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RESUMEN |

El retinoblastoma (RB) es una neoplasia maligna de origen embrionario con
una incidencia de 1 en 20,000 nacidos vivos; 40% de los casos son hereditarios y
manifiestan el tumor de manera bilateral, el 60% no son hereditarios y
generalmente presentan el tumor de manera unilateral, cerca del 15% de los
casos hereditarios también presentan el tumor de manera unilateral lo cual
representa un problema cuando se pretende realizar un diagnostico clinico que
permita diferenciar entre la forma unilateral hereditaria y la no-hereditaria. Esta
neoplasia se hereda con un patrén autosémico dominante y una penetrancia del
90%.

El gen del retinoblastoma (RB-1) se localiza en el brazo largo del
cromosoma 13, contiene 27 exones y codifica para la fosfoproteina pRB110 que
participa en la regulacion negativa del ciclo, de tal manera que su inactivacién es
respansable en la mayoria de los casos de! desarrollo del tumor. A nivel molecular
el gen RB-1 funciona como un supresor de tumores, se han descrito mutaciones
en la secuencia de la regién promotora que inhiben fa expresién del mismo, por lo
tanto cualquier alteracion en ésta regidn suprime la sintesis de la proteina pRB110
lo que dispara el mecanismo que conduce al desarrollo del tumor.

Por lo antes expuesto es imprescindible caracterizar la region promotora de
pacientes con diagnostico clinico e histopatoldgico de RB, lo cual permitira
establecer estrategias encaminadas a un manejo preventivo y un asesoramiento
genetico de certeza de pacientes afectados y a familiares de 1er grado.

E! objetivo general de este trabajo fue analizar la regién promotora del gen
RB-1mediante técnicas de biologia molecular. Para ello se creo un banco de DNA
de sangre periférica de 50 pacientes con diagnéstico clinico e histopatolégico de
retinoblastoma. Se estandarizaron y aplicaron las metodologitas moleculares como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el analisis del polimorfismo
conformacional de cadenas sencilla de DNA (SSCP) que permiten detectar
mutaciones en el genoma dei orden de una y hasta 1000 pb.

De los 50 pacientes estudiados en ninguno se encentraron mutaciones en
la regién promotora del gen RB1, esto permite suponer entonces que existen otro
tipo de factores que favorecen el desarrollo del tumer debido a la nula o baja
expresidn de la proteina pRB110; existen evidencias experimentales que sugieren
otros factores tales como : a) la metilacion en las islas CpG de la regidn
promotora, b) la presencia de proteinas que interfieren con la fosforifacion y
desfosforilacién de la proteina pRB110 durante el ciclo celular y ¢) moléculas que
inhiben la actividad del factor de transcripcién E2F y que pueden participar en la
etiologia de esta enfermedad. )
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. RETINOBLASTOMA

E! retinoblastoma es un tumor maligno de la infancia que puede ser letal, se
presenta generalmente antes de los cinco afios de edad, se transmite con un
patrén de herencia autosémico dominante y una penetrancia del 90%. Tiene una
frecuencia a nivel mundial de 1 en 20,000 recién nacidos vivos (Blanquet, et al,

1991, 1994).

Clinicamente el tumor se identifica principalmente por la presencia de
leucocoria, y en menor proporcidén por estrabismo y signos inflamatorios oculares.
Existen dos formas de la enfermedad hereditario y no hereditario, e! 40% de los
casos son hereditarios y el 80 % no son hereditarios, la forma hereditaria se
caracteriza por que la enfermedad se manifiesta antes del primer afio de edad y
por presentar el tumor de manera bilateral, mientras que la no hereditaria se
identifica por que ia enfermedad se evidencia después del primer afio de edad vy
el tumor se presenta generalmente de manera unilateral. No abstante del 10 al
15% de los casos con la forma hereditaria también presentan el tumor de manera

unilateral { Diaz, etal, 1992} (Tabla 1).

De acuerdo con un analisis del retinoblastoma, Knudsen (1971, 1996)
demostrd que éste es un cancer causado por dos eventos mutacionales, como
resultado de los cuales ambos alelos del gen responsables del RB se inactivan y

conducen al desarrollo del tumor (Figura 1). En el RB hereditario la inactivacién




del primer alelo ocurre en las células germinales mientras que la inactivacion del

segundo alefo se presenta sélo en las células de la retina; en el RB no hereditario

ambas mutaciones ocurren exclusivamente en las células de la retina.

Dado que las mutaciones en el segundo alelo pueden ocurrir en distintas

células de manera independiente, aguellos individuos con RB hereditario

generalmente presentan tumores mulliples en un sélo ojo, mientras que en la

forma no hereditaria cominmente se observa un solo tumor en el ojo afectado

{Thoney, 1996; L.ohmann, 1994, 1997).

YVVYVYYY
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HEREDITARIO

40 % casos

Inicio temprano (<1 ano).
Bilateral (85 — 90 %).
Unilateral (10 — 15 %).
Progenie afectada.

Alto riesgo a desarrollar
otras neoplasias.

ALTERACIONES GENETICAS:

Mutactones puntuales
Grandes deleciones
Translocaciones.

vV Y

vV v

NO HEREDITARIO

60 % casos
Inicio tardio (=1 afo).
Unilateral (100 %).

Progenie normai.
Sin riesgo a desarrollar
otras neoplasias.

ALTERACIONES GENETICAS:

Y VY

Mutaciones puntuales
Grandes deleciones
Translocaciones.
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Figura 1.- Ley de Knudson

De acuerdo a esta ley, el retinoblastoma es causado por la inactivacion de ambos alefos del
gen RB1; A) en Ia forma hereditaria, el 1er. alelo se inactiva en las células germinates y el
20. alelo se inactiva en las células de la retina; B) en la forma no hereditaria los dos alelos

se inactivan dnicamente en las células de ta retina. (Knudson, 1971)
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El primer evento mutacional: la mutacién que predispone al RB.

De acuerdo con Knudson (1871) el retinoblastoma hereditario se origina a
partir de una mutacioén a nivel germinal que puede presentarse como una mutacion
de novo o ser heredada de uno de los progenitores. Cerca del 95% de las

mutaciones germinales son de tipo puntual.

El segundo evento mutacional: la mutacién que dispara el proceso
tumorigénico.

Una vez que el primer evento mutacional ha ocurrido, la célula se hace
heterocigotica por contener dos copias del mismo alelo rb, uno nomal y otro
mutado (rb/rb-). Cuando el segundo evento ocurre la célula se hace homocigética
(rb-/rb-) para-la predisposicion a desarrollar el tumor, esto da lugar a un fenémeno
denominado pérdida de heterocigocidad, que fisioldgicamente se traduce en
pérdida de la funcion del gen RB1, mecanismo necesario para el desarrollo del

tumor (Weinber, 1991; Naumova y Sapienza, 1994).

» Pérdida de heterocigocidad.

Actualmente se conocen diferentes mecanismos que a nivel celular causan

la perdida de heterocigocidad (LOH) (Gallie y Joremy, 1990):

12
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» Pérdida de un cromosoma.

