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GLOSARIO Y ABREVIATURAS

Abs: Absorbancia.

Alelo: Una de dos (diploide) copias de un gen en el genoma. Si un alelo antes de esto lega a ser mutado es
llamado premutacion alélica. (46)

Anticipacidn: El aparente incremento en la severidad de la enfermedad o la edad temprana de
manifestacion en generaciones sucesivas con un desorden hereditario. (8)

BrEt. Bromuro de eudio.

cm: Centimetro

Criptica: Secuencia de trinucledtidos repetidos la cual no es continua v que se encuentra interrumpida por
atto tpo de repetidos.

DM Distrofia mioténica.

DMPEK: Gen de la protelna serma-treonina cizasa.

DNA: Acido dexocirribonucleico.

dN'I'Ps: Deoxinucledtdos trifosfatados,

DO: Densidad bptica.

dsDNA: DNA de doble cadena.

EDTA: Acido etilendiaminoctetracético.

EM: Coeficiente de extincidén molar.

Expansidn de tripletes repetidos (o trinucledtidos): Situacién donde tres nucledtidos dentro de un gen
son repetidos un niimero de veces. Esto puede resultar en un fenotipo de enfermedad. (46)

FMR1 mRNA: El mRNA transcrito del gen X-fragil. (46)



FRA LB Siuo fragil sensible a folate localizado en la regién cromaesdmica 11q23.3 ligado a la enfermedad
dcﬂolnlﬂddd b;lld[‘oﬂl{f dC JE]CD[)SCH.

FRA16A: Siio fragil sensible al {olato localizado en la region cromosdmica 16q13.1.

FRAI16B: Este sitio fragl es insensible a folato y esta localizado en la regidn cromosdémuca 16q22.1
Fragmentos de Okazaki: DNA de corta longiud formado sobre la cadena retrasada durante la

replicacién def DINA. Estos son rapidamente umdos para formar una cadena de DNA continua; la cadena

guia es sintetizada continuamente. (46)

FRAXA: Sitio frigii seasible a folato ubicado en la banda Xq27.3 del cromoscma X.

FRAXE: Tgual que FRAXA pero localizado a 600 Kb de este.

ERAXF: Tgual que FRAXA pero localizado en Xg27-28 y 2 600 Kb de FRAXE.

Inestabilidad: Fl nimero de (perfecto) repetidos que se incrementan en un alelo, la probabilidad de
cambiar ¢l niimero de copias dentro de la premutacidn o el alineamiento portador, hasta que fa expansion
se manifiesta como un sitio fragil y/o un efecto {enotipico. La relacién entre el nimero de copias de
repetidos v la inestabilidad (manifestada como una predisposicién a expansién) es tipica del proceso de
muracién dindmica (49, 50)

Islas CpG: Regiones del genoma involucradas en el inicio de la transeripeion que son inusualmente ricas
en los nucledsidos Cy G y son rodeadas por regiones con un contenido reducido de Cy G.(46)

mA: Miliamperes.

pg Microgramos.

uL: Microlitros

pdd: Micromolar.

MgCl: Clorure de magnesio.

mI: Miklitro.



m. Milimolar.

Mutacidn dindmica: Es un término que ha sido intieducido para distinguir diferencias en cf nlimero de
copias de secuencras repetidas de DNA de otros tpos de mutacién, siendo éste un proceso de cambio de

. - . , . : .
material genéiico que puede ocurrir a través de varias generaciones y sclo ha sido enconrada en la especie

humana. {49, 50)

nm: Nandmetros.

No criptica: Secuencia pura e ininterrumpida de trinucledudos repetidos,

pb: Pares de bases.

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.

Polimorfismo: Es la variacidn en el nimero de copias repetidas de cromosoma a cromosoma. (49, 50)
Premutacion o alelos portadores: Son aquellos que muestran inestabilidad mis alli de la transmisidn,

pero son de Insuficiente nimero de copias para causar enfermedad y/o sitios fragiles. (49, 50)

RNAm: Acido ribonucleico mensajero.

SCAT: Gen relacionado con la ataxia espinocerebral tipo 1 localizado en el cromosoma 6, produce un
RNAm que codifica para una proteina de funcién desconocida denominada ataxina 1.

8SC: Solucion salina de citratos.

ssDINA: DNA de cadena sencilla.

Tdndem : copias multiples de la misma secuencia consecutivas ¢ adyacentes. (49, 50)

TBE: Tris-boratos EDTA.

TE: Tris-EDTA

Tme: Temperatura de fusion.



Trinncledtidos repetidos (TR): Son secuencias de tres nucledudos que se presentan una ver. y otra ver en
forma consecutiva hasta alcanzar expansiones que pueden llegar a ser hasta de miles de repetides. Los
repetidos expandidos son incstables entre generaciones y somatcamente. (49, 50)

UTR, Regién no codificante en el DNA.

UV: Ultravioleta.

V. Volts.



RESUMEN

I el genoma de los seres vivos existen secuencias wepetidas amphamente dispetaas o en arteglos seneillos
en tindem, entre éstas s¢ encueneran los trnucledudos wependos (IR} que son sccuencias de tres
nucledtidos que se presentan una vey v ofta vez on fotma consecuava y eXisten en un tango de entie 5y
aptoxtmadamente 40 repetidos en cromosomas humanes nermales, s embatge, bajo un proceso de
mutacton dindmica éstos pueden sufrr un incremento en el nimero de copias y alcanrar expansiones que

pueden llegat a ser hasta de mules de repetidos, (49,50)

Laos TR se han ascciado a cnfermedades neuroldgieas v su estucho se comphica debide al alto grado de
polimorfismo que presentan y en algunos casos a la riqueza de C v G encontradas en las secuencias de los
mismos. (3-5,40) Por esta razdn en el presente trabajo, se recurtio a la sintesis # wirs de largas expansiones
de IR de las secuencizs (CCG/GGO),,, (TTC/AAG),, (CTG/AG) 5 asociadas 2 enfermedades humanas
v la secuencia (I'CG/GAC), no asociada a enfermedad, éstas se realivaron unlizando la reacctén en cadena
de la polimerasa (PCR) la cual también se empled para adicionar el sino de resticcidn Be/ 11, Se lograron

expansiones semejantes 2 las encontradas en enfermedades humanas siendo estas de 702 a 1371 pb {49,503

Con esto sc busea facilitar ¢l estudio y entendimuenio de Jas bases moleculares que conducen a
enfermedades por expansiones de secuencias de TR evitando depender del uso del martenal biologico, por
otro lado, es una valiosa herramienta que puede ser uthiyada para estudiar como se ve afecrada la
estabilidad del mRNA dentro de la célula o bien pueden crearse sondas para electuar un dagnésnco

moleenlar directo y oportunce ¢ pacientes predispuestos 4 presettar alguna enfermedad asociada a IR,



1.- INTRODUCCION

1.1.- Generalidades

En el genoma de los seres vivos exssten secuencias repetidas que pueden encontrarse amplamente
dispersas © en arreglos sencillos en tandem (copias miltiples de la misma sccuencia que son adyacentes)
(32}. En los ditimos afios se ha descubierto un nuevo mecanismo de enfermedad genética en la que
participan secuencias de tres nucledtidos o trinucledtidos (TR}, los cuales se repiten y se presentan una y
otra vez en forma consecutiva hasta alcanzar expansiones que llegan a tencr una longitud de miles de
repetidos de tal forma que pueden interrampir o comprometer un gen (47). Estos se han estudiade en el
humano, ademis de otras especies animales, en éste se han detectado expansiones de 5 o mas tripletes
repetidos (TR} relacionados con al menos 50 genes diferentes. (9, 30, 34, 46, 49, 50). La varjacién en el

ndmero y longitud de unidades repetidas en tindem ocurre en diferentes escalas v estas se clasifican en:

4) Secuencias microsatélite & repetidos cortos en tandem (simples): arreglos de nucledtidos repetidos
cortos que comprenden de 2 a 6 pb. Estos se han encontrado en genomas de vertebrados, insectos v
plantas, al menos 30 000 localizaciones de microsatélites estan presentes en el genoma humano,
localizados en la cucromatina.

b) Secuencias minisatélite: arreglos de repetidos mas largos, alrededor de 15-200 pb. Se cncuentran en
regiones eucromiticas del genoma de vertebrados, hongos y plantas.

¢) Seccuencias satéliwe: Unidades que pueden tener una longitud similar a las micro é minisatélites & ser
mucho mas largas, aproximadamente 140-200 pb de longitud y pueden ser extendidos hasta megabases.
Se encuentran agrupados en regiones heterocromiticas de cromosotnas cercanos a los centrémeros,

telémeros y en el cromosoma Y. (9, 24, 34, 46)



Entre los repetidos conseeutivos simples, esedn los TR sin embargo adn no se aclara cual es su funcién
buoldgica, éstos pueden sufrir un meremento en ol ndmero de copias por un proceso de mutacion
dindniica, que es un cambio en el material genético que ocurre a través de varas pencraciones generando

enfermedad.(49,50)

Los arreglos expandidos de TR se han asociado con enfermedades genéucas, en las cuales un TR
normalmente polimérfico sufre un cambio mutacional donde el repetido expande su longitud, a veces
extraordinariamente (Tabla 1). Esta mutacidn dindmica es diferente a las mutaciones convencionales
porque el repetido puede sufrir cambios con las gencraciones siguientes (expansion continuada). La
magnitud de la expansion se relaciona en parte a la longitud ddl repetido emparentado. En aquellas
expansiones que resultan en fenotipo, la expansidn siguiente del repetido en la generacién descendiente
puede llevar a patrones de herencia no Mendeliana fendmeno clinicamente referido como "anticipacién”
debide a fa penetrancia incompleta /0 a la expresividad variable, la cual puede ser directamente
correlacionada con la longitud de la expansién, en un nivel molecular, la “anticipacion” genética es
acompafiada por un incremento en et nimero de TR dentro del locus de la enfermedad. (5, 11, 17, 28, 29,

35, 42, 49)

1.2.- Mecanismo de expansion

El mecanismo de expansion de TR es completamente desconocido. Para explicarlo se han propuesto varias
hipétesis que involucran replicacion abertante o recombinacion de cadenas imermedias en las que ocurre
un pequefio deshizamiento dentro de los TR que gradualmente permite expansiones mds largas, seguida por
la formacién de estructuras tallo-burbuja u horquilla y un répido incremento de la expansién a gran escala
(Fig.1}. Por ejemplo, pueden ocurrir expansiones largas cuando la longitud de 'TR incrementa mas alla del
tamafio de un fragmento de Okasaki, de tal forma que los extremos 3’y 5 de un fragmento naciente sufren

deslizarniento cuando estdn dentro de la regién de repetidos de DINA. (35, 46)



I Tabla 1. Expansién de trinucledtidos repetidos en humanos !
Alelos repetidos
Locus Enfermedad Normal Muiante Localizacion Consecuencia
del repetido funcional de la
expansidn,
FMRI Sindrome del X | (CGGlesz | {CGGeo-a00 5UTR Pérdida de funcidn del
(FRAXA)  |fragl {previa) sitio fragi.
(CGGoo
(completa)
FRAXE Retardo mental | (GCClras | {GCC) 130150 ND* Perdida de funcién del
{rigil XE (previa) sitio fragl
{GCCz30750
(completa)
IFRAXF Ninguno (GO | (GCCho-1000 ND Sitio fragl
lFRAléA Ninguno (CCG) 1649 | {CCTG) 1000-1900 ND Sitto fragil
FRA11B Predisposicion (CGG)so (previa)
{CBL2) hacia el sindrome | (CGG)i1 | {CGG)100-1000 5’UTR Sitio fragil
]acobsen en la (Completa)
descendencia
(11q) _
AR Atrofia muscular | (CAG)1133 |{CAG)35.66 Codificante | Ganancia y pérdida I
bulbar v espinal. parcial-de funcién
SCAI Ataxia (CAG e [{CAGus Codificante Gananaia de funcidn I
espinocerebellar
tipo 1Ataxia
espinocerebellar
upo 1
Hdh Enfermedad de | (CAG)1035 | (CAG)36.121 Codificante Ganancta de funcion
{IT15) Humtingion
B37 Arrofia (CAGY2s  {{CAG7s Codificante Ganancia de funcion ||
(DRPLA)  |Dentatoribral- (CAG)s368
pallidoluysiana,
Sindrome de Haw
River {variante
| fenotipica)
MDD Enfermedad de | (CAG)1237 | (CAG)s184 Codificante Ganancia de funcidon
(SCA3) Machado-Joseph
DMPK Distrofia (CTG)s37 | {CTG)s03000 JUTR Procesamiento del
miotonica mensaje DMPK.
| anormal.

“No determinado. (Tomado de referencia 5)
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Fig.1 Un modelo para la inestabilidad dependiente de la orientacién de TR durante la
replicacion. A) Delecion: la horquilla fuera del molde en la cadena retrasada favorece la
{ormacién de una estructura de horquilla que es pasada por la DNA polimerasa. B)
Expansion: la horquilla fuera del DNA nuevamente sintetizado en la cadena retrasada causa
replicacion del reperido en la regién que contiene ef repetido, C) posibles estructuras de
horquilla adoptadas por CTG y CAG en DNA de cadena sencilla. (tomado de 46)
Se ha propuesto que en el mecanismo para la expansion 2 gran escala de TR ricos en CG (CNG, donde N
= A, T, G o C) ocurre una variacién en la estabilizacién en las horquillas de la polimerasa. En la
enfermedad la expansién de TR ocurre en un ndmero limitado de secuencias y requiere una extension de
repetidos largos. Las secuencias caracteristicas de enfermedad para los repetidos tipo CNG pueden ser
explicadas por la formacidn de horquillas en el DNA. Las secuencias CNG que se expanden son aquéllas

que forman estructuras de horquillas 2 wiw. La expansion de TR CNG m wito, parece requerir un umnbral

de longitud de 1a horquilla antes de existir una probable expansion significativa. (19)

Las horquillas se forman mas tacilmente en haploupos predispuestos a enfermedad {p. ¢). en la enfermedad
de Huntinglon) y la mterrupcién de secuencias asociadas con alelos estables desestabiliza horquillas en
regiones repetidas; asi, las estructuras secundarias explican la selectividad de secuencias de expansiones
CNG. El deslizamiento de ta polimerasa es parte de algunos modelos de mecanismos de la inestabilidad de
TR, durarte la replicacién de una secuencia de DINA. con TR, la cadena guia y la cadena molde se scparan

transitoriamente y entonces al reasoctarse pueden adquirir una configuracién mal alineada (Fig. 2). Si las
12



bases no aparcadas estan en la cadena guia la sintesis continua resuliando en un alargamienio de la
secuencia, micntias que si estan en la cadena molde et resultado es una climinacida. (48) La pérdida o
ganancia de secuencias repetidas de DINA ocurre porque los errores resultantes del deslizamiento de la
cadena durante la replicacién del DNA permanecen sin corregir como resultado de una reparacidn
defecinosa del heterodiplex posterior a la replicacidn (25) El deshizamienio es mas probable si la extension
de repetidos es largo, sin embargo, la probabilidad de deslizamiento entre 29 y 39 repetidos, en el umbral
para la inestabilidad de CAG en la enfermedad se incrementa modestamente, mientras que la frecuencia de

inestabilidad lo hace dramdticamente en este rango, por ejemplo en la Enfermedad de Huntingron. (19)

