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1. RESUMEN

La Ataxia Telangiectasia es una entidad genética con patron de herencia
autosdmico recesivo, es considerada uno de los sindromes de inestabilidad
cromosOmica; se caracteriza por ataxia cerebelar progresiva,
inmunodeficiencia cetular y humoral, telangiectasias oculocutdneas e
hipersensibilidad a la radiacion jonizante con tendencia al cancer en al menos
un tercio de los afectados, leucemias y linfomas a edad temprana y tumores
solidos a mayor edad.

Tiene una frecuencia de afectados estimada de 1 en 30 a 100 mil nacidos
vivos, La frecuencia de heterocigotos es de 0.5%, en ellos se observa también
hipersensibilidad a la radiacion ionizante ¥ tendencia a presentar neoplasias
como céncer de mama, neuroblastomas y gliomas.

La protefna codificada por el gen ATM (Ataxia, Telangiectasia, Mutado),
responsable de la entidad cuando estd mutado, tiene funcién cinasa y
participa en el control del cico celular al parecer como sensor para la
reparacién de los rompimientos de doble cadena del DNA inducidos por
radiacién ionizante y radicales libres de oxigeno. También participa en la
reparacion de los rompimientos que pueden surgir durante el procesamiento
de genes para inmunoglobulinas y para receptores de linfocitos T asf como

en recombinacion meidtica,



El propésito del estudio es identificar portadores del gen afectado en familias
de la poblacién mexicana para realizar un asesoramiento genético més
adecuado, encaminado hacia la prevencién de una excesiva exposicién a
agentes mutagénicos como la racﬁacién ionizante que precipitaria en ellos la
aparicion de neoplasias, asi como hacia un seguimiento que permita la
deteccion temprana y oportuna de las mismas,

Para definir el estado de portador en los familiares de pacientes con ataxia
telangiectasia se utilizaron dos marcadores de tipo VINTR altamente
polimérficos (uno intragénico, localizado en un intxén y el otro a sélo un
centimorgan del extremo 3' del gen). Los fragmentos génicos fueron
amplificados por la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR} a partir de
DNA genémico y sometidos a electroforesis en geles de acrilamida para
definir el tamafio de los fragmentos.

Se estudiaron cuatro familias con al menos un afectado y de siete
heterocigotos probables se definié el estado de portador en dos, ¢l de no
portador en cuatro y en uno no fue posible hacerlo con estos dos marcadores.
Los marcadores de tipo VNTR utilizados en el presente estudio permiten
definir con alta precisién el estado de heterocigocidad en los familiares de

pacientes con Ataxia Telangiectasia.



2. ANTECEDENTES

La Ataxia-Telangiectasia {AT) es una entidad genética con patrén de herencia
autosémico recesivo, es considerada uno de los sindromes de inestabilidad
cromosdmica. Se caracteriza por: ataxia temprana y progresiva,
inmunodeficiencia celular y humoral, telangiectasias  oculocuténeas,
sensibilidad a la radiacion ionizante y riesgo de presentar neoplasias en
homocigotos y heterocigotos.!

Muestra efecto pleiotrépico y expresividad variable, existen formas clinicas
de menor severidad o de inicio tardfo. Tiene una frecuencia estimada de
homocigotos de 1 en 30 a 100 mil nacidos vivos.145

Las primeras manifestaciones de la enfermedad pueden aparecer entre el
primer y quinto aiios de vida y lo hacen indistintamente de manera
progresiva; presentan ataxia trumcal y posteriormente de extremidades,
apraxia oculomotora, facies inexpresiva, disartria, distonia y coreoatetosis;
alrededor de los ocho afios de edad presentan disminucién de los reflejos
osteotendinosos profundos y de la sensibilidad de fibras gruesas; hacia los 10
afios de edad los pacientes estdn confinados a una silla de ruedas para
prevenir serjas cafdas. Después de los 20 afios de edad desarrollan atrofia
muscular espinal progresiva afectando principalmente manos y pies con

contracturas de los dedos en flexién y en extensién. No presentan retraso



mental, sin embargo en pacientes de mayor edad se observa pérdida de la
memoria reciente. Tienen una sobrevida corta, frecuentemente mueren
durante la segunda década de vida. -7

Las telangiectasias son de forma linear y aparecen de los 2 a los 10 afios de
edad, sobre la conjuntiva bulbar, parpados, puente nasal, mejillas, pabellones
auriculares y menos frecuentemente sobre las fosas antecubital y poplitea; se
ha observado cabello gris entremezclado con el normal en nifios pequefios
afectados, especialmente si son de cabello obscuro, ast como hipertricosis en
un 10% de los casos. 1

