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RESUMEN

El anslisis molecular de enfermedaides cronico-degenerativas que se relacionan con
la presencia de mutaciones en genes especlﬁcos ha tomado gran importancia. Una de
estas enfermedades es el cancer de colon que (lene una maxima incidencia en la sexta
o séplima década de la vida y con excepclon de los smdromes heredltarlos. es poco
frecuente en pacientes menores de 40 anos de eda’ vEsie (rabajo se enfoca al estudio
de un tipo de CA colorectal he(edltarlp, I )

IS adenomatosa famitiar (PAF), que
tiene un tipo de herencia autosémica ag os individuos afeclados desarrollan’
cientos o -miles de - pdlipos adenoméﬁbs' ‘colon.y Tacto, que: invariablemente

progresan a carcinoma. La edad de é;ﬁaricl de, &stos és desde los cualro alos70.

afios de edad. Se han reportado mu(acnones del’ gen APC en pacientes con PAF y con i

cancer de colon esporadico lo que’ suglere que el cancer coloreclal ya sea, heredltano .
0 esporadico, tiene un factor etiologico comun; mutacrones del gen APC

El objetivo de este trabajo fue establecer un mélodo molecu)ar que p!
mutaciones del gen APC y ‘de esta manera poder p :
diagnéstico presintomatico en pacrentes con PAF En 199 Cy:
se describio Ia secuencaa de oligonucledtidos para; su ampllf jfo_tv'r'vat o
paﬂe en 1989 Orita y cols reponaron un melodo de ana( fo ¢

de PCR y SSCP En una segunda elapa despues de la deﬁmcxon de estasv
xu ’ :



melodologias se llevo al cabo el analisis del ADN. A cada ‘paqiente se le extrajeron 10
ml de sangre con anticoagulante, y se aislaron los leucocitos para la extraccion del
ADN. A partir de este ADN se amplificaron por PCR, el total de los 31 segmentos en
que fue dividido el gen APC para su estudio, que corresponden al total de la secuencia
codificante del mismo. Una vez amplificados todos los segmentos se realizo el analisis
por SSCP. Dentro de los resultados se encontré un cambio conformacional en el exon
11 de una paciente de 60 afios de edad afectada con PAF. Se observo gue este mismo
cambio no se presentd en los sujetos controles ni en sus familiares afectados. Aunque
se detectd un cambio conformacional en el exdn 11 de esta paciente, no podemos
asumir que dicho cambio sea el que este directamente relacionado con la presencia de
la enfermedad. Para poder dilucidar la causa de ese cambio conformacional se
necesitaria realizar mas pruebas como secuenciacion para comprobar que este cambio
es el responsable del fenotipo de la paciente. Pero por olra parte, confirmamos que
mediante esta metodologia es posible detectar cambios en la secuencia nucleotidica
del gen. Esta conclusion fue apoyada por el andlisis del gen responsable de fibrosis
quistica de una paciente con una mutacion conocida que se utiliz6 como control. De
tal manera que podemos concluir que en el establecimiento del método PCR-SSCP
para llevar a cabo el andlisis del gen APC fue necesario conocer y analizar los factores
que participan en las propiedades fisicoquimicas y procesos de amplificacion de acidos
nucleicos. Ademas con el analisis SSCP de un grupo de personas que en este caso
incluyé tanto personas afectadas con PAF asi como no afectadas, se logro identiﬁcar
una alteracion estructural en el exdn 11 del gen APC en una paciente con diagnostico
clinico de PAF.
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I INTRODUCCION
1. IMPORTANCIA DE LOS ESTUDIOS MOLECULARES DE
GENES ESPECIFICOS PARA EL DIGNOSTICO TEMPRANO DE
ENFERMEDADES CRONICO DEGENERATIVAS.

L.a habilidad para detectar mutaciones es de importancia fundamental en el area
bioldgica, ya que un gran ntimero de enfermedades en el hombre se deben a la
presencia de alteraciones estructurales en genes especificos. En genética humana, se
aplica el andlisis molecular del material genético para establecer una asociacién entre la
presencia de mutaciones en genes ya conocidos, con la presencia de fenotipos de
enfermedades especificas. Es precisamente en esta drea, en donde existe una gran
demanda para el diagndstico molecular de enfermedades herednanas Esto ha fomentado
en los tltimos afios el desarrollo de numerosos ,metodos ‘para detectar mutaciones no

caracterizadas y también para aquellas prev:am nte descrltas Es asi como comenzé a
incrementarse rapidamente la velocidad en Ia ldennflcaclon Y- caracterlzacmn de genes
responsables de las enfermedades heredltarlas n el hombre

El andlisls de mutaciones se apllca al estudio, dnversas patologias como por

ejemplo hemoglobinopatias (1), fibrosis quustlca (2) aj(s}) ,e!",t}'e otras. Cuando

se conoce el locus cromosémico del gen v‘que,,s_e oh‘e‘l‘ desorden, pueden

utilizarse métodos indireclos para estudiar' el Ag"en e lés métodos que se ha

utilizado ampliamente en estudios iniciales para nume s'patologlas es el andlisis de
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restrlcclon conocidos como RFLPs (4-7).
Con esta estrategia puede obtenerse vnformacnon acerca de regiones flanqueadoras e

incluso de mutaciones dentro del gen, slempre y cuando se localizen en sitios de

reconocimiento de enzimas de restriccion. Este a

'IISIS‘ es ‘Util en muchos casos, pero
no puede aplicarse de manera general, ya que parece ser que el nimero de familias que
proporcionan un resultado informativo es Ilmltado sto” ‘se debe a que la estructura de

los &rboles genealdgicos o del marcador de Ilgamlento pueden no ser informativos en

todos los casos (7,8). Por otra pane, cuando se conoce Ia locallzaclon exacta del gen,
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asi como el tipo de alteraciones que pressnta, pueden aphcarse otro tlpo de prtiebas en
las que se realiza Una deteccién dlrecta de las mulacnones y que a su vez proporclonan
un resultado mas exacto e lnformatlvo Por este medlo se puede llegar atenerla certeza
de -que una- persona ‘con :una- mutamon en el gen en- cuestion’ presenta una aita
probabilidad de padecer la enfermedad (7, 8) !

De esta manera se resalta la.importancia de. los esludlos encaminados ala
identificacion de defectos estructurales en el genoma humano, ya que provee una
herramienta muy valiosa en la evaluacién de individuos con alto riesgo de desarrollar
alguna enfermedad hereditaria relacionada con genes especificos.

De acuerdo a las patologlas presentes en nuestra: poblacién, una de las
enfermedades que se relacionan con mutaciones en genes especificos en pacientes
afectados es el cancer (CA) colorectal. En la actualidad, esta neoplasia es una de las
enfermedades en las que los pacientes que la padecen no tlenen un buen prondstico
de sobrevida y el tratamiento se limita principalmente a colectomia total (9,10).

Como ejemplo tenemos el caso de la Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF), un tipo
de CA colorectal que tiene un patron e herencna autosémico dominante, Recientemente

se identificé el gen APC por. med metodos de clonacién posicional y se Identifico

como el gen responsable, de la: PAF por Ia presencia de mutaciones en algunos

pacientes con APC (11- 14) Asl que n wsta del gran nimero de ventajas y aplicaciones
que presenta el andlisis:: molecular en numerosas patologias, en este trabajo se trata
de implementar esta.tecnologia para el estudio de! cancer colorectal. La aplicacion
principal de este tr}al;’ajoié léfgo plazo, se encamina hacia la dilucidacién del mecanismo
de carcinogénesis de esta enfermedad.

>2. CANCER DE COLON
2.1. EPIDEMIOLOGIA
En los tltimos afios se ha observado en nuestro pafs, un aumento en la incidencia
y en'la tasa de mortalidad por enfermedades cronico degenerativas, entre las que se
incluye el CAde estémago y de colon (9,10). Actualmente, los estudios ep]demioléglcos



muestran que de: las enfermedades mallgnas del aparato: digestivo, el cdncer de
estomago y de colon ocupan Uho de los primeros - lugares a nivel mundial. Ademas, se
ha visto a nivel mundial que la Incidencia de céncer de colon aumenta aproximadamente
el 2% anualmente (9-1 3). También se 'sabe que el cancer de colon tiene una maxima
incidencia én la sexta o séptima década de la vida y, con excepcion de los sindromes
hereditarios, es poco frecuente en pacientes menores de 40 afios de edad {19). En los
ultimos 30 afios no se ha modificado la sobrevida de estos pacientes. Si blen se han
utilizado diferentes estrategias quirGrgicas, cerca del 60% de los pacientes mueren en
los primeros cinco arios después de que se establece el diagndstico clinico. Lo anterior
nos Indica que el diagndstico temprano y tratdmlento oportuno son fundamentales para
elevar la calidad y la sobrevida de los pacientes; lo que hace indispensable establecer
estrategias para el diagnostico y tratamiento oporiuno, asi como la busqueda de terapias
altemativas .(15,17-19).