Las horquillas pueden estabilizar un evento de deslizamiento. Es posible que repetidos largos expandidos
se requieran para {formar horquillas de estabilidad suficiente. Sin embargo, si la inestabilidad ocurre por un
sencillo evento de estabilidad de horquillas largas ¢Por qué la expansidn no esta tipicamente asociada con
regiones palindrémicas que también pueden formar horquillas? Alternativamente, la expansién puede ser la
suma de muchos pequefios eventos de deslizamiento, también pequedas formaciones de horquillas en
palindromas. Sin embargo, si horquillas cortas forman varios deslizamientos a lo largo de un repetido large,
entonces, la inestabilidad puede ocurtir en repetidos largos que tienen un cambio de valor por debajo de 29
a 35 repetidos CNG. Expansiones de repetidos cortos y secuencias palindromicas pueden tedricamente
formar horquillas pero ninguno se expande tipicamente, ademas, la capacidad del DNA para formar
estructuras secundarias cs necesaria pero no suficients para explicar las caracteristicas de expansién en
enfermedades humanas. Ef DNA diiplex repetido puede tener por si mismo propiedades dnicas que
pueden contribuir a la expansidn. Alternaivamente, horquillas formadas de TR fargos pueden interactuar
de forma diferente con su medio ambiente (incluyendo cadenas complementarias) o tienen propiedades
estructurales Uinicas que dingen la cxpansién. Si el deslizamiento ocurre, entonces, la cadena deshizada
compite con la unidn por si misma (formacién de horquill)) o con su pareja heterodiplex para el

realineamiento del ddplex. (19)
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Fig. 2 Modelo para la expansion de TR, Las lineas gruesas representan regiones de 1R, las lineas
delgadas representan secuenctas de DN al avar flanquedndolas, N represenia nuelednudos T o
G, N' zepresenta nucleoudos A o €. Pos ¢ v Neg ¢ indwea superenrrollamiento positivo v
negativo  respectivamente. BHoooel  paso L\, Ja maqunana smtéuea del DNA
(prlma:szl/hchcasa/pOlimcmsa} avanza z lo largo del DNA en un promedio noimal de
aproximadamente 1000 nucledndos por cadena Hn ol paso B, sobre el alargamiento de la
longtud dptima de TR con la mas alta contotsion ¢l complejo enzumdtico crea regrones de
supetentrollamicnto positivo denso hacia el frente v una densidad negatva hacia ands del
ensamble, La acumulacion de las guias anteriores al hiperenriollamiento de la hélice enfiente del
complejo, impide a las toposomerasas remover cficieniemente el superenuollamiento posttvo.
listo en su momento puede causar el estancamiento del complejo (paso () o el separamento de
su susttato para hberar la tensién {paso 13 Iin el caso antenor, la pausa en la maquinana
stntética tenderia a disminuit su procestvadad y por consigutente la fideldad en a sintets del
IDNA, lo cual, en cambio, factlitaifa el promedio de sintests retteratuva de DNA, en < scgundo
caso la expanston (paso B} ocutniria como resultado de un meremento en la densidad negativa
de la superhéhee deteds del complejo {debido a lainhetente contorsion dentro de los TR largos,
la enerpin ereada con esto viya a lo largo de la hélice de DNA) en cambio, esto faciiard la
fusion local de pocos TRy ¢l subsecuente realmeamiento crea un diplex mal aparcado (paso 1D
y H). En cl acoplumento de los TR los repetidos deshizados seran expandidos por la pohmerasa.
(tomado de 20)



Gacy y McMurray encontraron que las estructuras de horquilia en repeudos largos mhiben el porcentaje de
formacion del heterodiplex por arriba de dos drdenes de magnitud comparado coa secuencias que son
mcapaces de formar horquillas estables, todavia tas estructuras de horquillas no alteran la anética de
formacion relativa def diiplex al azar en secuencias sin estructura. Sus datos sugieren un modelo en el cual
ef tiempo de vida del estado estable mis que la capacidad para formar horquillas es la fuerza principal que
conduce la expansion. Adicionalmente el modelo provee una razdn para los repetidos larges pero no para

la expansidn de repetidos cortos o palindromas. Fig. 3 (19)

Hay dos clases generales de expansiones de TR. La primera son expansiones relativamente pequefias {2 a 3
veces la longitud normal). Por ejemplo en los repetidos CAG/CTG dentro de una region codificante de un
gen se expande de un rango normal de 5 a 35 copias hacta un rango de aproximadamente de 40 a 100
copias, resultando en un tramo expandido de polighnamina e ta proteina. Esta categoria de expansion de
TR sc ha encontrado en 5 desérdenes neurodegenerativos, incluvendo la Enfermedad de Huntington.
Exisien evidencias que sugieren que la patologla dominante de estas enfermedades se debe a una estrecha
interaccién entre la proteina con el tramo de poliglutamina extendido y owras proteinas en el cerebro, (5,

16)

1a segunda clase de expansiones de TR involucra grandes expansicnes {(10-100 veces la longitud normal),
en algunos casos tantos como 2000 o mas repetidos, en regiones no codificantes, esias grandes expansiones
de repetidos disminuyen la produccién de proteinas de un gen cercano, ya sean a nivel transcripcional o
postranscripcional, con Ja disminucidn, se causa el fencupo de la enfermedad. Por ejemplo, la expansién de
un tramo de CTG/CAG localizado en la region 3’ no codificante del gen de la proteina serina-treonina
cinasa (DMPK) es responsable de la distrofia miotdnica (DM), un desorden autosémico dominante que es

la forma mds comin de la distrofia muscular del adulto. (5, 16)



1.3.- Propiedades biofisicoquimicas

Estudios bioquimicos y biofisicos recientes revelan que es mis probable que ocurra la expansidn de los
TR cuande adoptan estructuras helicoidales inusuales de DINA, horquillas en cadena sencilla y estructuras
de cadena deslizada en moléculas de DNA diplex y triplex intramoleculares, éstas se forman en
condiciones fisiclogicas de osmolaridad, temperatura y estabilidad; adernis pueden actuar como un

mterruptor estructural que efrece un nuevo modo para la modulacion de la expresion génica, (1, 2,7, 29)
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Figura 3: Formacién de Lorguillas en TR. Solo repetidos largos estan probablemente {ormando horquillas
durante la replicacidn. {Panel I) Competicion para la formacion de horquilla durante (A) la replicacidn o
por la unidn a proteinas de la cadena sencilla (B) si la horquilla se forma en la cadena retardada (C) o sila
horquilla se forma en la cadena complementaria sobre una cadena guia replicada o en la cadena retrasada
replicada. (Panel II) La probabilidad de formacién de estructuras durante la replicacion, (A) una Jarga
extension de repetidos puede ripidamente formar una horquilla, debido a la degeneracion de posibles
apareamientos. Una vez {ormada, esta regresard lentamente af estado de cadena sencilla (B) una extension
de repetidos cortos puede ripidamente formar una horquilia pero también regresara rapidamente al estado
de cadena sencilla, (C) una regidn palindrémica formara lentamente una horquilla debido al apareamiento
exacto requerido para la formacién. Una ver formada, sin embargo, ésta serd estable v lentamente
regresara al estade de cadena sencilla (tomado de 19)
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Durante la repheacién del dsDNA ocurre [a separacién de las cadenas moldes en la horquilla de
teplicacion, durante este evenio se pueden formar estructuras secundarias de ssDNA, compuestas de
secuencias de TR, vaiando de acuerde al triplete de que se trate, una o mas de estas estructuras inusuales o
formas alternativas del DNA pueden ser responsables de la inestabilidad genética de estos repetidos
facilnando los errores durante la replicacién, reparacién o recombinacion del DINA. Al realizar estudios
bioquimicos y biofisicos de dichas secuencias como oligonucledtidos de cadena sencilla se lograron
determinar las siguientes caracteristicas (11, 28, 29, 42):
{CTG), Las estructuras tallo-burbuja que contienen (CTG), tienen apareamientos erréneos de T-T,
los cuales estin bien apilados en la hélice y contienen 2 puentes de hidrégeno formados
entre el O2 y N3y N3 v N4 {Fig. 4), (29, 38)
(GTC),: Al igual que ¢l anterior tiene apareamientos errdnecs de T-T bien apilados en a hélice, pero
sol estructuras mas inestables, a pesar de que el apareamiento es idéntico al de {CTG),. La
inestabilidad de la horquilla puede ser causada por una disminucién de energia en las bases

apiladas intracadena (Fig.4).
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Fig.4: Apareannentos incorrectos de pares de bases en estructuras de horquillas que
contienen secuencias de repetidos d(CTG) y d{GTC). Las lineas gruesas indican los
apareamientos correctos v las lineas delgadas entre jos pares de bases claros
denotan apareamientos incorrecios. En la represemtacidn molecular se muestra
como se establecen las umones por puentes de hidrogeno entre las bases mal
apareadas. (tomado de 29)



(GAC),: En este caso los apareamientos errdnecs contenidos en las estructuras tallo-burbuja son A-
Ay también estan bien apilados ea la hélice. Las secuencias de DNA que contienen {GAC),
pueden adoptar una estructura de doble cadena paralela en condiciones icidas, en
condiciones neutras se favorece la estructura tallo-burbuja. Los apareamientos erroneos

entre A-A contiene un puente de hidrogeno formado enwre N1 y N6 (Fig, 5)

Fig.5: Apareamientos incorrectos de pares de bases en estructuras de horquillas que contienen

secuencias de repetidos d(GAC). Las lineas gruesas indican los apareamientos correctos v las

lineas delgadas entre los pares de bases claros denctan apareamientos incorrectos. En la

representacién molecular se muestra como se establecen las uniones por puentes de hidrogeno

entre las bases mal apareadas. (tomado de 29)

(CAG), Las estructuras formadas por estos repetidos son menos estables que las formadas por
{GAQC), , ademés los apareamicnto A-A no estin bien apilados en la hélice. son un peco
flexibles y no contienen puentes de hidrdgeno. (29, 38)

{CGG),;: Estos repetidos forman estructuras tallo-burbuja y estructuras de 4 cadenas, esta estructura
es muy estable debide a que los apareamiemos G-G formados causan una minima
distorsion en la hélice de DNA. En horquillas adyacentes que contienen secuencias de
repetidos {CGG)n se pueden formar puentes de hidrdgeno entre las citosinas v las guaninas

formando asi apareamientos correclos entre C-G formando estructuras de cuatro cadenas

(Fig.6).(29, 58, 59)



{CCG),: Las estructuras allo-burbuja adoptadas por cstos rependos son diferentes, de las 8
posibilidades de aparcamientos etrdneos los C-C de estas secuencias son teparados con
menor eficienca por bacterias & mamiferos; sc suglere que estas citosinas mal apareadas son

muy {lexibles porque no se lan descubierto puentes de hidrégeno en este par. {29, 58)

Las citosinas estan localizadas simétricamente en el surco menor de la bélice formada, pero
fucra de ella. Debido a la naturaleza de éstas, la estructura [(CCG),], se ha denominado
“« » t A . -

arreglo €” O extra-hélice, en esta estructura para lograr el acomodo de las citosinas el
esqueleto de azicar-fosfate esta muy distorsionado, de esta forma las citosinas pueden

interactuar con algunas otras citosinas en el surco menor,

Fig.6: Aparcamientos incorrectos de pares de bases en estructuras de horquillas que contienen secuencias

de repetidos d(CGG). Las lineas gruesas indican los apareamientos cosrectos y las lineas delgadas entre los

pares de bases claros denotan apareamientos incorrectos. En la representacidn molecular'se muestra como

se establecen las uniones por puentes de hidrdgeno entre las bases mal apareadas. (tomado de 29)

La formacién de horquillas ¢ diiplex en cadenas ricas en G depende del ntiimero de TR, de la secuencia del
DNA. v la concentracion de sal. A concentraciones bajas de sal (5SmM de NaCl) predomina la conformacién
de horguilla y a 200 mM de NaCl la principal conformacién enconerada es la diplex. Sin embargo, a

concentraciones de sal de 5 y 200 mM de NaCl las cadenas ricas en C solo presentan estructuras de
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horquilla. Lo que demuestra que las cadenas ricas en C forman mis ficilmente estructuras de horquillas
que las cadenas ricas en G y por lo tanto pueden expandirse preferentemente durante la replicacidn v,
Se ha viste tambuén que los repetidos menores a 50 pb son mis estables y la inestabilidad de repetidos es
cuando llegan a presentar una longitud de mds de 50 pb (58, 59), en donde pueden formar estructuras mas
complejas con dos o tres horquillas de 1amafio similar. Una posible explicacién es que las cadenas con mis
TR tienen mas grados de libertad y contribuyen a formar varias borquillas mds cortas en lugar de una soa

mids larga. (38)

(GAA),: La estructura tallo-burbuja formada por este repetido parece contener pares de bases A-G;
adicionalmente es posible que esta sccuencia se estabilice por las interacciones con los

apareamlentos erroneos A-A.

La secuencia (TTC), complememaria de (GAA), v las secuencias (GATY}, v (ATC), no muestran una
estructura secundaria predominante al ser analizados por electroforesis en geles nativos de poliacrilamida,

modificacidn quimica ¥ digestidn con nucleasa P1.(Datos no publicados por Miras}.

Por otro lado Ia movilidad electroforética de las cadenas de DNA simula un rnovimiento de reptacién de
una serpiente debido a que las cadenas migran a lo largo de su ¢je, por lo que la movilidad electroforética
depende en gran medida de la longitud de la cadena; cuando en la secuencia del DINA se encuentran TR
formando estructuras especiales el comportamiento de la movilidad eleciroforética de éstas es anormal, por
ejemplo fragmentos de DINA con TR CTG migran 20% mas rapido de lo esperado esto se considera como
un 20% de incremento en la Jongitud del DNA y que esto quiza se deba a que existen doblamientos de la
cadena cuando hay secuencias que contienen CTG o CGG. Por ejemplo, un fragmento de rependos

(CTG),, de 164 pb migra como de 156 pb. (10)
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Por otra parte, las diferencias entre las sceuencias repetidas dinucledtidos y los TR son. los cambios en las
secuencias de los dinucledtidos (elinunaciones o incrementos) son mas pequefios, ocurren a través del
genoma y son causadas por defectos en el sistema de reparacién; mientras que los cambios en el niimero
de secuencias de TR asociados con enfermedad sor: mas grandes, se localizan en genes especificos y no
involucran el sistema de reparacién. En conclusién los mecanismos que llevan a la expansién de TR son
diferentes de los que llevan a la inestabilidad de los dinuctedtidos; una implicacién de la expansién de
secuencias repetidas es conducida por la capacidad de ciertos ‘TR para formar las estructuras inusuales de

DNA antes mencionadas. (29}

Aunque tedricamente pueden formarse esiructuras de cadena deslizada dentro de cordmientos de TR
largos, no hay evidencias concluyentes de que tales estructuras estén presentes. Usando oligonucledtidos
cortos, recientemente se ha demostrado que cadenas sencillas de CTG, CAG, CGG o CCG pueden
formar estructuras de horquilla diiplex intracadena y que cadenas sencillas conteniendo CGG forman
estructuras cuadriiplex, para la formacion de DINA-no-B por TR CAG, se ha descrito una dependencia de

Zn® y Co™. (12, 13, 24, 35)

Otras estructuras alternativas de DNA {no B) 1ales como las cruciformes, DNA-Z levégiro, v estructuras
triplex intramoleculares #2 wro pueden formar elementos de DNA en el orden de la secuencia definida:
repetidos invertidos, fragmentos punna-pmimidina [(GC) o (AC) 1 altermados y fragmentos de
homopurina-homopindina  conteniendo  repetidos  simétricos  {espejo)  [ejemplo:(GAn v (G)n]
respectivamente. Mutaciones espontineas en células procaridticas y eucaridticas (incluyendo al humano)
frecueniemente son asociadas con elemenios de {a secuencia del IDNA que pueden formar estructuras
alternativas de DNA-no-B (35). Se ha descrito que los TR no presentan las mismas propiedades del DNA-

B. Primero porque las secuencias de TR CTG muy grandes facilitan el ensamble del nucleosoma el cual
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puede reprimir la transcripcién. Segundo, la sintesis de 2JNA zrutro de fragmentos que conuenen TR CTG
y CGG en una localizacion especificz es pausada. Tercero, fragmentos largos de TR AAG v AGG forman
tripletes intramoleculares que detienen I sintesis de DNA. Cuarto, los TR CTG y CGG migran un 30%
mas rapidamente de lo esperado en una electroforesis en gel de poliacrilamida, mientras que es normal en
geles de agarosa. Quuato, los TR CTG son preferentemente expandidos en Escherihiz col: comparados con
los otros nueve TR. Sexto, la frecuencia de expansiones v eliminaciones er £ cofi esta influida por la
direccidn de replicacion sugiriendo la formacion de horquillas estables en la cadena gua o en la sintesis de

la nueva cadena naciente. (6, 19)

Entendiendo la formacidn, estructuray estabilidad de las estructuras de cadena deslizada en los TR podria
contribuir a la comprensién de los mecanismos moleculares responsables de su inestabilidad. El proceso
donde DNAs de cadena sencilla es realineado para formar doble cadena ocurre en una variedad de
procesos biolépicos tales como, transcripcion, recombinacidn, reparacidn vy replicacion. Imitando este
proceso por desnaturalizacidn y realineamiento del DINA se han detectado nuevas estructuras de DINA
formadas dentro de fragmentos (CTG)n y (CGG)n de las localizaciones de la Distrofta Muscular v