Manifiestan en grado variable inmunodeficiencia celular (anergia, lento
rechazo al injerto) y humoral (ausencia o disminucién de los niveles de IgG2,
IgA e IgE); se observa hipoplasia del timo por diferenciacién anormal del
tejido linfoide. Existe alteracion en los receptores de linfocitos T.5.9

Se ha reportado Diabetes Mellitus observandose disminucion en namero y
afinidad de receptores para la insulina y se han detectado anticuerpos
antireceptor para esta hormona.}® 11

Se observan niveles altos de antigeno carcinoembrionario, cirrosis e
hipoplasia del higado con niveles altos de alfafetoproteina (AFP) en 95% de
los pacientes. Aunque la relacién precisa no se conoce, se sugiere aiteracién

en el receptor de AFP. 132



Un tercio de los pacientes con AT desarrellan alguna neoplasia durante su
vida, el 80% son linforreticulares, la mas frecuente es el Linfoma de Células
B, le sigue la Leucemia Linfocitica Cronica de células T; el 20% restante
incluye los tumores s6lidos y se presentan en pacientes de mayor edad. 1314
Los pacientes presentan hipogonadismo y esterilidad; se ha observado una
sinapsis cromos6mica anormal y subsecuente fragmentacién, deteniéndose la
meiosis en cigoteno y paquiteno de la profase I. En cultivos de linfocitos se ha
observado aberrante segregacion cromosémica. 524

Los linfocitos AT presentan blastogénesis defectuosa con resistencia a la
dosis normal de fitohemaglutinina por defecto en la sefalizacion de
citoplasma a niicleo, requiriendo doble dosis de la misma y 72 horas en
cultivo; en 10 a 15% de las metafases se observan acortamientos teloméricos,
inestabilidad cromosémica y un alto indice de mutaciones sométicas con
rompimientos y rearreglos cromosomicos, produciendo translocaciones e
inversiones de los cxomosomas 2, 7, 14 y 22, principalmente. Los sitios de
rompimiento corresponden a los loci donde se localizan genes miembros de
la superfamilia de inmunoglobulinas y genes que codifican para receptores
de células T.1. 1517

El gen responsable de la enfermedad es el gen ATM (Ataxia, Telangiectasia,
Mutado) localizado en 11q22-q23, 22 abarca 150 kilobases de DNA

gendmico, codifica un transcrito de 13 kilobases con 66 exones, tiene un



marco de lectura abierto de 9168 nuclestidos con empalme alternativo en e}
extremo 3'. El transcrito codifica una proteina con actividad de cinasa, que
consta de 3056 amino4cidos, con un peso molecular de 350 kilodaltones,
localizada en el niicleo y citoplasma. Se ha detectado mRNA del gen ATM en
todos los tejidos hasta ahora analizados. 21946

La funcién putativa del producto del gen ATM es la de interactuar como
sensor de los rompimientos de doble cadena del DNA, activando mediante
fosforilacién a productos génicos que participan en la cascada de reparacién.
Los dobles rompimientos del DNA pueden surgir enr el procesamiento de
genes para inmunoglobulinas y receptores de células T, en recombinacién
meibtica y mitdtica, en dafio oxidativo por radicales libres de oxigeno y
posterior a exposicién a radiacién ionizante o a radiomiméticos. 232627

En células AT se ha observado estrés oxidativo crénico con dafio a
macromoléculas como DNA, proteinas y lipidos; el neurotransmisor 6xido
nitrico producido en grandes cantidades alrededor de las células de Purkinje
explicarfa la degeneracion e hipoplasia del vermis cerebelar que se ha
observado en estudios postmoértem. 7253435

Se sugiere que ATM interviene en la perpetuacion ‘telomérica. Los
fibroblastos AT muestran senescencia posterior a un namero limitado de

ciclos celulares, asf como fusién y acortamiento teloméricos con actividad



telomerasa normal, provocande la formacién de anillos y cromosomas
dicéntricos. %29

Se ha observado induccién deficiente de pb3 posterior a radiacion ionizante
en fibroblastos AT, progresando el ciclo celular a pesar del dafio al DNA.
Durante Ia replicacion la proteina RPA (proteina A de la replicacién) también
llamada hSSB (proteina de unién a la hebra sencilla de DNA)} mantiene
separadas ambas cadenas de DNA, normalmente ATM fosforila a la
subunidad P34 de RPA deteniendo la replicacién en caso de dafio al genoma

(ver fig. 1). En células de pacientes AT se observa una lenta fosforilacién de

dicha subunidad ocasionando una sintesis de DN A radiorresistente 3033

Figura 1: Funcién de la proteina ATM en la reparacién de los rompimientos
de ambas cadenas del DNA ocasionado por agentes genotoxicos y
durante el procesamiento de genes de Ig y de receptores de linfocitos
T. Las flechas indican induccién, mientras que la linea truncada indica
inhibicién. ATM=proteina del gen mutado en ataxia telangiectasia,
p21= protefna inducida por p53 y que inhibe la progresién del ciclo
celular, GADD45=preducto del gen GADD45 asociado a reparacién
del DNA, RPA= proteina A de la replicacién.