2.2, ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO DEL CANCER DE COLON

Respecto a los factores etioldgicos mds estudiados del cancer de colon estdn los
dietéticos; basicamente régimenes ricos en grasas animales y bajos en fibras (16,23,24).
Por ofra parte también se ha observado que los factores hereditarios contribuyen de
manera muy importante. Aproximadamente el 10% del total de los pacientes con cancer
de colon tienen un factor hereditario primario como agente etioldgico (15,20-26). Asi.
mismo se ha planteado en base a estudios moleculares, que el cancer de colon
esporddico presenta la misma etiologia que el cancer hereditario, ya que se abserva la .

misma alteracion génica, aunque en el caso del cancer esporadlco éste sea ocaslonado
por agentes quimicos, fisicos, dietéticos o ambientales (27,28). :
De los diversos sindromes hereditarios y familiares con alto ,riesgorpara'

un bajo rlesgo para desarrollar cancer estan ‘las pollpo

oy




de Peutz Jeghers 'y la poliposis juvenil familiar (15,32).  También. existefu'h grupo
representado por aquellos pacientes que desarrollan pdlipos adenomatdsos' aiélados y ‘
carcinoma colorectal en edad avanzada. En estos Ultimos se sugiere que tienen un
origen genético con un patrén autosémico dominante {(27,28). A

2.3 HISTORIA NATURAL DEL CA COLORECTAL

A continuacidn se describe la historla natural de los tumores colorectales, en donde
se detectan varias etapas evolutivas en donde se observan diferentes mutaciones
somaticas y hereditarias (Fig.1). Con base en estudios ciinicos e histoldgicos, se han
identificado las siguientes etapas: primero, pequefios pdlipos adenomatosos surgen de
fa mucosa del colon en un proceso de inlclacnon neopldsica y progresion; en esta fase
se sugiere que los adenomas surgen no de la mucosa normal sino preferencialmente de
dreas de mucosa con caracterlsncas hlperpr (eratnvas De ahi que la progresion de

pequefios a grandes adenomas, con un aumento subsecuente en el potencial maligno,

ocurre solamente en unos cuantos; pollpo ‘L.a’ transformacion de adenomas a CA

colorectal puede stceder en un pe ioda de'ano: _décadas Por titimo, solo un pequeiio

porcentaje de los adenomas que sufneron_ una‘transformacwn maligna progresan a CA
invasivo y CA metastasico. Estas, dlferentes etépas se obsenvan tanto en el CA de colon
esporadico como en el hereditario. No obstante hay que tener presente que, si bien los
criterios clinicos e hlstopatologicos se pueden utllizar para clasificar los tumores en
etapas diferentes, la progresién del tumor y Ia evolucuon de subpoblaciones celulares
nuevas en tumores sea quizas un proceso continuo (25, 26,35- -41)..



I CELULA'COLONICA

U AUMENTO DE
PROLIFERACION CELULAR.-

ADENOMA PEQUEN

: PERDIDA DE HETERQCIGOCIDAD -
""EN CROMOSOMA 18{MUT GEN.DCC)

E OTRAS ALTERACIONE:

PERDIDA DE METILACION * DEL AoW

s

= MUTACION DEL GEN Kergs =0+

Fig.1 MODELO MOLECULAR DE CAR N

‘CANCER’ COLORECTAL ;




24 POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR

Desafortun, a fs no contamos con mformaclon precisa al respecto,

“la PAFes tin padecim

lento aulosomico dommante. de tal manera que un individuo
enfermo tiéne un’ rIesgo del 50% en cada’ embarazo de tener descendencia afectada.
Estos Individuos -desarrollan de cientos ‘a miles de pdlipos adenomatosos en colon y
recto, de los cuales una gran mayoria progreéan a carcinoma. La edad de aparicién de
estos polipos varia desde los 5 hasta los 70 ‘afios; no obstante, la mayoria de los
individuos afectados los presentan en la pubertad o bien antes de los 30 afos. Para
detectar la presencia de pélipos incipientes se realizan colonoscoplas periddicas que
deben practicarse cada seis meses. Una vez que se diagndstica la enfermedad, se indica
una colectomia total para evitar la transicién de los pélipos adenomatosos al estado
carcionomatoso. Una desventaja de’este procedimiento de escrutinio es que se tienen
que someter a este tipo de estudios a todos los hijos de un paclents afectado. Esto crea
angustia e incertidumbre sntre los hij s del paciente ante la posibilidad de desarrollar
posteriormente el . padecimiénto, :
(14,26,43-45). .

Otro aspecto importante en el diagnostico de pamentes asmtomatlcos de la PAF esta

'eri"hina‘lhvariablemente en un proceso maligno

representado por casos tinicos: o alslados En familias holandesas se ha encontrado que

un 30 a 40% de paclentes con’ PAF 'son ‘¢ os. e’ los-cuales se sugiere-la

presencia de mutaciones- de novo.-En eét6§‘ paci S 'éon; cancer de ép!on'espdrédico
se ha demostrado que hasta en'un 63% dé los casos; el ‘gen E;ue se encuentra ‘alterado
es el mismo que se ha relacionado en los’ paclentes coni PAF hereditario (35,46-48). Se
especula que estos’ paclentes sufrleron mutaciones espontaneas ‘del mismo gen, o bien
éste alterd su expresién o ‘estructura debldo a‘factores quimicos o ‘ambientales. Como
lo demuestran los comentanos antenores. ‘ es compleja la geﬁética" molecular - del
carcinoma colorectal por o cual el estudio ‘del sindrome de la PAF ha cobrado especial

interés tanto en el aspecto cllnlco, como a nivel mo!ecular =



2,5 HISTORIA DE LA PAF et

En 1880, Cripps describié por primera vez la poliposis colonlca en una familia
inglesa. Posteriormente se determind el pairén heredltario y.se establecié que era un
padecimiento premaligno en el 100% de los casos Fu hasta 1930 cuando Lockhatt,
Mummery y Dukes enfatizaron que la pOllpOSlS colomca familiar y la “esporadica"
representaban un riesgo significativo de neoplasia.aylos;r\‘niembros de la familia. Desde

entonces se vigild cercanamente la evoluqi'on tranéfo‘rmacidn de un adenoma a

carcinoma. En las decadas de los 50s y. d > 60s, s'e establecieron registros de este

padecimiento en diferentes hospitales co to de ‘estudiar mas de cerca a estas

familias. Fue de esta manera como se d| ivi sidad de manifestaciones clinicas

que suelen presentar estos pacientes mayor consenso de que se deben

de estudiar a las familias de una manera in Precisamente en uno de estos registros
de PAF, en el Instituto de Céncer Roswell, Park; -en Buffalo, New York, Lemuel Herrera

(49) Inicié una serle de” studios cltogenéticos con resullados que dieron un giro definitivo

anomalias congsnita
en el brazo largo del

preslntomz’iiico_kde ta,enfermedad (53 54) Asimlsmo. Vogelsteln et al propuso la
secuencla de amlnoacldos que codlﬁca al gen de la PAF. Por otra parte Kinzler (11,14)
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del mismo grupo indentlﬁco otro gen mutado en ‘CA de colon e| gen MCC Este gen se

'y tamblén

localiza muy cerca del gen de la PAF en la mlsma region d of ]
se ha refacionado-estrechamente con el desa roll ' fin"de proporcionar
un dlagnosllco preslntomanco en pacientes co cho"numerosas

investigaciones (53-58), ya sea para encontrar un marcador olecular del padecimiento,

o bien para identificar directamente la alteracion del gen APC

Después de que se descubrié-en 1991: por medio de estudtos de clonacién
posicional que el gen de la PAF se localiza en el brazo largo del cromosoma 5q (11-14)
se realizaron numerosos estudios genéticos y moleculares, que incluyeron iniciaimente
andlisis de RFLPs, para llegar a determinar finalmente .Ias’a‘lte’raciones estructurales
presentes en el gen APC, causante de la PAF, Algunos de‘esloé estudios indicaron que
existen clertos fragmentos poliméificos que tlenen una union muy estrecha a la PAF y

se han utilizado como marcadores moleculares ‘par. h ‘c un diagnostlco indirecto de

alteraciones estr@jcturalés en este gen (53-58):-
2.6 GenAPC’ e

£l estudio del gen APC, déSde que Sé'in'dé ifi e('brazo lérgo del cromosoma

5 en seres humanos ha tomado gran-f
hibridacién -in sm:, cltogeneticos



pamclpar en la herencla de Ia .susceplibllldad al cancer colorectal dlferente al PAF

n_,sllr]drome de Gardner, asi este hallazgo
ismo’ gen es el responsable de ambas

Sin h{béfgd, en 29 casos detectaron deleciones o
lnsercronesv enel'exon15. s preclsamente en este exdn largo en donde encontraron el
68% del total de as’ mutacrones (codones 713-1597). y que la misma mutacion se
detecté en dlferentes pac1entes no emparentados entre si, Un aspecto importante es que
de las mutaciones que se han detectado, el 92% originan un producto incompleto ya que
algunas de ellas generan nuevos codones de terminacion.

A partir de entonces diversos grupos de Investigadores en todo el mundo, se
plantean la tarea de analizar completamente la regién codificante del gen APC para lo
que se utilizan diferentes estrategias. A la fecha' se: han reportado -mas de 250
mutaciones diferentes que incluyen mutaciones somatlcas y enlinea germinal (56,57,62-
64). Dentro de las mutaciones que se reportan’ se ha visto que la mayor pane de estas
se localizan en el extremo 5' del exon: 15 dentro de' os' odones 1055- 1309 Las~

con PAF, se encontraron mutacrones enf97 casos_ s Ios cual

Un 65% presentaron
mutaciones en el exon- 15 (65 67). PR S
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transcripcron, también se han

los lntrones en donde ocurre el
[ ecuencias de intrones. Aunado
a ésto también éé' hé e Ios transcritos y secuencias de
reconocimlento en ue pueden dar lugar a un tipo de
.del exon 1 (64 68a). Lo anterior indica

que puede ser muy vanada lae expreslon de este gen“ dando lugar a diferentes productos,

procesam|ento altern ] vo

lo que a su vez provoca dlferentes fenotlpos en paclentes con mutaciones similares.
Con respecto al producto del gen APC se ha aislado la proteina codificada por este

311""‘



gen y se conoce su secuencia (68b). Esta protelna conliene 2843 amino4cldos, pero su
secuencia aporta pocas claves acerca de su funclon Se han caracterizado algunas
: acla el ‘extremo N-terminal con las

regiones funcionales, contlene un
caracteristicas de dominio hehc ualfa elice que Ie -conferiria la capacidad de formar
dimeros. También presenla nluna secuencla que probablemente es responsable de la
formacion de dedos de zinc. '

su funclon se ha observado que se asocia con

B-cateninay probableme e con Il‘n_s, un componente del complejo de adherencia

asociado con moléculas de adhes} elular como cadherina E. La idea de que los

cambios en !as propledad 'adheswas de'las células pueden ser pasos criticos en la

progrestondel tumor{dependera entonces de la integridad de las moléculas involucradas
en la adhesion celula-celula. En base a _estas investigaciones se enfatiza atin mas la
compleudad del esludlo de las alteraclones en la estructura de este gen, de los diferentes
nlveles de regulacion de su expresion, asi como de sus productos, y finalmente de la
lmphcacuon de todos estos factores en los paclentes afectados(68a, 68b, 69).