FRAXA, respectivamente. {35)

Las estructuras de DINA alternativas, las cuales son determinadas S-DINA tenen las siguientes
caracterfsticas: 1) Los nuevos productos son compuestos de cadenas complementarias, 2) pueden formarse
de igual longitud de TR en las dos cadenas, 3) la estructura anormal ocurre dentro del fragmento de
repeudos, es subdirigida por DNA lineal diplex, su formacién no requiere tension  superhelicordal, y las
estructuras estan remarcadamente estables bajo condiciones fisioldgicas, 4) en las nuevas estructuras, las
cadenas CAG tienen una mayor caracterizacidn de cadena sencilla que la complementaria CTG, como lo

indica Ia reactividad preferente de la nucleasa g bean de la cadena conteniendo CAG. (35-37)
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Los 1esultados son consistentes con la formacién de cadenas deslizadas en las estructuras de DNA. (Figura
7 A). Estas estructuras son consistenies con la posibilidad de que en cromosomas humanos estas
estructuras alternativas pueden formarse dentro de los TR en un locus particular, Debido a [a naturaleza de
las unidades repetidas las cuales pueden [ormar multiples formas de malos apareamientos, se espera un aito
grado de variabilidad estractural en la cadena deslizada de 1z estructura de DNA dentro de un corrimieato
de TR. Estos estan en contraste a las conformaciones definidas como cruciformes, DINA-Z, o estructuras
triplex intramoleculares en las cuales la estructura hélice alternativa es claramente definida por la secuencia

primaria del DNA. (35)

En fragmentos de TR largos, la longitud del deslizamiento hacia fuera de las regiones, asl como, su
posicion puede variar como se ilustra en la figura 7A. La variacién de la extensidn del deslizamiento puede
ocurtr ya sea en direccion 3’ o 5 (Figura 7A) v el mimero de regiones deslizadas por repetido contenido en
la cadena rtambién puede variar (Figura 7 B, C). El modelo complejo de miltiples productos indican un alto

grado de polimorfismo conformacional siguiendo las reacciones de rediplex CTG o CGG. (35)

Las estructuras aliernavivas S-DNA, presumiblemente IDNA de cadena sencilla, pueden estar invdlucradas
en la inestabilidad de TR y su expansién dentro de la célula (36, 37), otra funaidn bioldgica posible de las
estructuras alternativas puede existir. Ei DNA deslizado en repetidos en tandem ha sido hipotetizado por
participar en diferentes procesos biolégicos incluyendo evolucién genética, mutagénesis via pequefias
mserciones /o eliminaciones, también como enfermedades genéticas humanas invelucrando eliminaciones
y/o expansiones. Estas estructuras pueden ser reconacidas por proteinas celulares en una fase de estructura
especifica ¢ influenciar en fa transcripcién o replicacidn. Es posible que fragmentos de TR largos
conteniendo estructuras alternativas alteren la estructura cromosomal de tal forma que hay una metitacion
alterada retardando la replicacién, disminuyendo la transcripcidn o fragilidad cromosdmica. (35) (Fig. 8 y

9.
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A INHIBICION DEL DESLIZAMIENTO
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Fig. 7. Posibles modelos de mecanismos de proteccion de interrupciones en repetidos.(A) Para SCAly
FRAXA, los circulos abiertos representan repetidos (CAG)-(CTG) v (CGG){CCG) respectivamente,
mientras los circulos llenos representan las imterrupciones {CATHATG) y (AGG)-(CCT). (B) La
reduccidn en isémeros S-DINA formados en los fragmentos interrumpidos pueden ser debidas a la
limitacidén de las posiciones y por lo tanto el niimero de repetidos deslizados hacia fuera.(C) Fl
fragmento puro puede tener deslizamientos hacia fuera en puntos nucleares através del fragmento de
repetidos, también como un nimero mayor de repetidos contenidos en un deslizamiento hacia fuera,
En B y C los circulos llenos en los extremos representan secuencias no repetitivas flanqueando.
{tomado de 36)



El descubrimiento de secuencias repetidas altamente polimorficas en genomas  eucaridticos ha permitido
el desarrollo de nuevas y valiosas tecnologias para identificar polimorfismos dentro de genomas, basindosc
inicialmente en el descubrimiento y uso de secuencias repetidas dentro de regiones no codificantes del gen
de la mioglobina humana. Estas secuencias repetidas expandidas se denominan ahora minisatélites porque
su secuencia de repeticién distorsiona Jocalmente el promedio de bases AT/CG, El estudic de DNA
gendmico digerido con enzimas de restriccidn con esas secuencias repetidas inesperadamente reveld que el

ntimero de copias de los repetidos difiere ampliamente entre los individuos. (55)

A. Estructura de B. Tripletes intramo-

horquilla leculares tipo Hy3
(CTG)n €%
(CAG)n
(CCG)n

(6N _ Fmy,,
SI ,7‘!.":’: AT N
ol ;'w}:’

D. Estructura de
cadena deslizada
=1 (CTG)n

IIIIIIIIHI‘}_#'!.H'H kﬁEH!I'I |
(CAG)n
3

-

Fig. 8. Estructuras alternativas de DNA que pueden ser formadas por TR
asociados con enfermedades genéricas hurnanas. A) estructuras de horquilla, B)
Tripletes intramoleculares, C) Estructura de cuadruplete y D) Estructura de
cadena deslizada. (fomado de 45)
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Figura 9: Modelos para estructura S-DINA,

A.

Debido a la naturaleza repetitiva de las secuencias de tripletes, una variedad de estructuras de (S-DINA)
DINA de cadena deslizada puede formarse dentro de un fragmento de TR. Un nimero de estructuras
diferentes son posibles en fas cuales la posicidn y longitud de la regidén deslizada hacia fuera varfa. En
las estructuras mostradas, la longiud de la cadena deslizada hacia fuera en ambas cadenas
complementarias son idénticas, aunque esto puede no ser un requerimiento para estructuras alternativas
de 'TR. Las lineas delgadas representan 'I'R, donde las barras sélidas o lineas interrumpidas representan
flanqueados, secuencias Onicas de DINA.

Posible S-DNA con miltiples regiones deslizadas hacia fuera en ambas cadenas complementartas.

. Estructuras con multiples regiones deslizadas hacia fuera en una cadenay un brazo de horquilla sencilla

en la cadena opuesta.

Posibles estructuras alternativas de TR en los cuales una horquilla se ha formado solamente en una
cadena. La cadena opuesta puede estar inapareada (o en un colapso pero no una estructura con
apareamiento de bases). {tomado de 35)

1.4.- Trinucleodtidos Repetidos y Enfermedades

1.4.1.- Trinucledtidos CGG/GCC asociados a sitios fragiles en los

cromosomas

La secuencia CGG/GCC por lo regular se localizan en las regiones no codificadoras de distintos genes y

cuando se expanden, se asocian con sitios frigiles en los cromosomas. Al menos siete sitios fragtles en

. . .. . -
cromosomas humanos han sido caracterizados, los cuales son visibles citogenéticamente como un

adelgazamiento en regiones especificas de los cromosomas en metafase. (3-5, 8), las patologias y los

trinucledtidos asociados a sitios fragiles se deseriben acontinuacion,

26



1.4.2.- Sindrome del cromosoma X fragil

Ll sindrome se caracteriza por un sitio {rigil sensible a folato ubicado en la banda Xq27.3 del cromosoma
X, denominade FRAXA, que esta asociado al retraso mental hereditario més frecuente en los seres
humanos. Alteraciones craneofaciales y macroorquidismo son otras de las caracteristicas asociadas al
. ’ - . - .
sindrome. Esta enfermnedad presenta un patrdn de herencia dominante ligado al X, con penetrancia
incompleta en fas mujeres v tiene una incidencia de 1 por cada 1,250 hombres nacidos vivos y 1 en cada 2,

500 - 3, 000 mujeres. (3-5, 8)

Mediante la técnica de clonaje posicional, se aislé el gen FMR1 en 1991, responsable del sindrome del
cromosoma X frigil. El gen tiene en su extremo 5, una regidn polimdrfica de repetidos cripticos CGG
interrumpidos por tripletes AGG principalmente en las posiciones 10y 20. El néimero de repetidos es de 6
a 52 en personas no afectadas , en portadores se presentan de 180 a 200 copias  (540-600 ph)
denominindose premutacién y de méis de 200 en los enfermos, en donde se denomina mutacion completa
(5, 20). Hay un tercer grupo de individuos que presentan lo que se denomina premutacion, en donde el
mimere de los trinucledtidos esti entre los valores normales y los de mutacién complera. No existen en
estos Gltimos sujetos alteraciones fenotipicas relacionadas con el sindrome y se les consideran portadores,
ya que tienen una probabilidad alta de tener individuos afectados en la siguiente generacidn. La expansion
de los repetidos en los descendientes de estos individuos solamente se ha descrito por via marterna. El
tamafio de repetidos en los afectados depende del niimero que de éstos tenga la madre, por ejemplo, si la
madre tiene 90 o mds repetidos todos sus hijos de sexo masculine tendrin méas de 200 y manifestardn el
retraso mental asociado con la enfermedad. Se ha descrito en algunos pocos casos, regresién de repetidos
sélo por via paterna. El mosaico germinal es comin en los individuos con mutacién completa. Esto sugiere

que la expansién de repetidos es un nuevo evento postzigotico. (3-5, 8)
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Se ha observado metilacion en el promotor del gen FMRI y en los repetidos cuando el nmezo de éstos es
mayor de 200, lo que provoca la inkibicidn de fa transcripcidn. Se eree que la ausencia del mRNA es la
causa de la enfermedad La ausencia de expresién del gen FMRI en enfermos del sindrome, que uene
eliminaciones o mutaciones puntuales en este gen y no tienen expansidn de los tripletes CGG, confirma

que el gen FMR1 es el responsable de esta enfermedad (3-5)

Gracias al analisis de las secuencias de los repetidos del gen FMR en diferentes poblaciones humanas, se
. . , .

cree que la secuencia ancestral relacionada con el sindrome fue una secuencia pura de CGG, carente de las

interrupciones AGG. Esto plantea una posible explicacién para la expansién de los repetidos, en la que la

DNA polimerasa, copia equivocadamente varias veces la misma secuencia de repetidos, durante la

replicacidn de la hebra rezagada del DNA. (3-5)

El gen FMRI se localiza en una regién de aproximadamente 38 Kb del cromosoma Xq 27.3 v esta formado
de 17 exones. Su expresion se ha descrito en distintos tejidos, siendo la méixima en el cerebro, testiculos y
ovarios. Existe empalme {“splicing”) alternativo en el extremo 3’ del gen que genera diferentes proteinas
con pesos comprendidos entre 39-90 Kd. Esta familia de proteinas denominadas FMRP, de las que se
desconoce su funcién , se localiza principalmente en el citoplasma, aunque también se han detectado

sefiales en micleo, Existen dos regiones conservadas en las FMRPs de unién a RNA.

Se estima que aproximadamente 4% de mRNA de cerebro fetal de rata interactia con las FMRPs.
Recientemente se demosird que una isoforma de las FMRPs presenta dos sefiales de exportacién: una
citoplasmatica y otra nuclear y que se asocian a la subunidad ligera del ribosoma, posiblemente al inicio de

la traduccién. (3-5)
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1.4.3.- X Fragil E (FRAXE)

El descubnimiento de un sitio {ragll diferente a FRAXA en el cromosoma X, se obtuvo a parur de
individuos que citogencéticamente fueron positivos para el sitio {ragil, pero no presentaban expansion de
repetidos en el gen FMR1. Este nuevo sitio sensible a folatos denomimade FRAXE se localiza a 600 Kb de
FRAXA, hacia el 1elémero y presenta repetidos de GCC. Los limites normales van de 7 a 35, en individuos
que presentan el sitio fragil son de 230 4 750 y en mujeres portadoras que no maaifiestan el sitio fragil son

de 130-150, (3-5, 8)

Mis de 150 repetidos correlacionan con una metilacién anormal en una secuencia probablemente
reguladora, locahizada aproximadamente a 1Kb de la regidn de los repetidos, La expansidn de los repetidos
en esta region, al igual que en el gen FMRI, se da por via materna, aunque hay unos pocos casos en los
cuales ésta se da por via paterna. Se ha informado que algunos individuos con expansién en esta regién
presentan un coeficiente intelectual subnormal, con valores de 1Q de 60 a 8C. El gen relacionado con esta
alteracién no se ha aislado aunque se cree que estd en una regién de aproximadamente 200 Kb de FRAXE.

(3-5, 8)

1.4.4.- X Frégil F (FRAXF)

Es el tercer sitio frigil sensible al folato en la region del cromosoma Xq27-28. Se encuentra
aproximadamente a 600 Kb de FRAXE y presenta repetidos CGG. Los individuos con el sitio fragil tienen
de 300 2 1000 repetidos GCC metifados. Los rangos en los repetidos en los individuos sin el sitio fragil van
de 6-29 v no estdn metilados. Hasta el momento no se han detectado alteraciones fenotipicas en los

individuos con la expansién, probablemente por que no existen genes en csa regién gendmica. (3-5, 8)
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1.4.5.- Sitio Fragil 16A (FRA 16A)

Se localizd un sitio fragil sensible al folato en la repidn cromosdmica 16q13.1, con repetidos CGG. Los
rangos de cstos trnpletes en individuos que cxpresan el sitio fragil van de 1000 2 1900 v en los que no io
tienen van de 16-49. Como se da en el caso del gen FMR1 asociado al sindrome del cromosoma X fragil,
los repetidos también se encuentran metilados, cuando son mis de 1000 y la expansibn se da
preferentemente por via materna, No se han descrito alteraciones {enotipicas asociadas a la expansién de

estos repetidos, aunque esto puede deberse a la falta de individuos homocigotos. (3-5, 8)

1.4.6.- Sitio Fragil 16B (FRA 16B)

Este sitio insensible a folato se localiza en la region cromosémica 16q22.1, Se induce por los farmacos
anuvirales y antitumorales Distamicina A y Netropsina, que interactlan con regiones ricas en AT o por
bromodeoxiuridina, el cual sustituye a la timina en el DNA. Esta region se aislo recientemente mediante
clonaje posicional y esta formada por un repetido rico en AT de 33 nuciedtidos, aunque también se han
encontrado repetidos con tamafios de 26 a 37 nucledtidos. En los individuos que no manifiestan el sitio
fragil, el repetido de 33 nucledtidos varia de 7 a 12 copias. En los individuos que manifiestan el sitio fragil,
el nGmero de copias del repetido de 33 nucledtidos es de mis de 2000. No se han deserito alteraciones

fenotipicas asociadas a la expansién de este minsacélire. (3-5, 8)
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1.4.7.- Sitio Frégil 11B (FRA 11B)

En la tegién cromosdmica 11923.3 se encontrd otra region [rigil sensible al folato, que esta ligada a la
enfermedad denominada sindrome de Jacobsen. Este sindrome de eliminacidn cromosémica en 11q se
caractetiza por un grave retraso mental en los individuos afectados. (3-5, 8)

Los puntos de rompimiento para la eliminacidn relacionada con el sindrome de Jacobsen y el sitio fragil
localizan en la banda 11p23.3, donde se encuentra el proto-oncogene CBL-2. Este gen presenta repetidos
CGG en su extremo 5, v en los individuos que expresan el sitio fragH hay mas de 100 repetidos metilados.

(3-5, 8)

En aproximadamente un tercio de las familias con el sindrome de Jacobsen con la eliminacién 11q, se
encontrd expansion de los repetidos CGG del proto-oncogen. Esto suglere que la expansion podria inducir
fa eliminacién que ocasiona €l sindrome. Por otro fado, no esta claro si la metilacién de los repetidos afecta
la expresién de CBL-2, como sucede en ¢ caso del gen FMR1. De ser asi, no serfa posible que CBL-2

ocasionara un tipo de cincer, ya que un oncogen se comporta como dominante. {3-5, 8)

1.4.8.- Sitios fragiles en los cromosomas y minisatélites

Se ba demostrado que en al menos cinco sitios fragiles sensibles al folato en los cromosomas humanos, Ia
presencia de TR del tipo CGG esti relacionada con la induccién del sitio frigil. Recientemente se demostrd
que en ua sitio frigil sensible a Distamicina A, Ja secuencia involucrada es un repetido de 33 nucledtidos.