En este proceso la célula es portadora de un cromosoma 13 normal y su
homologe es portador de una mutacion; debido a un error en el ciclo de division
celular el cromosoma normal se pierde y la célula adquiere la condicién de
hemicigocidad al quedar con un solo alelo del cromosoma 13 el cual es portador

de la mutacién.

» Pérdida de un cromosoma y reduplicacion de! cromosoma

restante.

De la misma manera que en el punto anterior el cromosoma normal se
pierde y el cromosoma mutado se reduplica de tal manera que la cé&lula adquiere

la homocigocidad del alelo mutado.

> Recombinacion mitética.

Este proceso puede ocurrir entre un cromosoma normal ¥y su homologo
portador del gen mutado después de ser segregados puede dar lugar a una célula
que conserva su heterocigocidad hasta los loci proximales al punto de
fecombinacion, pero adquiere la condicién de homocigocidad en los loci distales al

punto de recombinacién.

13



> Mutaciones de tipo puntual.
En condiciones de heterocigocidad basta con que el cromosoma normal
sufra alguna mutacion en el loci homologo al del cromosoma mutado para causar
la pérdida de heterocigocidad y la homocigocidad resultante dara lugar a una

célula con potencial suficiente para desencadenar e! desarrollo del tumor.

Muchos de estos mecanismos han sido confirmados mediante el analisis de
fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLP) usando marcadores que
flanquean al gen RB1 por ejemplo; en aquellos casos en que la condicion de
heterocigocidad para diferentes marcadores se ha confiimado en tejidos
somaticos normales, se ha visto que el tejido tumoral se encuentra en estado de

homocigacidad indicando ia pérdida del alelo normal {\Weatherall, 1991).

Il. GENETICA MOLECULAR DEL GEN RB-1

El gen RB-1se localiza en |la banda 14 del brazo largo del cromosoma 13
{13q14), presenta una longitud de 200 kb (Figura 2) y se encuenira formado por
27 exones, con diferentes tamafios, de 31 pb hasta 1889 pb, este gen se trascribe
en un mRNA de 4.7 kb y codifica para una fosfoproteina de 928 aminoacidos y
110 KD (Dunn, et al, 1988; McGee, et al, 1989; Mitchell, et al, 1988) cuya funcidn
es regular de manera negativa el proceso de divisién celular, cualquier mutacion
que se presente en uno solo de los 27 exones incluyendo la regién promotora del
gen puede suprimir la funcién requladora del gen y conducir ai desarrollo del tumor

(Figura 3).
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iil. FOSFOPROTEINA pRB110

Esta proteina estd formada por 3 dominios (A, B y C), los dominios A y B
se encuentran conservados entre diferentes proteinas involucradas en et ciclo
celular mientras que C no participa en la regulacion del ciclo celular.  El dominio
Ay B no presentan capacidad para inhibir el cicio de manera independiente, se
requiere la expresién de ambos para inhibirta {Kevin, et al, 1996) (Figura 4).
Ensayos de transfeccidén han revelado que un dominic puede orientar al otro hacia
la regién promotora para formar la unidad represora A-B que inhibe la trascripcidn
a través de su interaccion con el factor E2F, ademas la unidad represora A-B de
pRB110 también es capaz de unirse a oncoproteinas de tipo viral como E1A de

adenovirus (Kevin, et al, 1996).




11.2 —_—
12
13
14
21
22
3
Brazoq ——-
n
33
34 - |
13 q 14.1

Figura 2.- Esquema del cromosoma 13 con la técnica de tincién de las bandas G.

La flecha indica el locus de! gen RB1 en la regidn cromosdmica 13q14.1 (Diaz y
Orozco; 1992)
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Figura 3.- Mapa del gen de retinoblastoma humano.

Los 27 exones que conforman el gen del retinoblastoma codifican para un
mMRNA de 4.7 Kb. (Yandell, Dryja, 1989)
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IV. LA pRB110 EN EL CICLO CELULAR

El gen RB-1 regula el ciclo celular de manera negativa, a iravés de la
proteina la pRB110, la cual se une al factor E2F inhibiendo la expresion de
algunos proto-oncogenes que en condiciones normales promueven la division
celular. La funcion reguladora de la proteina pRB110 estd regulada por de

proteinas dependientes de cinasas (proteincinasas) (Shirodkar, et al, 1992).

Durante la fase M la proteina pRB110 se encuentra activa {no presenta
fosforilacion) de esta manera forma complejos inactivos con el factor E2F

deteniendo la expresidn de aquellos genes que promueven la divisién celular.

En la fase GO y G1, la pRB110 actta con cinasas que dependen de ciclinas
{cdk), provocando la inactivacion (forma fosferilada o hipofosforilada), en este

evento el factor E2F y las proteinas se liberan para dar paso a la siguiente fase.

Al final de |a fase S, ia pRB110 interactia con cinasas dependientes de
ciclinas y sufre una hiperfosforitacidén liberando al factor E2F permitiendo asi la
expresion de genes cuyos productos promueven la division celular, de alli que
cualquier fendémeno que altere la correcta funcion de la protefna pRB110 puede
dar lugar al desarrollo de tejido neoplasico en las células retinoblastoides,
finalmente estos aspectos son los que han permitide considerar al gen RB-1 como
un gen supresor del ciclo celutar. {Hollingsworth, et _al, 1993, Weinberg, 1995)

(Figura 5) .
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Figura 4.- Estructura de la proteina pRB110.

Se observan los dos dominios gque son funcionales (A y B), asi como los
posibles sitios de fosforilacion en los aminoacidos. Aun no se conoce la
funcidn exacta del dominio C pero existen evidencias de una posible
funcion como chaperonina. (Hollinsgworth, 1993)
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Figura 5.- LA PROTEINA pRB110 EN EL CICLO CELULAR.

La unidn de la pRB110 al factor E2F se encuentra regulada durante el ciclo celular por
procesos de fosforilacion y desfosforilacion de manera alternada. La forma
desfosforilada se une a E2F mientras que la forma fosforilada no puede hacerlo.

{Hollinsgworth, 1993).
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V. FUNCION DEL PROMOTOR EN LA EXPRESION DEL GEN RB1

Para que pueda iniciarse la transcripcion se reqﬁiere que la RNA
polimerasa se adhiera a una regidon especifica del DNA llamada promotor, el
p;omotor circunda los primeras pares de bases denominadas punto de inicic que
es donde empieza la transcribcién del RNA, cualquier mutacién en esta regién
puede por lo tanto suprimir la sintesis de la proteina. La regién del promotor es
rica en bases GeC, lo que le da especificidad a la regidn promotora para que la

RNA polimerasa se adhiera (Lewin, 1997),

En la regidn promotora de este gen se presentan [as islas CpG, también se
ha visto experimentalmente que las islas CpG en la regidn promotora del DNA de
mamiferos presentan una inherente resistencia a ser metiladas (Caron de
Fromentel, et al, 1992), en la regidn promotora la metilacidn que se presenta en
estas islas, esta estrechamente relacionada con la no expresion del gen y a su vez

la desmetilacion es necesaria para la expresion del gen RB-1. (Lewin, 1997).