2.7 ANALISIS DE MUTACIONES DEL GEN APC e
Dentro de los primeros procedimientos que se ulilizaron :

alteraciones estructurales gruesas en los genes, se ent:L_x
y Northern blot (48,50). Mediante este tipo de anaIISISf
inserciones y rearreglos de genes, que mcluian amblos en una sola base que se

localizaban dentro de la secuencia de rec»onqc:}lm;entov de en;imas de restriccion. Estas
técnicas, ademas de que su proceso es ﬁrolongadb ‘y réquiereh grandes cantidades de
ADN, finalmente no logran defectar. todas Jas mutaciones. Posteriormente se utiliz6 la
técnica de secuenciacién de ADN (69), con la que puede determinarse con precisién la
localizacion de las mutacmnes ya que se logra establecer la secuencia exacta de bases i
de un gen. Aungue esta metodologfa esrla rnas precrsa para la determlnacion de .
mutaciones genéticas, se recomlenda vumizar prlmero alguna técnica de tamlzaje con la*

cual se determine si.la’ mutacxon esta ono presente, (tecnica de raslreo) 12 despues en

una segunda etapa, efectuar la secuenclaclon del fragmento donde se. encontré la
alteracién, para determinar el tlpo y localizacron precisa de la mutacion Esta eleccién
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se debe a que también este tipo de andlisis Involucra un largo y laborioso procedimiento.
Con base'en‘estas consideraciones comenzaron a desarrollarse nuevas metodologias
para- rastrear mutaciones, y tratar de obtener mayor Informacién asi como mayor

precision, para llegar finalmente incluso a detectar cambios en un sdlo par de bases.

3. ANALISIS DE MUTACIONES DEL GEN AP C
3.1 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

3.1.1_Origen y fundamento.
Con el nacimiento de la tecnologla de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa

(PCR), surgi6 una poderosa herramienta de investigacion, en la cual se fundamentan
numerosos sistemas para el estudio del material geneﬁco Este lngeniosos proceso fue
ideado en 1985 por Kary B. Mullis (70) y Ia primera secuencla de ADN que se amplif’co
con esta técnica fue el gen de beta’g

EI PCR es un método de sin
especifico de ADN se copfa
PCR requiere de dos pnmers

exponencial de 2" '(donde n es eI numero ‘de ciclos. del proceso) lo quevcorresponde a
millones de coplas del segmento de ADN a mpliflcado (71' 2). :




3.1.2_Requerimjentos para PCR

De manera general, los componentes que se requieren para la PCR son; el ADN
molde, un par de iniciadores (oligonucledtidos) especmcos que flanquean el segmento
blanco para la amplificacién, mezcla de desoxrnucleoﬁdos (dNTPs), solucidn
amortiguadora de reaccion y la enzima ADN Taq polimerasa

Cada uno de los ciclos de la reaccién consta de tres etapas, que se determinan por
el establecimiento de temperaturas y tiempos especificos. La primera de estas etapas
corresponde al proceso de desnaturalizacion a una temperatura de 92°- 98°C y en el
cual se separan o desnaturalizan las dos hebras complementarias de! ADN blanco. En
una segunda etapa se efectua el proceso de alineamiento a una temperatura de entre
50°- 60° C. Aqui se realiza el apareamiento especifico entre los iniciadores y las cadenas
simples del segmento de ADN blanco desnaturalizado. Finalmente, se realiza la etapa
de extensidn a 70°- 74°C. En esta Ultima etapa la ADN polimerasa extiende la longitud
de los iniciadores apareados, mediante la polimerizacién de los dNTPs libres, dando
como resultado nuevas cadenas complementarias a las dos hebras sencillas presentes
desde el iniclo {71-75).

3.1.3 _Aplicacion en el Analisis de Mutaciones.

El enorme impacto que ha tenido la técnica de PCR en la investigacion biomédica
en los Ultimos afios, se refleja en el enorme crecimiento e implementacién de nuevas
metodologias para el analisis molecular del material genético (76-79), en las cuales se
incluyen aquellas metodologfas encaminadas al andlisis de alteraciones en el ADN,
proporcionando asl una valiosa herrémienta que permifé ‘llegar a un diagndstico
molecular mas preciso, rapido.y conflable Es precrsamente esta metodologia de PCR,
la que se toma como base para el AnaI|S|s de Pohmorflsmo Conformacional de hebra
sencilla, para llevar a cab_q e! anal‘le|s de mutapiones del gen APC en este trabajo.
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PCR
ESQUEMA DE AMPLIFICACION

AMPLIFICACION DE UNA SECUENCIA ESPECIFICA DE ADN

5 31

3— "5 ADN DUPLEX
S

DESNATURALIZACION 90° -95°C
3 ' : :

Fig.3 Esquema de amplificacion de ADN por PCR




3.2 ANALISIS DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE HEBRA
SENCILLA '

Dentro de las metodologias que existen actualmente para la deteccién de
mutaciones, se encuentra la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa acoplada
al Analisis de Polimorfismo Conformacional de Hebra Sencilla {PCR-SSCP), que es
posiblemente una de las técnicas més'senclllas de efectuar, ya que involucra pocos
pasos y a su vez es una de las que presentan mayor sensibilidad (80-81).

En 1988, Orita‘y\col
Cadenadela Pohmerasa acoplada al Andlisis de Polimorfismo Conformacional de Hebra
Sencilla (PCH-SSCP)’{ En el analsls PCR-SSCP, la secuencia blanco en el ADN
genémico o ADNc se ampliflca y simultaneamente se marca con radiactividad utilizando

‘(82) reponaron esta técnica a la que llamarén Reaccion en

iniciadores o blen nucleondos radiactivos. Entonces el producto amplificado, ya marcado
radiactivamente se desnaturallza mediante su dilucidn en solucion de formamida al 95%

y es sujelo a, ‘elerclroforems de alta resolucién en gel de poliacrilamida no
desnaturahzante Finalmente ‘el gel.que se obtiene se seca y se expone para
auloradlograﬂa (82 83) Un esquema representatnvo dela secuencla de eventos en esta

cualquler camblo presente como deleclones, lnserciones aun en una sola base, en los

fragmentos_ que se ampllflcaron puede detectarse como alteraciones en movilidad (82,83).
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3.2.2 - Sensibilidad : )
En este procedimiento se relacnona dlrectamente el tamano del fragmento que se

amplifica y la eficiencia que se Iogra en lara p ifi caclo ; La sensnbllid d de esta tecnlca.

es decir la habilidad para detectar muta
varia entre el 90% de eﬂclen
aproximadamente 70 a 80% para 'frag! gm

de como las mutaciones: afecta



3.3 APLICACION DEL ANALISIS PCR-SSCP EN EL DIAGNOSTICO DE PAF

Con esta metodologia se pueden detectar mutaciones en el gen APC y asi poder
realizar el diagndstico de la PAF alin antes de que aparezcan los pdlipos, con la
consecuente ventaja de evitar los estudios colonoscdpicos en los pacientes y disminuir
la angustia a aquellos familiares que no presenten dicha alteracidn genética.

La importancia del diagnostico temprano de esta patologia, como ya se menciond,
es el de informar éticamente a los pacientes con probabilidad de desarrollar esta
enfermedad y que presentan mutaciones en el gen APC, de las posibles implicaciones
futuras, con el objeto de mejorar su calidad de vida. Asimismo, las técnicas empleadas
en este procedimiento nos ayudan a entender un poco mas los mecanismos de
patogénesis de este tipo de padecimientos, avanzando asi en la profundizacion de su
conocimiento, que en un futuro nos podria conducir a la prevencién o cura de esta
enfermedad. Mds alin, estos estudios se podran realizar no sélo en aquellos pacientes
con cancer de colon ya sea hereditario o esporédico, sino en cualquier otro tipo de
patologla que involucre alteraciones estructurales de genes especificos.

Con los antecedentes menclonados se refleja la lmportancla y surge la necesidad de
desarrollar metodologias que puedan serviables para |mplementarse de manera rutlnaria,

"y asl proporcionar apoyo tanto a.la invesllgacion basnca asi como al estudio clinico de
estas . enfermedades para, llegar fmalmente a establecer un diagnosnco molecular
temprano y poder brlndar un asesoramiento genetlco adecuado y tratamiento oportuno.
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Il OBJETIVO GENERAL

DESARROLLAR UN METODO MOLECULAR QUE PERMITA ANALIZAR LA
PRESENCIA DE MUTACIONES DEL GEN APC EN PACIENTES AFECTADOS
CON POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR (PAF), ASI COMO EN
PERSONAS CON PREDISPOSICION A DESARROLLAR ESTA ENFERMEDAD.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Definir las condiciones 6ptimas para llevar a cabo de manera eficiente y
reproducible el analisis de mutaciones del gen APC por medio del
método PCR - SSCP,

2. Utilizar esta herramienta molecular para la busqueda de mutaciones en el
gen APC en pacientes afectados con PAF y en personas con alto riesgo
de desarrollar la enfermedad.
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il MATERIAL Y METODOS

1. ESTRATEGIA GENERAL

Para cumplir los objetivos anteriores se planted la siguiente estrategla (Flg 4): Se
estandarizd la metodologia de Reaccion en Cadena de la Pollm rasa A Analisls de
Polimorfismo Conformacional de Hebra Sencilla. Posteriormen

e Hevo a cabo un

andlisls de mutaciones de la region codlflcante completa'del ‘ AFC‘ en pamentes

ADN. Se sintetizaron los oligqin“
que componen el total’
poslerlormente se sometlerén

Finalmente, se reallz el anahsis de’ lo' esultados y se compararon los palrones .

e las personas sanas como de los paclentes a ctados con PAF.

eleclroforeticds t s

23



ANALISIS DE MUTACIONES
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ESTANDARIZACION DE METODOS
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“0
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ANALISIS §SCP
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2. CAPTACION DE PACIENTES el i :
Eil Departamento de Gastroentero]ogla del lnsmuo Nacloanal de:la’ Nutncion

"Salvador Zubiran" cuenta con un centro de referencm para el estudio de cancer de colon' :

individuos se reallzo
PAF de acuerd '

objeto de‘détécté; mutaciones'del gen’APC con la'técnica de SSCP.

3. SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA LA AMPLIFICACION
DEL GEN APC.

3.1 Descripcion del método de Fosforamiditas para la sintesis
de oligonucleétidos. .

La sintesis de los ofigonucledtidos necesarios para la amplificacién de la regidn
codificante completa del gen APC, se llevé a cabo en el Sintetizador para. ADN Gene
Assembler {(Pharmacia LKB) y el método que se utilizé fue el ‘de’. Fosforamiditas
(Pharmacia LKB) (89,90). El fundamento y las etapas del metodo de sintes!s se

describen a continuacion. - ool

La mayorla de Ios ollgonucleolidos srntellcos e ’ : } ‘s tecnlcas de
fosforamiditas en fase sélida; En esta tecnic el prim T r : anclado por una

molécula de unién a: un soporte compuesto de esferas de nstal de borosnlicato Los

25



pasos principales de Ia smtesus de’ un ollgonucleondo son: deproteccion. acoplamlento,
capping,: oxidacnon, deproteccion y Ilberacion del soporte ' :
El paso de deprotecc:on conslste en retlrar el grupo protector de Ia posic:on 5' del

espectrofotometrla de qu'UV ‘a 260/280 n




4. EXTRACCION DE ADN DE SANGRE PERIFERICA

4.1 OBTENCION DE CELLULAS BLANCAS (91)

El método que se empled para la extraccion .de Ieucocitos.utillza una solucién ‘

hiperténica (Buffer AKC:Acetato de K, cloruro de amonio), que logra omperla membrana

de los eritrocitos sin dafiar a los leucocitos, Posterlormente on Ia 0S consecutivos se

logra eliminar el plasma y restos celulares de efltrocito e la obtencién

de los leucocitos se efectuo como se descnbe a contlnu R
e EDTA, cada una de las
ue“se.llend con buifer

1.- Se extrajeron 10 ml de sangre penfenca con antl

ltaron en un tubo Falcon e 50

muestras de sangre se dep»

resuspendio- !

centnfugaron

paquete se leucocitos se’ puede almacenar.a’




4.2 :EXTRAC(‘:ION‘DEL:ADN DE CELULAS BLANCAS

Despues de Ia separacwn de leucoc:tos se procedid a la extraccién de ADN de los

leucocitos. Para ésto se‘ ‘realizg | dlgestlon de la membrana celular con Proteinasa K y

SDS, - paraj'b
precipilaciéh col

del lubo, que se res
11.- Finalmente eip




espeétrofotometria de luz UV a una longitud de onda de 260/280 nm.
12. EI'ADN resuspendido en buffer TE 10/1 se almacend a -20°C hasta su utilizacién.

5. AMPLIFICACION DEL GEN APC POR PCR

5.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA LOGRAR
UNA ADECUADA AMPLIFICACION DEL GEN APC.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha evolucionado de manera
considerable desde su introduccion, favoreciendo el aumento en la especificiad y
sensibilidad de la reaccion, asf como su eficlencia y capacidad para amplificar segmentos
de mayor tamafio. Ademés ‘cada vez se incrementa alin mas la versatilidad de

aplicaciones a nlvel de duagnostlco y de lnvesligaclon Esto se ha Iogrado a través del

amplificacién. A'"-su - v ‘ concentraciones de reactivos

(ollgonucleétidos,’ivbn‘ Mg la dismmucion de dimeros de

concentracién de MgC
ADN, asf como el volui

definir la concentr gra una amplificaclén eficiente - con un bajo

porcentaje de p;floiducto’s’ Inespecificos.

L og



por otros |nvest|ga0|one
cada uno de elﬂos.v Enton
amplificacion :haSta Ite buena amplificacion de los

productos . Una des Ultados de los mismos.

5.2 AMPLIFICACION DEL GEN APC A PARTIR DE ADN DE LOS PACIENTES

Se’ preparo la'mezcla_de eaccion para cada una de Ias muestras en un volumen

total de 50 pL éomo sigue
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Reactivo :Céhc.stqck e ‘Adi(‘:lénar,i ".Con, final: s

Buffer PCﬁ
Tris HCI pH 8 3
KCI i
MgCl,

Gelatlﬁa

dATP

dGTP -
dTTP
dctP

[esPl4CTP

Iniciador 1 °

lnlclador 2

Taq. pohmerasa

ADN
ADD

VOLUMEN TOTAL -

en el aparato termocrclado




4, Unavezen e! termocnclador. se programaron el nimero de ciclos y temperaturas y
los tubos con las mezclas de: reacclon se amphflcaron bajo las siguientes condiciones:

1_c|_clo : 'Desnaturallzacién'

35 ciclos

n con5|derar durante la electroforesls son;

d'llvos establllzadores componentes del.
estos pai’émetro n un a Ia vez, hasta llegarfmalmenle a deflnlr
los valores para cada uno de.lo parémetros : R : '



De la misma’ manera’ se procedlo a vanar todos estos parametros hasta lograr una
adecuada: separaclon y deflnlcion de las hiebras de ADN ampllﬂcadas. y llevar a cabo
finalmente el anahsls SS, ; '

Las varlaclones y mbl ] ‘u'estr"an:'en' las tablas

siguientes (1 y 2)
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Tabla 2. Principales variaciones y combinaciones para el andlisis SSCP del gen

APC.

No. | Conc Acril | ButferTBE | Glicerol Temp | Voltaje Tiempo
1 5% 0.5 X 0% 4°C 100 V 12h
2 5% 10X 10 % 4°C 100V 12-16h
3 5% 1.0X 0% TA 100V 12h
4 5% .. 1.0 X 10% TA 100V 12-16h

h. 5. 6 % | .1ov 12-16h
6 “110V 12-16h
7. <110V 12-24
‘8. S110V 12-24h
9. 110V 12-24h

110V 12-24h
15110V 12-24h
“11V 12-24h
110V 12-24h
12-24h

14 6 % 10X .
TA: Temperatura ambiente

Las condiciones dptimas para el anahsns SSCP ales'son las que se describen a

continuacién para el andlisis de los paclentes- s
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6.2 ANALISIS DE MUTACIONES DEL GEN APC POR SSCP A PARTIR DE ADN
DE LOS PACIENTES
Después de verificar mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% , que la
amplificacién de los segmentos de ADN de Ios pacienfes fue eficlente, se procedid a
analizarlos por SSCP. Para ello se dlluyo una allcuota de cada uno de los productos
amplificados y se sometié a electroforesis en ‘gel de pollacrllamlda neutro al 6%, con la
finalidad de-lograr -una separacmn de’las: do ‘cadena‘ y ademas determinar la

conformacidn y comportamlento ‘electroforético de cada una de ella

e vari6 ‘desde 16 - 24 h
dependiendo del tamano del producto. Este procedimiento 'se Ilevé'a‘cabs é'fefnperatura'
ambiente (24° 28°C).: e
Las caracterlstlcas del gel y condlciones de corrlda:fueron las s:gurentes Bt -
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Gel de poliacritamida 6%
90 mM T;ié-bprajd (pH 7.5)
2mMEDTA
10.% Gllcerol
rTemperatura amblente
: Volta}e 110 Volts S

5. Al finalizar la'co'rrida lecl orehca se desmonto el gel cuudadosameme con papel filtro
Whatman 3 MM y‘ se cubl Yapel celofan: Desues el gel se coloco en-un secador
de geles a 80°C por.dos, horas = .

6. Después de las dos horas de secado ise’ acomodo el gel: seco en un-cassette de’

exposicion, se coloco encnma una’ pelicula para radiografia y.sepro edlo asu exposicién.

El tiempo de exposnclon varié de acuerdo ala: acuvlda de CTP- 2p presente en el
momento del andlisis (desde 24 - 72 h). :
7. Al finalizar el tiempo de exposicién se revelo la pelicula y se’ procedlo al analisis de

resultados.

PREPARACION Y MONTAJE - DEL: GELDE _O.LIACIi?II,.‘AMIDA ©2)

1. Antes de iniciar la preparacion del gel, se debe preparar todo el equipo necesario para

llevar a cabo la electroforesis ‘Sin excepcion todo ) materlal debe estar completamente

limplo y libre. de " gras placas de. vidrio con los

espaciadores vcc‘?fré;b r | gel y sellarse muy bien. -

2. De acuerdd' aI' llllza x».y el grosor de los_ .

rilamida’ que se requiere para

preparar eJ ‘gelia una_concentracion de 6%.:
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Para un volimen de 100 ml las concentraclones que'se requreren son:

Reactivos mL de reacllv°s' .
Acrilamida 30%

H,Odestilada

Buffer TBE 10X
Persulfato de NH4 10%
Glicerol

Volumen lolal

- kitasato cpnectadb a \)aclb, ya

cién:de:aire de-la

7. Una vez: que pollmenza : acrllamlda. ‘'se remueve: cwdadosamente ‘el ‘peine. e':\

inmediatamente se enjuagan Ias paredes con el mnsmo buffer de cornda Es esencial ;
lavar las paredes de los pozos tan rapldamente como sea posible después de remover
el peine, ya que de otra manera pequefias cantidades de solucidn :de’ acrllamida
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atrapadas por el peine pollmenzaran en las paredes, y esto produclra superﬂcies

irreguiares que daran b’ das dlslorsmnadas e‘ADN’
' Y, se fua con pinzas Se llena el
TBE 1X (Tns -HCI 1M, dcido bérico

10, Séico'rre-él | hasta que los colorantes mlgren a la distancia deseada. Al terminat
se apa_ga Ia‘fu"ente de podery se desmonta el gel del reservorio para proceder a secarlo.