Por lo tanto, el {fendmeno de expansidn también puede ser ocasionado por minisatélites. (3-5, 8)
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1.4.9.- Enfermedades neurodegenerativas y repetidos CAG/CTG

Se han descrito hasta el momento cinco padecimienios neurodegeneratvos relacionados con la expansién
de repetidos CAG. Todos ellos tienen en comin que la expansion o es tan grande como en & caso de los
sitios fragiles, y que los repetidos se encuentran en la regién codificadora de los genes. Esto ocasiona que
en estas alteractones exista una ganancia de funcidn v no una pérdida, como sucede en el sindrome del

cromosoma X-frigil. (3-5, 8), los padecimientos se describen a continuacion.

1.4.10.- Atrofia muscular espinobulbar o enfermedad de Kennedy

Es una neuropatia motora de adultos que presenta un patrén de herencia recesivo ligado al cromosoma X
La alteracién se manifiesta entre la tercera a quinta década de la vida y se caracteriza a nivel clinico por
temblores de los masculos terminales, disfagta, reduccitn de fertilidad, atrofia testicular y ginecomastia en

hombres y degeneracién de neuronas motoras. (35, 8)

En 1991 se descubrid el gen del recepior a andrdgeno (AR) en Xq12, relacionado con la enfermedad. En
su primer ex(n existe una region variable de repetidos CAG, que codifica para glutaminas. Los limites
normales de repetidos van de 11 a 30 y de 38 a 66 en la expansidn. La inestabilidad en un 75% de los casos
es por expansion v el resto por contraccion en el nimero de repetidos. En esta enfermedad se presenta el
fendmeno de "anticipacidn®, va que existe una alta correlacidn entre el niimero de repetidos y la edad de
aparicién de la enfermedad. Se cree que el exceso de glutaminas en el producto del gen AR, que es un
factor de transcripcién, modifique la expresidn de distintos genes, lo que ocasionaria la degeneracién

neuronal. (3-5, §)
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1.4.11.- Ataxia espinocerebral tipo 1

Esta enleimedad neurodegenerauva, con un patrdn de herencia autosémico doniinante se caracteriza por
ataxia, dislagla, neuropatia periférica v degeneracién muscular. La cnfermedad tiene una manifestacién
variable que oscila de los 4 a los 70 afios. En familias con ia alteracién, la manifestacién temprana de la

enfermedad ocurre en las generaciones finales, lo cual confirma un fendmeno de "anticipacién”.

En 1994 se aislo el gen SCA1 relacionado con la enfermedad, localizado en el cromosoma 6. Las personas
que 1o tienen la enfermedad presentan en la regién codificadora del gen de 6 a 39 repetidos de CAG, los
afectados tienen de 41 a 81 tripletes. El fendmeno de "anticipacidn” se ha comprobado a nivel molecular,
pues existe una relacién inversa entre la edad de manifestacién de la enfermedad y el niimero de repetidos v
una correlacidn entre la gravedad de la enfermedad y el nlimero de repetidos. La expansién se ha descrito
solamente por via paterna. Es interesante notar que la secuencia de repetidos CAG en los individuos no
afectados por esta ataxia es eriptica {con tripletes diferentes) en 98% de los casos estudiados, puesto que
hay dos interrupciones en las posiciones 13 y 15 con el triplete CAT'y no es criptica {con tripletes iguales)
en 100% de los alelos con expansion. La falta de las interrupciones en los alelos con la expansidon podria

favorecerla de una forma similar a fa del gen FMR1. (3-5, 8)

El gen SCAL esta formado de nueve exones distribuidos sobre 450 Kb del cromosoma 6. Produce un
mRNA de distribucién ubicua formado de 10, 660 nucledtidos. Sorprendentemente el marce de lectura del
transceito es de solamente 2448 nucledtidos y codifica para una proteina de funcidn desconocida
denominada ataxina 1, con un peso molecular de 87 K. Mediante inmunchistoquimica se ha localizado
esta proteina en el nicleo de neuronas, en el citoplasma de células de misculo estriado y en nicleo y
citoplasma de células de Purkinje. También se demostrd la presencia de ataxina normal y mutante en

celulas de enfermos de esta ataxia. (3-5, 8)
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1.4.12.- Enfermedad de Huntington

Esta alteracion autosomica dominante tiene incidencia de uno por cada 10, 000 individuos en la peblacién
catcdsica y sc caracteriza por transtornos en el movimiento. Las caracteristicas clinicas ascciadas a la
enfermedad son un declinamiemo cognoscitivo progresivo y corea que generalmente se manifiestan en la
edad adulta, aunque también se han descrito casos juveniles. En 1993 se aisio el gen I'T1S, relacionado con
la enfermedad. Se localiza en €] cromosoma 4p16.3 y tiene una region polimorfica de repetidos CAG en el
exbn 1, con valores de 10 a 35 en personas no afectadas y de 36 a 121 en las que tienen la enfermedad. La
amplificacién de repetidos es por via paterna preferencialmente y en las familias afectadas que se han

estudiado existe el fendmeno de la "anticipacion” . (3-5, 21)

El gen IT15 esti {formado de 8 exones distribuidos en una regién gendmica de 180 a 200 Kb del
cromosoma 4p16.3. Su transcrito se ha encontrado en el cerebro y otros tejidos y produce una proteina de
340 KD de funcién desconocida denominada hunglintina, que se encuentra principalmente en el
citoplasma. Los individuos afectados por esta enfermedad expresan el transcrito y la proteina normal y
mutada. Se demostrd en fecha reciente que ia hungtintina es sustrato de fa apopaina, una cistein-proteasa
involucrada en la muerte celular programada o apoptosis. Esta proteasa utiliza como sustrate 2 la glutamina
de la hungtintina, En estudios #2 witro se demostré que a mayor cantidad de este aminoicido en la
hungtintina hay mas digestién por la apopaina. Este dato es importante porque podria explicar la conexién
entre el niimerc de repetidos en exceso en los individuos con expansién y la degeneracion neuronal, lo que

seriz resultado de un problema con la apoptosis. (3-5, 21)
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1.4.13.- Atrofia dentatorubral-palidoliusiana y sindrome del rio Haw

Esta neuropatologia autesémica dominante se caracteriza por ataxia cerebelary demencia Los enfermos de
menos de 20 afios presentan epilepsia miocldnica progresiva y retardo mental. Es una alteracion rara con
una prevalencia de 1/1 millon en japon. Se aisld en 1994 un gen relacionado con la enfermedad
denominado DRPLA, localizado en el cromosoma 12p y tiene repetidos de CAG en su regidn
codificadora. Los limites normales van de 7 a 25 y los de expansién de 49 a 75. Esta se ha observado
solamente por via paterna y en las familias estudiadas con la alteracién  se ha descrito el fendmeno de

"anticipacién”. (3-5, 8)

El gen DRPLA produce un mRINA ubicuo de 4.5 Kb, presente principalmente en cerebro, ovarios,
testiculos y prostata. La proteina producida por el transcrito es de 1184 amuncécidos. Los individuos
afectados presentan una proteina normal y una mutada de mayor tamafio debido a un mayor niimero de

glutaminas. (3-5)

El sindrome del rio Haw es un padecimienito neurodegenerativo, autosémico dorminante, parecido a la
atrofia dentatorubral, se ha informado en una sola familia afroamericana. Este padecimiento se diferencia
de la atrofia dentatorubral por la ausencia de epilepsia mioclénica. Probablemente esta alteracion es una
variedad alélica de la arofia dentatorubral, pues los individuos afectados por el sindrome presentan

expansion de CAG en el gen DRPLA. (3-5, 8)

Mediante un estudio de la frecuencia de repetidos CAG en el gen DRPLA en distintas poblaciones
humanas se demostrd que el alelo normal con 19 repetidos es mas frecuente en la poblacién japonesa
(7.4%) que en la afroamericana (1%) y en la cauclsica (0%). Esto podria explicar la mayor prevalencia de

los alelos con expansidn en esta poblacidn astitica. (3-5, 8)
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1.4.14.- Enfermedad de Machado-Joseph o ataxia espinocerebral
tipo 3

Esta enfermedad se hereda de manera autosémica dominante y se caracteriza por una degeneracién
espinocerebral El gen MDJI relacionado con la alteracion , se focaliza en el cromosoma 14g32.1 y presenta
en su region codificadora una regién polimérfica de repetidos CAG  cuyos limites en personas no
afectadas va de 12 a 37 y en los que presentan fa expansién de 61 a 84. El fendmenc de expansién se ha
observado tante por via materna como paterna, sin embargo, el nimero de repetidos es mayor por via

paterna. La proteina producida por el gen MNJ1 tene 359 aminoacidos ¥ no se conoce su funcidn.

1.4.15.- Enfermedades neuromusculares y repetidos CTG/GAC

Hasta el momenzo sélo se ha descrito una alteracién neuromuscular relacionada con la expansién de
repetidos CTG, la distrofia miotdnica. El fendmeno de expansion en  esta enfermedad tiene varias

diferencias respecto a la de los sitios fragiles y a las enfermedades nevrodegenerativas. (3-5)

1.4.16.- Distrofia miotonica

Esta miopatia se hereda en forma autosdémica dominante. Es la distrofia muscular mds comin en los
adultos. Las caracteristicas fenotipicas relacionadas con esta alteracion son miuy variables, pudiéndose
presentar miotonia, debilidad muscular progresiva, alieraciones cardiacas, cataratas, atrofia testicular o
calvicie frontal. En las formas congénitas se presenta retraso mental. Se ha descritc el fendmeno de
“anticipacién” en las familias afectadas. (3-5, 56). El gen DM responsable de la erdermedad se localiza en el

cromosoma 19q13.3, presenta una regién polimérfica de repetidos CTG en su regidn 3, con valores de 5 a
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37 en personas no afectadas y de 50 4 mds de 3000 en los afectados. La expansién de TR sc da por via
materna y pocos casos se han descrito por via paterna. Debido a que existe mosaico somatico para los TR

CTG en los individuos alectados, se cree que la expansidn es un suceso postagdtico. (3-5, 8)

El gen DM esta formado de 15 exones y su transcrito se ha localizado en misculo esquelético y cardiaco.
La proteina que produce es del tipo protein-cinasa Ser/Tre y se localiza en las uniones neuromusculares.
Existe controversia respecto al efecto de los repetidos CTG en la expresién del gen DM; en algunos
trabajos se ha informado que los repetidos en exceso no afectan la transcripcién y en otros se demostrd lo
contrario. Wang y colaboradores demostraron que la cantidad de RINAs poliA en células musculares de
enferimos por esta miopatia, es menor que en células musculares de individuos sin la enfermedad. Este dato
sugiere que el producto del gen DM podtia tener un efecto negativo en la regulacién genética de muchos

genes.(3-5, 56)

1.4.17.- Ataxia de Friedreich y repetidos GAA/CTT

La ataxia de Friedreich es la mds frecuente, con una prevalencia de 1/ 50,000 recién nacides vivos y una
estimacidn de 1/70 a 1/110 posibles portadores. Tiene un patrdn de herencia amtosdmico recesivo y se
caracteriza por deformaciones esqueléticas, cardiomiopatia y diabetes melliws en aproximadamente 10% de
los enfermos; aparece antes de los 25 afios y muesira una amplia variabilidad fenotipica v edad de

manifestacidn, lo que sugiere un fendmeno de "anticipacién”. (3-5, 15, 43}

En 1996 se aisld el gen responsable de esta alteracién denomidado X25, localizado en el cromosoma 9q13.
El gen produce una proteina de 210 aminodcidos conocida como frataxina, de {uncién desconocida. En el

imrén de 1 de este gen existe una region de repetidos variables de GAA (Fig. 10}, Los limites normales van
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de 7-22 y en |z expansidn van de 200 a 1186, ésta sc ha determinado en linfocrtos de los enfermos, mis no
se sabe si existe en las células de los drganos blancos como corazén, higado, musculo esquelético, pincreas
y cerebro. Se ignora de qué manera cl exceso de TR en un wnwrdn de este gen podria ocasionar la
enfermedad, aunque estd demostrado que los niveles de mRINA para la frataxina son menores en los

enfermos de esta ataxia (27, 43)

Intron sin horguilla el
5 cap espliceosoma no corta.
Intron sin remover

Horquilla del intron

- AG
Imtron 2 Exon %

Repetidos GAA
4] ¥«
mutacién de nucledtido Proceso defectuoso de mRNA

G
Traduccidn en una proteina anormal {Frataxina)

Fig,. 10. Expresion anormal del gen de la Ataxia de Friedreich La expresidn del gen requiere el
procesamiento del transcrito primario (pre-mRINA), el cual contiene exones e intrones, Como parte de este
procesa la unidn del esplicessoma al DNA y la remocién de intrones cortando €]l RNA en las interfaces
entre exones ¢ 1rones. Horquillas de secuencias de intrones son formadas en el curso de esta excisién
como se muestra en. el intron normal 2. En el gen fratazin, la expansién de GAA en el intron 1 o la
mutacion en un nucledtido del mismo, postula que el proceso de corte v activacidn del espliceosoma es
defectuoso, resultando en un proceso alterado del mRINA. El procesamiento defectuose de éste afecta la
traducecidn de la proteina. En este caso el resultado son bajos o indectectables niveles de frataxina en los
tejidos de los pacientes con Ataxia de Friedreich. (tomado de 43)
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1.4.18.- Epilepsia miocidnica tipo 1 Unverricht-Lundborg (EPM1) y

minisatélites

Esta epilepsia presenta un patrén de herencia recesivo autosémco. Se caracteriza por deterioro mental y
ataxia cerebral, con progresién variable. La enfermedad se manifiesta entre los 6-13 afios. Es una
enfermedad poco comin, tene incidencia de 1 en 20,000 en Finlandia y en clertas regiones del
Mediterraneo. El gen cistatin B (CSTB), localizado en el cromosoma 21g22.3 es el responsable de la
enfermedad. En solo 4% de los afectados se encontraron mwraciones puntuales que ocasionarfan el
padecinuento; en el resto de los pacientes analizados se demosird que la expansidn de una secuencia
minisatélite de 12 nucledtidos, es la responsable de la enfermedad. Esta secuencia se encuentra
aproximadamente 70 nucledtidos antes del inicio de la transcripcién del gen CSTB. En las personas no
afectadas de existen de dos a tres copias de la secuencia y en los afectados hay mds de 60 copias. El
transcrito del gen de 0.8 Kb presenta una distribucion ubicua. En los afectados sus niveles estan reducidos
en leucocitos pero no en otras lineas celulares, lo que podria provocar la enfermedad. Hasta el momento
no existe una explicacion para la disminucién del transcrito del gen CSTB, aunque se demostro que la
expansion no ocasiona una hipermetilacidn de }a regidn de los repetidos, como sucede en el gen FMRI1 y

que ocasiona la inhibicidn de su transcripcion. (3-5, §)

1.4.19.- Caracteristicas de las mutaciones por expansion

Existen al menos dos tipos de mutaciones por expansion en los TR Una genera una expansion corta y la
otra una larga. La primera se caracteriza por la presencia de repetidos CAG, localizado en regiones
codificadores de diversos genes que se expanden por via paterna. En la segunda los repetidos pueden ser

CGG o CTG, se encuenuran en regiones no codificadoras y se expanden por via materna. Debido a que se
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ha demostrado mosaico somitico en la expansion larga, se ha sugerido que esias mulaciones se inician
como expansiones cortas duramie la melosis, v la expansion larga de los repeudos CTG o CGG continta en

la enbriogénesis temprana. (3-5, 8)

Se ha sugerido que la expansién corta se origina por problemas durame la replicacion de la hebra rezagada
del DINA. Secuencias puras de 38 repetidos o mas son inestables; sorprendentemente este es el tamafio
aproximado de los fragmentos de Okazaki. Esto sugiere que secuencias puras de 38 repetidos o mas,
pueden tener problemas durante su replicacidn, ya que la DINA. polimerasa los podria copiar varias veces.
Otra alternativa que se ha sugerido para explicar la expansion corta, plantea que los repetidos forman

estructuras secundarias que ocastonan mestabilidad. (3-5, §)

