiografias (Kodak O-matic)
~Plavas para autorradiografias

~Camurn fotografica (Fotedyne).

~Cristaleria de laboratorio

~Puntas para pipetas y tubos eppendost de plastico 0.6 ml y §.5 mi

~Guantes de latex desechables
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