El estudio molecular del gen ATM en pacientes con ataxia telangiectasia ha
revelado que la gran mayoria de ellos son heterocigotos compuestos, esto es,
ambos genes anormales tienen mutaciones diferentes (lo que explicaria la
expresion variable en la entidad), ademas el 75% de ellas crean un codén de
terminacién prematuro que rompe el marco de lectura del transcrito del gen,
originando una proteina truncada. 3638

Se ha observado pérdida de heterocigocidad de la regién 11g22-23 en el 47%
de los tumores primarios de mama y de pulmén, lo que sugiere al gen ATM
como un probable gen tumor supresor, 3%41

El diagnéstico de la enfermedad antes de la aparicion de las telangiectasias
resulta dificil; en pacientes con sospecha de la enfermedad el estudio de
gabinete mas adecuado es Ja Resonancia Magnética, ya que la Tomograffa
Axial Computada podria causar mutaciones sométicas que condicionarfan la
aparicion de neoplasias 142

La frecuencia de heterocigotos es alta (0.5%), el riesgo de cancer en ellos es
mayor que en los no portadores, siendo de 2.3 para el varén y de 3.9 para la
mujer. Las neoplasias mas frecuentemente asociadas en portadores son
cancer de mama, neuroblastomas y gliomas. ¥ Los estudios radiologicos
como mamograffas, asi como las dosis convencionales utilizadas en
radioterapia, podrfan ocasionar dafios variables en el genoma de los

heterocigotos y acelerar el desarrollo de neoplasias 614
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Las diversas pruebas disponibles para detectar heterocigotos como Ia prueba
de micronticleos en células exfoliativas de mucosa oral y los ensayos de
radiacion en linfocitos y fibroblastos, no precisan con exactitud la condicién

de heterocigocidad.3240

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Los métodos hasta ahoras empleados para la deteccion de heterocigotos no
precisan con exactitud la condicién de heterocigocidad.
Debido a que los heterocigotos presentan un alto riesgo de desarrollar
neoplasias respecto a la poblacién no afectada, es necesario identificarlos
para en forma oportuna detectar posibles neoplasias y para prevenir en ellos
una excesiva exposicién a la radiacién ionizante que precipitaria en ellos la
aparicion de las mismas.
Las técnicas moleculares para identificar heterocigotos en Ataxia
Telangiectasia no han sido aun aplicadas en familias de la poblacién
mexicana.

4. HIPOTESIS

La aplicacién de diversas metodologias moleculares como el uso de
marcadores altamente polimérficos (VNTR) dentro y fuera del gen ATM
permite identificar heterocigotos en més del 80% de los probables

heterocigotos.
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heterocigotos.
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5. JUSTIFICACION

La definicién de heterocigocidad para esta enfermedad es de suma
importancia para prevenir serios efectos posteriores a la radiacién. Dado que
las técnicas hasta ahora empleadas para la deteccion de portadores no
precisan con exactitud la condicién de heterocigocidad, es necesario recurrir
al diagnostico molecular con marcadores genéticos altamente polimérficos
en los familiares de pacientes con ataxia telangiectasia, lo que permitira

realizar un adecuado asesoramiento genético a los heterocigotos.

6. OBJETIVOS GENERALES

Identificar heterocigotos mediante el uso de marcadores de tipo VNTR en los

familiares de primer grado de los pacientes estudiados.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

Diagnosticar desde el punto de vista clinico a pacientes afectados por AT.
Identificar mediante los marcadores D1152179, y D2151778 a los
heterocigotos en las familias estudiadas.

Proporcionar asesoramiento genético a las familias estudiadas y seguimiento

a los heterocigotos identificados.
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8. METODOS
8.1 Obtencion de la Muestra.
Bajo previo consentimiento de los padres {firma de carta de consentimiento
descrifa en anexo 1), se obtuvieron de 5-6 mililitros de sangre periférica del
caso indice, sus padres y hermanos pertenecientes a 4 familias mexicanas con
al menos un hijo afectado con Ataxia-Telangiectasia, diagnosticadas en CMN
Siglo XXi y La Raza, IMSS. Los padres y abuelos de cada familia analizada
son mexicanos por nacimiento.
8.2 Aislamiento del DNA Genémico Humano.
Mediante el método descrito en 1992 por Kempter # se obtuve DNA
genomico, a partir de sangre periférica de los miembros de las cuatro familias
analizadas.
A 6 mi de sangre periférica se agregaron 1.25ml de EDTA al 0.5% (pH 7.6)
como anticoagulante, se dividio la muestra en dos y se centrifugaron a 3000
rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, a partir de aqui las
muestras se trabajaron de manera independiente y en forma idéntica. Se tomé
con una pipeta Pasteur la capa de leucocitos (capa blanca) de Ia superficie del
paquete (interfase), sin importar que hubiera eritrocitos contaminantes, esta
fase se pasé a un tubo limpio y esterilizado (Corex o Falcon), se agregaron a
cada tubo de 30 a 40 ml del amortiguador para lisis de eritrocitos RCLB (Tris-