7. EVALUACION DEL METODO UTILIZANDO COMO CONTROL OTRO GEN CON
MUTACION CONOCIDA: GEN DE FIBROSIS QUISTICA '

Para comprobar la eficiencia del analisis de mutaciones mediante PCR-SSCP que
se reallzo en el presente trabajo se procedi6 a efectuar el mlsmo analisrs mutaclonal
para otro gen. El gen de eleccuon fue el gen relacwnado con la f'b sls qu_fstlcav Se llevo

quistica medlante PCR De lgual manera tamblen se constderaron Ios parametros y




condiciones reportados en bibliografia para Ile\}ér a cabo posteriormente el andlisis de
los productos de amplificacion mediante Analisis de Pollmorﬂsmo Conformacional de
Hebra Sencilla (93-95). e

Para el andlisis SSCP del gen de Ia fi bl’OSIS qufsnca se procedio a variar cada uno '
de los pardmetros criticos ya descntos Entre las pnnclpales modificaciones estan las
siguientes (Tabla 3). o ’

No. Acrilamida | bufferTBE:
6% | X
8%

 Glicerol ;| Temperatura;

Jolols] ofn] -

Tabla 3.

_ q]brés‘ condiciones con
el'Jas hebras ‘de ADN

reticas y por lo tanto es posible

tomar ventaja de ellas | genes diferentes,
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8. LISTA: DEL PRINCIPAL EQUIPO Y MATERIAL UTILIZADO
. Camara fotografica de revelado instantaneo Marca Polaroid
. Pelicula fotogréfica para revelado instantaneo

. Camara horizontal para electroforesis marca BRL

. Camara vertical para electroforesis marca BRL

. Chasis para autorradiografia

. Pelicula para autorradiograffa marca Kodak

. Congeladores de -20y -70°C Marca Revco

. Contador de centelleo modelo 02425 Packard Td Carb

. Escudo protector de radlachvndad
. Espectrofotometro marca Beckman Mod. DU- 655 =
. Homo de secado ; :

W o Nt AN

P Y
N = O

. Fuente de poder
. Microcentrifuga marca Eppendbrff

PRy
AW

. Moldes y peines parala’ preparacuon del gel
15. Papel Whatman 3MM T :
16, Micropipetas automaticas de volumen ajustable s
17. Puntillas para micropipetas S
18.Tubos Eppendorff de 0.5y 1.5 mbL
19.Tubos Falcon de 15y 50 mL = . :
20. Centrifuga clinica TJ-6 con unldad de refrigeraclon Beckman

21, Centrifuga refrigerada modelo J2-21 Beckman I
22, Bafio Marla con agltaclon Lab Lme e
23. Transiluminador Mod 2011 Macrovue LKB

24, Termociclador automatico. " :

40



9. PREPARACION DE REACTIVOS

REACTIVOS PARA SEPARACION DE LEUCOCITOS Y EXTRACCION DE ADN
1. Buffer AKC:

Disolver 8.31 g de NH,CI (0.155 M) y 1. 38 g de K, CO:, (0 01M) en 800 mL de ADD
Aforar a 1L y esterilizar,

2. Buffer PBS

Solucién de mezcla de fosfatos i,

Preparar una solucién de Naz'HPO M: ‘41 96 g en 1L de ADD.

37999 en 1L de, ADD

Preparar una solucién  de. NaHzPO 11
Mezclar ambas soluclon’s hasta obtener un pH ; 7.4 Estenllzar

o B ; e S B ) 1
Disolver 50 mg de | a2 08 £
a4°C protegldo de

fendlica sea,mayorl

2) Dejar que se'éep




6. Lauril Sulfato de Sodio (SDS) al 25%

Disolver 250 g de SDS en 800 mL de agua deshlada esterll y aforar a 1L
7. Proteinasa K 10 mg/mL

Disolver 100 mg de proteinasa K ‘en 10 mL de’ agua ultrapura DIvrdlr en allcuotas
de 500 plL y almacenar a -20°C,- !
8. Buffer TBE 10X

Esterilizar en autoclave
9.Tris-HCI 1M .

Disolver 157.6 g en 100
10. Buffer TE 1/10X: .

1. Buffer PCR 10X: :
Reactivo Stock Cone. req.: Cq’gd

Reaccion

Trs HCI 1M 10mM:
KCl 1M 50mM-.

MgCl, 1M 15mM. Asml
ADD - S
Vol. Total

Tris HCI ™ (pH B 3) G

Dlsolver 15. 75 g de Trls HCI en 80 mL o DDW a]v
100 mL con ADD w0

KCI 1M ! S AN

Dlsolver 7.455 g de KCL en 1 80 mL de ADD y aforar a 100 mL con ADD

la‘f"el pH a 8.3y aforar a

,'42
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MgCi, 1 M

Disolver 9.53 g de MgCIZ en'80 mL de ADD aforar a 100 mL

Esterilizar todas las solucrones
2, Gelatina 0.1 % (10 X) :

100 mL: Disolver 0.1 g en 100 mL de ADD y eslenllzar e

dNTPs Conc stock  Conc. dNTPs )
inicial dit-1: 10(ADD) en;yRﬁXn"w" .

dATP 10 mM
dGTP 10 mM
dTTP 10 mM,
dcTP 10 mM -

.5 pL de c/u

0. p.M para
cada iniciador. .
6. Taq polimerasa 1 UjpL "

Diluir 1 pL de Taq polimerasa (Perkln Elmer) 5 U/;nL con 4 uL de agua desl lada para

obtener una concentracién de la en2|ma de 1 U/uL
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REACTIVOS PARA PREPARACION DEL GEL DE ACRILAMIDA

1. Preparar stock de acrilamida al 30%:
Acrilamida

29¢g
N,N'metilenbisacrilamida 1g
Agua destilada Hasta 100 mL

Calentar la solucion a 37°C hasta disolucién total.

Precaucidn: La acrilamida es una potenle neurotoxlna y se absorbe a traves de la

piel, Utilizar guantes y mascarilla al prepararla Durante el almacenamlento, la acrilamida
y bisacrrilamida lentamente se convrerte

cldo critico™ -y amdo bisacrlllco Esta

2. Buffer TBE 10 X
Reactivos
Tris-base
Ac. Barico
EDTA 0.5M pH 8- N :

Disolver los reactivos en 800 mL de agua estllada, ajustar el pH aproxtmadamente

a 8.3 y aforar a 1 L, Esterilizar. :

3. Persulfato de amonio 10% RO

Disolver 1 g de persulfato de amonio en 10 mL de agua destllada'_ e
La solucién puede guardarse a 4°C por vanas semanas '
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IV RESULTADOS

1. Extraccion y Caracterizacion de ADN
En la actualidad existe un gran nimero de procedimientos para la extraccién y
purificacién de ADN, con los cuales se logran obtener fragmentos de ADN de diferentes
tamafios y con diferentes grados de pureza. La eleccién del método depende también
del tipo de andlisis que se va a realizar posteriormente. En éste trabajo se realizd la
extraccion de ADN a partir de sangre periférica por un procedimiento simple y sencillo
(91) en el que primero se separaron:los leucocitos ‘mediante lisis de eritrocitos con
solucién hiperténica AKC, po'sleriorménle se realizé digestién con PK y SDS de los
leucocitos aislados para flnalm nte realizar la extracclon con fenol cloroformo del ADN,
Los resultados obten'd 5

como e]em
concentracl

‘conc p.g/pl

‘ADN:genom' | 0.0249
ADN ‘genorn | 0.0226
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A'manera de control de cahdad ademas del grado de pureza se evalud la calidad

del ADN con respe to al ta ano de loS fragmentos obten]dos Para ello se ilevo a cabo
: N genomlco El resultado que se
graﬂa de un gel de agarosa en el

estras con un peso molecular alto
y aspecto unlforme‘ lo’cual nos' lndlca que no se degrado durante la extraccion.

Fig. ‘6" Anialisls de' la calldad del ADN gendmico extraido por el método AKC,

“En cada carnil se colocaron 2 ng de ADN, el cual se corrié en gel de
agarosa al 0.8% a 80 V'y por un tiempo de 3 h.

B

é~ 123456,

|

2, SINTESIS Y PURIFICACION DE OLIGONUCLEOTIDOS

2.1 Secuencia de oligonucledtidos sintetizados para amplificar l§ dij"el;entes
_exones elgen APC. ’

Los oligonuclestidos que se utilizarén para la ampltflcacuon de los dlferentes exones
del gen APC son Ios que reporto Miyoshl et al en 1992 (61 ) que abarcanftoda la region

sintetizados, s0 secuencla y Iocallzaclon Tabla 5)

3
3
Eod
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- Tabla 5 SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA LA AMPLIFICACION EL GEN APC

20N OLIGO CODON SECUENCIA
{63 145 ATGGAATTCTICTTAAAGTGCTTAAGAG
Gt TITACAAGAGGGAATACTGAAT
2 G621 4674 CCTGAATTGAAGAAATACAGAATCACGTC
G2 - ATGAAGCTTGTAGTTGGATGTACACACC
3 G629 74-141.° ATGGAATTCCATTAAGAATATTITAGACTGCT
628 - TTAAAGCTTAAGAATAAACTGGAGTACACA
4 627 141177 . ATGGAATTGCAACTGATGTANGTATTGCTG
630 *Lii7 . ATGAAGCTTTAATGGATTACCTAGGTACT
s o7 . CAGGAATTCTTTATTGGTTCTTATATGCT
626 GAAGCTICOTARTAGGTCTTCGCTG
s em GAAGGATCCTGAGGTTITAAGTGGTAG
G20 -+ |7 GIGAMGCTTTTCTCAGAATAAGTACCTA
7 G109 244278 ) ACTGAATTCCTIGGGCTAAGAAAGCCT
624 ATGAGCTTCTTAGAACCATCTIGGTTC
5 G5 279311 i CATGATGITATGTGTATITACE -
G4 o.mi %y GTIAGCAAAGTAGTCATGGC
9 Gt 3124438~ GGATATTAAMAGTCGTAATTTTGT
Gz .- il CATGGAGTAGGATGTAGACT ' -
b Gn CATCATTGGTCTTGAAATAACA - =
Gt4 : CAGCAGTAATTGTCTATGTCA -
W Gs 470516 . TAGATGATTGTCTITHCCTCT
GI0 .. . - TCATACCTGAGCTATCTTAAG
2 .67 - 617:842' . GETIGGCTTCAAGITGTCTT
8 - GAGAGTBAGACCCTGOCT
n (<} 1] 543;50 [ ¥ ,QCA/\CTI\GT'/\TO/\”'T TATQTATAAA
) AGATGAARTTCATATTATAGTAGT -
W GI5 582853 1 GAAGTGTAATTAGATGACCCA
GI6 - GAGAGTATGAATICTGTACTT
151 G35 . 653751 ' GAATCATATTATGCCTTTTGIC
c22 " GATGGGAAGCTTGAGCCAG
152 E9. 735884 COAAGTACAAGBATGCGAAT
£9:2 CAGTGGTGGAGATCTGCAA