La secuencia del promotor se encuentra altamente conservada, esto incluye
las regiones ‘donde se adhieren los elementos que participan en el control
transcripcional {por ejemplo E2F), de esta manera si se presenta un solo cambio
en la secuencia de la region promotora ( TTTCCCGC) los niveles basales de
transcripcién son disminuidos, provocando una baja expresién de la proteina

pRB110 perdiendo su funcién inhibidora, lo cual activa el desarrollo del tumor en
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los retinoblastos, incluso esos niveles bajos de franscripcidn originarian la
activacion de varios oncogenes como c-myc, originado otro fipo de tumores.

(Zacksenhaus, 1993, Cowell, 1991, 1996).

Por lo antes expuesto es imprescindible analizar con detalle ]os aspectos
moleculares relacionados a la regién promotora para tener un conocimiento
detallado de los procesos que a nivel molecular regulan la actividad supresora del
gen RB-1 lo cual al final permitira establecer metodologias encaminadas a un
mejor manejo preventivo y cormrective del gen defectuoso en los pacientes
afectados e individuos con aito riesgo de desarrollar la enfermedad esto
representaria por otro lado un avance muy significativo para pasar al siguiente

nivel de la medicina molecular como lo es la terapia génica.

VI. MUTACIONES EN EL GEN RB-1

A diferencia de otras entidades genéticas en el gen RB-1 Iaé mutaciones
pueden ocurrir en cualquier parte del gen ya que no existen sitios de mayor
predisposicién a presentar mutaciones que puedan bloguear la funcion del gen
como regulador negativo del ciclo celular, no obstante las mutaciones que mas se
presentan son mutaciones puntuales. En el gen se presentan islas CpG, en
experimentos realizados por Caron de Fromentel, et al, (1992) se ha observado
un fuerte bloqueo de las islas CpG en las secuencias codificantes. Asi mismo se
ha visto que las islas CpG en la region promotora del DNA de mamiferos

presentan una inherente resistencia a ser metitadas.
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En la region promotora, la metilacidn de estas islas esta relacionada con la
no expresion del gen y a su vez, la desmetilacion es necesaria para la expresion
del gen RB-1 (Lewin, 1987). Es importante aclarar que el proceso de
desaminacion espontanea ocurre con alta frecuencia en cadenas unicatenarias
especialmente durante el proceso de transcripcion en la cadena que no se
transcribe, la cual, es reparada menos eficientemente que su cadena

complementaria,

Ademas, la hipermetilacion de las islas CpG en el gen RB-1 podrian ser un
evento mutacional significativo causante del retinoblastoma unilateral no
hereditario pues se le ha observado en 9 de 69 (13%) tumores unilaterales y en

ningunc de 57 tumores bilaterales (Greger, et al, 1994).
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JUSTIFICACION

La regidn promotora es muy importante para que se adhiera la RNA
polimerasa al DNA y se inicie la transcripcién, permitiendo la expresion del gen
RB-1y por ende de su producto la proteina pBR110; al presentarse cambios en la
secuencia del promotor puede suprimirse la funcion reguladora del gen y conducir
al desarrollo del tumor.

ANTECEDENTES
e« En la actualidad el Instituto Nacional de Pediatria {INP) recibe
aproximadamente 50 casos nuevos con retinoblastoma y la mayoria requiere
de la enucleacidn de un ojo por falta de un diagnéstico temprano.

« El diagndstico temprano del tumor del retinoblastoma evita su diseminacién a
través del nervio 6ptico.

¢ El andlisis de los 27 exones en pacientes afectados con retinoblastoma y que
han resultado no informativos hace suponer que existen regiones del gen que
no se han analizado detalladamente.

* En Ia actualidad se tienen 50 casos de pacientes que no presentan mutaciones
en los 27 exones analizados.

HIPOTESIS

Si existen mutaciones asociadas a la regién promotora en gen RB-1,
entonces éstas inhiben fa funcién del gen provocando el desarrollo del tumor.

OBJETIVO

Analizar la regién promotora del gen RB-1 utilizando técnicas moleculares
que permitan detectar mutaciones en pacientes afectados con retinoblastoma.
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OBJETIVOS PARTICULARES

+ Detectar mediante PCR y andlisis de SSCP mutaciones asociadas al desarrolio
del retinoblastoma.

+ Aportar informacidn suficiente para proporcionar a los pacientes un diagnéstico
acertado y un asesoramiento genético adecuado,

+» Establecer las herramientas molecuiares que permitan diagnosticar la
enfermedad en individuos con alto riesgo, ain antes de que se manifieste la
enfermedad.

VIl. ESTRATEGIA GENERAL

Se analizd una poblacibn de 50 pacientes diagnosticados
histopatologicamente con retinoblastoma. El estudio se realizé tomando una
muestra de sangre periférica de 7-14 ml de cada paciente de donde se extrajo el
DNA por métodos convencionales (Slater, 1986) y se realizé un tamiz por PCR
clasico para amplificar la regién promotora, el siguiente paso fue analizar los
polimorfismos conformacionales de cadena sencilla en cada una de fas muestra
en busca de mutaciones que puedan estar asociadas al desarrollo del tumar, los
amplificados se analizaron a través de geles de agarosa y de acrilamida no

desnaturalizante.
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Sangre Periférica (EDTA 0.1%)

-

Extraccién del DNA
{fenol, cloroformo-cloroforme-isoamilico)

| 1

Integridad Cuantificacion
electroforésis ({D.Q. 260 nm)
{ Agarosa 1 %)

PCR
{Delecciones de > 100 pb)

SscP
Mutaciones puntuales, de 1 hasta 1000 pb

Asesoramiento Genético a cada paciente y familiares

de 1er grado
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VIll. METODOLOGIA

1.- Obtencion de DNA.

Se tormaron 7 ml de sangre periférica con EDTA como anticuagulante, se
centrifugaron 20 minutos a 3000 rpm, el plasma y los eritrocitos se desecharon y a
lus linfocitos se les agrego 3 ml de RCBL, se agitaron y centrifugaron 10 minutos a
3000 rpm, posteriormente se elimind el sobrenadante y se resuspendié en 3 ml de
RCBL, se volviéron a centrifugar 10 minutos a 3000 rpm, y asi sucesivamente
hasta eliminar toda la hemoglobina.  El botén con los linfocitos se resuspendié en
333 pl de WCBL y posteriormente se procedid a incubar 12 horas a 42°C para

hidrolizar los linfocitos.
2.- Purificacion de DNA.