HCl 10mM pH 7.6, cloruro de magnesio 5mM y cloruro de sodio 10mM); el
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tubo se cubri6 con parafilm, se agité fuertemente y se centrifugé a 3000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente, se eliminé el sobrenadante
cuidando de no perder la pastilla de leucocitos, se repiti6 este paso 2 veces o
hasta tener una pastilla de leucocitos blanca.

Se resuspendi6 la pastilla de leucocitos en 886 ul de NaCl 5mM, se agit6
fuertemente con pipeta Gilson y la muestra se pasé a un tubo eppendorff
esterilizado. Se agregaron a la muestra 46 ul de SDS al 10% y 308 ul de NaCl
saturado, agitando fuertemente en cada paso con el fin de lisar las células.
Posteriormente la mezcla se centrifugdé a 15000 rpm por 15 minutos para
remover las proteinas precipitadas en la soluci6n, se tomo6 el sobrenadante y
se pasd a 2 tubos Eppendorff, se le realizaron dos extracciones fenélicas
(fenol:cloroformoiisoamilico 25:24:1). El DNA, presente en la fase acuosa, se
precipito con 1 volumen de isopropanol a 4°C; tras centrifugar a 10000 rpm 10
minutos y decantar el sobrenadante se obtuvo la pastilla de DNA que se lavo
con etanol al 70% en 2 ocasiones, la pastilla de DNA se secé a temnperatura
ambiente y se resuspendid en 500 ul de agua desionizada esterilizada. Se
separé en alicuotas y se almacenaron a -20°C hasta su andlisis.

Para determinar la concentracién y el grado de pureza del DNA se
resuspendieron 4 ul del DNA en 400 u] de agua destilada en una celdiila de
cuarzo y se determiné la densidad 6ptica en un espectrofotémetro a 260 y 280

nanémetros. Considerando que una densidad éptica de DNA bicatenario es
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igual a 50 ug/ml, se calculé la concentracién del DNA de cada individuo.
Para establecer el grado de pureza de la solucién de DNA se determiné el
cociente 260/ 280.

8.3 Electroforesis en geles de agarosa ai 1%.%

Para estimar la integridad del DNA aislado, asi como de los productos
amplificados por PCR, se preparé un gel de agarosa al 1% en solucién
amortiguadora TBE 1X (Tris-base 89mM, 4cido bérico 89mM y EDTA). La
solucion se disolvié mediante calentamiento en horno de microondas por un
minuto y se dejé enfriar en bafio Maria hasta que las burbujas salieran de la
solucién. A esta solucién de agarosa se le agregaron 2.5ul de bromuro de
etidio (a una concentracién de Img/ml) y fue vertida en un carro de cdmara
de electroforesis, colocandose uno o dos peines para tener 10 6 20 pozos. El
gel se mantuvo 30 minutos a 4° C hasta solidificar, se retiraron los peines
cuidadosamente y se colocé el carro en la camara de electroforesis con 300
mililitros de buffer TBE 1X. De cada alficuota de DNA se mezclé un
microlitro con 2 ul de colorante de corrida (azul de bromofenol 0.1%, cianol
xileno 0.1% y EDTA 10mM). En el caso de los productos de PCR de cada
alicuota se tomaron Sul y se mezclaron con 2.5 ul de colorante de corrida. La
mezcla se colocé cuidadosamente en un pozo del gel y se corrié durante 50

minutos a 100 volts. Una vez terminada la electroforesis el gel se observo a
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través de un transiluminador de onda corta (260 nm) y se obtuve una
fotografia con el sistema de Imagen Digital [S-1000 .

8.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% . 47

Previamente lavados con Dextran y secados vidrios, peine y separadores se
les bafié con Etanol absoluto y se secaron nuevamente, se aplicé Sigmacot a
uno de los vidrios y se colocaron los separadores entre ambos vidrios
sujetandolos con pinzas, la parte inferior fue sellada con tela adhesiva.