CODON

862-1022

098-1141

1125-1284

1260-1410

EXON OLIGO
153 E9:3
ES-4
154 ca3
E9-6
156 E9S5
ES-8
158 €97
(E9-10 |

15-7. E99

1591
1512 1 C

1513 Car.

1516 E9-10
P Eo-16

15416 'Ebél
T Eee

1517 EBZS 2745‘2843
;. E920.°

2592~275

SECUENCIA

AACTACCATCCAGCAACAGA
TCTAGTTCTCCATCATTATCAT

TCAATACCCAGCCGAGCT
GGRCTTATCATCTTCATAGTCA

GTAAGCCAGTCTTTGTGTC
CAGCTGATGACAAAGATGAT

AGACTTATTGTGTAGAAGATAG

. ATGGTTCAGTCTGMGGGI\

i TCTGTCAGTTCACI’TGATAG

I\TTCTTTAGGCTGC

ACAGMAGATBTGGMWMG
GTCCAGCAGCTMCTCAT

GCTACATOTCTMGTGATCT
TCATTGAAGTCCTTGG

CTCAGACAAGAAGATTCAAA
' GAGAAAAGCAAAGTGGAGTA

AGTGATCCAAAGACATACCA
:CTGAATCAGGGGATAGACC

\TACAGAGACCAGATTCA
GGACTTGTACTTGAGGA

GAGGCAGGACAATAATTC
GACTCAGTTCTTGGAATACTA

CAGATGAGCCAACAGAACC
TOGTCTAGATGATGGAG

QNAONAAICTOCTICATTT
TCCTTTTGCGOATACTIGG

GAACTCTATTTCAGGAAGC
COACTATAGAAGT

- TGTCCCTGTATCAGAGACT
. TGTCTI\TATAG ICAGTTGTAATT

HEL

v} igl(\lﬁ- 1L & ars ane

¥
(Y




2.2 Eficiencia de la sintesis quimica de oligonucleétidos
En el proceso de sintesis de oligonucledtidos, cuando se presenta una baja
eficiencia de acoplamiento, se incrementa el porcentaje de Impurezas y se hace mas
dificil la purificacién del oligonucledtido. Como regla general una eficiencla de
acoplamiento mayor de 98% (para escala de sintesis de 0.1y 1.0 pmoles) se considera
que se efectué una sintesis exitosa. Durante la sintesis de los oligonucledtidos
necesarios para la amplificacién del gen APC, se obtuvo de manera general un buen
porcentaje de eficiencia alrededor de 98 % para la mayoria de ellos, Como ejemplo se
muestra una hoja de reporte de sintesis de un oligonucledtido.
Hoja de reporte de la sintesis del oligonucledtido C22

Aparato: Gene Assembler Special Date : 2-03-1994

Sequence : C22 Synthesiz : Primer C22
Synthesis Type : DNA Scale : @2 micramole
Sequence Length : 19 Column : 1
Final Detritylation : Yes -
Fox HRase Delrit Start Detrit Valce
19 G "~ 046 o 39
13 A 046 71
7 C.- 046 .0 76
16 R A t7e
15 NG 66
4 A 76
3 G 68
}73 T &
A T &4 -
10 82
Sy G 63 "
-8 A 76"
SRRV “7s
L 6.ne 78
soeitG e
4 LG 66
R PN 79:
‘7 A )
1 G ;62

- Total synthesis yleld from siort = 100.0 % .
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3. ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA LOGRAR
UNA ADECUADA AMPLIFICACION POR PCR

Esto se logro a través del control de parametros crmcos com

recomienda opllmizar Ia con

5" mM -Si se
la actividad.de la ‘enzima dec‘ae al

. estdndar ‘'se recom enda

dlsmlnuye demaslado‘ la concentracion del i6n Mg*

> 'grado de que alguna veces la“amplifi cacion llega a ser nula

Para el estableclmiento dela concentracion adecu.

‘de| gCI se reallzo una_ curva
de concentraclon de Mg, en la’ ‘cual se Hevaron a cabo. ampllﬂcaclones de un segmento
ide ADN ullllzando dlferentes concentracrones de MgCl2 (Tabla 6)
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Tabla 6. " ‘Efecto de ,Iazcéncen(rapién‘ de Mg‘Cl,"en Ia‘-;‘:atnlidad \ae ﬁro‘dlicto
amplificado y la presencia dé productos inespecificos, = .\ *

Goncentracion de.

Cantidad de:producto ;

Presencia de productos

n dell‘"p‘rqyducto
 mayor especificidad en

Fig. 7. Efecto de"la_Concentracion de MgCl, Se muestra una mayor cantidad de
producto amplificado utilizando una concentracion de 2.0 mM(a) exdn 3) que al utifizar
1.5 mM-({b) ex6n 15-1). En ambas amplificaciones no se observa fa presencla de
productos  inespecificos (M, marcador de pb, 1-7 ADN de diferentes muestras).

M1 2346867 12«‘;’!5‘7

T

a) 2.0 mM de Mgcl2 b} 1.5 mM de MgCly
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3.2 Efecto de diferentes concentraciones de Ongonucleéndos enla
mezcla de reaccion.

La secuencia de los oligonucleétidos inicié‘dbreé
especifica del fragmento deseado, 'y para”’
secuencia de! ADN blanco. Al ser este’tino

y ponsablé de la amplificacion
lndisbénsable' conocer la
ds més importantes que
elecclon y disefio debe ser

Tabla 7. Efecto de la con
reaccion de i

Concentracién

oligonucledtidos
..0.05"uM

lnespeélflcos ;
T No

Presencla de bamdos al anah» Vrkel prodv cto ampllﬂcado en gel de, agarosa
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3.3 Efecto de Ia vanacion enla concentracion de los dNTPs:
De la misma manera ‘el MgClz, las
dNTPs dlsmlnuyen el Indlce

ncenlractones minimas necesarias de

ncorporaclones erroneas de nucledtidos, mientras que
concentraciones muy al(as:d;smlnuyen |

concentracion de d}N‘]' .

especmcndad de la reaccion, por lo que la
mizarse Concentraciones entre 20 y 200 pM
muy imponante hacer énfasis en que las

proporcionan resultadds

concentraciones de cada
Para establecer:

iniclaimente a utliizar os
APC (11,81,92)
concent' aci

Al realizar la amplificacién” con cion de 15 ™M no se obsers

amplificacion. En cambio con 200 y70 de amphﬂcaclon fué muy simitar. Por

fo cuédl se eligid la menor can'ﬂdadjtm IL p ciond una buena amplificacion.
3.4 Importancia de la concentracuon'de la enzima ADN Taq polimerasa

Una de las enzimas termoestables mds utilizadas en PCR es la Taq ADN
Polimerasa, ya que es facil de estandanzar en la reaccidn, y ademds tiene un costo mas
bajo que otras disponibles en ol mercado La mayona de los protocolos recomiendan el
uso de 1 a 2.5 U de la enzima por cada 100 ul de reaccion. Para el establecimiento de
la cantidad minima de enzima que se reqmere para una buena ampllficaclon se procedlo
a utilizar diferentes concentraciones de enzlma de una misma marca comercial (Perkin
Elmer) por reaccién de ampllficaclon (Tabla 9)




Tabla - 9. Efecto 'dé"1a’ cantidad- de- enzima Taq ADN pohmerasa umlzada en la
reacclon de amplificacién en fa cantidad de producto obtenido. -

Finalmente Ia congentrat tiliz6 fue de 1.25 U

por reaccnon (vo( men 50 . Ue con ésta concentracion se obtuvo buena cantidad

de producto (Flg 8).

Efecto e'la cantidad de enzima Taq ADN Polimerasa en la"eficiencia
-"de ja reaccion de amplificacién del exon 3 en un volimen de 50 ml.

Carnles12y3 de 0.5U,4y5de 1.0U, ySy?de125UdeADN
‘polimerasa

12345867 M
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3.5 Importancia de Ia concentraclon del ADN

La concentracicn del ADN blanco en la reacclon depende de la fuente ulilizada, o
idealmente se requieren aproximadament' 105 copias ‘de ADN blanco ésto es, de 300
ng a1 pg de ADN gendmico huma»

Altem vamente cantldades menores de ADN
pueden utilizarse en la ampllflcaclon de‘genes Aque existen en varlas copias en el
genoma. En este trabajo la concentiacion’ del ADN que se utilizé para amplificar los

diferentes segmentos de cada uno de los pacientes fué de 500 ng de ADN. Con ésta
cantidad se obtuvo una buena amplificacién.

3.6 Importancia y efecto del numero de ciclos de temperatura en el proceso

de amplificacion de acidos nucleicos.

Tedricamente, en condiciones' dptimas el nivel de amplificacion del ADN en PCR
aumenta en forma exponencial con cada ciclo. Sin embargo en la préctica, despue’s de
determinado ntimero de cxclos la amphflcacron se detiene graduaimente. Entra primero
a una fase lineal y luego a una eslaclonarla a la que se denomina fase de "meseta"

establecieron los srgulentes ciclos de temperatura (Tabla 1 0)

"', 55 :




Tabla 10. Clclos de Temperatura para la amphﬁcacion del gen APC
\ No. DE CICLOS

T

lizacion
ffzacion

’ e 58" '5 53°
'Almeamiento X 53°
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El tamafio de.los oligonuclestidos utilizados para amplificar todos los segmentos
del gen APC comprende entre 18 y 30 bases, esto en combinacién con el contenido de

bases especifico para cada uno de ellos, dié de manera general un promedio de
temperatura: de alineamiento de 55 + 3

C para la mayoria de los segmentos
amplificados.

. RESUMEN DE RESULTADOS AMPLIFICACION POR PCR
Con el establecimiento de todos estos parametros se llegé finalments a la
estandarizacion de esta metodologia para la amplificacién de los diferentes segmentos
que componen el total de la secuencia codificante del gen APC. Los valores finales para
cada uno de los pardmetros son los que se describen ampliamente en el apartado de
Material y Metodos y con los cudles se realizé la amplificacion de todos los’ exénes de
los pacientes (Tablas 11 y-12) Se realizaron ademas, algunas mod|flcaciones en cuanto

a la temperatura: ‘de- alineamlenlo depend|endo del tamafio -y secuencia de los |

oligonucledtidos lnvolucrado oo ya se-menciond en la descnpclon de ciclos de

temperatura.

Tabla 11. Resume de componentes de mezcla de reaccmn
: . Ampllficacion del gen APC

Componentes .. | . ..Concentracién -

.-Vol total:

|
!
%




“Tabla 12; CICIOS de Temperatura y Tlempos

“Tilciclo®
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4. EVALUACION DE LOS PARAMETROS CRITICOS EN EL ESTABLECHAIENTO
DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA EFECTUAR EL ANALISIS DE SSCP

4.1 Evaluacion de los factores involucrados en el éxito del proceso de
desnaturalizacion de ADN para analisis de SSCP.

Después del proceso de amplificacion, la concentracion que se obtiene dei ADN
amplificado es muy alta, por lo cual los productos amplificados deben ser diluldos. La
dilucién generalmente se realiza en una solucion con caracteristicas desnaturalizantes,
con el objeto de lograr desde el inicio la separacién de las dos hebras de' ADN
amplificado. Este es un punto a considerar importante ya que una exceslva concéﬁtracién
del producto en la muestra- diluida“ que se-aplica: para la electroforesis
formacion de realmeamiemo

; fomenta la

interpretacién de resultad
amplificado que d‘epe'nde'iy
reaccin de PCH'.',D:é m
método ‘de . deteccidn;: |

veces.

diluciones empleac_ia'sgfu:'
amplificado que se obtu
Los compon.en’tés de la'soluc
Formamida .

Azul de bromofeno.

Xilencianol
EDTA
-NaOH ~
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Con diluciones de 1:10'y 1:20 en promedio, enla soluclon desnalurallzante abase de

formamida, se logro obtener de manera eficients la seoparaclon de ambas hebras de
ADN .

4.2 Influencia de los factores que participan en la electrol’oresis,en
gel de poliacrilamida E

Hay varios factores criticos que deben: |

'k~a mayor concentraclon de estos reactlvos’ xperime almen ’ervo una alleraclon

la formacio de las bandas al

o .'_en el cornmaento de |os acldos nuclelcosqque conslste

"correr a traves del gel de achlamld .
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43 INFLUENCIA DE LOS FACTORES QUE DETERMINAN EL ESTABLECIMIENTO
DE LAS CONDICIONES DE CORRIDA

4.3.1 Efecto de la variacién en la temperatura.

La temperatura es un"punto critico que debe controlarse para obtener resultados
reproducibles en SSCP Una temperatura constante da una me)or definicion de las
bandas y se obtlen mejore resultados

Para deﬂnir las ¢
del gen APC se lle
(Tablas 1 y 2 Secc

resultados me]ores dando bandas mejor deflmdas

¥




Ademéds también se observé que con la presencia de ghcerol al 5% 'y 10% mejoro
notablemente la resoluclon de las bandas g

mala separacnon de las’ banda En las"figuras slgulentes se mu tran os - resuhados
obtenidos con Ia modmcacmn de dr(eremes pararhetros”(Flgs 9- 15)

1 2 3456 7 8 9101 12131415

EXON 10

Fig 9. Andlisis SSCP del exén 10. Electroforesis en: acrilamida 6%, glicerol 0%, buffer

TBE 1X, V=110V y T=25°C (Carriles 1-15 ADN de diferentes muestras). -
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EXON 15-7

Fig. 10. Andlisis SSCP del exdn 15-7. Electroforesis en: acrilamida 6%, glicerol 0%, buffer
TBE 1X, V=100V y T= 4°C. (carriles 1-15 ADN de diferentes muestras)

1 23456 78 911001

EXON 4

Fig.11 Andlisis SSCP del exon 4. Electroforesis en: acrilamida 6%, glicerol 5%, buffer
TBE 1X, V=110V y T=25°C. (carriles del 1-11 ADN de diferentes muestras)
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123 1213 1415

Fig.12. Analisis SSCP del exon 15-8. Electroforesis en: acrilamida 6%, glicerol 10%,buffer
TBE 1X, V=110V y T= 4°C (carriles del 1-15 ADN de diferentes muestras)

1 2 3
X
¥

A

ot
EXON 15-3

Flg.13.Analisis SSCP del exoni5-3.Electroforesis en: acrilamida 6%, glicerol 5%, buffer
TBE 0.5X,V=100V.y.T= 4°C (carriles del 1-4 ADN de diferentes muestras)
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EXON 15-8

Fig. 14. Analisis SSCP del exdn 15-8, Electroforesis en: acrilamida 6%, glicerol 5%, buffer
TBE 1X, V=100V.y T=25°C (carriles 1-8 ADN de diferentes muestras)

EXON 15-1

Fig.15. Analisis SSCP del exdn 15-1 Electroforesis en: acrilamida 6%, glicerol 10%,buffer
TBE 1X, V=110V y T=25°C (carriles 1-7 ADN de diferentes muestras)
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RESUMEN DE QESULTAQQS"ANAL@S sscp béL'@; =N AP‘C“‘Z

Los valores de: lo parametros on_los que e btuviero mejores resultados

reﬂejados en una mejor separac:on'de las banda: ayor reséluclon ¥ e]br movilidad

 voltajes pequenos y
hebfas de ADN,
enldos con las variaciones
N nalmente se observa que si
se’ un corrlmlento electroforético
pauta para poder utlllzar esta
ecrflcos en este caso APC, en el

Tabla 13. Parametros que fueron deflnldos expen 4
andlisis SSCP del gen APC. "
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PREPARACION DE LA MUESTRA " ELECTROFORESIS GEL
P POLIACRILAMIDA

Dilucién 1:10 6 1:20
Dilucion en solucién de: " Gel de poliacrilamida al 6%

Formamida al 95% . * -  : S en Buffer Tris Borato 90 mM

EDTA 20 'T:‘»M : ‘pH7.5 y2 mMEDTA’
Aziil de bromofenal.0.059 Glicerol 10%
- Xilenclanol T

NaOH. b
" CONDICIONES DE'CORRIDA: &

"+(/SECADO Y AUTORRADIOGRAFIA

exposicion’ va 76 ¢
{Tiempo de vida media).
obtuvo una méjqr‘ deﬁpl
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5. APLICACION DE LA METODOLOGIA PCR - SSCP EN AL ANALISIS DE
MUTACIONES DEL GEN APC

5.1 Caracteristicas de los sujetos analizados
En este trabajo se examing la secuencia codificante completa (15 exones, divididos
en 31 segmentos) para el gen APC de pacientes con diagndstico de Poliposis
Adenomatosa Familiar, los cuales fueron identificados en base a las manifestaciones
clinicas (Registro Nacional de Poliposis, INNSZ). Ademss, se incluyeron algunos
familiares no afectados y personas asintomaticas sin antecedentes de CA de colon
hereditario (Tablas 14 y 15).

Tabla 14. Grupos de personas analizadas porvPCR - SSCP

Sujelos Afeclados con PAF - . : 8
Sujetos sln PAF con Familiares Afectados con PAF | . : 6 ,
¥ Sujelos Controles sin'PAF y sin antecedentes - - B IR [ JREY | ‘;
§ y TOTAL 24
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Tabla 15, List.a'd_e personas a las que se les extrajo ADN de sangre
periférica para anilisis de mutaciones por PCR - SSCP

Sujeto No,

Edod

Dx Cllnlea
PAF

Antecedentes famlilares
de CA de colon

1

sl

sl

st

st

51

81

R

s

S1-
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5.2 Amplificacion del gen APC

La regién codificante completa del gen APC esta contenida dentro de 15 exones,
que esta precedida por al menos una secuencla 5' no codificante. Esta regién fue dividida
para fines eXPEﬂmentales‘ en 31 segmenlOS de acuerdo con la literatura (56) (Tabla 5).
Los primeros 14 segmentos correspondeh a 14 exones individuales (nimeros del 1 al
14). La regién codificante del ullimo exon es.muy larga (6571 pb) y por lo tanto se dividio
en 17 segmentos sobrepues!os cada uno de aproxlmadamente 400 pb en longitud.

Ei ADN proveniente de los sujetos que se incluyeron en este trabajo (Tablas 14 y 15)
se sometié a ampiificacién por PCR para todos los exones del gen APC (31 fragmentos
amplificados) y posteriormente se anélliérdn bbr SSCP, para lo cual se utilizaron los
parémetros estandarizados descrités en é] apartado de Material y Métodos.

La amplificacion de la mayor!a dé‘ Ids"segmentos se llevd a cabo ‘de ‘manera
eficiente obteniéndose una buena cantldad del producto amplificado enla mayorla delos
sujetos. Algunos ejemplos de secuenclas amplmcadas se muestran en las liguras i5y
16. En estas Figuras se observa que con las condlclones prevlamente estandanzadas
de PCR, se logré obtener

na ampllflcacnon, ademds de que no. se observan
productos secundarios e lnesp :
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C+1 2345 678910112131415

EXON 11 APC

Fig. 16 Amplificacion del exdn 11 del gen APC (C+, control positivo de amplificacion,
carriles: 1, ADN paciente afectada con PAF, 2-15 ADN de familiares en primer grado)

123456 7 8 9 10 11 1213 14 15CNCN

EXON 8 PCR

S Fig.17Amplificacion del Exon 8 del gen APG.(CN control negativo de amplificacién,

carriles 1, ADN paciente afectado, 2.15 ADN de familiares en primer grado)
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5.3 Sepéraqién y re‘solugiér'j:de‘ fas hebras de 'ADN mediante SSCP -

SSCP de los 31 segmentos en que se
‘dividié ‘el ‘gen APC para st estudlo.

Ablevlalura :: Sagm Ampll
Bandas, RB: Resol
Resolucion.