El efecto de los repetidos a nivel molecular depende del tipo de secuencia v de su tamafio. Los repetidos de
CGG se metilan cuando son mas de 200, esto ocasiona la inhibicion de la transcripeién. Cuando los
repetidos de CAG se expanden, hay una ganancia o alteracidn de la funcidn, pues existe mayor cantidad de
glutaminas en la proteina mutante, lo que puede ocasionar, al menos en el mal de Huntingron, una posible
activacién del programa apoptético de la célula. Por lo que respecta a la expansion de los repetidos CTG,
no est4 claro el efecto de la expansidn a nivel molecular, sin embargo Wang v colaboradores sugieren un

efecto a nivel de regulacidn genética. (3-5, 8)

En fecha reciente se logrd reproducir el fendmeno de expansidn con los repetidos CTG y CAG en ratones
transgénicos. Algunas conclusiones importantes obtenidas de estos trabajos fueron: a) la necesidad de otras
secuencias que flanqueen a los repetidos para que se dé el fenémeno de expansién. En al menos un caso
fue necesario que los repetidos CTG localizados en el extremo 3’ del gen DM estuvieran flanqueados por

otros dos genes que se encuentran de manera natural asociados a este gen, para que se diera la expansion, y
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b} el papel del sexo en la expansion: fa expansién de repetidos CTG sblo se da en ratones transgénicos

machos. (3-5, 8)

La ataxia de Friedrech es la primera enfermedad autosdmica recesiva relacionada con este fendmeno de
expansién. Los repetidos asociados con la enfermedad son diferentes a los anteriormente descritos, tanto
en el 1ipo como en su localizacién. Es interesante notar que éstos se encuentran en el intrén 1. Hasta el
momento se ignora de qué manera, un exceso de repetidos en un intrén pueden ocasionar la enfermedad.
Sin embargo, algunos de los afectados ademas de tener expansién en uno de los alelos, presentan una

mutacion puntual con sentido equivocado en el otro. (3-5, 8)

El fenémeno de expansién no estd limitado a las secuencias de TR; recientemente se demostrd que dos
sectiencias minisatélites estan relacionadas con la generacién de un sitio fragil v con EMP1, como resultado
de su expansion. En la actualidad no esta claro como se expande este tipo de secuencias y estd en discusién
si realmente son mutaciones dinamicas, debido a que no se ha demostrado un fendmeno de "anticipacién”
para EMP1, y ambos minisatélites no pueden formar estructuras secundarias que ocasionarian inestabilidad

en la regidn y podran favorecer la expansién. (3-5, 8)

Es posible que el efecto mas claro a nivel fenotipico de la expansién de repetides, sea el {fenémeno de
“anticipacion” que describid por primera vez Augusto Morel en 1857, en lo qus &l llamé la teorla de la
degeneracidn. Esta {fue retomada por Penrose en 1948 y le dio el nombre de "anticipacidn”. Antes del
descubrimiento de ia expansién de repetidos la "anucipacién” se explicaba coro un forma de herencia
multifactorial o bien por un manejo estadistico inadecuado. Ahora la "anticipacién” se observa como un
aumento de penetrancia en €l sindrome del X fragil, como manifestacién temprana de la enfermedad en el
mal de Huntington o como aumento de severidad en el caso de la distrofia miotdnica. En los tres casos la

"anticipacion” presenta correlacion directamente proporcional con el ndmero de repetidos. (3-5, 8)
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El {fenémeno de "anticipacién” se ha descrito en al menos otras 13 enfermedades, Hasta ¢l momento sélo

en la esquizofrenia se ha encontrado una posible asociacidn entre Ia expansién de los repetidos CAG/CTG
fermedad I 16 epell i ) icari

y la enfermedad, aunque lx expansién de estos repetidos no seria la dmica causa que explicarfa la

"anticipacidn” en este desorden mental, {3-5, 8)

El conocimiento molecular del fenémeno de expansion ha permitido conocer las causas de distintas
enfermedades genéticas. Esto ha facilitado la implantacién de diferentes pruebas diagnésticas de la
enfermedad y de posibles portadores con una certeza muy alta, lo que permite ofrecer asesoramiento
genético 4 las familias en riesgo. La implantacién de diagndsticos presintométicos para estas aleeraciones,
tienen implicaciones élico-sociales muy importantes, que deben ser tomadas en cuenta, pues plantean la
necesidad de contar con claros principios que normen la realizacién de estos estudios, mis ain cuando en
este momento no existen alternativas terapéuticas, Por otra parte, el conocimiento molecular de estas
alteraciones permitira plantear estrategias novedosas para corregitlas mediante terapia génica. Por itltimo, el
descubrimiento de esta nueva forma de herencia ha reforzado la nocién de que el DINA es una molécula en

constante cambio, aUin en un mismo organismo. (3-5, 8)

1.5.- Fundamentos

1.5.1.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una amplificacion enzimética mediada por un iniciador de secuencias de DNA. El proceso
requiere una serie repetitiva de los tres pasos fundamentales que definen un ciclo: Desnanralizacidn del
dsDNA. molde, alineamiento de dos oligonucledtidos iniciadores al molde de cadena sencilla v la extension
enzimdtica de los iniciadores para producir copias doble cadena que pueden servir como molde en ciclos

subsecuentes y estan unidas por sitio de alineamiento de los iniciadores incorporados. Los extremos 3’ de
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los micladotes deben ser unnplcmt‘nlalrl()\: cractmente al nluldc‘ pero los entiemos 57 ]nwgltn ser una cola

no complementar con sos e restteadn enzundtica y/n sitlon promaetores que fambién seiin

ncotpotados, (57)

la desnaturalizacion ocurre a 94-96°C Bl abineanmuento de los miciadores depende su temperatuta de
fusién (I'm), que es la temperatura a la cual la mutad de las moléeulas son cadena sencilla y la otra s cadena
doble, Generalmente se usa un soflwate que caleula las Tm basandose en la secuencra de los insciadores, su
concentracidén de aparcamuento y sobie todo la concentracion de sales. Tz mejor temperatura de
alincamtento es determinada pot opumizacion usualmente es escogida con pocos grados (de 2 2 4°C) abajo
del consenso de temperaturas de alneanuento de los imeadores, La extensién ocutte a 72°C para muchos

moldes.(57)

El método esta basado et la extension de dos oligonucledtidos mnictadores pot una DNA polimeriasa
retmoestable (L2q DNA pol) que cs repetido durante 30-35 ciclos de reacadn sto conduce hacia una
reacelédn en cadena que dobla la canadad de productos extendidos de doble cadena en cada ciclo y produce
sufictente IDNA pata cualquier apheacion Los aclos pueden ser realizados pot un cambio automatico en la
temperatura en un igcubador programable. Iin principio, solamente una molécula de molde cs necesaria

pata intcar ia PCR. (26)

1.5.2.- Reaccidon de fosforilacion

Los iniciadores u oligos que se utthzan en la PCR generalmente son sintetizados desfosfortlados por ello s
neeesarto realizar la reaccidn de fosforlacidn en donde la polinucledudo cinasa del bacteniofapo 1'4 cataliza
la transferencia de} fosfato ¥ del ATP al extremo 5 ded DN o RNA Lin la reaccion de l*‘orwa_rd cl fosfato
gama ¢s transfendo al extremo 5' de DNA desfosfonlado, de esta forma el grupo fosfato puede formar

enhees v puede por tanto conectar dos compuestos. (44, 51)



1.5.1.- Reaccion de Ligacion

Crra de Tas reacciones que petimite 1 obtencton de grandes secuencias de DNA puede hacetse uithizando la
DNA hgasa de [auderehia ool que cataliza la formaadn de umiones fosfodiéster en dsDNA conteniendo
terminctones complementartas salientes 5 0 3 La teacaién es catalizada por NAD'. (44) 1 os enlaces gue
se forman a parlir de los fosfatos (enlaces fosfodigster) nenen la propiedad adieonal de ser estables,
aunque se pueden rompet fcimente por hidrélisis enzimairica, pero los tesiduos de nucleondos pueden ser
climinados pata conservatlos en diversos procesos de iepheacidn y repatacion. Cuando se separa un
nucledtido, no es destsuido dutante el proceso. Una ves que se ha formado ¢ enlace fosfodiéster, un
atomo de oxigeno del grupo fusfato todavia csta 1onizado negattvamente Fsta propiedad es
exgremadamente importante porque hace que sea menos probable el hecho de que el enlace fosfodiéster se
tompa espontineamente {una carga negativa protege frente a un ataque nucleofilico) y la 1ontzacidn
negativa mantiene 2 los nucledudos y al DNA dentro de las metnbranas, especificamente la membrana
nuclear de los cucariotes y la membrana celular de los procanotes. Como los compuestos cargados
negativamente sont muy tnsolubles en lipidos, los fos{atos se mantienen dentro de mermbtanas por su

wonizacion (51)

tin el presente trabajo sc utilizaron estas reacclones para lograr expansiones de TR mfro de una longiud

scmejante a la que se reporta asocada 2 enfermedades causadas por TR que es el objetivo princrpal de este

trabao.
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2.~ JUSTIFICACION

Er este trabajo se pretende realizar la expansidn m wim de secuencias de TR y sus complementarios, de
una longitud similar a la que se ha reportado que esta asociada con enfermedades humanas v con esto tener
una herramienta para tratar de demostrar las hipotesis que han side planteadas por diferentes
investigadores, asl como también tener material que no dependa de la obtencién de muestras clinicas y que

sirva para realizar diversos estudios.

3.- OBJETIVOS

3.1.- GENERAL

3.1.1. Swntetizar i vitro expansiones de los trinucledtidos repetidos que se han asociado a

enfermedades humanas.
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2.- JUSTIFICACION

En este trabajo se pretende realizar fa expansion m miro de secuencias de TR y sus complementarios, de
una longitud similar a la que se ha reportado que esta asociada con enfermedades humanas y con esto tener
una herramienta para tratar de demostrar las hipotesis que han sido planteadas por diferentes
. . , . . . .

investigadores, asl como también tener material que no dependa de la obtencion de muestras clinicas y que

sirva para realizar diversos estudios.

3.- OBJETIVOS

3.1.- GENERAL

3.1.1. Sintetizar #2 vio expansiones de los trinucledtidos repetidos que se han asociado a

enfermedades humanas.
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3.2.- ESPECIFICOS

3.2.1. Realizar tas reacciones de afincamiento de los oligonucledudos de 15 bases que coltengan
las secuencias causantes de enfermedad d{CAG), d(CGG), d{(GAA), y sus cadenas complementarias
respectivas d{CT'G), d{CCG), d{TTC) y el control de repetidos no causante de enfermedad d(GAC) v

su secuencia complementaria d(GTC), para obtener DNA de doble cadena.

3.2.2. Realizar la reaccién de ligacién al DNA de doble cadena obtenido a través de la alineacién
de fos oligonucledtidos para obtener secuencias cxpandidas de repetidos de diferentes longitudes
utilizando la enzima T4 DNA ligasa,

3.2.3. Realizar la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR} wtilizando las secuencias expandidas
obtenidas por la reaccién de ligacién para producir secuencias mayores de 500 pares de bases (pb),

utilizando como inicladores las secuencias de 15 pb correspondientes.

3.2.4. Adicionar el sitio de restriccién Bgl IT a los productos de la PCR inicial.

4.- HIPOTESIS

Si, se utilivan oligonucledtidos de 15 bases cuya secuencia esta constituida de TR relacionades a
enfermedades humanas v se optimizan las condiciones de hgacion y PCR entonces, sera posible sintetizar

putm expansiones de TR de longitud semejante a la reportada en enfermedades asociadas a éstos.
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3.2.- ESPECIFICOS

3.2.1. Realivar las reacciones de alincamiento de los oligonucledtidos de 15 bases que contengan
las secuencias causantes de enfermedad d{CAG), d{CGG), d{GAA), y sus cadenas complementarias
respectivas d(CT'G), d(CCG), d(T'1'C) y el control de repetidos no causante de enfermedad d(GAC) y

su secuencia complementaria d{GTC), para obtener IXNA de doble cadena.

3.2.2. Realizar la reaccién de ligacidn al DNA de doble cadena obtenido a través de la alineacién
de los oligonucledtidos para obtener secuencias expandidas de repetidos de diferentes longitudes
utilizando la enzima T4 DNA ligasa.

3.2.3. Realizar ls Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando las secuencias expandidas
obtenidas por la reaccidn de ligacién para producir secuencias mayores de 500 pares de bases (pb),

utilizando como iniciadores las secuencias de 15 pb correspondientes.

3.2.4. Adicionar el sitio de restriccién B 11 a los productos de 1a PCR inicial.

4.- HIPOTESIS

Si, se utilizan oligonucledtidos de 15 bases cuya secuencia esta consiituida de TR relactonados a
enfermedades humanas v se optimizan las condiciones de ligacion y PCR entonces, serd posible sintetizar

mutro expansiones de TR de longitud semejante 4 la reportada en enfermedades asociadas a éstos.
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5.- METODOLOGIA

A R R R T R £ AR 1 o P T TS RARRE A MR Y

§
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en solu0|on salma de Citratos (SSC)'tX a 100 C g
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Reaccién en cadena de la Polimerasa (F’CR) E
utilizando el par de iniciadores correspondiente %
a cada Secuenr_:la
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‘ Segunda PCR utlllzando el par de iniciadores
correspondiente a cada secuencia adicionado
i del smo de restrlcc;ion Bgl 1
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Fig. 11. Plan de trabajo general.

5.1.-Construccion de Trinucleotidos repetidos

Sc diseflaron oligonucledtidos de 15 bases conteniendo los tripletes patdgenos d{CAG), d(CGG),
d(GAA), ¥ sus respectivas cadenas complementarias d(CTG), diCCG), H{TTC) y el control de repetidos no
patdgenos d{GAC) v su secuencia complementaria d(GTC), los cuales fueron sintetizados en la unidad de
Acidos nucleicos del CINVESTAV IPN, en el secuenciador ABI PRISM'™ Mod. 310 Genetic Analyzer
(Perkin Elmer). En la tabla 2 se muestran los oligonucledtidos wtilizados v la enfermedad a la que se
encuentran asociados:

NOTA: Durante el trabajo con DNA, se tuvo la precaucion de mantenetlo en hielo.
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TABLA 2. OLIGONUCLEQTIDOS DE TRIPLETES REPETIDOS
EMPLEADOS Y LA ENFERMEDAD ASOCIADA

Pares
Qligonucleotido de Enfermedad asociada
bases
T OCe0CeCCCCaCCg o
15 Sindrome del X-Fragil
GylraCarlrrlgrC
T TTCTICTTCTTICITC T
15 Ataxia de Friedrich
AagAAgAAgAAgAAL
CTaCTgCTpCTgCTy B . _ ' T
15 Distrofia Miotonica
ApCApCAgCAsCARC
TCgTCgTCeTCTCy
15 Ninguna
GACGEACEACZACEAC 1

5.2.- Preparacion de Oligonucledtidos

En los apéndices 1y 2 aparecen los reactivos utilizados y las técnicas empleadas.

1.- Los oligonuclebuidos liofilizados se resuspendieron en 500 pL de amortiguador Tris-EDTA (TE) pH
8.0y perfectamente homogeneizados.

2.- Se realizo una electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusidn al 2% con BrEt en concentracidn
de 1.0 pug/pL y se observd con luz UV para confirmar que el DNA sc encontraba en buenas condiciones;
empleando para ello de 5-8 pl de cada oligonucledtido, ef avance de la muestra en el gel fue de
aproximadamente 1.0 cm y se corrib bajo las sigulentes condiciones de electroforesis: 105-108 V, 20 mA,
durante 20 minutos.

3.- Los ohgonucledudos se purificaron por el método de extraccién fenol-cloroformo, precipitados con

etanol y resuspendidos en TE pH 8.0, pues estos {uercn obtenidos sin desalinizar.
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4.- La cuantificacién de los oligonucledtidos se realizd por el métedo espectrofotoméiice wilizando una
longitud de onda de 260 nmy se determind su concentractén con base en el siguiente procedimiento:
Primero se realizaon diferentes diluciones de cada ohgonucledtido de fas cuales se obiuve su 130 a 260
nm, estas fuercn conegidas a través del método de regresion lineal.
Con fa DO corregida de cada oligonucledtido y la dilucion empleada se caleuld la concentracién de cada
uno empleando el factor de correccion para DNA de cadena sencilla que dice 1 Abs,,= 33 pg/mL, y
rambién con ha siguiente fdrmula;

Coeficiente de extincion molar = EM = #A (16000) + # G(12000) + # C(7000) + # T (3600)
#A = Nimero de Adeninas en el oligonucledtido  # C= Niunero de Citocinas en el oligonucledtido
#G = Numero de Guaninas en el oligonucledtido  # T'= Nimero de Timinas en el oligonucledudo
Sustituir en la siguiente {6rmula la concentracién de cada uno de los oligonucleétidos:

(Abs, J(Factor de dilucidn)_Concentracidn pM

EM
Nota: ¥stos son los cilculos que realiza el software llamado oligo.

5.3.- Alineamiento

1.- EI DNA. de doble cadena se obtuvo a través de la reaccién de alineamiento la cual se realizé colocando
en una proporcion 1:1 molar el par de oligonucledtidos complementarios en un tubo eppendorf de 1.5 mL
y se adiciond solucion salina de citratos (SSC) 20X a una mezcla de reaccidn de 56 pl. La SSC 20X debe
estar a una concentracion final de 1X en la reaccidén. Se mezcld en agirador tipo vérex y se centrifugd
rapidamente. Los tubos con la mezcla de reaccidn fueron colocados en un termoblock 2 una temperatura
de 100°C durante 15 minutos al cabo de este tiempo se dejé que la temperatura disminuyera hasta alcanzar

la temperatura ambiente.
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2.- EIDNA se mantuvo en hielo y se comprobé la eficiencia del alineamiento de los oligonucledtidos en
un gel de agarosa de bajo punto de fusién al 4% con BrEt (iug/ul). La electroforesis se realizd bajo las
siguientes condiciones: 100V, 46 mA, durante 15 mimnutos y se obsetvé ¢l corrimiento clectroforético con
un transiluminador con luz UV, Cada alineamiento llevé como control una muestra del oligonucleéudo de
cadena sencilla que le corresponde.

3.- EI DNA almeado se purificé mediante extraccién fenol-cloroformo, se precipité con etanol y fue
resuspendido en TE pH 8.0, para eliminar las sales.

4.- E1 DNA alineado se cuanificé por el métedo espectrofotométrico utilizando una longitud de onda de
260 nm y se determind la calidad del alineamiento observando el retraso del DINA de doble cadena en el

gel de agarosa v ¢l remanente sin alinearse comparado con las cadenas sencillas,

5.4.- Ligacion

1.- Los oligonucledtidos no tenfan el extremo 5 fosforilado por lo cual se utilizd la T4 polinucledtido
citlasa gue cataliza la transferencia del fosfato y del ATP al extremao 5 del DNA desfosforilado (también
tiene actividad en el RNA} Con el DNA alineado (DNA de doble cadena) se realizé una reacciéon de

fosforilacidn y ligacién utilizando las enzimas T, polinucledtido cinasa v la T, DINA ligasa respectivamente.

Esta reaccién de fosforilacidn sc realizd en un volumen de 40 L, variando la concentracion del DINA
wutilizando 46, 92, 231 v 355 pM. Se usaron 10 U de enzima T, polinucledtido cinasa la temperatura
empleada fue de 37°C con un tiempo de reaccion de 2 horas y el ATP ajustado a ImM. Esta reaccidn se
realizd en un amortiguador de reaccidn de ligacion sin ATP y también en el regulador comercial. La T4
DNA ligasa cataliza la formacién de enlaces fosfodiéster entre los extremos 3" hidroxilo v 5° fosfato

adyacentes del DINA.
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Al terminar el tempo de {osforttacion en la musma mezela de reaccidn se adicionaron 6U de la enzima T,
IINA hgasa (Unidades Wesss), el volumen final de reaccion fue de 46 pi. T a reacaidn de ligacién se electud

durante 4 horas a4 37'Cy la concentracidn final de glicerol fuc de 7.74%. (44)

La reaccidn de ligactén se realizd tres veces consecutivamente, limpiando cada reacaién de ligacidn por
extraccion fenol-cloroformo, precipitacion con etanol v resuspension en T'E pH 8.0. Se mantuvieron las
condiciones de reaccidn de 46 pL, ATP 1.0 mM, 6U T, DNA ligasa, 4 horas 4 37°C yel glicerof disminuyé

2 6.5 %.

2.- La eficiencia de la fosforilacién v ligacion de los TR se analizé en geles de agarosa de bajo punto de

fusidn al 2 y 4 % v cuantificados por método espectrofotométrico.

5.5.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

.- La primera expansién #2 w0 de las secuencias de TR se realizé unlizando lz PCR, empleando como
DNA molde los TR expandidos a iravés de ligaciones consecutivas y como  inicladores los
oligonucledtidos de cadena sencilla de 15 pb; se prepard una mevela de reaccidn. incluyendo los dNTPs
{deoxinucledtidos trifosfatados) : dATP, dCTP, dGTP, dTTP, la enzima Taq DNA polimerasa
recombinante, el amortiguador 10X para PCR y Mg(l, de Béehringer en un volumen final de 100 pL.

Para la reaccion de PCR se usaron las condiciones en la tabla 3



TABLA 3. CONDICIONES DFE. REACCION DE PCR.

Elementos de la reaccion Concentracidn final en la
reaccidn.

10X PCR amoruguador ) 1X ]

10 mM dNTPs mezcla 2mM cada INTP

10 M iniciador | ) I uM

10 pM imictador 2 L u

DNA molde  1Cug

25 mM MgCl, 15-9.0mM

5 U/pl. Taq DINA polimerasa 250

H,O bidestilada estéril cbp 100 uL I

5.6.- Programa de PCR

El programa inicia con una desnaturalizacién previa a 95°C durante 1 minuto. El programa consta de

desnaturalizacién a 95°C/ 30 segundos, alincamiento a una temperatura de aproxiradamente 2°C debajo de

la Tm menor de los iniciadores durante 30 segundos, extensién a 72°C/1 minuto durante 35 ciclos v un

paso final de 72°C/15 minutos pata permiur que la enzima termine de polimerizar; después se programé

una temperatura de 4°C/ 10 minutos para detener la reaccidn.

La Tabla 4 muestra las Tm uiilizadas en el PCR para cada par de oligonucledtidos correspondientes:

TABLA 4. TM DE LOS OLIGONUCILEQTIDOS Y LA UTILIZADA EN LA

REACCION DE PCR

liSccuencia de oligonuclediidos Tm (°C) Tm utilizada para PCR {°C)
RaghAghAghhshhy T3y 220
TICITCTICTICTTC 24.3
CCgCCRCCRCC 00 695 66.5
GelrplralepCeelC 68,5 e ]
AgCAsCAgCAgCAC 449 41.0
CTeCTpCTeCTeCTy 43.0
TCETCeTCeTCeTCy 45.9 38.3
GACgACEACACAC 40.3
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Los productos de PCR se purificaron por extraceidn fenol-clorolormo, precipiacién con etanol ¥
resuspendidos en 20 ul. de TE pH 8 0. Se confirmé la obtencidn de expansion y amplificacién de los TR
en geles de agarosa al 1% con BrEt (1 pg/pl) y observados en un transilumitador con luz UV,

Se determind la concentracién optima de MgCl, para ia expanstdn por PCR de los TR variando la
concentracion de 15 mM a 9.0 mM con intetvalos de 1.5 mM y se cuanuficd el DNA por método

espectrofotométrico.

El DNA obtenido de la primera expansion por PCR a la concentracién de 9.0 mM de MgCl, se uiilizd
como DINA molde para realizar una segunda reaccidon de PCR en la cual se uulizaron como iniciadores las
secuencias correspondientes de los TR que ademds Hevan adicionado el sitio de restriccion Bg! I, estos
iniciadores fueron sintetizados de 25 pb en el lugar y forma antes mencionado. La reaccion se efectud en

las condictones indicadas en la tabla 5:

| TABLA 5. CONDICIONES DE REACCION DE PCR.

Componentes de la reaccidn Concentracion
_ final en la reaccion
10X PCR amortiguador 1X
10 mM dNTPs mezcla 0.2 mM
5 uM iniciador 1 T 05 M
5 uM iniciador 2 05uM
DNAmolde i lopg
50 mM MpCl, 5.0-13.5 mM

5 U/pl, Taq DNA polimerasa(Gibco BRL) | 25U
H,O bidestilada estéril chp 100 uL

Para esta PCR se prepard la reaccidn sin enzima, esta se adiclond hasta que la reaccién alcanzéd una

tempetatura de 95°C. Fl programa de PCR se inicid con un precalentamiento de platina del termociclador a
95°C/4-6 minutos, en el momento en que alcanzd la temperatura de 95°C se colocaron los wbos de
reaccidn abiertos, hasta la adicidn de la enzima (debe ser ripido para evitar evaporacion en la reaccion).

Posseriormente se inicié al programa de PCR ya establecido, que inicia con una desnaturalizacién a 95°C/1



mimuto, el programa es de 35 ciclos de desnawralizacidn a 95°C/30 sepundos, alineamiento a una Tm de
2°C debajo de o Tm menor de los imciadores durante 30 segundos, extension 72°C/ 1 minuto y un paso
final de 72°C/15 munutos para permitir que la enzima termine de polimerizar, después la reacaidn es
detenida a una temperatura de 4'C/10 minutos. Las T'm utilizadas en la reaccién de PCR para adicionar el

sitio Bef Tl son las siguientes {tabla 6).

["TABLA 6. 1M DE LOS OLIGONUCLEGTIDOS CON EL SIT10 BGLII Y LA
| UTILIZADA EN LA REACCION DE PCR
[ Oligonucledtidos con sitio Bgf 11 f Tm Tm (-2'C)

GggAAgATCTTTCTICTICTICTIC | 52.5 49
GpoAAgATCTAAAAAAZARSAAL 50.7

! Gep AAgATCTCCOCe ClpCCeCCg 79.0 770
| GepAAeATC TogCarCeaCarCep 79.1

oo --bh - Hh —Hiy—hb

GggAAgATCTAggAgCAgCAgcAgc 63.4 _ bl4
GegAAgATCTCIRCIgCIpCTeCly 64.3 T
GggéégéTCﬂCgTCgTCnggTCg | 656 61.8
| GeAARATCTgACRACEACEACEAC 63.8

Las letras en nep eritas indican el sitio de restriccion EHZImatlc 1 ng

1L

Se confirmé la expansion y amplificacién de los TR en geles de agarosa al 1% con BrEr (1 pg/ul), asi

como, la mejor concentracidn de MgCl, para cada una de las secuencias.

5.7.- Tercera Reaccion de PCR

Se realizd una tercera reaccidn de PCR para mejorar la eficiencia de expansion de los TR con el sitio de
restriccién Bgl Il utilizando en ésta comoe molde el DNA obtenido en la expansion realizada en la segunda
reaccion de PCR se utilizé el mismo programa de la segunda PCR estandarizando nuevamente la
concentracién de MgCl, correspondiente a cada secuencia de TR. La eficiencia de expansion de los TR se

analizé en gel de agarosa al 1% y se observd en un transiluminador cor luz UV.
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6.- RESULTADOS

Antes de mciar el proceso de alineamiento se comprobd utilizando un gel de agarosa al 2% tefudo con
bromuro de etidio que todas las secuencias de oligonucledtidos de 15 pb de cadena sencilla no estuvieran
degradadas. Sc determind la concentracidn de cada una por espectroforometria, las cuales se muestran en la
‘l'abla 7 y cstin expresadas en pg/ul. y pmoles/ L. T'edas las concentraciones fueron calculadas como se

mdica en la metodologia,

TABLA 7. CONCENTRACIONES FINALES DE CADA OLIGONUCLEOTIDO
Secuencia del oligo Concentracién  (pg/pl.) Concentracidn

- o pmoles /L

CIG 279 572.3
2.574 o 528.0

2689 5515
2.821

2442
2.755
1.9635
3.030

Hiresultado de alneamiento para cada una de las secuencias se muestra en las figuras 12, 13| 14y 15,

lig 12: Gel de agarosa de bajo punte de fusdn al 4% tefido
con Briit (Tug/ul). Alineamiento de las secuencias CTG/AGC
dsDNA de 15 pb en el carrl 2, carsl 1 el control de la
sccuencia CTG de 15 pb de cadena sencilla v caral 3 ¢l control
de la secuencia AGC de 15 pb de cadena sencilla.
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Fig.13: Gel de agarosa de bajo punto de fusién al 4% refitdo con Brlt (1ug/pll) Alneamicnto de las
secuencias CCG/GGC en el carril 3, se generd dsDNA de 15 pb, control de cadena sencilla de 15 ph de Ia
sccuencia CCG en el carril 1y el control de cadena sencilla de 15 pb de la secuencia GGC en ¢l carril 5.

Fig.14: Gel de aparosz de bajo punro de fusién al 4% tefdo con BrEt (1ug/ul). Alincamiento de la
secuencta '1TC/AAG dsDN.\ de 15 pb en el carnl 3; carnl 1 control de la cadena sencilla de 15 pb de la
sccuencta TTC y el control de la cadena sencilla de 15 pb de la scouencia AAG en el carril 5 Tas flechas

indican el frente de corrimiento

Ta cadena sencilla de las secuencias 1I'L'C vy AAG no mtercala el bromuro de etidio.

Para la secuencta GAC/1I'CG se obtuvo dl alineamiento de la misma forma que la secuencia CTG/AGC.

Se muestra en la {otografia de la figura 15
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FF1g.15: Gel de agarosa de bajo punto de fusion al 4% tefido
con BrHt (lpg/ul).  Alneamiento de la  secuencia
GAC/TCG dsDNA de 15 pb en el carnii 2; carril 1 control
de la cadena sencilla de 15 pb de Is secuencia GAC y el
control de la cadena sencilla de 15 pb de la secuencia TCG
en cl carnil 3.

Para realizar la primera ligacion se determund la concentracidn de oligonucledtidos a utilizar en la reaccidn,

esta fue de 92 pM de acuerdo a los resultados obtenidos en la Tig. 16.

Fip.16: Gel de agarosa de bajo punto de fusion al 4% tefiido con
Brlitr (1pg/ul). Ciciencia de lgacidn en funcidn de la concentracion
de oligonucletiidos. Sc utithzd 1o sceuencia TTC/AAG; carril 1
control de DNA de doble cadena de 15 pb en concentracion de 46
UM, sin hgar, en los siguentes carnles se observa la efictencia de
ligacién  de esta secuencia a concentraciones de: carnl 3, 46 ubd,
carrdd 5, 92 uM, caxnil 7, 231 pM y carril 9, 355 pM. La punta de
flecha en el carnl 1 sefala la posicidn del DINA sm ligar,

Al comparar el efecto del amortiguador sin A'LP y ¢l regulador comerctal de la enzima Ty DNA ligasa en la
reaccion de ligacidn, no exisnd diferencia alguna.
La primera ligacién se realizd con la enzima T DIN.A ligasa, los resuitados de la misma se mucstran en la

Jiig. 17.



Fig 17 Gel de agarosa de bayo punto de fusidn al 4% tefudo con
BrEt (1pg/uly Carrdl 1 control de DNA de doble cadena de 15 ph
de la secuencia C'1'G/AGC, carril 2 secuencia CTG/AGC, carrtl 3
secuencia (FAC/TCEG, carril 4 secuencia CCG/GGC v carril 5
secuencia TTC/ANG. La flecha indica la posicidn del DNA sin
hpar.

Hiz las figuras 18 v 19 sc muestra el resultado de Ja 2* y 3* reaccidn de ligacidn de las secuencias en estudio.

[ig. 18: Gel de agarosa de bajo punto de fusidn al 4% tefudo
con BrHt (1pg/ul). Comparacién de la cficienaia de la 2* y 3°
ligacién, Carril 1 y 6 marcador de peso molecular de 25- 500
pb, 2y 3a ligacidn de la sccueacia CTG/AGC en cl carril 2
y 3, carril 4 v 5, 2% y 37 ligacidn de la seccuencia GAC/TCG.

Coma sc observa en el gel, va no se mejora la eficenca de ligacidén  en la 3* puesto que no hay mucha
diferencia cn ¢l tamario de los productos obtemdos respecto a la 2° hgacidn

Kl tamaiio méximo de las expansiones para estas sccuencias es de 500 pb.

58



[1p.19: Comparacidn de la eficiencia de ligacién 2° v 37
Gel de agarosa de beyo punto de fusidn al 4% tedido
con BrEr (lug/pL). Carriles 1 y 8 marcadores de peso
molecular de 25-500 ph, carriles 2 y 3 ligaciones 2° v 3°
de la secuencia GAC/TCG, carriles 4 y 5 ligaciones 2% v
3" de la sccuencia CCG/GGCy 6y 7 ligaciones 2° y 3
de la secuencta U'TC/AAG.

A diferencia de la secuencia GAC/TCG que presenta una expaasidon miaxima de 500 pb, la secuencia
CCG/GGC tiene una cxpansidn mayor de 125 pb v menor de 500 pb v la secuencia T'TC/AAG solo

presenta expansidn cntre valores de 50 a 125 ph.

Las expansiones utilizando la enzima T4 DNA ligasa permitieron obtener dsDNA con un tamadio de 500
pb. Se estudiaron las condiciones mas adecuadas para realizar la PCR de este producto v obtener DINA de
mayor longitud (702 pb, 1371 pb, 8454 ph), como se observa en la I'g.20 el cloruro de magnesio (MgCly)

es un factor determinante en la reaccidn.

Fip.20: Gel de agarosa de baio punto de fusidn al 1%
tefido con BrEe (Tug/ul). Electo del AMgCl, enla PCR de la
secuencta TTC/AAG. Carril 1y 8 DNLA del fago A cortado
con Bedi I1. Carnil 2 MgCl, 1.5 mM, carril 3 MgCl, 3 mM,
carril 4 MgCl, 4.5 mM, carnil 5 MgCl, 6 mM, carril 6 MgCl,
7.5 mM y carril 7 MgCl, 9 mM.
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Come se chserva en la figura 20, conforme aumenta cl cloruro de magnesio se favorece la reaccion
obteniéndose productos del DN\ amplificados y expandidos (el DNA molde fue de 500 pb), con la PCR
se lograron expandir en su mayoria hasta 1371 pb, sin descartar que hay producto que supera el valor mds
alto dado por ¢l marcador de peso molecular DNA del fago A cortade con BE 1L que es de 8454 pb y hay
producio que entra en el valor mfertor del mismo marcador que es de 702 pb. Puede observarse que la
eficiencia de la expansién y ampldicacion inicta con una concentracién  de MgCl, de 7.5 mM v la mixima
se da 4 9.0 mM de MgCl,. Aprovechando el efecto posttivo que tene el MgCl, en la reaccén de PCR para
expandir y amplificar el DNA de 500 pb de las secuencias expandidas con la T4 IDNA ligasa se realtzd la

PCR para todas éstas bajo las mismas condiciones de la secuencia "I'1'C/AAG. Fig.21.

Fig. 21: Gel de agarosa de bajo punto de fusidn al 1% tefiido
con Brlt (1ug/ul). Tispansiones v amplificaciones de los TR
con la PCR utilizando una concentracion de MgCl, de 9.0
mM. Caretl 1y 6 DNA del fago A cortado con BeH 11, carril
2 secuencias CCG/GGC, carnl 3 TTC/AAG, carsl 4
CUG/AGC y carril 5 GAC/TCG.

La secuencia CCG/GGU no presenta expansion solo amplificactén el tamafio del DNA ebtenido es menor
a 702 pb Ia secuencia T1C/AAG es la mcjor expandida, el 1amafio de DNA es de 1371 pb en su mayorfa
v llega a expandisse a mds de 8454 ph, ¢l menor valor de expansién cs de 702 pb. La sccuencia CTG/AGC
y GAC/TCG son expandidas mayormente hasta 702 pb, también presentan expansiones menores a este

valor y ¢l mayor tamafio de expansidn alcanzado es de 1371 pb aproximadamente.
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Aunque no todas ias expunsiones presentan la misma cficienca puede decirse que la expansién es mucho
mejor que la obtenida con la 14 DNA ligasa, ademds de obtener una buena concentracidn. La secuencia
CCG/GGC presentd dificultad para su expansién. Se ensayaron diferentes condiciones de PCR que
permiticran mcjorarla, ademds de insertar un sitio de restriceidn Bg/ 11 al DNA de todas las secuencias Paga

esto sc partio de las secuencias expandidas de 500 pb. Fig 22

Hig.22; Gel de agarosa de bajo punte de fusién al 1% wefido con
Belit (Ipg/ul). Fixpansiones y amplificaciones de los TR
adicionados del sttio Bg/ 11, Carril 1 y 6 DNA del fago A cortado
con Bufte 11, carnil 2 secuencia CTG/AGC, carsl 3 secuencia
CCG/GGC, carrtl 4 secuencia GAC/TCG, carril 5 secuencia
TTC/AAG.

La mejor expanston se obtiene para las secuenctas TTC/AAG-Bg/ 11 en donde la mayor cantidad de DINA
presenta un peso de 1371 pb v las secucncias CUG/AGC By/ 11, TCG/GAC-Bg 1l y CCG/GGC-Be/ 11
presentan una expansion de 702 ph, aunque sigue exwstiendo DINA de menor peso I expansion se ve muy
favorecida para las cuatro secuencias logrando expansiones de un peso molecular mayor a las 8454 pb que
es el peso molecular maximo que indica el marcador, y sc observa también que hay DNA de un peso mis
elevado que ya no catra al gel La expansion fue muy sausfactorta para las cuatro secuencias de 1R

especialmente para la secuencia CCG/GGC-Bg/ 11
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7.- DISCUSION

Para dar inicio a la sintests o7 v de secuenclas de largos TR, primere se sintetizaron oligonucledtidos de
cadena sencilla de 15 pb para las secuencias CCG, TTC, CTG y 'TCG, ast como, sus respectivas cadenas
complementarias GGC, AAG, AGC y GAC Posteriormente se obtuvo por alineamiento de
oligonuciedtidos  cormplementarios ¢l DNA de doble cadena, obteniendo ast: (COG/GGQ),,,
(TTC/AAG),,, (CTG/AGQ),, ¥ (TCG/GAQ),;. En el alineamiento de los oligonucledtidos de cadena
sencilla de 15 pb Ilarma la atencién el hecho de que las secuencias de cadena sencilla TTC y AAG no
intercalen el BrEt en comparacidn con las otras secuencias como se muestra en la figura 14; muy
probablemente esto se debe a la habilidad de las secuencias de TR de cadena sencilla para formar
estructuras de horquillas m v que facilitan que el BrEt sc intercale en la formacién del diplex
interactuando con las moléculas de la horquilla en dos formas diferentes: unidn por intercalacidn de un
ligando en el ceniro del tallo y por una asociacién de dos ligandos en el asa (14), de esta manera en el
andlisis del gel pueden ser visibles, sin embargp, los estudios sobre TR han mostrado que las secuencias
TTC/AAG no son capaces de formar estructuras de horquillas como cadena sencilla por lo cual no
intercalan el BrEt, puesto que éste sclo se intercala en DNA de doble cadena si en el gel de agarosa las
cadenas sencillas de DINA. de las secuencias TTC y AAG se encuentran en catriles adyacentes pueden tener
interacciones moleculares que faciliten la formacién del DNA de doble cadena y de esta forma el BrEt se
intercala en el DINA haciéndola visible, sin embargo, st éstas se encuentran alejadas en ef gel no serin

observadas v solo se vera el frente del corrmiento del azul de bromofenol. (22)

Cada par de 15 pb de TR alineados correspondientemente presenta un retraso en el corrimiento
electroforético del dsDNA en comparacidn al ssDNA, esto debido al aumento en peso de la cadena doble

del DNA {fig. 1, 2 v 3), a su vez, este mismo DNA strvid como molde para la enzima T4 DNA ligasa,
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Para realizar la primera ligacion primero se considerd que los ohgonucledudos no posecen el P5' por lo cual
fue aftadido a través de una reaccidn de losfonlacion con la enzeima T4 DNA polinucledndo cinasa v en
< , < . < -
esa nmusma mezcla de reaccion después de la foslonlacion se realizéd la hgacidn. Es importante determunar
cual es la mejor concentracion de oligonucleduidos alincados para llevar a cabo la ligacidn, en este estudio
se demnostrd que la mejor concentracidn para ésta es de 92 pM (fig 16), con dicha concentracién y bajo las
condiciones establecidas de reaccién se obtiene una ligacidn del DINA alineado mas eficiente puesto que
conforme se aumenta la concentracion de oligonucledtido la eficiencia de la ligacidn se ve disminuida, se
observa mayor producte ligade de menor peso para las concentraciones de oligos de 231 uM y 355 uM,
1.t ‘s ;o . - ’or e
esta ultima concentracton es la maxima concentracion de oligonucledtido que puede ser unlizada en las
condiciones de reaccién establecidas, ya que si se utlliza mas, el volumen de reaccidn superaria 40 pL
impidiendo la comparacién con las demis reacciones y también se modificarfa la reaccién de ligacién, asf
mismo, puede observarse en ésta, una cantidad de DNA alineado que corresponde al tamafic del control
de oligonucledtidos sin ligar, lo cual indica que la enzima llegd a un punto maximo de actividad (fig. 16).
Para la ligacién rambién se considerd el tempo de reaccidn v se observd que después de 4 horas ya no
aumentaba la eficiencia de ligacién; la temperatura ptima fue de 37°C dado que la enzima trabaja mejor a
esta temperatura, por otro lado al comparar el uso de un amortiguador de kigacidn preparado en el
laboratorio y el comercial no existié ninguna diferencia en cuanto a su funcionalidad, por lo tanto para

todas las reacciones de ligacion se utilizé el amortiguador preparado en el laboratorio.

Como se observa en la fig. 17 la primera ligacién de las secucncias fue muy eficiente siendo escasa la
cantidad que queda sin ligar en todas ellas. E} empleo de la T4 DNA ligasa permitié obtener expansiones
de los TR hasta de 500 pb, determinados al realizar la comparacidn con el marcador de peso molecular de
25.500 pb, para lograr esta longitud se hicieron wres ligaciones consecutivas (fig. 18 v 19), es posible que el
polimorfismo de los TR dificulte la actividad de la enzima impidiendo asi su capacidad de seguir

expandiéndolos, sin embargo, se han realizado estudios con diferentes DINA polimerasas en donde se ha
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ohservado su eficiencia para expandir secuencias altamente repetitivas y entre éstas se encuentran la Taq
DNA polimerasa, la DNA polimerasa [ ([ragmento Klenow), DNA sequenasa, DINA polimerasa-c, DNA
paolimerasa-3 y [a HIV-transeriptasa rever s, todas estas envamas expancheron repetidos GGC:GUC pero la
expansién mas grande fue realizads por la Taq DNA polimerasa, la cual sintetizo un producie de
aproximadamente 250 pb y con el resto se obtuvieron productos de menor longitud, esto demuestra que la

Taq DINA polimerasa tiene mejor eficiencia de expansion para secuencias de TR, (23)

Debido a que las enfermedades asociadas a expansiones de TR son generadas por miles de umudades de
repetidos, se ha recurrido a la sintesis # wiro de largas expansiones de estos empleando la técnica de PCR y
aprovechando la capacidad de la enzima Taq DNA polimerasa para generar productos de alto peso
molecular favorecidos por altas concentraciones de MgCl,. (52) Para elaborar esta reaccidn se variaron
concentraciones de MgCl, de 1.5 2 9.0 mM con intervalos de 1.5 mM de MgCl, para la expansién de fos TR
TIC/AAG, cbservandosc que conforme aumenta la concentracién de MgCl, la expansién de esta
secuencia comienza a ser significativa a una concentracion de 7.5 mM de MgCl, en donde alcanza un
tamatfio de 702 pb en promedio v la expansién aumenta a la concentracidn de 9.0 mM MgCl, cbteniéndose
una mayor cantidad de DINA que presenta un tamafio de 1371 pb y hay menor cantidad de DNA que logea
expandirse hasta 8454 pb {fig. 20). Esta variacion de MgCl, se realizd para las secuencias CTG/AGC,
TCG/GAC y CCG/GGC para todas la mejor expansion fue a la concentracidn de 9.0 mM Mgl tas dos
primeras secuencias presentan un tamafio de expansidn alrededor de 702 pb y poca es la cantidad de DNA
que es de menor o mayor a este tamafio (fig. 21). Para la secuencia CCG/GGC solo se amplificd ef DNA
de 500 pb obtenido por expansién de la ligacidn, con la PCR no se logrd expandir satisfactoriamente y se
encuentra en un tamafio menor de las 702 pb en comparacidn con el marcador de peso molecular. Por otro
lado, las diferentes conformaciones estructurales que pueden adoptar cadenas de repetidos GGCy GCC in

wto pueden incluir horquillas, estructuras de triple o cuadruple cadena de DNA, ademas se ha sugerido una
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formacion de tetrahélice de d{CGGYn w v debido al alto contenido de guaninas, este puede obstruir la
wagscripeion v replicacion del DNA,; estas son las posibles razones por las que las secuencias COG y GGC
no son expandidas tan eficientemente como las demds secuencias estudiadas ademais de presentar una
temperatura de desnaturatizacion de 90°C/10 minutos, pero se continuo con la busqueda de las mejores

condiciones de reaccidn para lograr su expansién. (1,2, 18, 22, 23, 53, 54)

Para adicionar un sitio de restriccién enzimdtica Bg/ IT al DINA expandido en la pritmera PCR se utilizaron
iniciadores que contenfan las secuencias de TR correspondientes mis el sitio Bg/1l. Se buscaron las mejores
condiciones de reaccidn pero las expansiones tuvieron poca eficlencia {no se muestran fotografias);
utilizando el poco DNA. expandido obtenido de cada una se realizd una tercera PCR. De esta manera la
enzima Taq DINA polimerasa solo amplifica el DNA de alto peso molecular que ya contenta el sitic Bg/I,
en estas reacciones utilizaron las siguientes concentraciones de MgCly: para los TR TTC/AAG-Bg! 115.5
mM y 9.5 mM para la secuencia COG/GGC-Bg 11, 9.0 mM para TCG/GAC-Bg/ 1T y 10.5 mM para ia
secuencia CTG/AGC-Bel 1L Con esto se mejora la eficiencia de la expansién de los TR TEC/AAG,

CCG/GGC, CTG/AGC, TCG/GAC con un sitio de restriccion Bgf IL (fig. 22)

El éxito de la expansién de los TR con el sitio Byl II se debe en gran parte a que los tubos de reaccion
permanecieron aproximadamente 6 minwos a 95°C en el proceso de adicién de la enzima Taq DNA
polimerasa antes de dar inicio al programa de PCR previamente establecido lo cual brinda oportunidad a
que las cadenas de TR se desnaturalicen y de esta forma la enzima Tag DNA polirnerasa pueda expandirlas
y amplificatlas ya que especialmente la secuencia COG/GGC-Bg Il es [a que presenta mayor pelimorfismo
y es mias dificil de expandir, con esto se garantiza que la formacién de triples o cuadruples cadenas
adoptadas por csta secuencia se disminuyan en gran proporcion facilitando el tabajo de la

enzima.(7,52,53).
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Las expansioncs obtenidas servirdn para estudiar el procese de degradacion del mRNA en células
. , ..
eucariotes, asi como, conocer st influyen en la estabilidad de un mRNA ¢l cual normalmente es muy estable

y también analizar si la presencia de estos TR pueden modificar la localizacion del niRNA en la célula,

Esto es importanie debido a que varios de cstos TR estan asociados con la manifestacién clinica de algunas
enfermedades; v el saber de que manera modifican al mRNA, padiia apadar 4 conocer parte del mecanismo
involucrado en estas enfermedades. Por otro lado, la obtencion de estas secuencias expandidas ofrece una
nueva herramienta que los investigadores pueden emplear para estudiar 7 wso como es afectada la
estabilidad del mRNA por secuencias de TR dentro de la célula, sin que esto tenga que depender de la
obtencidn de TR provenientes de muestras climcas las cuales resultan dificiles de obtener ya que puede
llevar vanios afios el reunir una cantidad significativa de muestras clinicas para realizar el estudio, por otro
lado pueden crearse sondas que permitan realizar un diaghéstico molecular directo y oportuno a pacientes
con posibilidad de presentar las enfermedades asociadas a estos TR (31}, También puede facilitarse la
clonacién de estas secuencias a través de la adicién del sitio de restriccién el cual puede ser variado de
acuerdo a las necesidades del investigador, Con esto se ofrece una mejor fuente de material de trabajo que
los investigadores pueden emplear en el campo de la genética para facilitar el entendimeento de las bases
moleculares que conducen a enfermedades por expansiones de secuencias de TR (39), asi coma, ayudar al

entendimiento del mecanismo bioldgico por el cual los TR son expandides.
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8.2

8.3

8.4.