En un vaso de precipitado de 100 mililitros se mezclaron: 10 mi de acrilamida
al 40%, 10 m} de TBE 1X (0.089 M Tris-borato y 0.08% M 4cido bérico) y 30 ml
de agua desionizada, se agit6 la sclucién y se afiadieron 400 ul de persulfato
de amonio al 10% y 30 ul de TEMED (N,N,N’,-tetrametiletilendiamina). La
solucién se deposité rapidamente cuidando de que no se formaran burbujas y
se colocéd un peine de 15 espacios. Una vez polimerizada la acrilarnida, se
retir cuidadosamente el peine y la cinta adhesiva de la parte inferior y se
colocé en la camara sujetando con pinzas, se llend de buffer TBE 1X
verificando que no hubiera fuga del mismo y se lavaron los pozos, se
tomaron 8 ul de los productos de amplificacién y se mezclaron con 4 ul de
colorante de corrida depositdndose en cada uno de los pozos, se mezcld
también 0.4 ul de marcador de peso molecular (escalera de 50 6 123 pb)
(Gibco- BRL) con 3.5 ul de colorante de corrida, como control se puso una

alicuota de un tubo con todos los componentes de la reaccién de PCR a
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excepcion de DNA. Se corri6 durante 4 horas y media a 150 volts v al
terminar  la electroforesis se desarmé cuidadosamente el sistema
sumergiendo el gel en un recipiente con una solucién de 0.5mg/mil de
bromuro de etidio durante 5 minutos. EI gel se colocé en un transiluminador
de luz ultravioleta y se le tomé fotograffa mediante el sistema de Imagen
Digttal IS-1000 de Alpha Innotech Corporation.

8.5 Amplificacién del DNA por la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR)s.

Se amplificaron 100 nanogramos de DNA genémico de cada uno de los
miembros de las familias estudiadas, utilizando los marcadores de tipo VNTR
D1132179 y D1151778, el primero contenido en el intrén 34 y el segundo a un
centimorgan (cM) del extremo 3' del gen ATM 4445

La secuencia de los oligonuclestidos y los productos de amplificacién de los 2
marcadores estdn descritos a continuacion.

Oligonuctedtidos del marcador D1152179.
S-TAGGCAATACAGCAAGACCCTG-3'
S-GCACTGGAATACGATTCTAGCAC-3'

El marcador amplifica un repetido dinucleotidico de CA(n) y los fragmentos
varfan de 130 a 144 pb.

Oligonucledtidos del marcador D1151778.

5-TAACCTGCTACACAGTGTCGTT-3'
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5-GCTTCAGCAGAGAAGCCAT-3

El marcador amplifica un repetido dinucleotidico de CA(y) v los fragmentos
varfan de 138 a 160pb.

La reaccibn de PCR se llevd a cabo utilizando 25 ul de solucién
amortiguadora Cetus 10x (Tris-HCl pH 8.3 100mM, KCI 500mM), 1.5 mM de
cloruro de magnesio, 0.2 mM de cada oligonucle6tido, 25pmol de cada dNTP,
5% de DMSO, 2.5 unidades de Taq polimerasa (Gibco-BRL), en un volumen
final de 25ul.

La amplificacién se realizé en un termociclador PTC-100 (M] Research Inc)
bajo las siguientes condiciones:

Para el marcador D1152179: desnaturalizacion inicial a 96°C durante 10
minutos, seguida de 30 ciclos de 96°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos,
70°C por 30 segundos y posteriormente una extensién final a 70°C por 10
minutos,

Para el marcador 11151778: desnaturalizacién inicial 96°C durante 5 minutos,
seguida de 30 ciclos de 96°C por 30 segundos, 56.5°C por 30 segundos, 72°C
por 30 segundos y posteriormente una extensién final a 72°C durante 5
minutos.

En la reaccién se incluy6 como control un tubo con los mismos reactivos pero
sin DNA. Los preductos de amplificacién fueron sometidos a electroforesis

en geles de agarosa al 1% para verificar Ja presencia de los mismos y
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posteriormente en geles de poliacrilamida al 12% para definir el tamafio de
los fragmentos.

9. RESULTADOS

Se obtuvo DNA de 18 individuos, pertenecientes a cada una de las cuatro
familias estudiadas, el método de extraccién fue adecuado, la concentracién
obtenida fue entre 200 y 300 ng/ul y como podemos observar en la Figura 2 el

DNA de cada individuo no presenta degradacion.

1 2 3 4 5 6 7 8 910D
ey

11212 14 15 161 18 19 20

Figura 2. DNA gendmico de individuos afectados por Ataxia Telangiectasia y
sus familiares, as{ como de dos individuos no relacionados utilizados
como control. Un microlitro de DNA de cada uno de los individuos se
someti¢ a electroforesis en geles de agarosa, como se describe en
material y métodos.
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sus familiares, asf como de dos individuos no relacionados utilizados
como control. Un microlitro de DNA de cada uno de los individuos se
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material y métodos,
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En la Figura 3 podemos observar que el tamafio de los amplificados es

conforme al esperado; se procedi6 asi a la amplificacion del DNA del

resto de los individuos de las familias estudiadas.