T+ Buena, ++Moderada y s Alla

Segmenlo ampllllcado Eﬂclencla de Ia Amplificacién DB definicién de las

i6n entre Bandas ME'MovIIIdad Electroforéllca Alter MyR: Alleraclones en Muvllldad y

72



EXON OLIGONUC T TAMARO DE - EFICII‘:‘N}v DILUCI;N; \

. LEOTIDOS . | SEGMEN AMPLIE: | AMPLIFIG + ¥/ [ 5 o ﬁ:?

1 Ga1 GiB. 17138

2. Gt

3 C| 629

4 G27

5

6

7

8

]

10

1

12

13

14

1541

15-2

15-3 :

1544 C23%E98%

155 | E95 698 |4

156 - | £9.7.E9-10

157 | E9-9:C36 1

158 ° Eg-11 E912

189 1| E9-13 ESI4;
Eg15 cs2.: |
E9-17 E922 | 4
€35 C38
:C37./7C40
c35:.cd2- |-
£9-19 €916
E9-21 EBI8 .
E0:23 E020
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EXON 1

18. Analisis SSCP del exdn 1 del gen APC con ADN de pacientes. (carriles: 1y 2 ADN
controles normales; 3, ADN paciente afectado; 4-7 ADN familiares en primer grado)

123456 7 89 1011121141

L

EXON 2

ilisi 5 ientes (carriles.1-3, ADN
19. Anilisis SSCP del exon 2 del gen APG con ADN de pacient ) \ .
controles normales; 4 y 5 ADN sujetos afectados; 6-10 ADN familiares en primer grado;
11y 12 ADN pacie'ntes afectados; 13-15 ADN familiares en primer grado).
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1 2 3 4

56789!0"!2!31415

EXON 15-4

20, Andlisis SSCP del exdn 15-4 del gen APC con ADN de pacientes (carriles,1-3, ADN
controles normales; 4 y 5 ADN sujetos afectados; 6-10 ADN familiares en primer grado;
11y12 ADN pacientes afectados; 13-15 ADN familiares en primer grado),

1 2 '3 4 5 6 7

EXON 15-6

5 lentes. (carriles 1 y 7,
- Andlisi del exén 15-6 del gen APC con ADN de pacien
f\ENASZ”i;l?flg: noermales: 2 y 3 ADN pacientes afectados; 4-6 APN‘ qe famlllares),
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I23456789|0I_IIZISI4|5

EXON 10

-22;-Analisis SSCP del exdn 10 del gen APC con ADN de pacientes (carriles 1.y 2 ADN .
pacientes; 3-12 ADN familiares; 13 y 14 ADN controles normales; 14 y 15 controles de

'amphhcacnon negativos).

76



54 Deteccion de mutaclones en el exon 1 1 del gen APC

“confirmados por co|onoscopia.}
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EXON 11 APC
6% T=25°C

Fig.-23 Analisis SSCP del exon 11 del gen APC. (carriles:1 ADN control narmal:
. - 2ADN de‘paclenle, afectada y 3 y 4 ADN familiares en p_rinier grado). -
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6. EVALUACION DEL METODO UTILIZANDO COMO CONTROL OTRO GEN CON

MUTACION CONOCIDA: GEN DE FIBROSIS QUISTICA

Como se menciond en el apartado de material y métodos, bara comprobar la
eficiencia del andlisis de mutaciones mediante PCR-S8GP que se efectud en el presente
trabajo, se procedid a efectuar el mismo analisis para el gen de fibrosis quistica. Se
tomaron en cuenta todos los criterios anteriormente descritos :paraestablecer los
pardmetros y condiciones criticas para la ampllflaclon por PCR y el andlisis por SSCP.

Para el analisis SSCP del gen de la fibrosis quistica se procedio a. variar cada uno
de los parametros criticos ya descritos (Tabla 13 apartado de matenal y metodos)

Con los resultados obtenidos ‘de la combinaclon de todos estos factores se llegé ala
estandarizacion de la amphflcac:on por PCR del gen de Ia fibrosis quistica; asi como su
andlisis por SSCP. Quedando defmldos experimentalmente los sigulentes parametros
(Tablas 17,18 y 19) (Figs. 24 y 25),

: Tabla 17. Resumen de componentes de mezcla de reaccién
para la amplificacién del gen de fibrosis quistica

..Componentes Concentracion
“:Buffer - ‘ 1X

) 200(tM
100 pM

*“Volumen total

- ESTA TESIS WO OESE
SALIR DE LA BIBLIGTEGA
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Tabla 1 8. (/?\ICIOS de Temperatura y T nempos
lifi d

qunstlca

No. de Ciclos

- Treielo T

Tabla 19 Parametros ‘que fueron definidos -experimentalmente para efecluar el

analisls SSCP del gen de fib sis

qmsﬂca

PREPARACION DE LA MUESTRA" "

ELECTR‘OFORESISAG‘EL' POLIACRIL

Dilucion. 1:10 %
Dllucion en soluclon de

Formamida al
EDTA 20 mM

' Gelde pollacnlamida al 10% -

Volta]e 150 v o
Tlempo corrida 14-24 h
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EXON 11 FQ

Fig. 24 Amplificacion del exdn 11 del gen responsable de la fibrosis quistica en una

persona con una mutacion en este exdn. (carriles: M marcador de pb; 1, 2 y 4 ADN de
personas sanas; 3 ADN de paciente afeclada con fibrosis quistica).

- escrede — . -

EXON 11 FQ
12%  T=25°C

tica'en una persona con una

- Fig. 25 Analisis SSCP del exon 11 del gen de fibrosls quis

mu%acmn en este exon (carriles: M marcador de pb 1,2y4 ADN de personas sanas;
3 ADN de paclente afectado con flbrosls qulstlca)
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DISCUSION




»D;'S??'L!SiON.

luyendo - mutaciones: “puntuales,

*genes. Estos camblos en el
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La sensibilidad de PCR'SSCP depende de como las’ mutaclones afectan el

plegamiento’ y “de- como este plegamlento fecta la: mowlldad electroforeuca de la
secuencia blanco No' pued {

conformacion” lomara el AD \

‘se‘nslpmydad de PCR - SSCP
fa' ‘datos: experimentales de

de 92% para fragmen
mayores'de 30,0-‘ 45 )

: adecuéidame'hté el co

hacer los ajustes pe,

IISIS-SSCP el rango de valores reportado para eI gen
gllcerol 5 y 1 0%) son. smilares ‘alos

L productiva Con respeclo alal
' '-APC (concentracion de acnlamlda de 5 y 6°‘

"8'4‘



valores que se e e s gy ‘
q ncontraron en este trabajo a excepc:on del tiempo y el voltale Hespecto

a este lltimo
m punlo puede deberse a variaciones ¢ en el tamano del gel, asn como también
a la combinacion. de estos ‘dos factores.:

En esle trabaj c mo se refirid en la’secc

evalug como s:gue' 25
1. Se realizaron camblos enlas concentraclones de MgC (desde 0.5
que efecto proplclaban enla cahdad y la cantldad ‘del producto amplmcado.

25 mM) para ver
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2. Estos mismos cambios se etectuaron para evaluar ol efecto que tlene el camblo en

la concentracion de ohgonucleoudos y dNTPs en la especiﬂcldad de la reaccron de
amplficacion del gen APC ya que en llteratura

ampho para ampllflcar este mi mo‘ ge

'observo ‘el uso de-un’ rango muy

5. Es |mpor1ante eval

anade en exces

una cantldad e
6. Como y ‘se’mi
ciclos de temperat

aplicacion de alta
desnaturalizante a base de ira aracion
de las dos hebras d



del gel, la cual al. mcremenlarse altera ta’ conformacvon de las hebras de ADN Ademas
el volta]e tamblen se relaclona dlrectamente con ol nempo de col Tida, ya que al disminuir

sencillas }dé'AbN
fragmento ampllhc

el Padeclmiento en esta famﬂia ento' ‘kes tien n que sludlarse !as posibles causas por

mblo por SSCP en Ios pacientes diagnoshcados

las cuales no se detecto algun otro
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con PAF, Algunas de las poslbil‘ldades para tratar de explicar lo anterlor son las
siguientes: T : :

1. Como se’ha- reponad ; (57-62 todas las - mutaciones en

is SSCP, ya que la sensibilidad de este
n el cual pueden no detectarse

fragmentos ‘de ADN puede

1ay Una gran niimero

ué’ lhcluyen desde
osible que un solo
condiciones que se

bar: ofras condiclones

método para detectar

Yaque el anahsus de gel
3.La region promotora 5

los transcritos del gen. APC expresaﬂos de una manera te]ido especmca Esto se ha
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relacionado . con hallazgos en. estos mismos lranscnlos,
diferentes lnlcios de transcnpcion (99 100),

en: Ios cuales se observan
lo que, lnduce a pensar en la posibnlvdad de
: ado‘ or. este gen. Estos

e una mutacion en estas
césamiento alternativo,
de proteinas implicadas.

glnar diversos grados
reponado y que Incluso

blosintesis. Por lo tamo Ia caraclerlzac on
interés en el estudlo de las propledades blolo cas del gen APC
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De manera general, la delineacion del especlro de este tlpo de mutaclones asocladas

con enfermedades genéticas defmlda proporclona dos dlferentes tipos de informacidn:
1) proporciona informacion acerca_ de

s,meca 'smos mutagenlcos que dan lugar a

camblos en la estructura 4‘3.'v porciona claves- de *las. alteraciones

estructurales de las proteinas :af ausan el fenotipo correspondiente.

Finalmente como se ha visto; un evante del estudio molecutar de

las alteraciones genéticas é,” el CA tectar paciemes que han heredado

un gen APC anormal, -y qli

esarrollo -de
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CONCLUSIONES




CONCLUSIONES

1. Para establecer Ias conducuones éptimas del método PCH ¥ SCP, que se utiliz6 en
Coel analisis de mutv C

iones del gen APC, fue necesario conocer y anallzar

Ios ‘factoAreﬁ que pa par 'en las propredades fi sicoqlmlcas y procesos de
amplificacion d '

d ‘y,‘seﬁsibmdad que

3. Con la estandanzacmn
el dlagnostlco molecular de z
; ademas del anah5|s mutaclonal del gen APC al anallsls de otros gengs
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