Utilizando el hidrolizado se procedid a agregar 2 ml de fenol saturado, se
agito 10 minutos y se centrifugo 10 minutos a 3000 rpm, se obtuvieron 2 fases, la
superior se recuperd en un tubo cuidando de no tocar ia interfase y este paso se
repitid una vez mas. A la fase superior se le agregd 1 ml de cloroformo y 1 ml de
fenot saturado, se agitd y centrifugo 10 minutos a 3000 rpm, se volvid a pasar la
fase superior a un tubo sin tocar nuevamente la interfase y se repitié el paso
anterior nuevamente, al final se agregaron 2 ml de cloroformo/isoamilico {24:1), se
agité y centrifugo 10 minutos a 3000 rpm; la fase superior obtenida se pasé a un

tube y se le agregaron 90 pl de NaCl 1 M y 3 ml de etanol absoluto a ~20°C. Se
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agitd hasta que el DNA precipitd v sé procedio a extraerlo con una pipeta Pasteur,
se sello y se dejo secar a temperatura ambiente, posteriormente se enjuagd con
etanol a -20°C, se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendié en 200 pl

de agua destilada estéril.
3.- Cuantificacién de DNA

Para realizar la cuantificacién se diluyd 1 ul de DNA en 250 pl de agua
destilada (1:250), y se procedié a la lectura de la densidad dptica con una fongitud

de onda (&) de 260 nm, posteriormente se procedid a aplicar la siguiente

formula:
[ DNA ] pgipl = (D.O.) (F) (dil)
donde :
D.C. 260 = densidad éptica a una A de 260 nm.
F = constante equivalente a 0.05 (50 ng de DNA =1 D.O. 260)
dil = volumen de dilucion equivalente a 250 pl

4.- Integridad de DNA,

Para comprobar la integridad del DNA se realizé una electroforesis, para

ello, se utilizé 1 pl de muestra, 2 pl de azul de bromofenacl-xilencianol y 5 p! de
agua estéril, posteriormente se corrid el ensayo en un gel de agarosa al 1% con

bromuro de etidio por 20 minutos empleande 100 volts.
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5.- Sintesis de Oligonucleédtidos.

Para realizar [a reaccion en cadena de la polimerasa se sintetizaron los
oligonucledtidos de acuerdo con las secuencias disefiadas por Blanquet y col.
(1994). Hay ‘que recordar que la sintesis es un acoplamiento de mondmeros
{A.T,G,C) para la obtencion de un multimero de longitud y unas secuencias
determinadas. Cada sintesis requirié de una serie de ciclos, en cada uno de {os
cuales se les fue agregando un nucledtide a la cadena en crecimiento. Los

ofigonuclesdtidos disefiados para la regidn promotora se muestran en la tabla 2.

TABLA 2
OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS PARA AMPLIFICAR LA REGION
PROMOTORA DEL GEN RB

Region Secuencia de oligonucleotidos Amplificado

Promotor| R 230 pb
5'CTGGACCCACGCCACGTTTCTGTTTTAY

F
5ATTGGTACCCGACTCCCGTTACAAAAATI’

De acuerdo con Blanquet, et al (1994).
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6.- Amplificacién utilizando el PCR.

Se llevd a cabo la estandarizacion del PCR de la region promotora del gen
RB, se utilizaron diversas pruebas para encontrar las concentraciones adecuadas
en los reactivos usados, en &l DNA, temperaturas y tiempos de los ciclos y el
analisis de los productos se realizé mediante electroforesis en geles de agarosa al
1% utilizandose bromuro de etidio, se corrié la electroforesis y se obgervé el DNA

en un trasiluminador de luz UV,

7.- Técnica de SSCP (analisis del polimorfismo conformacional de

cadena sencilla).

En la SSCP se emplearon las muestras obtenidas y se amplificaron
mediante el PCR, con la diferencia que ahora se agregd a la reaccion [«-32
P]dCTP y posteriormente se analizaron los amplificados radicactivos por

electroforesis utilizando geles de poliacrilamida no desnaturalizante.
8.- Electroforesis en geies de poliacrilamida no desnaturalizante.

Se mezclé una muestra de 1.5 pl de amplificado con 9 pt de colorante
xilencianol-azul de brome fenol y se incubé 10 minutos a 95°C, con el objeto de
desnaturalizar el DNA, posteriormente se colocd la mezcla en hielo frappé por

espacio de 5 minutos y se agregaron 3 pl de cada muestra en un gel de
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poliacrilamida de 33.5 X 39.3 cm, con un grosor de 0.3 mm, por espacio de 19

horas a 150 V utilizando un amortiguador de TBE 1 X.

9.- Autorradiografia.

Se coloct el gel en un papel filtro y s& cubrid con una pelicula de Egapack,
se dejo secar a 80°C durante 1 hora, utilizando un sistema de vacio con dos
placas Kodak O-matic; se revelaron en tiempos de 12 y 24 horas para poder

observar la marca radioactiva que se quedé impresa en las autorradiografias.
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IX. DESCRIPCION DE LAS TECNICAS UTILIZADAS

SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS

La sintesis es un acoplamiento de monomeros (A, T,G,C} para la obtencion

de un multimero de longitud y unas secuencias determinadas, la reaccién consta

de cuatro pasos principales, y se desarrolla sobre un polimero inerte (soporte

solido) en el cual se ensambla el oligonucledtido mediante una adhesién sucesiva

de nucledtidos libres; el primer 3 nucledsido (A, C, T o G) se ancla a este soporte

mediante un puente de succinato, el proceso se inicia lavando el soporte sélido

que contiene el monédmero inicial con dicloroetano y después se sucede en forma

continua los siguientes pasos:

1)

2)

3)

4)

Desproteccion del grupe 5-hidroxile de la wunidad terminal 2-
desoxirribosa, removiendo el grupo 4,4 -dimetiltriti  (DMTr) con
dicloroetang, después se eliminan los residuos de agua con acetonitrilo.
Acoplamiento : formacion de un puente 3'-5’internucledtidico con el
grupo fosfato del desoxirribunocleétido siguiente:

Bloqueo : se bloguean los grupos hidroxilo sin reaccionar para
garantizar que sélo se polimerice la secuencia correcta en los ciclos
siguientes,

Oxidacién : se oxida el puente de triéster fosfato y se detiene la

reaccién,
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Cada sintesis comprende una serie de ciclos en cada uno de los cuales, se
agrega un nucleotido a la cadena en crecimiento, basicamente se compone de

las siguientes reacciones quimicas organicas:

Bloqueo : de grupos hidroxilo sin reaccionar para evitar la acumulacion de

secuencias equivocadas.

Corte : Eliminacién del Qligonucledtido sintetizado del soporte sdlido en un

proceso posfsintesis.

Acoplamiento : Reaccion de condensacion entre los nucledtidos.

Desproteccién : Eliminacién de los grupos de proteccion del

oligonucledtido con amonio en un proceso postsintesis.

Oxidacion ; Oxidacién del trigster fosfito a triéster fosfato para detener el

ciclo de reaccidn.

Purificacion : Empleo de columnas de intercambio idénico o de sephadex

para remover subproductos del cligonucledtido sintetizado.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA ( PCR)

Esta técnica puede amplificar selectivamente una region del DNA en varios
millones en solo unas horas, permite el analisis y deteccion de secuencias
especificas de un gen a partir de la muestra de un paciente. El termiﬁo “reaccion
en cadena de la polimerasa” se aplica al proceso bioquimico in vitro, mediante el
cual las cadenas individuales de DNA blanco son duplicadas por la DNA
polimerasa en cada uno de los ciclos (generalmente entre 20 y 30) que integran ia
reaccion, al final de cada uno de los cuales las nuevas cadenas vuelven a ser
duplicadas por la misma enzima, lograndose una produccion exponencial de
millones de copias del gen o segmento de DNA especifico sometido al proceso.

(Mullis, et al, 1987: Erlich, 1989; Shimizu, et al, 1994) (Figura 6)

Componentes requeridos son:  A) iniciadores (oligonucledtidos)
especificos que fianquean al gen o segmento que actia como blanco para la
amplificacion, B) mezcla de desoxinucleétidos (dNTP's), C) solucidn

amortiguadora de reaccién, D) Mgcl; y E) DNA polimerasa.

Cada uno de los ciclos de la reaccion consta de tres pasos determinados

por temperaturas y tiempos especificos, gue son:

1) Desnaturalizacion (92-88 °C, de 30 a 90 segundos), en donde se

separan o desnaturalizan las dos cadenas complementarias de DNA,
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2) Alineacion (50-60 °C, de 30 a 60 segundos), en el cual se realiza el
apareamiento especifico entre los iniciadores y las cadenas simples del

segmento de DNA desnaturalizado.

3) Extensién (70-75 °C, 30 a 90 segundos), en donde la DNA polimerasa
extiende la longitud de los iniciadares apareados al DNA, al ir
polimerizando ios desoxinuclestidos libres, resuitando en nuevas
cadenas complementarias a las dos cadenas sencillas presentes al

inicio de la reaccién.

El ciclo siguiente se inicia en el mismo tubo, con los mismos componentes
de la mezcla de reaccién, pero ahora contiene el doble de cadenas sencillas de
DNA, asi sucesivamente hasta completar los 30 6 35 ciclos de replicacion: al final

se obtendra una buena cantidad de DNA amplificado. (Watsan, 1992)
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Figura 6.- Reaccion en cadena de ia polimerasa (PCR).'

Durante esta reaccion se llevan a cabo 4 pasos primordiales y
son: a) desnaturalizacion y alineacién, b) polimerizacion y terminacién

Continua siguiente pagina
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Fragmento de DNA amplificado
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Continuacion Fig. 6

¢) desnaturalizacion y aiineamiento de los oligonucleétidos y d) extension
de los oligonucledtidos, es hasta el 3er ciclo de replicacion donde se
comienza a sintetiza los fragmentos de DNA deseados.
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ANALISIS DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE CADENA SENCILLA

{SSCP}

Es una herramienta que permite detectar alteraciones genéticas de tipo
puntual cuya ubicacién en el DNA se conoce y que estan asociadas con una gran
cantidad de enfermedades de indole genética; esta técnica permite analizar
mutaciones que van de un orden de una base y hasta mil pares de bases con una
eficiencia mayor al 90% la cual se incrementa si se combinan con enzimas de

restriccion hasta en un 100%.

Su fundamento consiste en que los fragmentos de doble cadena de DNA al
desnaturalizarse adquieren una conformacion que es estabilizada por
interacciones intracatenarias y que esta determinada por la secuencia de bases de
las cadenas sencillas de manera que aquellas cadenas que son partadoras de una
mutacion o de un polimorfismo adguieren una conformacion diferente a la de la
secuencia normal y cuando son analizadas por electroforesis en geles de
paliacrilamida no desnaturaiizante presentan una movilidad diferente (Orita, et al,

1989) (Figura 7).

Una parte importante en esta técnica es que dentro de un grupo de
individuos sanos todos sus genes son portadores de la misma informacion
genética y por ende de la misma secuencia de bases, de manera que al

analizarlos por SSCP todos presentan el mismo patrdn electroforético, no asi los
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individuos que son portadores de una mutacién ya que presentan un patron
diferente al de los individuos sanos. (Macias, et al, 1998) Esta técnica es muy
eficiente para detectar la presencia de mutaciones en cualquier parte del gen que

se esta analizando.
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Figura 7.- Deteccién de polimorfismos por la técnica de SSCP.

Esta técnica se basa en la conformacién que adoptan las cadenas de DNA al desnaturalizarse,
en la figura se muestra un ejemplo donde se comparan dos cadenas de alelos normales (a, b)
contra un alelo mutante (a", b"); debido a esta mutacion las cadenas mutantes migran diferente
en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante. (Macias, 1998; Macias et al, 1998)
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Hallazgos clinicos.

Se estudiaron 50 pacientes con RB diagnosticados histopatologicamente
con retinoblastoma y no relacionados entre si, los cuales no presentaban
mutaciones en ninguno de los 27 exones que conforman al gen del RB. De estos
50 pacientes el 58% (29) presentaron RB unilateral y 42% (21) de manera
bilateral, el principal motivo de consulta fue la leucocoria con un 90 % y de

estrabismo con un 10 % (Tabla 3 y 4), en todos los casos la edad de inicio del

X. RESULTADOS

tumor fue antes de los 5 afios (Tabla 5).

En la mayoria de los nifios el RB se

presento antes del primer afio de edad (Tabla 4).

TABLA 3
POBLACION EN ESTUDIC CON RETINOBLASTOMA
RB Unilateral | RB Bilateral TOTAL
29 (58 %) 21 {(42%) 50
Sexo No. | (%) | No. | {%) | No. | {%)
Femenino 17 34 11 22 28 56
Masculino 12 24 10 20 22 44




Poblacién de estudio.
De los 50 pacientes analizados 29 padecen RB unilateral y 21 RB bilateral;
de los 28 con RB unilateral 17 son mujeres y 12 son hombres; mientras que de

los 21 casos con RB bilateral, 11 son mujeres y 10 son hombres (Tabla 3).

TABLA 4
DATOS OCULARES EN PACIENTES
CON RETINCBLASTOMA

RB Unilateral | RE Bilateral
Signos No. No. { %)
Leucocoria 26 19 a0
Estrabismo 3 2 10
Total 29 21 100
-
TABLA 5
EDAD INICIAL DEL PADECIMIENTO
Edad de inicio RB Unilateral | RB Bilateral | { %)
0" a 6 meses 6 8 28
|7 7 a 12 meses 14 10 33
13 meses a5 afios 9 3 24
Total 29 21 100
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Formacion del banco de DNA.

Se cred un banco de DNA de los 50 pacientes analizados, el DNA se
obtuvo a partir de sangre periférica por el método descrito en la metodologia, en

todos los casosf~lé"::“ 5-‘f:filcit.'m del DNA fue mayor de 1 pgfJl, y se considero

-

como criterio'dé,_;;:: ' z;eg_-!é!':‘-'i.:ociente mayor a 1.6 obtenido al dividir la densidad
Optica (D.O'.): c_c;r;’-vuﬁa. longitud de onda de 240 nm que detecta el fenol
contam'fnanté y de 280 nm que corresponde a las proteinas, En todos los
casos la integridad de DNA valorada con geles de agarosa al 1 % y teftidos con

bromuro de etidic presentaron un patrén éptimo de integridad observandose una

sola banda de alto peso molecular, gruesa y nitida (Figura 8)
Amplificacién por PCR.