M1 22 45&67 2 9

123rE B

123pB

Figura 3. Amplificacién del marcador D1152179. El DNA genémico de
cada individuo fue amplificado como se comenta en métodos.
Observamos algunos de los productos amplificados sometidos a
electroforesis en geles de agarosa al 1%. M= marcador de peso
molecular, escalera de 123 pb.
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Familia 1 (Figs. 4 y 5). Ambos padres (heterocigotos obligados) en edad apta
para la concepcién, no refieren consanguinidad ni endogamia. El propésito
de 10 afios de edad inici6 con sintomatologia neurolégica progresiva desde
los 2 afios de edad, deambula solamente con ayuda, las telangiectasias
oculocuténeas aparecieron a los 3 y medio afios de edad y desde entonces
manifiesta infecciones respiratorias de repeticién, el diagnéstico se apoy6 con
determinacién de niveles bajos de IgG e IgA y elevacién de alfafetoproteina
en ¢l suero del afectado. Tiene un hermano de 15 afios de edad quien no
presenta sintomatologia neurolégica, telangiectasias ni mayor susceptibilidad
2 infecciones,

En la Figura 4 (pag. 20) se muestran los productos de la amplificacion del
marcador D1152179 de esta familia en un gel de acrilamida. Ambos padzes (I-
1, I-2) son heterocigotos con alelos idénticos. El hijo afectado (II-2) es
homocigoto respecto al marcador (esto es, tiene dos alelos idénticos) y son los
alelos que estdn segregando con los genes anormales de los padres (los que
en este <aso avanzan mencs en el gel por temer un mayor nimero de
repetidos CA), mientras que ¢l hijo sano (II-1) fue homocigoto para los alelos
con menor numero de repetidos CA (los que avanzaron més en el gel), por lo
anterior el individuo II-1 es no portador. Igualmente en la Figura 5 (pag. 21)
se muestran los productos de la amplificacién del marcador D1151778, y en

ella podemos observar que ambos padres son heterocigotos para el marcador
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(esto es, tienen dos alelos distintos), idénticos entre ellos, que el hijo
sano (homocigoto para el marcador por tener sus dos alelos idénticos)
ha heredado los alelos que segregan con el gen normal (en este caso los
que avanzan mayor distancia por tener un menor mimero de
repetidos) y que el hijo afectado (también homocigoto para el marcador,
esto es, con dos alelos idénticos) ha heredado los alelos con mayor
nimero de ellos y que avanzaron menos en el gel, estos alelos segregan

con el gen anormal,

Fig. 4. Determinacién de portadores en la Fam. 1 con el marcador
D1152179. El DNA genomico de cada individuo fue amplificado
mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) como se
comenta en métodos. Observamos los productos de la
amplificacion sometidos a electroforesis en geles de Acrilamida al
12%. M= marcador de peso molecular, escalera de 50 pb. Ver
texto en pag. 19,
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Fig. 5. Determinacién de portadores en la Fam. 1 con el marcador D1151778. El
DNA gendmico de cada individuo fue amplificado mediante la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) como se comenta en métodos. Observamos
los productos de la amplificacién sometidos a electroforesis en geles de

Acrilamida al 12%. M= marcador de peso molecular, escalera de 123 pb. Ver
textoen pag. 19y 20.
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Famitia 2 (Figs. 6 y 7). Padre fallecido hace 10 afios por alcoholisme crénico y
Cirrosis Hepética; la madre (heterocigota obligada) niega consanguinidad o
endogamia. La descendencia con tres afectados (Hi-1, I1-2 y [I-3), el mayor (fi-
1) fallecido a los 2 afios de edad por complicaciones respiratorias, Ia hermana
(1i-2} falleci6 a los 22 afios de edad por la misma causa, el propésito (I1-3) de
24 anos de edad que inici6 sintomatologia neurolégica progresiva alos 2 y
medio afios de edad, con telangiectasias oculocutaneas desde los 4 afios de
edad, e infecciones respiratorias de repeticién desde los 2 afios de edad,
imposibilitado para la deambulacién desde los 12 afios de edad, com
antecedente de osteoma en mano izquierda a los 17 afios, tiene
determinaciones bajas de IgG, IgA e IgE asi como niveles altos de
Alfafetoproteina en suero. El hermano sano (II-4) tiene 19 afios de edad y no
presenta sintomatologia neurolégica, telangiectasias o mayor susceptibilidad
a infecciones.