8.- CONCLUSIONES

Se¢ logrd siatettzar w #he las expansiones de las sceuencas de TR {CCG/GGONS, (TIC/AAGHLS,
(CTG/AGOS, que se encuentran asociadas a enfermedades humanas, asi como, la secuencia
(’1‘()(}/(3 A5 que no esta relacionada con enfermedad en humanos, esto se logrd con la integracidn
de las téenieas de shoeamicnto v Iigacion, lo que petmind que su expansidon se obtuviera hasta un

tamano de 500 pb.

Ta PCR ofrecid una mejor alternativa para lograr una mayor expansion de los TR en estudio
permitiendo expansiones que van de un tamanio de 702 pb hasm de 1371 pb en su mayoria, sin
descariar que se pucden obtener pesos moleculares mayores (8454 pb). Con esto, se demuestra que es
posible obtener expansiones grandes de TR cn cuya secuencia sc encuentta un alto contenido de

guaniflas y clociias.
La PCR no solo facilité la expansion de las secuencias de TR sino también su amplificacién, por otra
parte hace mdas sencilla la adicidn de sinios de 1estuceadn como ¢s el sitio Bg/ 1T pero también pueden

ser adicionados otros.

S es posible sintetizar o wis sccuencias de TR de hasta miles de umdades repetidas de tamario

semejante al que se encuentra asoctado con enfermedades humanas
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9.- ANEXOS
9.1.- PREPARACION DE SOLUCIONES y REACTIVOS. (44)

9.1.1.-AGUA DESTILADA FILTRADA Y ESTERIL.

AGUA DESTILADA: 3500 mL

1. El agua se {iltra en un sistema Millipore con membranas MSI de acetato con poro de 0.22 - 0.45 um

2. Envasar en un matraz de 4000 mL

3. Etiquetar y esteritizar por calor himedo a 121°C por 15 minutos. Almacenar a temperatura ambiente.

9.1.2.-BROMURO DE ETIDIO (10 mg/mL)

BROMURO DE ETIDIO ig
AGUA DESTILADA 100 ml.
1. Agregar 1 ¢ de BrEt a 100 mL de agua destilada, agite et un agitador magnético por varias horas para
asegurar que el colorante se disuelva bien, coloquelo en un frasco dmbar y almacene a temperatura

ambiente,

9.1.3.-TRIS-HCI 2 M pH.8.0

TRIZMA BASE (SIGMA) 121.1g
TRIZMA HIDROCLORADO (SIGMA) 157.6¢
HCl CONCENTRADO (BAKER) para ajustar el pH.
AGUA DESTILADA c.b.p. 1000 mL.

1. En un vaso de precipitado se colocan 800 mL. de agua destilada.
2. Adicionar el TRIZMA BASE poco a poco hasta solubilizar

3. Repetir la operacion con el TRIZMA HIDROCLORADO.
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7.

8.

. Ajustar el pH a 8.0 con HCl gota a gota.

. Morar 2 1000 mL. con agua destilada

- Filtrar en sistema Millipore con membrana MST de acetato con poro de 022 -0 45 m
- Envasar en frasco de vidio y etiquetar.

i , . . . .
. Esterilizar por calor himedo a 12£°C por 15 minutos. Enfriar y alracenar a temperatura ambiente.

9.1.4.-ETILEN DIAMINO TETRACETICO (EDTA) 1M pH. 8.0

EDTA DIHIDRATADO (CTR) 37226 g

NaOH (QUIROMELD)  para ayudar a la solubilizacién del EDTA

AGUADESTILADA c.b.p. 1000 ml...
. En un vaso de precipitado se coloca 800 mL. de agua destilada. Calentar ligeramente,
. Adicionar el EDTA.
. Adicionar el NaOH en hojuelas hasta solubilizar el primero,
. Ajustar el pH a 8.0 con NaOH.

. Aforar a 1000 mL con agua destilada.

. Filtrar en sisterma Millipore con membrana MSI de acetato con poro de 0.22 -0.45 pm.

Envasar en frasco de vidrio y etiquetar.

Esterilizar por calor hitmedo a 121°C por 15 minutos. Se enfria y se almacena s temperatura ambiente.

Nota: £} EDTA solubiliza cuando el pH de la solucién cs ocho o esta muy cercano.

9.1.5.-SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS-BORATOS-EDTA (TBE 5X)

ACIDO BORICO 75e
TRIZMA BASE (SIGMA) 54C¢.
EDTA 1M pH. 8.0 10 mL.
AGUA DESTILADA c.b.p. 1000 mL.
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- En un vaso de precipitado se colocan 800 mL de agua destilada.

. Adicionar el EDTA, ACIDO BORICO y TRIZMA BASE hasta solubilizarlos

. Aforar 2 1600 mL con agua destilada.

. Bilerar en sistema Millipore con membrana MSI de acetato con poro de 0.22 ym.
. Envasar en frasco de vidrio v etiquetar.

- Esterilizar por calor hiimedo a 121°C por 15 minutos. Se enfria y se almacena a temperatura ambiente.,

9.1.6.-FENOL-TRIS pH. 8.0 (Equilibrado)

FENOL GRADO BIOLOGIA MOLECULAR (SIGMA) 500 g,
TRIS 1M pH. 8.0 2000 mi.
$-HIDROXIQUINOLINA 058

. Fundir el fencl a temperatura ambiente.

. Adicionar un agitador magnético libre de DNAsas.

. Agregar aproximadamente 500 ml. de Tris iM pH. 8.0.

. Apitar 10 minutos y se deja reposar.

. Extraer la fase acuosa, a la que se mide el pH. con potencidmetro.

. Se repiten los pasos 3, 4,v 5, de 2 a 3 veces, hasta alcanzar el pH de 8.0.

. Adicionar €.5g de 8-hidroxiquinolina.

. Agitar por 10 minutos. Etiquetar y almacenar en obscuridad a 4°C.

9.1.7.-REGULADOR AZUL DE BROMOFENOL.

Este regulador sirve para 3 propésitos: Incrementar la densidad de la muestra; asegurarse que el DNA

quede uniformemente dentro del pozo; proporcionar color a la muestra, ademas de simplificar el proceso

de carga.
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Mezclar 0.25% (peso/volumen) de azul de bromofenol con 40% (peso/volumen) de sacarosa en agua.
Mezclar bien. Hacer alicuotas y almacenar a 4°C,
Nota final: Todos los reacuvos empleacos deberin ser "Grado Biologia Molecular”, si no se cuenta con

ellos, deben emplearse los reactivos de mis alta cahdad.

9.2.- TECNICAS EMPLEADAS. (44)

9.2.1.-Cuantificaciéon de DNA por el método espectrofotométrico.

. Colocar la muestra de DINA en tubos para microcentrifuga, adicionar agua bidestilada para realizar una
dilucién 1:5C0. Mezclar en vértex y dar una centrifugacién rapida {10000 g por 5 segundos).

. Tomar la mitad de la solucién anterior v colocarla en un tubo para microcentrifuga con agua
bidestilada, Mezclar y dar una centrifogacién ripida (10000 ¢ por 5 segundos). Continuar con el
proceso para obtener diluciones 1:1000, 1:2000 y 1:4000.

Tomar lectura de las diluciones en el espectrofotémetro a unalongitud de onda de % = 260 nm.

. Deeterminar la concentracién de DNA de la siguiente forma:

Hacer una regresidn lineal de las densidades Opticas obtenidas de cada una de las lecturas de las
diluciones utilizando la ecuacidn de Ja recta: y = mx + b

. Uhilizando los dates obtenidos en la regresidn calcular los valores de densidad dptica corregida de cada
una de las diluciones v con este valor obtener la concentracion de la muestra de acuerdo a lo siguiente:

. Una densidad 6piica (D.O) = 1.0 corresponde a 33 pg de DNA de cadena sencilla/mL v a 50 pg de

DNA de cadena doble,
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9.2.2 -Extracciéon con Fenol: Cloroformo: alcoho! iscamilico.

(25:24:1)

Para remover proteinas de las preparaciones de acidos nucleicos se emples una mezcla de partes iguales de
fenol equilibrade y cloroforme-aleohol isoamilico (25:24.1). El cloroformoe desnaturaliza las proteinas y
facilita la separacion de las fases acuosa y organica, y el aleohol (soamilico reduce la formacién de esputna
durante la extraccion. Ademéds, aunque el fenol desnawuraliza proteinas eficientemente, no inhibe
completamente la actividad de RINAsas y es un solvente para RINA con cadena de poli A grande, este
problema se soluciona usando fa mezcla fenol: cloroforme: alechol iscamilico (25:24:1). La extraccidn
subsecuente con clorofortno remueve trazas de fenol de [a preparacion de dcidos nucleicos, para que en el
futuro, las trazas de fenal no inhiban a las enzimas {de restriccidn, polimerasas ete.). El cloroformo v el
alcohol iscamilico no requieren tratamiento previo para su uso. La mezca fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico se almacena con Tris-FHCl pH 8.0 en frascos dmbar a 4°C hasta I mes.

Técnica.

Adicionar un volumen iguat de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico a Ja muestra de dcidos nucleicos en un

tubo 1.5 mL de polipropilenc con tapa.

1. Mezclar hasta formar una emulsion.

2. Centrifugar la muestra a 12000 g por 15 segundos en una microcentrifuga a temperatura ambiente. Sila
fase orghnica y acuosa no se separaron bien centrifugar otra vez por mayor tiempo y velocidad.,

3. Transferir la fase acuosa a un tubo nueve y descartar la fase organica.

4. Repetir los pasos 1 a 4 hasta que no se observen proteinas en la interfase de las fases acuosa y organica.

5. Adicionar un volumen igual de cloroformo y repetir los pasos 2 2 4.

6. Recaperar el DNA por preciphacidn con etanol frio o isopropanol ajusiando la concentracion de
cationes monovatentes hasta 0.5 de NaCl, mezclar bien y agregar dos volimenes del etanol frio o un
volumen de isopropancl frio y vuelva a mezclar bien,
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7. Colocar la solucién  en hielo y permitir que ¢l DNA precipue, generalmente se requieren 15 a 30
minutos, pero si el tamafio del DNA o su concentracién son pequefios el perfode de almacenaje debe
extenderse a una hora y adiclonar cloruro de magnesic & una concentracién final de 0.01 M.

8. Recuperar el DNA por centrifugacién a 0°C, 12000 g por 10 minutos.

9. Retirar el sobrenadante, cuidadosamente sin mover la pastiila (la cual puede ser invisible, esto indica
que ef DNA estd muy limpio de sales).

10, Lavar con etanel al 7C% agregando éste al tubo v centrifugar como en el paso anterior,

11. Repetir el paso 10y disolver la pastilla que a menudo es invisible en ¢l volumen deseado de TE o Agua
destilada estéril.

Notas:

Siel fenol no esta bien equilibrado of DINA puede pasar a la fase organica.

Normalmente, la fase acuosa se forma en la fase superior, sin embargo, si la fase acuosa es densa a causa de

sales se forma abajo. La fase organica es facilmente identificable porque contiene el color amarillo de la

hidroxiquinolina que se adiciona al fenol durante la equilibracién.

Para realizar una mejor recuperacidn del DNA, la fase orginica y la mterfase pueden ser reextraidas

después de que la fase acuosa ha sido transferida a otro tubo, adicione un volumen igual de TE pH 8.0,

mezcle bien, separe tas fases por centrifugacién como en el paso 3. Combine esta segunda fase acuosa con

la anterior.El DNA puede ser almacenado en solucién etandlica a 0°C.

L

9.2.3.-Preparacién de un Gel de Agarosa. (figura 23)

Sellar los bordes de una placa de vidrio limpia v seca (o las terminaciones abiertas del dispositivo de
plastico provisto con el aparato de electroforesis) con cinta adhesiva “maskingtape” para formar el
molde como lo muestra la figura 23.Colocar el molde en una seccién horizontal de la mesa, (verificar

con un nivelador).
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2. Preparar L cantidad suficiente de regulador de clectrotoresis {generalmente TAE 1X o TBE 0.5X) para
llenar el tanque de clectroloresss y para preparar el gel. Adicionar la cantidad corrccta de agarosa en
polva de acuerdo a la concentracidn necesaria para lograr una separacién adecuada de las moléculas de
DNA 5 medu la canudad necesaria del regulador de clectroforesis en un matraz Erlenmeyer o una
botella de vidrio con tapa de rosea, el regulador no debe ocupar mas del 50% del volumen del matraz o
botella

3. Tapar el cuello del matraz con parafilm o si usa la botella asegurar que la tapa esté medio cerrada.
Caliente }a mezcla en un bafio de agna hirviendo o en horno de microondas hasta que la agarosa se
disuelva.

4. Enfriar la solucion a 60°C y adicionar el BrEt (de una solucién stock de 10 mg/mL en agua) a una
concentracién final de 0.5 pg/mL y mezclar vigorosamente.

5. Utiizando una pipeta Pasteur selle los bordes del molde con una pequefia cantidad de la solucidn de
agarosa, permita que selle; la posicién del peine deberd estar de 0.5 a 1.0 mm arriba de la placa para que
se forme un pozo completo cuando la agarosa sea adicionada. Si el peine esta muy cerca de la placa de
vidrio existe el riesgo de que la base del pozo se rompa cuando el peine sea retirado, permitiendo que
muestra quede entre el gel y ta placa de vidrio,

6. Verter la sclucidn de agarosa en el molde, el gel debers ser de 3 a 5 mm de espesor; revisar para ver que
no haya burbujas de aire debajo o entre los dientes det peine.

7. Después de que haya pelificado completamente, cuidadosamente retire el peine v la cinta adhesiva y
colocar el gel en el 1anque de electroforesis.

8. Adicionar solo la cantidad necesaria de regulador de eleciroforesis para cubrir el gel a una profundidad
de 1 mm.

9, Mezclar las muestras de DINA con regulador de muestra (azul de bromofenol mas sacarosa) y

colocarlas en los pozos del gel sumergido.
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10 Cerrar cl tanque de clectroforesis y permuta que el DNA migre hacia el dnode. Aplique un voltaje de 1-
5 V/em (nuda la distancia entre los electrodos). Correr el gel hasta que el azul de bromofenol haya
mugrado a una distancia aproprada a través del gel.

1. Exanuinar el gel vulizando luz UV y fotografiar el gel. (figura 24)

Notas: Es importante que use el mismo regulador de electroforess en el tanque v en el gel.

Pequerias diferencias en la fuerza 16nica o pH crean frentes en el gel que pueden afectar la movilidad de los

fragmentos de DNA.

Precaucién : El bromuro de ctidio es un poderoso mudgeno, cancetigeno y es tdxico. Se deben usar
. . . .. , .
guantes cuando se trabaje con soluciones que contienen este quimice. Después de usarse los matertales

deben descontaminarse antes de desecharlos.

La sclucidn stock de bromuro de etidio debe protegerse de la luz.
Cuando prepare geles de agarosa de concentraciones arriba del 2% enfrie rapidamente a 70°C y vierta el gel

mmediatamente,

La maxima cantidad de DNA que puede ser aplicado en el pozo del gel depende del mimero de fragmentos
en la muestra y sus tamafios. La minima cantidad del DNA que puede ser detectada por la fotografia en
geles tefidos con bromure de etidic es de 2 ng.

9.2.4.- Descontaminacion de soluciones que contienen Brit, (44)

Existen diferentes mérodos para descontaminar soluciones que contlenen BrEt, aqui solo describiremos

uno; otros pueden consultarse en la referencia 44.
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9.2.4.1.-Método de Bensaude (1988)

1. Adicionar 100 mg de carbon actvado por cada 100 mL de solucidn,

2. Almacenar la solucion i Hr a temperatura ambiente. Agiar la solucién intermitentemente.

3. Filtrar 1a solucion a través de papel Whatman No. 1. Elinunar el filirado.

4. Colocar el filtro y &l carbon actuvado en una bolsa, sellala y eluninar 1a bolsa en wui recipiente de
desechos peligrosos.

Notas:

El tratamiento con hipoclorito de sodio a soluciones con BrEt no es recomendable como metodo de

descontaminacidn, esto reduce la actividad mutagénica del BrEt en el ensayo de microsomas en Salmonella

unas 1000 veces, pero o convierte en un compuesto mutagénico en ausencia de microsomas.

El BrEt se descompone a 262°C y es poco probable que sea peligroso después de la incineracién en

condiciones estandares.

El carbon activado puede ser usado para descontaminar superficies contaminadas con BrEt.
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Fig. 23. Preparacién de un gel de agarosa. (tomado de 44)
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