Una vez corroborada la integridad de las muestras de DNA se procedié a la
amplificacién por PCR, para ello se probaron diferentes condiciones
experimentales, hasta encontrar las condiciones optimas para realizar e! estudio
(Tablas 6 y 7). Las pruebas que se realizaron para esta region fueron las
esperadas ya que se observa un fragmento de 230 pb, este amplificado
corresponde de acuerdo con Blanquet et al (1994} con la regién promotora
(Figura 9). E! analisis de los 50 pacientes mostrd que los fragmentos obtenidos
por la PCR fueron del tamafo esperado (230 pb) y que no se presentaron
variaciones en la migracion ni tampoco bandas inespecificas que. indicaran la
presencia de alguna mutacion (Figura 10), por [o tanto se procedio é detectar las

mutaciones por la técnica de SSCP.
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DNA Integr a) : b) DNA
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Figura 8.- Integridad del DNA de pacientes.

a )} Carril 1 marcador de peso molecular Hind lll, Carriles 2 al 11
DNA genomico integro el cual se encuentra concentrado en una
sola banda y se localiza por arriba del fragmento de mayor
tamano del marcador de pesos. b) DNA optimo para analisis
por PCR (DNA no degradado).

44




—

“TABLA 7 _
PROGRAMA DE AMPLIFICACION PARA

SECUENCIA GENOMICA DE RB

Temperatura °C

TABLA 6
CONDICIONES PARA PCR
Reactivo - Volumen
H:Q 13.97 pl
Amortiguador 270l
taqg. 10X
ATGC 0.55 pl
Oligonucledtido F 0.89 pl
Oligonucledtido 0.89 pl
R
Taq Polimerasa 1.00 ul
Stoffel
Mg Cl; 4.00 pl
DNA 100.00 ng/ul
Volumen Final 25.00 pl

Tiempo Ciclos
94 °C a) 2 Min 1
4°C a) 40 Seg
52°C b) 1 Min 35
72°C c) 1 Min
94 °C a) 12 Seg
60 °C b) 20 Seg 1
72°C c) 7 Min
4°C d) Enfriamiento

a) Etapa de desnaturalizacion.
b) Etapa de alineacién.

¢} Etapa de polimerizacion.

d} Etapa de terminacion.

Equipo {ver anexo ll)
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Marcador 100 pb Testigo
DNA testigo

i

Nepativo

230pb 4

Figura 9.- Pruebas de amplificacién para el promotor.

En el carril 1 se muestra el marcador de 100 pares de bases, del 2 ai 4 so
muestras de DNA de pacientes amplificado por PCR, el tamafio del
amplificado es el esperado para el promotor; el 5 es un control negativo
que contiene todo lo necesario para el PCR excepto DNA. El fragmento de
100 pb en el marcador generalmente no se observa o se ve muy tenue.
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Marcador Testigo
100 pb (#) Negative (N) N)
Marcador

Testigo
100 ph (#) Negaligvu

230 pb

To ©? F g G s aACH EY T

Il

618 612 609 607 604 602 600 597 594
630 629 624 6121

(*) N ) ™)

LT FI es Mo ws MY e we T

591 589 586 383 580 577574 572 571 567 564 553 552 549 548 546 545 539

(® A ™) (®) ™)

—
»u
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476 418
536 533 532 530 524 521 518 511 s509 494 488 482477 474 470 41815 409407

Figura 10.- Amplificacién del promotor de las muestras de pacientes con RB.
Se muestran los amplificados de los 50 pacientes con RB, en cada uno de ellos se

presenta el marcador de peso molecular {e), el numero de muestra del paciente con
su respectivo amplificado de 230 pb del promotor y un testigo negativo (N).
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Condiciones para SSCP

Una vez amplificadas las-‘muestras DNA se procedié a la deteccién de
mutaciones utilizando la técnica de SSCP, se probaron diferentes condiciones
experimentales hasta encontrar las condiciones optimas para realizar i estudio,
para ello se emplearon las mismas condiciones que un PCR normal, sélo que para
este analisis se incorpora un marcador radiactivo [ a-*? |PdCTP (Tabla 8), el
programa de amplificacién en similar sélo que al final de cada reaccion se
incorpora una temperatura de desnaturalizacion para separar las cadenas y
correrlo en un gel de acrilamida no desnaturalizante (Tabla 9); el resultado de ios
50 pacientes con RB muestran un patron electroforético normal y no presentan

diferencias significativas con el DNA testigo (Figura 11).

48




TABLA 8

CONDICIONES PARA SSCP

TABLA 9

PROGRAMA DE AMPLIFICACION PARA SSCP

Reactivo Volumen Temperatura °C Tiempo Ciclos
H.0 4.00 pl 94 °C ) a) 2 Min 1
Amortiguador taq. 1.00 pl
ATGC 0.40 pl 4°C a) 40 Seg
Ofigonuciestido F | 0,50 1l F AR TN 3E
Oligonucleétido R 0.50 pl 72 °C <) 1 !Viin
Taq Polimerasa 1.00 pl
Stoffel
[ -2 JPdCTP 0.0 1 sace 9 12 Seg
Mg Chy 750 60 °C b) 20 Seg 1
DNA amplificado 1.00 {i 72°C ¢} 7 Min
I
Volumen Final 10.00 pl
4°C d) Enfriamiento
94 °C

e) 10 Min. 1

a) Etapa de desnaturalizacion,
b} Etapa de alineacién.

¢} Etapa de polimerizacion.

d) Etapa de terminacion.

e) Etapa de desnaturalizacion,
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Figura 11.- Patron de SSCP para el promotor de RB.

Se muestran los resuftados y nimeros de muestra de los 50 pacientes

afectados con RB, en el ditimo carri! se observa un testigo de DNA de un
individuo normai (7).
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Para mostrar la manera en que se observarian las mutaciones en el
promotor se muestra a continuaciéon un SSCP del exon 4 del gen RB-1, en donde
se presentan diversas mutaciones en un grupo de pacientes no relacionados entre

si.

267 175 28 T 289

Figura 12.- Pacientes con distintas alteraciones en el patron electroforético
del exon 4 de RB.

Las flechas sefialan dos bandas exitra que se encontraron en el
paciente 175 y una banda extra en las muestras 267 y 28; en la
muestra 289 se observa una clara diferencia en la intensidad de |
sefal radioactiva de una de las bandas. {Cortesia de Macias V. M.)
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Xl. DISCUSION

La poblacién en estudic se comporta de acuerdo a lo reportado en la
literatura en cuanto a la proporcion de casos (RB no hereditario 60% y RB
hereditario 40%), ya que el RB no hereditario se presenta en un 58% y el
hereditario en un 42 %. En cuanto a la edad de inicio del padecimiento del
RB, se ha descrito que el bilateral se manifiesta antes del primer afio de edad
mientras que el unilateral se evidencia después del primer afio, en contraste con
lo anterior, en la poblacion estudiada se encontraron 20 casos (68.9%) con RB
unilateral y 18 (85.7%) con RB bilateral los cuales mostraron el tumor antes del
primer ano de edad. En los pacientes estudiados el 90 % de los casos
presentaron leucocoria como principal sintoma de diagnéstico del tumor ¥ segun
lo reportade  por Diaz, et al, (1992) este es la principal manifestacion del
retinoblastorna, seguida del estrabismo que en este estudio fue de un 10%. De
acuerdo con la tabla 3 no existe una mayor predisposicion al retinoblastoma en
algun sexo, lo cual se ha dc;cumentado en la literatura para otras poblaciones.

{Linn, 1994)

Los 50 pacientes de este trabajo tienen la caracteristica de no presentar
ninguna mutacién en los 27 exones, pero desarrollaron el tumor, por lo que se
sospechd que las mutaciones se presentaran en la regidn promotora de este gen,
al realizar el analisis por SSCP para la deteccién de mutaciones, se encontrd que
ningunc de los 50 pacientes se detectd mutaciones en la regién promotora, esto

es muy interesante ya que generalmente la presencia de mutaciones en los
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exones o el promotor son la causa del desarrollo del RB.  Esto permite suponer
entonces, que hay otro tipo de factores que pemmiten el crecimiento del tumor
debido a la nula o baja expresién de la proteida pRB110; hay evidencias
experimentales que permiten afirmar que estos factores son : a) la metilacion en
las islas Cp@ de la regidon promotora, b) la presencia de proteinas que interfieren
con la fosforilaci_c'm y desfosforilacién de {a proteina péR1 10 durante el ciclo celular

y ¢} maléculas que inhiben fa actividad del factor de transcripcion E2F.

a) Metilacion de las islas CpG en la regién promotora.

Laidea de que la baja expresion de la proteina pRE110 en tumores malignos
es ocasionado por metilaciones se ha observado en diferentes tipos de tumores
como carcinomas de vejiga, pulmon, cerebro, prostatico y tumores pituitarios, asi
como mas recientemente en tumores de RB hereditarios y no hereditarios
(Simpson et al, 2000). La presencia de las islas CpG de la regidén promotora son
lugares en los cuales se puede producir la metitacién y con ello predisponer el
desarrollo del tumor, Greger (1994} encontrdé que la metilaciéon en el gen de RB
ocurre en un 13% en tumores unilaterales y que la actividad del gen sufre una
reduccion, Ohtani-Fujita, et al, (1993) en experimentos /n vitro demostraron que la
metilacion de las islas CpG en el promotor reduce considerablemente la actividad
del gen y por ende la expresion de la proteina pRB110; esto coincide con los
resultados de Zacksenhaus et al, (1993) en Jos cuales la regién promotora del gen
RB en ratones se encuentra metilada, favoreciendo con esto el desarrollo del

tumor, es importante recordar que la secuencia de la region promotora del gen RB
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det raton y del humano presentan una similitud del 90%, lo cual podria favorecer

la hipdtesis de la metilacién como causa del RB.

Con base en los resultados obtenidos puede haber 2 posibles mecanismos por
medio de los cuales los grupos metilos favorecen el desarrcllo del tumor y estos

son;

a} La presencia de los grupos metilo en el promotor delf gen pueden impedir
que se adhieran correctamente los elementos que reconoce en la regidn
promotora Ja- DNA polimerasa, ocasionando una transcripcion errénea y
conllevando a una disminucion en la sintesis de la proteina pBR110, esto
produciria una disminucién en la actividad inhibidora de la proteina provocando

el desarrollo de! tumor.

b} Los grupos metilo pueden adherirse a la proteina pRB110 en los sitios
donde se une el factor de transcripcion E2F, dejando a la proteina pRB110 en
su forma fosforilada e inactivada provocande una alteracién en el ciclo celular,
esto ocasionaria la expresion de los posibles oncogenas como c-jun, c—f_os y c-
myc permitiendo el desarrollo del tumor (Figura 12); esta Ultima posibilidad se

basa en evidencias experimentales in vitro (Di flore et al, 1999).

La idea de que ia presencia de los grupos metilo en la regién promotora del
gen RB puedan favorecer el desarrollo del tumor, apoya el planteamiento de que

la metilacién es un mecanismo potencial de inactivacion del gen RB. Las fisias
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CpG normalmente se encuentran desmetiladas y pueden ser metiladas, esta es
una evidencia que la metilacién en el DNA es un proceso de control epigenético en

la expresion del gen.

b) La presencia de proteinas que interfieren en el proceso de fosforilacion

y desfosforilacién de la proteina pBR110 durante el ciclo celular.

CDKN2 es un gen que codifica para 2 proteinas: p16 y p14, la primera esta
formada por 156 aminoacidos y su funci6n es Ia de inhibir ciclinas dependientes de
kinasas (CDKs) y estas CDKs median la fosforilacion y desfosforilacion en la
proteina pRB110 del retinoblastoma, gue es un paso critico en la progresién del
ciclo, ademas la fosforilacién es estimulada por la ciclica D1 e inhibida por p16

(Xugiu et al, 1998),

Se puede presentar una desreguiacion en la fosforilacién de la proteina
pRB110, debido a una sobre expresion de la ciclica D1 ¥ una baja funcionalidad
de p16 resultando un descontrol en el ciclo celular. Gorgoulis et al (1998),
encontraron que una desfuncionalidad en el producto de CDKN2/p16 se presenta
en un alfo porcentaje en lineas celulares de carcinomas, lo que sugiere que esta
proteina es un candidato como supresores de tumores. Una situacion similar
se describe en el gen RB para el desarrollo del tumor, ademas estas
anormalidades se han reportado en un amplio espectro de tumores como el

pancreatico, pulmén, y cerebro (Xugiu et al, 1998).
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Si las CDKs son en parte las responsables de la fosforilacion y
desfosforilacién de la pRB110 y estas a su vez son inhibidas por la presencia de
p16, esto provocaria que la expresion de p16 inhiba la desfosforilacion de la
proteina pRB110, provocando que se sobre expresen ios. posibles oncogenes
como c+jun, c-fos y c-myc causando el posible desarroile del tumor; ademas la
sola presencia _de p16 en el promotor también evita que los factores de
transcripcion (E2F) se adhieran aia proteina pRB110 produciende una alteracién
en el ciclo; lo anterior apoya la idea que la presencia de p16 puede inducir el
desarrollo del tumor, independientemente de las mutaciones que se presenten en

el gen RB-1.
¢) Moléculas que inhiben fa actividad del factor de transcripcion E2F.

La esfingosina, es un esfingolipido que ejerce multiples: actividades
biclégicas donde presenta eféctos inhibidores en: las células hematopoyéticas de
crecimiento, agregado plaquetario humano, coagulacidn de la sangre, en la
activacion neutrofilica, diferenciacion celular y mas recientemente se ha observado
que tiene participacion en ia desfosforilacion del gen RB (Chao et al, 1992), Se
pueden presentar moléculas que participan en fa desfosforilacion tal es el caso de
la D-erythro-esfingosina, que es un potente inductor de desfosforilacion, ya que
esta molécula va a inhibir la unién del factor de transcripcion E2F con la proteina.

pRB110 (Hamel et al, 1992). .
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Experimentos con diferentes lingas cefulares muestran que la esfingosina
induce la desfo.';.forilacién del RB, esto es provocado por una baja unién del E2F
con secuencias especificas del DNA, ademés. la esfingosina causa una
disminucion en el RNAm del oncogen myc-c que depende de la unién de E2F con
sitios especificos de la proteina (Dbaibo et al, 1995). Estas evidencias muestran
que el RB puede depender de vias de regulacion celular las cuales posiblemente

activan a ia esfingosina.

Los resultados obtenidos en los pacientes que no presentan mutaciones en
la regidn promotora y los 27 excnes, permiten pensar que ademas de la mutacidn
existen vias o mecanismos involucrados en el desarrollo del tumor, los cuales
funcionan de manera independiente unos de otros © en algunocs casos podrian
participar en conjunte, por lo que deben ser investigados mas a fondo para

entender de que manera participan en el desarrollo del tumor.

En la actualidad solo se ha reportade una sola mutacién en la region
promotora, en un estudio realizado por Cowell, et al, {1998) donde se encontré un
cambio en un aminoacido, el de G por C, en este estudio se analizaron los
miembros de una familia en 5 generaciones (10 individuos), de estos 3 presentan

el tumor de manera unilateral.

En la actualidad se siguen estudiando a los 50 pacientes afectados con RB
en el National Cancer Inst. Frederick Cancer Res. Dev. Fac. Meryland, USA ., a

cargo de ia Dra. Lorena Orozco Orozco.
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Figura 13.- Metilacidn del sitio de E2F,
La adhesion del grupo metilo al sitio de unién del factor E2F en la proteina pRB110,

daria como resuitado una alteracion en el ciclo celufar, provocando que ia protein
perdiera su funcion inhibidora y la expresioén de los oncogenes permanez<a.
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Xll. CONCLUSIONES

1. EIRB en la poblacién Mexicana se comporta de manera similar a
otras poblaciones ya que tanto el hereditario como el no
hereditario se presentan en una proporcién similar a lo descrito
en la literatura, siendo la leucocoria [a principal caracteristica

seguida por el estrabismo.

2. Al no detectarse mutaciones en la regién promotora ni en la
secuencia de los 27 exones es posible que existan mecanismos 0
vias diferentes a las mutaciones, los cuales pueden participar en

el desarrolio del tumor.

3. El diagnéstico molecular requiere de otros planteamientos para
identificar los procesos involucrados en el desarrollo  del

retincblastomna.
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ANEXO 1
PREPARACION DE REACTIVOS

REACTIVOS PARA LA EXTRACCION DE DNA DE SANGRE PERIFERICA

* RCBL : Solucién de lisis de células rojas.

> TRISpH7.6 10 mM
> NaCi 10 mM

*+ WCLB : Solucién de lisis de células blancas.

> TRISpH76 10mM
EDTApHS8 10mM
NaCl 50 mM

> SDS 0.2%

» Proteinasa K200 ug/ml

Y v

= Fenol Saturado;

» Hy0O Estéril 333.3m!

> Fenola88°C 500.0 ml
> TRISHCIpH 8 1M 6.6 ml

» NaQOH 10mM 488.3 ul

* Cloroformo
* Agua destilada estéril
s+ Etanol absoluto NaCl 1M

» Cloroformo / alcohol isoamilico (24/1)
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* * R B

REACTIVOS PARA PCR Y SSCP
Buffer Stoffel 10X

> TRIS HCI 100 mM
» KClpH 8.3 100 mM

Taq. Polimerasa / Stoffel 10 U/l

MgCl, Stoffel 25 mM

Dinuclettidos :

DNA ladder (marcador de pares de bases). Este marcador de pesos
moleculares se encuentra formado por 15 fragmentos que van desde 100 a
1,500 pb. Con un incremento de 100 pb. En cada fragmento.

Agua destilada estéril

Bromuro de etidio

Buffer acarreador de PCR:

»> Xilen-Cianol 0.05%
» Azul de Bromofenol0.05 %

Buffer TBE 10X:

> Tris-base 108¢g
> Acido borico 559
> EDTAOSMPpHSB 44 ml

Persulfato de amonio 10 %
TEMED reactivo

Poliacrilamida para geles de SSCP con glicerol 10 %:

> Glicerol 25 mi

» TBE 10X 10 ml

> Acrilamida 15.2 ml:
*  Acrilamida 2009
* H20 estéril 500 ml
= Bisacrilamida 6.79
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* Gel para SSCP:

> Poliacrilamida con glicero! 10 % 80 m
> TEMED reactivo concentrade 60 pl
»> Persuifato de amonio 10 % 540 pl

Los ultimos reactivos se mezclan y la solucién obtenida se coloca rapidamente en
la camara de electroforesis para SSCP sin que le queden burbujas de"aire, se deja
polimerizar y posteriormente se carga con buffer TBE 1 X,

* Oligonucledtidos para PCR de la region promotora.
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ANEXOQO 2
EQUIPO

Balania analitica (Sartorius).

Camara de electroféresis para SSCP

Camaras de lucita para proteccion de radiofsdtopos.
Campana de extraccién para gases (Labconco).
Campana de proteccion para radioisotopos (Labconco).
Contador Gaiger.

Cassettes para autorradiografias.

PN R N =

Centrifuga clinica.

9. Congelador -20 °C {American).

10. Congelador - 70°C (Revco).

11. Cristaleria de laboratorio.

12.Equipo de television, camara y revelador fotogréfico.

13. Espectrofotémetro Spectronic 1001 Plus (Milton Roy Field).
14. Fuente de poder de 200 V (Sigma Chemical Co).

15. Fuente de poder de 500 V ( Hoffer Scientific Instruments).
16. Gasas,

17.Gene Amp PCR System 9600 (Perkin Elmer Biotechnology).
18. Guantes desechables,

18. Horne de microondas.

20. Microcentrifuga (Fotodyne).

21. Micropipetas : 0.5 — 10 pl, 50 — 200 pl y 200 -~ 1000 .

22 Pantalia de lucita para proteccién de radioisétopos.

23. Placas para autoradiografia.

24.Puntas para pipeta y tubos eppendorf de plastico (0.6 y 1.5 ml).
25. Secador de geles Drygels (Hoffer Scientific Instruments).
28.Sistema de electroforesis submarina (Sigma Chemical Co.).

27. Transiluminador (Fotodyne).
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