En Ia Figura 6 (pig 23) se muestran los productos de amplificacion del
marcador D1152179 de esta familia en un gel de acrilamida. Se observa que el
hermano sano (II4) comparte uno de sus dos alelos con uno de los dos alelos
de la madre (I-2} y del hijo afectado{II-3), en quienes sus dos alelos son
idénticos (homocigotos para el marcador), el alelo que no comparte con ellos
estd segregando con el gen normal del padre (I-1) pues no lo tiene el

propoésito, el otro alelo (heredado de la madre) podria corresponder ya sea al
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alelo que segrega con el gen normal o al que segrega con el gen anormal.
En la Figura 7 (p4g. 24) se muestran los productos Jde amplificacion del
marcador D1151778 en donde se observa que tampoco es informativo,
el hijo sano ([1-4) comparte uno de sus alelos con ¢! del hijo enfermo (I1-
3) y con la madre (I-2), quienes tienen un solo alelo, sin poder definir
cual de los dos alelos de la madre es el gue ha heredado, si el que
segrega con el gen normal o el que lo hace con ¢l gen anormal. Por lo
anterior no fue posible definir el estado de portador del individuo -4

con ninguno de los dos marcadores.

3
o

: 4@
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Fig. 6. Determinacién de portadores en la Fam. 2 con el marc_:ador
D1152179. El DNA gen6mico de cada individuo fue amplificado
mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) como se
comenta en métodos. Observamnos los productos de la
amplificacién sometidos a electroforesis en geles de Acrilamida al
12%. M= marcador de peso molecular, escalera de 123 pb. Ver
texto en pag. 22.
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Fig. 7. Determinacién de portadores en la Fam 2 con el marcador
D1151778. El DNA genémico de cada individuo fue amplificado
mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) como se
comenta en métodos. Observamos los productos de la
amplificacién sometidos a electroforesis en geles de Acrilamida al
12%. M= marcador de peso molecular, escalera de 123 pb. Ver

texto en pag. 23.
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Familia 3 (Fig. 8). Padres (heterocigotos obligados) en edad apta para la
reproduccion, niegan consanguinidad o endogamia. Tienen 5 hijos, todos
varones, el propésito es el mayor de ellos, de 10 afios de edad, quien inicié
sintomatologfa neurolégica progresiva a los 5 afios de edad y telangiectasias
oculocutdneas ocho meses después, infecciones respiratorias frecuentes desde
los 5 y medio afios de edad, niveles bajos de IgG e IgA y niveles altos de
Alfafetoproteina en suero , deambula s6lo con ayuda. Ninguno de sus cuatro
hermanos presenta sintomas neurolégicos, telangiectasias ni mayor
susceptibilidad a infecciones.

En la Figura 8 (pag. 26) se muestran los productos de la amplificacién del
marcador D1152179 de esta familia en un gel de acrilamida.. Ambos padres
(I-1, I-2) comparten un alelo y son los que el propésito (II-1) heredé (los que
segregan con los genes anormales de los padres), los individuos
asintomaticos II-2 y el II-4 comparten uno de sus alelos con el propésito, por
lo que son portadores. Ya que los individuos asintomaticos II-3 y II-5 no
comparten ninguno de sus dos alelos con el propésito, no sen portadores. Por
otra parte todos los miembros de la familia resultaron homocigotos para el
marcador D1151778 por lo que no fue informativo en esta familia (dato no

mostrado).
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Fig.8. Determinacién de heterocigotos en la Fam. 3 con el marcador
D11S2179. El DNA genémico de cada individuo fue amplificado
mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR} como se
comenta en métodos. Observamos los productos de la
amplificacion sometidos a electroforesis en geles de Acrilamida al
12%. M= marcador de peso molecular, escalera de 123 pb. Ver
texto en pég. 25.
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Familia 4 (Figs. 9 y 10). Padres (heterocigotos obligados) en edad apta para la
reproduccién, niegan consanguinidad, hay antecedente de endogamia. La
propésita (Il-1) de 16 afios de edad, inici6 sintomatologia neurolégica
progresiva a los 3 afios de edad, las telangiectasias oculocutineas aparecieron
a los 4 y medio afios de edad, con cuadros repetitivos de infecciones
respiratorias desde los 3 afios de edad, aun deambula con ayuda, se
determinaron niveles bajos de IgG, IgA e IgE y niveles altos de
alfafetoproteina en suero. El hermano sano (II-2) tiene 14 afios de edad no
presenta sintomas neurol6gicos, telangiectasias ni mayor susceptibilidad a

infecciones.

En la Figura 9 (pag. 28) se muestran los productos de la amplificacién del
marcador D1152179 de esta familia en un gel de acrilamida. Ambos padres (I-
1, 1-2) fueron heterocigotos presentando ambos alelos en comuin. La hija
afectada (I[-1) hered6 los alelos que segregan con la enfermedad (en este caso
los que se avanzaron menos en el gel por tener un mayor nimero de
repetidos CA), mientras que el hijo sano (1I-2) hered6 los alelos no
relacionados con la enfermedad (los que se alejan mas en el gel por tener un
menor nimero de repetidos) por Io que se define como no portador.
Asimismo en la Figura 10 (pdg. 29) se muestran los productos de la

amplificacion del marcador D1151778 y podemos observar que ambos padres
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son heterocigotos con alelos idénticos y que ambos hijos son
homocigotos, ia hija enferma (II-1) ha heredado en esta caso los alelos
que avanzaron més en el gel (por tener un menor nimero de repetidos
CA), mientras que el hijo sano (II-2) heredé los que avanzaron menos

(alelos con mayor niimero de repetidos).
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Fig. 9. Determinacién de heterocigotos en la Fam. 4 con el marcador
D1152179. El DNA genémico de cada individuo fue amplificado
mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) como se
comenta en métodos. Observamos los productos de la
amplificacion sometidos a electroforesis en geles de Acrilamida al
12%. M= marcador de peso molecular, escalera de 123 pb. Ver
texto en pag. 27.
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Fig.10. Determinacién de heterocigotos en la Fam. 4 con el marcador
D1151778. El DNA genémico de cada individuo fue amplificado
mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) como se
comenta en métodos. Observamos los productos de la
amplificacién sometidos a electroforesis en geles de Acrilamida al
12%. M= marcador de peso molecular, escalera de 123 pb. Ver

texto en pag. 27 y 28.

123ph

ESTA TESIS ®9 negE
SAUR OE LA wiswigTEG



30

10. DISCUSION:

El definir con precisién el estado de heterocigocidad en los familiares de estos
pacientes es de gran importancia ya que los heterocigotos presentan hipersensibilidad
a la radiacion jonizante y un riesgo elevado de presentar cdncer; es por esto que, una
vez diagnosticados los heterocigotos, el asesoramiento genético va encaminado tanto
a la prevencion de una excesiva exposicion a la radiacion ionizante que causaria dafio
al genoma vy precipitaria la aparicién de neoplasias, como hacia un seguimiento para
Ia deteccién temprana y oportuna de ellas en estos individuos.

Los marcadores de tipo VINTR utilizados en el presente estudio permiten definir con
alta precisién el estado de heterocigocidad en los familiares de pacientes con Ataxia
Telangiectasia.

Estos marcadores fueron elegidos debido al alto porcentaje de heterocigocidad en el
nimero de repetidos CA que se han encontrado en individuos estudiados en otros
pafses (0.722 para D11S2179 y 0.845 para D1151778) 44; por otra parte la localizacién
con respecto al gen fue muy importante para la eleccién de ellos, en el caso del
marcador D1152179 se encuentra en el intrén 34 y en el caso del marcador D1151778
se encuentra a 1cM del extremo 3' del gen lo que significa que de cada 100 eventos de
recombinacién meidtica solo hay una posibilidad de que no segregue junto con el
gen.

En las cuatro familias analizadas, se estudiaron siete heterocigotos probables

definiendo el estado de portador en dos, el de no portador en cuatro y en uno no fue
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posible hacerlo con estos dos marcadores. En este 1iltimo caso { familia 2, compuesta
solamente por la madre, el hijo enfermo y el hijo sano), en que no fue posible definir
el estado de heterocigocidad mediante el uso de estos dos marcadores, se podria
realizar la prueba de proteina truncada tomando en cuenta que en més del 75% de los
casos se han encontrado mutaciones que generan un codén de paro y producen

proteinas truncadas, 3638
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12. ANEXO 1

INSTITUTO MEXICANQ DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
HOSPITAL DE PEDIATRIA
UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN GENETICA HUMANA

Por medio de la presente dono una muestra de sangre periférica para el Banco de
INA de la Unidad de Investigacién Médica en Genética Humana, aceptando formar
arte del proyecto “ESTUDIO GENETICO DEL GEN AFECTADO EN ATAXIA
ELANGIECTASIA,DETECCION DE HETEROCIGOTOS Y ASESORAMIENTO
ENETICO” (la informacién de los resultados obtenidos sera confidencial y se har4 a
avés del personal médico de la Unidad delnvestigacién Médica en Genética Humana y
| hecho de no participar en el estudio no excluira a los pacientes de la debida atencién
e la enfermedad).

ECHA:

JOMBRE DEL PACIENTE:

EGISTRO:

[RMA:

'OMBRE DEL FAMILIAR:

[RMA:

ARENTESCO:

IRECCION:

TELEFONO:




