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Introduccion

Tras el retroceso de las enfermedades infecciosas, el cancer se ha convertido en uno de los
principales problemas de salud en la humanidad, especialmente en paises desarrollados, donde es
una de las causas mas frecuente de muerte. A pesar de la existencia de tratamientos efectivos en
ciertos tipos de céncer, las cifras globales de mortalidad no han variado mucho en los ultimos 30

anos.

El cancer ocurre por un descontrol en el crecimiento normal de las células. En los tejidos normales
se mantiene un balance en las tasas relacionadas con el crecimiento de células nuevas y con la

muerte de las células viejas; en el cancer, este equilibrio se altera.

El estudio de los sindromes de céancer familiar ha facilitado la identificacién de los genes supresores
de tumores, los cuales cuando se encuentran mutados en células germinales, confieren un

incremento al riesgo de desarrollar determinados tipos de cancer.

El clasico ejemplo de esto es el modelo de tumorigenesis del gen del retinoblastoma (RB/). La
mutacion con pérdida de funcién en ambos alelos del gen RB/ es una caracteristica tanto de los
casos familiares de retinoblastoma como en los tumores esporadicos; pero en los casos familiares
un alelo del gen RB/ esta mutado en células germinales y el otro alelo en células somaticas,

mientras que ambos alelos se encuentran mutados en células somaticas en los tumores esporadicos.

El gen supresor de tumores VHL fue caracterizado en 1993 en un estudio con 200 familias con
cancer renal; cuando este gen se encuentra mutado en la linea germinal da lugar a una

predisposicion a la enfermedad von Hippel — Lindau o VHL.

El VHL es un sindrome de cancer familiar autosémico dominante. Se caracteriza clinicamente por
tumores vasculares, incluyendo hemangioblastomas de retina, cerebelo y médula espinal, carcinoma
de células renales, feocromocitomas y tumores pancreaticos. El cancer renal hereditario metastasico
es el mas comin en esta enfermedad y constituye una de las causas mas frecuentes de muerte en los
grupos familiares aquejados. La expectativa de vida en individuos afectados es menor a los 50 afios;
sin accion preventiva, el cancer renal aparece en los pacientes con VHL a una edad promedio de 42

anos.
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En la literatura se han descrito mas de 200 mutaciones individuales y actualmente se estudian otras

mutaciones especificas que puedan ser responsables de esta enfermedad.

La implementacion del diagnéstico molecular de la enfermedad de von Hippel-Lindau en poblacion
mexicana permitira la identificacion oportuna de portadores asintomaticos. Esto es relevante porque
se optimizara la vigilancia de los individuos en riesgo —reduciendo morbi-mortalidad-, a la vez que

evita el uso de procedimientos costosos e invasivos en personas sin la mutacion.
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1.1. Céncer

El cancer es una familia de enfermedades caracterizadas por la proliferacion celular descontrolada
con formacion de tumores. En México, a partir de 1989, ésta enfermedad ocupa la segunda causa de
muerte, siendo los tipos mas frecuentes el de pulmén, estomago y cuello uterino. Desde entonces el
cancer es responsable del 12.0 % de las defunciones que se registran en el pais; de las cuales el
47.8% corresponden al sexo masculino y el 52.2 % al femenino (Base de datos del Instituto

Nacional de Cancerologia).

Los tumores originados por la proliferacién celular descontrolada pueden ser benignos o malignos.
Los benignos como las verrugas y los lunares, se desarrollan por simple expansién y a menudo
permanecen encapsulados por una capa de tejido conjuntivo. Los tumores benignos pocas veces
representan una amenaza para la vida, aunque si se presentan en espacios cerrados como el cerebro o
secretan grandes cantidades de ciertas hormonas, pueden resultar fatales. Los tumores malignos se
desarrollan de modo invasor, produciendo células que colonizan nuevas zonas del organismo,

mediante un proceso denominado metastasis (Voet, D. y Voet, J., 1992).

Los canceres se clasifican segin el tejido y el tipo celular. Los carcinomas provienen de tejidos
derivados del ectodermo o el endodermo, los sarcomas provienen de tejidos derivados del
mesodermo y las leucemias y linfomas, aunque son también derivadas del mesodermo se clasifican
por separado porque su tratamiento clinico es diferente, y afectan a células del sistema

hematopoyético (Cotran y cols, 1999).

Para que un cancer se desarrolle, es necesaria la acumulacion de varias mutaciones génicas en
células somaticas (todas las células que no son reproductoras); también existen las denominadas
"mutaciones en células germinales" que se transmiten a los gametos (ovocito o espermatozoide) y

que por lo tanto son susceptibles de ser heredadas a generaciones sucesivas (Gardner y cols., 1998).

Practicamente todos los cdnceres son monoclonales a nivel celular, es decir, que proceden de una
tnica célula precursora. La progenie de la célula transformada tiende a incrementar su malignidad,
por el aumento en el nimero de alteraciones citogenéticas, elevacion de la tasa de crecimiento

celular y tendencia a la metastasis. La aceleracion de la proliferacion permite que se acumulen

3
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nuevas mutaciones somadticas adicionales por errores en la reparacion, esto torna a las células mas
agresivas y genera una proliferacion mas rapida, pudiendo volverse resistentes al tratamiento

(Brandan y cols, 2002).

Las propiedades de las células neoplasicas son diferentes de las que poseen las células normales de
las que derivan. Las membranas plasmaticas de las células malignas tienen un caracter mas fluido
que las normales y presentan relaciones alteradas de muchos de los componentes de su superficie
celular, como glucoproteinas y glucolipidos. Internamente, el citoesqueleto de las células cancerosas

esta menos organizado que el de las normales (Voet, D. y Voet, J., 1992).

Los tumores malignos producen también metaloproteinasas y colagenasas que facilitan la invasion
del tejido adyacente. La digestion enzimatica del coldgeno y la membrana basal, permite la invasion
de capilares y vasos linfaticos. El ingreso de las células tumorales a la circulacion permite su
implantacion en sitios distantes del tumor primario, originando metdstasis. Algunos tipos de tumor
tienen preferencia por un tejido, pero no exclusividad; por ejemplo: el cancer de mama en higado y

hueso (Darnell y cols, 2002).

La transformacién neoplésica viene acompafiada por una serie de cambios complejos, estructurales,
bioquimicos y genéticos. Los genes relacionados con el céncer pueden ser: oncogenes, cuyas
mutaciones dan lugar a una actividad alterada con un incremento en la expresion de su
correspondiente proteina, que a su vez promueve proliferacion celular; genes supresores tumorales,
cuyas mutaciones producen una pérdida en la capacidad de expresion de la proteina y genes de
reparacion del DNA, los cuales se encargan de eliminar los nucledtidos incorporados
incorrectamente durante la duplicacion selectivamente y al estar dafiados, la célula afectada puede
mostrar una tasa elevada anormal de mutaciones, lo que a su vez incrementa el riesgo de

malignizacion (Albert y cols, 1999) (Figura 1).
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Figura 1. Protooncogenes y genes supresores de tumores.

(Tomada y modificada de http://www.cnio.es/es/cancer/cap201.htm)

1.1.1. Oncogenes

celular y pbr el bloqueo de la senescencia y muerte celulares (Albert y cols, 1999).

Se denomina oncogen a un gen que promueve la proliferacion celular descontrolada. Los oncogenes
derivan de los proto-oncogenes, genes celulares que promueven el crecimiento y la diferenciacion
normal de las células, y que se encuentran estrictamente regulados. El proto-oncogen se convierte en
oncogen cuando sufre mutaciones que le confieren una ganancia de funcion, la activacion de un

oncogen puede contribuir al desarrollo de cancer por alteraciones en los procesos de proliferacién

Esta activacion es el resultado de una o varias mutaciones que pueden ser causadas por agentes
fisicos, quimicos o biologicos. Los agentes que inducen mutacién sobre el DNA se llaman
mutagenos. Cuando estas mutaciones conllevan oncogénesis y transformacién maligna hablamos de
carcindgenos. Todos los mutagenos son carcinégenos pero no todos los carcindgenos son mutagenos

(DeVita y cols, 1999).
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Las alteraciones genéticas que dan lugar a sobreexpresion de un oncogen son (Voet, D. y Voet, J.,

1992):

Mutagénesis por insercion: La expresion inoportuna de un oncogen puede ser consecuencia de la
insercién de un genoma viral en el genoma celular, de tal forma que el protooncogen se encuentra

bajo el control transcripcional de la secuencia reguladora del virus.

Traslocaciones cromosémicas: son intercambios de material genético entre diferentes cromosomas,
de manera que las proteinas codificadas son "quimeras" o mixtas entre las dos secuencias
codificantes intercambiadas. Activacion por translocacion del proto-oncogen a un sitio de

transcripcion activa.

Amplificacién Génica: Es la repeticion de secuencias de oncogenes presentes en un niimero de

copias mucho mayor al normal.

Mutaciones Puntuales: Se conocen muchos casos en que mutaciones puntuales determinan la
expresion desregulada del oncogen, alterando los procesos normales de proliferacién y muerte de las

células.

1.1.2. Genes supresores de tumores

Son genes que regulan la proliferacion celular, las funciones biol6gicas normales de los genes
supresores de tumores son:

= Moléculas de transduccion de sefiales de proliferacion o muerte celular

* Factores de Transcripcion

* Proteinas que participan en el control del progreso del ciclo celular

* Proteinas que participan en la regulacion de la Apoptosis.

A nivel celular tiene un comportamiento recesivo, ya que ambos alelos del gen necesitan inactivarse

para dar lugar a enfermedad. Su existencia fue demostrada por Knudson.
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1.1.2.1. Hipétesis de Knudson

Knudson propuso una teoria para explicar la herencia del retinoblastoma, la cual fue posteriormente

confirmada experimentalmente y hoy es conocida universalmente como la hipdtesis de Knudson.

Knudson propuso que en el caso del retinoblastoma hereditario, una de las mutaciones se heredaria
de las células germinales de un progenitor. En este supuesto, la probabilidad de mutacién en el
segundo alelo del gen es alta en una o mas células por lo que se desarrollaran uno o mas tumores. En
los casos esporadicos, las dos mutaciones en ambos alelos del gen deben ocurrir al azar en una

misma célula (somatica) (Knudson, A.G. y cols, 1971). Figura 2.

La hipotesis de Knudson se confirmoé tras la identificacion del gen del retinoblastoma en el
cromosoma 13 (RBI) y la demostracion de que en el tejido tumoral del retinoblastoma los dos alelos

del gen RBI estaban inactivados por una mutacién (Fung, Y.K. y cols.; 1987).

Segiin lo expuesto anteriormente, el alelo localizado en el cromosoma que lleva el gen RB/ normal
podria desaparecer en una célula del tumor por diversos mecanismos, proceso que se ha denominado
genéricamente "pérdida de heterocigosidad" (LOH del ingles Loss Of Heterozygosity), que puede
ser detectada por las técnicas moleculares del Southern blot o por PCR, comparando el DNA
silvestre de un paciente con retinoblastoma con el DNA procedente de las células tumorales (Lopez-

Veiga, A.; 2000).

Tras la identificacion del gen RB/, se emple6 la misma estrategia para tratar de identificar genes

responsables de otros tipos de cancer familiar.
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Figura 2. Representacion esquematica del modelo de Knudson en la tumorogénesis de retinoblastoma.

A la izquierda, la retina normal tiene células con 2 alelos normales del gen RB/ (niicleo blanco). Cuando se produce
(raramente) una mutacioén somatica aparecen células con una copia mutada del gen (primera mutacion) (nicleo mitad-
negro). Si se produce una segunda mutacién en una de las células que ya tenian una copia anémala del RBI (nicleo
negro), el resultado es la aparicién de un retinoblastoma de tipo esporadico. A la derecha, en las formas de
retinoblastoma familiar (hereditario), las células de la retina tienen ya una primera mutacion constitucional (nicleo
mitad-negro) que inactiva una copia del gen RB /. Cuando esto ocurre, s6lo es necesaria una mutacién para que aparezca
el tumor. (Tomada y modificada de http://www.opolanco.es/Apat/boletin9/oncogene.html)

1.1.3. Genes de reparacion

Estos genes tienen la funcion de corregir los errores producidos en los procesos de replicacion y
transcripcion de DNA o el dafio causado por agentes exdgenos. La reparacion de los dafios requiere
la accion coordinada de varias proteinas, incluyendo aquellas que reconocen la lesién, que eliminan
una parte de la cadena que contiene la lesién, y que sustituyen el segmento equivocado con
nucleétidos complementarios. Si estos genes fallan, las lesiones del DNA no pueden ser reparadas y
permiten un cambio permanente en el DNA, a lo que se le denomina mutacion. Esta mutacion puede
desencadenar una proliferacion celular descontrolada si se localiza en secuencias codificadoras o

reguladoras vitales para el organismo. (Karp, 1999; Voet y Voet, 1992).
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1.1.4. Predisposicion hereditaria al cincer

Se sabe que la mayoria de los canceres humanos no siguen un patréon de herencia mendeliano,
aunque muchos de ellos tienen agregacién familiar. Numerosos estudios han demostrado que los
familiares més préximos al paciente afectado tienen un mayor riesgo de desarrollar el mismo tipo de
cancer. Existen componentes ambientales, como el tabaco en el cancer de pulmén, que también
influyen en su aparicion, por lo que el mejor modelo para explicar el origen del cancer es el llamado
multifactorial, en el que los factores ambientales y genéticos se unen contribuyendo al riesgo de

padecerlo.

Alrededor del 5-10% de los canceres mas frecuentes se acumulan en determinadas familias y son
producto de lo que se denomina "Sindrome de cancer familiar". Estos sindromes se han logrado
estudiar a partir de los casos indice, los cuales son los primeros que acuden a consulta solicitando
diagnéstico y a partir de ellos se estudia al resto de la familia. Por lo general los sindromes de
cancer familiar son debido a mutaciones en genes supresores de tumores, que se comportan como
genes recesivos a nivel celular, pero que se transmiten de forma dominante en las familias afectadas;
existe una excepcion, el caso de la neoplasia endocrina miltiple tipo 2 en la cual es un oncogen
(RET y MET) mutado el que causa el sindrome familiar (Mulligan y cols, 1993; Donis-Keller y cols,
1993).

Los familiares de los afectados pueden llegar a tener un riesgo del 30-40% de padecer cierto tipo de
cancer a lo largo de su vida. La predisposicion en estas familias se debe generalmente al efecto de
un gen hereditario dominante, lo que implica que un descendiente de un progenitor afectado tiene un
riesgo del 50% de heredar la predisposicién (Figura 3) y el desarrollo o no del padecimiento
dependera de la presencia de factores desencadenantes. Por lo tanto la probabilidad de que un
determinado gen de lugar a la aparicién de cancer puede variar en una misma familia o entre
familias diferentes y dependera también de la edad del paciente. El riesgo de un individuo
determinado debe contabilizarse a lo largo de muchos afios tomando en cuenta que algunos
portadores del gen mutado pueden no desarrollar cancer (Centro Nacional de Investigaciones

Oncolégicas, 2003).
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Figura 3. Predisposicion hereditaria al cincer
El cancer es considerada una enfermedad multifactorial, en la que,
el factor genético forma parte de este grupo complejo de factores
(Tomado y modificado de: http://pressz.nci.nih.gov/sciencebehind/cancersp/cancersp36.htm)

Asimismo, existen otros genes predisponentes comunes que tienen un menor efecto sobre la
aparicion de cancer, por lo que un portador de una mutacién en dicho gen tendria un riesgo menor,

quiza alrededor del 10% de desarrollar la enfermedad (DeVita y cols, 1999).
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1.2. Enfermedad de von Hippel — Lindau

1.2.1. Definicion.

La enfermedad von Hippel — Lindau o VHL es un sindrome de cancer familiar autosémico
dominante. Se caracteriza clinicamente por tumores vasculares, incluyendo hemangioblastomas de
retina, cerebelo y médula espinal, carcinoma de células renales, feocromocitomas y tumores

pancreaticos. (Figura 4).

(a) Tumores en la enfermedad von Hippel - Lindau

T,
| ¥ z
{ 3 Angiomas de retina
\;@\J'* (hemangioblastomas)
,""J- b Hemangioblastoma de cerebelo

/ 3 y médula

(O s Feocromocitoma
& "1 (glandula adrenal)

~ Tumores en el pancreas

Cancer de rindn
(carcinoma de células claras
de rifon)

_O
06 O
e B

Figura 4. Enfermedad von Hippel — Lindau
(a) Lesiones mas frecuentes de la enfermedad
(b) Familia VHL con herencia autosémica dominante y expresividad variable.
(Tomada y modificada de Kaelin, W.G.; 1998)
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1.2.2. Historia

En 1904, Eugene von Hippel descubrié que los angiomas de retina eran hereditarios, hallazgos
confirmados poteriormente por Cushing, Bailey y Collins (Cushing y Bailey, 1928; Collins, 1894).
Arvin Lindau fue el descubridor de la relacién entre los angiomas de retina y las lesiones en el
sistema nervioso central, y Cushing propuso denominar a la enfermedad “Enfermedad de Lindau”.
El término “von Hippel — Lindau” fue acufiado en 1964 por Melmon y Rosen quienes propusieron la
definiciéon diagndstica vigente hasta la actualidad: un hemangioblastoma asociado con un tumor
visceral tipico, o un hemangioblastoma o tumor caracteristico vinculado con una historia familiar de

VHL. A esto se agrega la presencia eventual, peligrosa y altamente letal de feocromocitomas.

Los avances de la biologia molecular, permitieron localizar en el genoma el locus responsable del
padecimiento. El primer indicio de localizacion del gen VHL apareci6 en 1979 con la descripcién de
una familia con cancer renal hereditario, en la que 10 miembros de tres generaciones consecutivas,
desarrollaron cancer. Los pacientes sintomaticos eran el probando y tres parientes y por medio de
estudios detallados se detectaron a 3 miembros asintomaticos. El cancer en esta familia era de inicio
temprano, en ambos rifiones y en diversos sitios, en comparacion con los canceres no familiares. Se
realizo cariotipo a 22 adultos de la familia y 10 miembros portaban una translocacion reciproca
balanceada entre el cromosoma 3 y 8. Esta translocacion fue detectada en los 5 miembros vivos que
presentaban cancer renal; y en 3 de 5 personas fallecidas a causa del cancer. A partir de éste estudio,
se propuso-que una mutacion en un gen o genes localizados en los cromosomas 3 u 8, fueron los

factores predisponentes a cancer renal familiar (Cohen y cols, 1979 ).

Seizinger y col. en 1988, reportaron que el gen VHL esta ligado al locus que codifica para el
homologo humano del oncogén RAFI, el cual se localiza en el cromosoma 3p25. Por medio de
analisis de ligamiento genético con marcadores polimorficos de DNA, mapearon una region vecina
a RAF1. Estos resultados establecieron claramente que el defecto causante de la enfermedad VHL se
localiza en el brazo corto del cromosoma 3, y se excluyé al gen RAFI como causante de la

enfermedad de VHL a pesar de que cosegrega con ésta.

Latif y cols. refinaron la regién critica del gen VHL en 1992 con sondas de DNA que hibridaban

especificamente en posiciones genémicas muy vecinas al gen VHL en el brazo corto del cromosoma
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3 permitieron, por primera vez, la identificacion de pacientes con VHL antes de la formacion de
tumores. En 1993 éste grupo de investigadores, establecieron un mapa fisico de la regi6n por
electroforesis en gel de campos pulsados y encontraron una delecion en tres pacientes con VHL sin
parentesco especulando que esta delecion interrumpia el gen VHL. A partir de esto, buscaron la
secuencia deletada en bibliotecas de DNA complementario (cDNA) de secuencias conservadas y
encontraron dos clonas como posibles genes candidatos denominadas g6 y g7. Se descart6 la clona
g6 por que no se encontrd alterada en 120 pacientes con VHL y porque presentaba una hibridacién

cruzada con un locus del cromosoma X (Latif y cols, 1993).

La clona g7 representé un fuerte candidato, por lo que se estudio el patron de expresion por la
técnica de hibridacién Northern, en donde encontraron dos transcritos, uno de 6 y otro de 6.5 Kb,
ambos se expresaban de manera tejido - especifico, y se desarrollaban de modo selectivo. Estos dos
transcritos representaban dos formas alternativas de corte y empalme, ya que se demostré que ambos
transcritos eran codificados por un solo gen. Por medio de la técnica de Southern demostraron que
g7 es una secuencia altamente conservada, lo cual sugiri6 que g7 codifica para un gen con una
funcién celular fundamental, en este caso, como un posible gen supresor tumoral. Posteriormente
observaron que esta clona se inactivaba por mutaciones en 221 pacientes con VHL sin parentesco

(Latif y cols, 1993).

Por medio de SSCP (siglas en inglés “Single Strand — Conformational Polymorphism™) y RT-PCR
(siglas en inglés “Reverse Transcription - PCR™) amplficaron ¢cDNA de células de carcinoma de
células renales, donde encontraron mutaciones que daban lugar presuntamente a proteinas truncadas
por deleciones. Estos resultados llegaron a la conclusion de que g7 era el gen VHL y delimitaron la
region en el cromosoma 3p25-26. Este gen tiene las caracteristicas de un gen supresor tumoral, que

responde al modelo de Knudson definido en 1971.
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1.2.3. Cuadro Clinico

La incidencia estimada en varias poblaciones de la enfermedad VHL es de 1:36 000 a 1:45 000
nacidos vivos (Friedrich, C.A., 1999; Linehan, M.W. y cols, 1995; Kondo, K. y Kaelin, W.G.,

2001). No se han realizado estudios similares en poblacién latinoamericana.

La expresividad clinica de la enfermedad VHL es muy heterogénea. Cada familia afectada puede
presentar diferentes manifestaciones de la enfermedad, segiin los distintos tipos y localizaciones de
las mutaciones en el gen. El 80% de las lesiones son clinicamente aparentes antes de los 40 afios
(Neuman, H.P., 1987) y a los 50 afios el 95% de los afectados ya ha desarrollado una o mas
alteraciones. A pesar de tratarse de un sindrome multitumoral, en algunas series, la mitad de los

afectados presentaba alteracion en un solo 6rgano (Neuman, H.P. y cols, 1991).

La manifestacion inicial mas frecuente son los angiomas de retina y los hemangioblastomas de

cerebelo. (Tabla 1)

Tabla 1. Frecuencia de neoplasia asociadas a VHL.

Lesion Frecuencia' Frecuencia’ Edad promedio de Rango

(%) (%) inicio (aiios) (afios)

Angioma de retina 59 57 254 4-68

Hemangioblastoma de 59 55 29.0 13- 61
cerebelo

Hemangioblastoma de 13 14 339 11-60

médula espinal

Carcinoma de células 28 24 44.0 23-68
renales

Feocromocitoma 7 19 20.2 12 - 58

1. n= 152 (Maher y cols., 1990)

2. n= 554 (Lamiell y cols.; 1989)
Los hemangioblastomas (HB) del Sistema Nervioso Central (SNC) son tumores altamente
vascularizados. Son benignos y no metastatizan pero, debido a su crecimiento en un espacio cerrado,
poseen el potencial de causar hemorragias, hidrocefalia obstructiva, hipertension intracraneal,

déficits neurolégicos y muerte (Figura 5) (Huson, SM. y cols, 1986; Maddock, IR. y cols, 1996).
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Figura 5. Hemangioblastoma de cerebelo
(Tomada de los archivos del Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia, Manuel Velasco Suérez, 2003)

Los angiomas de retina son tumores vasculares benignos, si no se identifican en fases tempranas y
sin tratamiento, pueden causar disminucion de la agudeza visual, o alteraciones del campo visual,

hemorragias en la vecindad del mismo, desprendimiento de retina, llevando a la ceguera (Figura 6)

(Huson, SM. y cols, 1986).

Figura 6. Angioma de retina
(Tomada de los archivos del Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia, Manuel Velasco Sudrez, 2003)

El 50 - 70 % de los pacientes eventualmente desarrollan quiste renales. El riesgo de carcinoma de
células claras de rifion es mayor al 70 % y el carcinoma de células renales (CCR) junto con los
hemangioblastomas de cerebelo, es la causa mas comin de muerte en la enfermedad de VHL

(Neuman, H.P. y cols, 1987; Poston, CD. y cols, 1995; Maddock, IR. y cols, 1996).
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Los feocromocitomas son tumores relativamente raros, generalmente benignos, no obstante
ocasionalmente pueden malignizar. La presentacion clinica de éste tipo de tumores en la enfermedad
VHL se diferencia de los casos aislados en que son de aparicion temprana, incluso aparecen durante
la primera década. Su morbilidad estd asociada a hipertension arterial de dificil control (Figura 7)

(Chen, F. y cols, 1995).

En el pancreas también pueden aparecer tumores. Los més frecuentes se denominan adenomas

microquisticos y son benignos (Figura 7) (Girelli, R.y cols, 1977; Neumann, H.P. y cols, 1991).

Figura 7. Quistes pancreaticos en enfermedad VHL.
(Tomada de los archivos del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia, Manuel Velasco Sudrez, 2003)

Los tumores de saco endolinfético recientemente se han identificado como parte del sindrome que
conforma la enfermedad. Cuando se estudié detenidamente la funcion auditiva de una serie de 121
pacientes con enfermedad VHL, la prevalencia de trastornos auditivos fue muy elevada (> 65% de
los casos y bilateral en > 50%), con una incidencia de tumores del saco endolinfatico del 11%

(Manski, TJ. y cols, 1997).

Otros tumores asociados a la enfermedad VHL son los cistadenomas del epididimo que aparecen en
la mitad de los varones afectados y se localiza principalmente en la cabeza del conducto (Choyke,
PL. y cols, 1997). En las mujeres, se han descrito algunos casos de cistadenomas papilares en el
ligamento ancho uterino, de caracteristicas histoldgicas muy semejantes a las descritas en el

epididimo (Werness, BA. y cols, 1997).
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1.2.4. Clasificacion de la enfermedad de von Hippel - Lindau

Clinicamente las familias VHL pueden ser-caracterizadas por la ausencia (tipo 1) o presencia (tipo
2) de feocromocitoma. Esta variacion fenotipica tiene correlacién con el genotipo subyacente (Tabla
2).

Tabla 2. Clasificacion de la enfermedad VHL

Tipo Tipos de tumores observados Tipos de mutaciones
HB en SNC CCR Feocromocitoma Asociadas
| 5 ¥ } mutaciones sin sentido, deleciones,
microdeleciones o inserciones
2A + = +
2B + + + sentido erréneo
2C - - 2

HB: Hemangioblastoma

SNC: Sistema Nervioso Central

CCR: Carcinoma de células renales

(Chen, F. y cols., 1995; Linehan, WM. y cols., 1995)

1.2.5. Criterios de diagnéstico clinico.

Hasta el descubrimiento del gen causante de la enfermedad, el diagnéstico se realizaba con base en
los criterios clinicos de Melmon y Rosen (Melmon y Rosen, 1964) que son: en presencia de una
historia familiar positiva, el diagndstico de la enfermedad VHL puede hacerse por la identificacion
de un solo hemangioblastoma de retina o cerebelo, carcinoma de células renales, o feocromocitoma

en individuos en riesgo.

Los quistes pancreaticos miltiples se consideran sospechosos de la enfermedad, ya que son poco
comunes en la poblacién general. En contraste, los quistes renales y del epididimo ocurren con
mayor frecuencia en la poblacién y por consiguiente no son un indicador confiable (Seizinger, B.R.

y cols, 1991).

En casos esporadicos (historia familiar negativa) son necesarios 2 ¢ mas hemangioblastomas de
retina o cerebelo, o un hemangioblastoma més un tumor visceral tipico de enfermedad VHL para el
diagnostico. La desventaja en estos casos, es que la ausencia de historia familiar disminuye la
sospecha del clinico y el diagnéstico de la enfermedad VHL es frecuentemente tardio; asimismo, las

mutaciones de novo tienden a ser subdeterminadas comparadas con las mutaciones asociadas a casos
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familiares. Algo similar ocurre en sujetos con feocromocitoma esporadico, en quienes se han
reportado mutaciones del gen VHL en aproximadamente 3% de los casos, por lo cual Brauch (1997)
y Bar (1997) sostienen que la enfermedad VHL no debe descartarse clinicamente en los casos de

feocromocitoma aislado.

Una vez realizado el diagnéstico, es importante estudiar integralmente al paciente en virtud de que
muchas de las manifestaciones pueden y deben diagnosticarse antes de su expresion clinica. Esto
cobra relevancia en la reduccion de la morbi-mortalidad del padecimiento, ya que la mayoria de las

lesiones tiene un mejor prondstico cuando se tratan de manera precoz .

En la tabla 3 se muestran los métodos de deteccion para los distintos tumores que conforman la

enfermedad.

Tabla 3. Métodos de deteccion para los distintos tumores que conforman la enfermedad de VHL.

Lesion Meétodo de deteccion

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) con contraste
Estudio angiografico

Hemangioblastomas del SNC

Feocromocitoma Determinacion periddica de catecolaminas en orina
Angiomas retinianos Oftalmoscopia indirecta
Carcinoma Renal

Quistes pancreaticos Tomografia computarizada (TC),
Quistes hepaticos

Cistadenoma del epididimo Ultrasonido

Tumor del saco endolinfético Estudios audiométricos
Potenciales evocados auditivos
RMN

Spetzger, U. y cols, 1996
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El seguimiento de los individuos clinicamente afectados y de los portadores asintomaticos de la
mutacién debe ser multidisciplinario y el seguimiento se debe prolongar cuando menos hasta los 50
afios de edad, ya que es raro que aparezcan manifestaciones por encima de esta edad, si bien se han
descrito casos de portadores que no manifiestan la enfermedad hasta los 65 afios (Huson, SM. y cols,

1986).

1.2.6. Tratamiento

Los hemangioblastomas de cerebelo, carcinomas de células renales, feocromocitomas y
ocasionalmente otros tumores asociados a la enfermedad VHL requieren de tratamiento quirargico.
Este tiene mejores resultados en lesiones tempranas en virtud del menor tamafio del tumor que
permite una reseccion radical con menor riesgo de complicaciones. En algunos casos, por ejemplo
cancer renal y feocromocitoma maligno, el tratamiento se complementa con quimioterapia y/o

radioterapia.

Por otra parte, las lesiones retinianas se manejan mediante radiacion del angioma en diversas
modalidades (fotocoagulacion, crioterapia, etc). Es indispensable su manejo temprano, porque el
crecimiento tumoral tracciona la retina ocasionando desprendimientos y hemorragias que
frecuentemente generan glaucoma secundario, acompafiado por la pérdida completa o casi completa

de la visidn.

Los quistes hepaticos, pancreaticos y del epididimo habitualmente son asintométicos y solo ameritan
vigilancia. Algo similar ocurre con los quistes renales benignos (Persad, RA. y cols, 1997; Schiff, D.

y cols., 1995).

El diagnéstico temprano de los casos indice y el diagndstico molecular de portadores y su

seguimiento estricto, son los mejores medios para combatir la enfermedad de VHL.
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1.3. Genética de la enfermedad de von Hippel - Lindau

1.3.1. Anatomia del gen VHL.

El gen VHL codifica para un mRNA de 4.7 kb, abarcando menos de 20 kb de DNA gendmico en el

cromosoma 3p25-p26.

La secuencia codificadora del gen VHL esta compuesta por tres exones (Figura 8); el exén | tiene
70 pb de la region 5" no traducida (UTR) y 340 pb de secuencia codificadora; el exén 2 contiene 123
pb de secuencia codificadora; y el exén 3 contiene 179 pb de secuencia codificadora y se expande

hasta 4 kb formando el extremo 3" UTR (Latif y cols, 1993).

. ¥
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Figura 8. Esquema del brazo corto del cromosoma 3
con localizacion del gen VHL en la region 3p25-26.
(Tomada y modificada de VHL Family Alliance, 2001)
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1.3.2. Proteina VHL (pVHL)

El mRNA VHL codifica para una proteina de 213 aminoacidos, con un peso molecular de
aproximadamente 28 — 30 kd (pVHLjg). Existe una segunda isoforma de la pVHL, la cual es
generada como resultado de la traduccion a partir de un sitio de inicio interno localizado en el codén
54, ésta isoforma tiene un peso molecular de aproximadamente 18 — 20 kD (pVHL,s) (Schoenfeld,
A. y cols, 1998).

La secuencia primaria de la pVHL no es similar a ninguna otra proteina conocida, por lo tanto la
comparacién con otras proteinas no proporciona ninguna clave inmediata acerca de la funcién

bioquimica de ésta.

Los codones 14 al 53 del gen VHL humano codifican para ocho copias de un repetido pentamérico
de aminodcidos [Gly—X-Glu-Glu-X); (GXEEX)s], el cual muestra homologia con una proteina de
superficie de membrana de Tripanosoma. Esta region, a diferencia del COOH-terminal de la pVHL,
no esta altamente conservada entre humanos y roedores, y no se encuentra mutada con frecuencia en
las neoplasias asociadas a VHL. La funcion de esta region, no es aun clara brucei (Latif y cols,

1993).

El fraccionamiento bioquimico y los estudios inmunohistoquimicos sugieren que la pVHL es
principalmente, pero no exclusivamente, una proteina citoplasmatica (Iliopoulos 'y cols, 1995). Se
ha observado que en cultivos con células dispersas, la pVHL es predominantemente nuclear,
mientras que en cultivos abundantes su localizacion es citoplasmatica. Alin no es claro el
mecanismo por el cual la pVHL se relocaliza en respuesta a la densidad celular pero se ha
encontrado que el transporte nuclear es regulado por la actividad de la RNA polimerasa II, en la que
la inhibicién de la RNA polimerasa II disminuye la exportacién nuclear de la pVHL, mientras que
cuando la RNA polimerasa II estd activa, causa que la pVHL sea exportada al citoplasma via
facilitada por una secuencia del exon 2. También se ha encontrado que una fraccién de la pVHL esta
asociada a membranas celulares, incluyendo aparato de Golgi y reticulo endoplasmico (Favor, M. y
Henderson, B., 2003).
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La pVHL tiene dos dominios: un dominio formado por una o-hélice (dominio o) que comprende de
los aminoacidos 157 a 189 y es codificado por el exén III. Los aminoacidos 64 al 154, codificados
por el exén I y II forman el dominio B, rico en ldminas B . Ambos dominios se sostienen por dos

enlaces y una interfase polar. (Hansen y cols, 2002). Figura 9.

a Gen VHL
NUmero de
m'ilc!edﬁdo 1 214 553 554 676 677 855 4400
~ - -
5 UTR / 1 o4 @ 48y gum
b ProteinaVHL X 7 i 3 .
Met Met 4]
Nimero : 1 14 54 63 114 155 193 204 213
de codon .
(GXEEX)g : E|i ‘ Eu b :
¢ Region funcional : : - :
de la proteina VHL : : — :
: H :Sifio de unidn :
: "ot @ €lONGINA C !
Exportacion nuclear '
Funcion de gen supresor fumoral
Gen von Hippel - Lindau (YHL). Funcién y estructura de la proteina

Figura 9. Funcién y estructura de la proteina VHL
(Tomada y modificada de Expert Reviews in Molecular Medicine 2001
Cambridge University Press: http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/01002654h.htm )

El mRNA VHL estd ampliamente expresado durante la embriogénesis y en el tejido adulto, sin
embargo su expresion no esta restringido a los érganos afectados por la enfermedad (Latif y cols,

1993; Richards, F.M. y cols, 1996).
La pVHL puede ser fosforilada en residuos de serina. Las cinasas que fosforilan la pVHL,

actualmente son desconocidas, asi como las consecuencias funcionales de esta fosforilacion
(Kondo, K. Y Kaelin Jr. W.G., 2001).
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1.3.3. Distribucién de mutaciones VHL en células germinales

Las mutaciones en células germinales se han identificado en mas de 500 familias con VHL de todo
el mundo. Generalmente las mutaciones son extremadamente heterogéneas en su tipo y se
distribuyen ampliamente a través de la secuencia codificante, especialmente en los exones 1 y 3,
siendo mas raras en el exén 2. Se han encontrado mutaciones de sentido erréneo en un 39%,
mutaciones sin sentido en un 14%, microdeleciones en un 10%, deleciones en un 9%, inserciones y
mutaciones en el sitio de splicing en un 2% (Stolle, C. y cols, 1998). No se han reportado
mutaciones en los codones del 1 al 54, lo cual sugiere que esta region no se requiere para la funcion

de gen supresor de tumores.

La mayoria de las mutaciones recurrentes, son el resultado de mutaciones de novo en regiones
susceptibles a mutaciones, conocidos como puntos calientes (“hot spots™). Los “hot spots” mas
comunes son: delPhe76, Asn78Ser/His/Thr, Pro86Leu, Argl61Stop, Cys162Tyr/Phe/Trp,
Argl67GIn/Trp y Leu78Pro (Zbar, B. y cols., 1996).

Las mutaciones C712T, G713A (Richards, F. Y cols, 1995) , Arg238Trp, Arg238GIn (Crossey, PA

y cols., 1994) estan asociadas a un alto riesgo a feocromocitoma.

Brauch y cols. (1995) reportaron 14 familias alemanas y 2 Americanas que presentaban una
mutacién de efecto fundador: C505T, la cual se asocia a un bajo riesgo en carcinoma de células
claras de rifion (CCCR).

El 15% de los casos de VHL que no tienen historia familiar de la enfermedad podria representar los
casos de mutacién de novo. Sin embargo, el analisis cuidadoso de los parientes clinicamente sanos

puede revelar algunos casos de mosaicismo (Murgia y cols, 1999).

En la tabla 4 se muestran las mutaciones en las células germinales en el gen supresor de tumores

VHL, que se han reportado en mas de una familia con VHL.
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Tabla 4
Nimero  Cambio de aminoacido Niumero de Cambio de
De codon nucledtido Nucledtido

55 Cambio en el marco de lectura, 378 Ins A
terminacion prematura.

56 Cambio en el marco de lectura, 380 Ins A
terminacién prematura.

59 Cambio en el marco de lectura, 388 Del C
terminacion prematura.

65 Ser—Trp 407 C-G

66 Val - Stop 409 Del G

72 Cambio en el marco de lectura, 427 Del T
terminacioén prematura.

73 Gln - alto 430 C-T

76 Del Phe 440 Del TCT

76 Cambio en el marco de lectura, 441 InsC
terminacion prematura.

78 Asn — His 445 A-C

78 Asn — Ser 446 A-G

79 Arg - Pro 449 G-C

80 Ser— Arg 453 T-G

82 Del Arg, Val, Val 456 Del 9bp

84 Val - Leu 463 G-T

89 Leu - Pro 479 T-C

94 Glu - Stop 493 G-T

96 Gin - Pro 500 A-C

98 Tyr - His 505 T-C

103 Cambio en el marco de lectura, 522 Del TG
terminacion prematura.

111 Ser— Asn 545 G-A

113 Arg — Stop 550 C-T

114 Gly - Cys 553 G-T *

- - 553+5 G-C*

116 Leu - Val 559 C-G

117 Trp — Stop 564 G-A

118 Leu - Pro 566 T-C

118 Leu— Arg 566 T-G

121 Cambio en el marco de lectura, 574 Del G
terminaci6n prematura.

125 Cambio en el marco de lectura, 588 Ins C
terminacion prematura.

130 Cambio en el marco de lectura, 603 Del TA
terminacién prematura.

136 Phe — Ser 620 T-C

141 Cambio en el marco de lectura, 634 Del A
terminacion prematura.

152 Cambio en el marco de lectura, 668 Ins A
terminacion prematura.

153 Cambio en el marco de lectura, 670 Del C
terminacion prematura.

154 Pro- Leu 674 C-T
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Continuacién Tabla 4

- - 677-1 G-T*
158 Cambio en el marco de lectura, 685 Ins N
terminacion prematura.
158 Leu - Val 685 C-G
161 Arg - Stop 694 C-T
162 Cys—Tyr 698 G-A
166 Val - Phe 709 G-T
167 Arg—-Gly 712 C-G
167 Arg—Trp 712 C-T
167 Arg—-Gln 713 G-A
170 Val — Phe 721 G-T
170 Val - Asp 722 T-A
176 Cambio en el marco de lectura, 741 Del G
terminacion prematura.
177 Arg - Stop 742 A-T
178 Leu - Pro 746 T-C
180 Ile — Val 751 A-G
184 Leu - Arg 764 T-G
185 Tyr - Stop 768 C-G
186 Del Glu 771 Del AGA
188 Leu - Val 775 C-G
188 Cambio en el marco de lectura, 776 Del T
terminacion prematura.
195 Gln - Stop 796 C-T
- Del exon 1 - Del exon |
- Del exon 142 - Del exon 1+2
- Del exon 2 - Del exon 2
- Del exon 3 - Del exon 3
- Del 120kb - Del 120kb
- Del 50kb - Del 50kb
Ins: Insercién
Del: Delecion

Stop: codon de paro
* : mutacién en el sitio de splicing
Base de datos: University of Birmingham, Division of Medical and Molecular Genetics

Actualmente existen bases de datos que describen mas de 700 mutaciones en células germinales.
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1.3.4. Mutaciones somaticas en tumores de VHL

Gnarra y cols, en 1994, identificaron mutaciones somdticas en el gen VHL en 57% de los casos
esporadicos de carcinoma de células claras de rifion, y encontraron que el 98% presentd pérdida de

heterocigosidad. (Figura 10).

En pacientes con VHL las mutaciones somaticas se observaron en los tres exones. Las transiciones y
transversiones se identificaron con la misma frecuencia, mientras que las deleciones o inserciones

dentro del marco de lectura de la regién codificadora sumaron el 48%.

Not |
1 (GXEEX)q| 53 , 676 x %

4 7 lH s

m}\

A\ ststitucién de nudedtidos 3K Mutaciones sin sentido

| Delecones oimserciones X Mutaciones en sitios de splicing

Figura 10. Distribucién de mutaciones en el gen VHL en carcinoma renal esporédico.
Los tres exones son indicados por cuadros, y en el exén 1 se muestra el repetido de amino4cidos pentamérico y la regién
3" UTR en el tercer exon estan indicados con lineas inclinadas. El nimero se refiere al nucledtido del marco de lectura
abierta. (Tomada y modificada de: Gnarra y cols, 1994)

Existen otros mecanismos por el cual el gen VHL se inactiva, Herman y cols en 1994 demostraron la
inactivacion del gen VHL en carcinoma renal asociada con hipermetilacion de una isla CpG no
metilada normalmente en la region 5” del gen VHL, en 5 de 27 tumores analizados. En cuatro casos
de carcinoma de células claras de rifién con hipermetilacién no se identificaron mutaciones, sin
embargo la expresion de la pVHL, no era detectable en ninguno de los cinco tumores. Cuando una
de las lineas celulares de carcinoma renal con hipermetilacion del gen VHL fue tratada con un
agente hipometilante, hubo reexpresion del gen, lo cual indicé que la metilacién del promotor es la
causa del silenciamiento del gen. La hipermetilacion ha sido detectada en 33 % de los tumores VHL
que no muestran pérdida de heterocigosidad, incluyendo los carcinomas de células renales y

hemangioblastomas.
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1.3.5. Correlacion genotipo — fenotipo

Chen y cols. (1995) identifico mutaciones en células germinales en 85 de 114 familias con VHL
(75%). Ellos encontraron que los tipos de mutaciones responsables del VHL sin feocromocitoma
(tipo 1) difieren de las responsables del VHL con feocromocitoma (tipo 2). Encontraron mutaciones
sin sentido, microdeleciones/ inserciones y deleciones en un 56% de las familias con VHL tipo 1; las
mutaciones de sentido erréneo se encontraron en un 96% en familias con VHL tipo 2 (Grafical,2 y

3).

Zbar y cols. (1996) realizaron un analisis de las mutaciones en células geminales en 469 familias
con VHL de Norteamérica, Europa y Japon. I dentificaron mutaciones en un 63% de las familias
estudiadas. En esta muestra, fue posible comparar el e fecto de una misma mutacién germinal en
diferentes poblaciones, donde encontraron que las mutaciones VHL producen similares fenotipos en
familias caucésicas y japonesas. También identificaron que las familias con mutaciones en células
germinales producen tres tipos diferentes de cancer: carcinoma renal sin feocromocitoma, carcinoma

renal con feocromocitoma y sélo feocromocitoma.

En un estudio de riesgo acumulativo de feocromocitoma.en pacientes con una edad promedio de 50
aiios, el 59 % de los pacientes presenté mutaciones de sentido erréneo y 9% de éstos, deleciones o
mutaciones sin sentido. No todas las mutaciones de sentido erréneo deben asociarse a un alto riesgo
de feocromocitoma, mientras que las mutaciones intragénicas mas comunes 712C-T y 713G-A, que
cambian un residuo de arginina en el codén 167 se asocian con un alto riesgo de feocromocitoma
(82 % en una edad de 50 afios) (Richards, F. Y cols, 1995).

La mayoria de las mutaciones de sentido erréneo asociadas a feocromocitoma estan ademés
vinculadas con un alto riesgo de carcinoma de células renales (RCC) y hemangioblastomas (VHL
tipo 2B), aunque las mutaciones (Try98His y Tyrl11His) se asocian con un bajo riesgo de RCC
(fenotipo tipo 2A).

Brauch (1997) y Bar (1997), estudiaron sujetos con feocromocitoma esporadico, sin antecedentes
familiares, y s6lo encontraron mutaciones del gen VHL en un 3-3.7% de los casos. En familias VHL

con feocromocitoma se han encontrado mutaciones germinales en aproximadamente 50%. Ciertas
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mutaciones, sin embargo, parecen ser exclusivamente asociadas con el fenotipo de solo

feocromocitoma (tipo 2C) ( Crossey, P. y cols, 1995; Gross, D. Y cols, 1996).

Distribucion de los tipos de Mutaciones
en familias VHL

B Sentido errdneo
@ Grandes deleciones
0O Mcrodeleciones/

inserciones

B Sin sentido

Griéfica 1. Distribucion de los tipos de mutaciones en familias VHL (Datos tomados de Chen y cols, 1995).

Distribucién de los tipos de mutaciones en familias VHL con
feocromocitoma

4%

B Sentido ermoneo

O Otras

Grafica 2. Distribucion de los tipos de mutaciones en familias con feocromocitoma
(VHL tipo 2) (Datos tomados de Chen y cols, 1995)

| Distribucién de los tipos de mutaciones en
| familias VHL sin feocromocitoma

| Sentido erréneo
@ Grandes deleciones

O Microdeleciones/ inserciones

0 Sin sentido

Grafica 3. Distribucion de los tipos de mutaciones en familias sin feocromocitoma
(VHL tipo 1) (Datos tomados de Chen y cols, 1995)
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Existe una correlacion entre el fenotipo y la localizacion de la mutacion, 10 de 23 mutaciones (43%)
identificadas para VHL tipo 2 ocurren en el codén 238, de 12 familias que tienen mutacion en el
codoén 238, 10 tienen VHL tipo 2, por lo que éste codon se considera un “hot spot” asociado a VHL
tipo 2 (Linehan y cols, 1995).

1.3.6. Proteinas asociadas a la pYHL

La funcién de una nueva proteina puede dilucidarse a menudo por la identificacion de las proteinas
celulares con las que actua reciprocamente. Los experimentos de inmunoprecipitacion revelan un
gran numero de proteinas que se unen a la pVHL (directamente o indirectamente), que no se han

caracterizado en su totalidad (Duan y cols, 1995; Kishida y cols, 1995).

1.3.6.1. Complejo VCB

Estudios bioquimicos han revelado que la pVHL forma un complejo ternario con las proteinas
elongina C y elongina B. El complejo VHL —Elongina C- Elongina B (llamado complejo VCB)
tiene un papel central en la funcion de la pVHL, esto se deduce del hecho de que las mutaciones
encontradas en este gen, de las cuales derivan los tumores, desestabilizan este complejo (Stebbins y

cols., 1999). (Figura 11)
En este complejo ternario, la elongina C se une a la elongina B y a la pVHL en dos interfases

distintas, mientras que la pVHL y la elongina B no interaccionan directamente (Duan, D.R. y cols,
1995; Kibel, A. y cols, 1995; Kishida, T. y cols, 1995).
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Figura 11. Complejo VCB.
Consiste de dos interfases, una entre la pVHL y la elongina C y otra entre la elongina C y la elongina B. A la izquierda
se muestra la estructura secundaria del complejo VCB. Y a la derecha los circulos indican las hélices y las hebras, los
arreglos de las proteinas. (Tomada y modificada de Stebbins y cols., 1999)

Como se mencioné anteriormente, la pVHL tiene dos dominios: el dominio a y el dominio B. Una
gran parte de la superficie del dominio o, y una pequefia porcion del dominio 3, interaccionan con la
elongina C. Cerca de la mitad de las mutaciones que causan tumores se encuentran localizadas en el
dominio a, en los aminoacidos que estan en contacto con la elongina C. El resto de las mutaciones
se encuentran en una parte de la superficie del dominio B que también implica la unién con la

elongina C (Stebbins y cols, 1999).

El dominio B de la pVHL consta de siete cadenas [} en forma de sandwich (aminoacidos 63 a 154) y
una o hélice (H4: aminodcido 193 a 204) que estdn condensadas contra una lamina B, a través de
interacciones hidrofébicas. El dominio « de la pVHL (aminoécidos 155 a 192) consiste en tres a

hélices (H1, H2 y H3). Una hélice de la elongina C (H4) encaja a través de una abertura y completa
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un arreglo de cuatro hélices, dando dos pares de hélices condensadas en un angulo perpendicular.
Los dominios a y B son conectados por dos pequefios polipéptidos unidos (aminoécidos 154 a 156 y
189 a 194) y por una interfase polar que es estabilizada por puentes de hidrégeno de la hélice a, el

sandwich B, y la elongina C (Stebbins y cols, 1999).

La estructura de la elongina C consiste de tres cadenas de ldminas B condensadas contra cuatro
hélices o, en la cual, la Gltima esta separada por una larga asa en conformacion extendida (asa L5).
El asa L5 extendida, junto con las hélices H2, H3 y H4 forman una superficie concava con una
cavidad central. Aqui es donde la pVHL se une, y las mutaciones en estos elementos causan

disrupcion en la uni6n (Takagi, Y. y cols, 1997).

La elongina B contiene dos hélices y varias asas condensadas contra cinco laminas 3, ademas, esta
elongina tiene un tracto de 30 aminoécidos en el COOH- terminal. Parte de esta extensién adopta
una conformacion extendida que corre a un lado y a lo largo de la molécula, interaccionado con la

elongina C, y casi se extiende hasta la pVHL (Stebbins y cols, 1999).

Cada uno de los dominios contiene como minimo tres de las seis mutaciones mas frecuentes. En el
dominio o, la hélice H1 es el blanco primario de las mutaciones que causan tumores. En esta hélice
se encuentra el aminodcido mas frecuentemente mutado Arg'”, el cual, tiene un papel de
estabilizador en la hélice H1 y en la interfase del dominio « - B, y adicionalmente el punto de
mutacién Cys'®, este residuo esté en contacto con la elongina C. El tercer punto de mutaci6n en el
dominio o es Leu'”, el cual juega un doble papel interaccionando con la elongina C y ademas

estabilizando la condensacion de las hélices H2 y H3 en el dominio o (Stebbins y cols, 1999).

El resto de las mutaciones en el dominio a corresponde a los aminodcidos que participan en la
condensacién de las hélices (tales como Val'”, 11", Leu'® y Leu'®), o en la inestabilidad de la
interface del interdominio a - B (Arg'® y GIn'®"). En el dominio P, las mutaciones son en los
aminoacidos importantes para la integridad del sandwich B, tales como el centro de aminoacidos
hidrofébicos (Pro®, Phe’®, Phe'" Trp''", y Val'®®), o en los amino4cidos polares ocultos que

sostienen en conjunto las asas (Asn’®) (Stebbins y cols, 1999).
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La mutacién Tyr’”, es el segundo punto mas mutado en la enfermedad VHL y muestra una
excepcion significativa del resto de las mutaciones que influyen en la estructura del dominio B. Este
aminoécido se encuentra en la superficie del sandwich B, opuesto al sitio donde se une la elongina
C; debido a que no tiene un papel significativo estructuralmente se sugiere que su importancia radica

en su capacidad para unirse a la elongina C in vivo (Stebbins y cols, 1999).
1.3.6.2. Complejo pYVHL/elongina/Cul2.

Una vez formado el complejo VCB, éste interacciona con una cuarta proteina llamada Cul2, dando
lugar al complejo VCB-Cul2. La Cul2, es miembro de la familia de las culinas, la cual esta
involucrada en el control del ciclo celular en las levaduras; esta proteina es similar a la proteina
Cdc53 de-levaduras. La proteina Cul2 no se une a la pVHL en ausencia de las elonginas By C

(Lonergan, y cols, 1998; Pause y cols, 1999).

Existe evidencia de que la elongina C tiene similitud con la proteina de levadura Skpl. Las proteinas
Cdc53 y Skpl, en las levaduras, se unen a otras ligasas de ubiquitina, llamadas complejos SCF
(Skp1/Cdc53/F-box). Este complejo es reconocido o unido por la proteina F-box, y las proteinas
blanco son destinadas a poliubiquitinacion, y destruccién dentro del proteosoma 26S (Bai y cols,

1996; Pause y cols, 1999).

De manera similar el complejo VCB-Cul2 tiene actividad de ligasa E3 de ubiquitina. La degradacion
de proteinas mediada por ubiquitinacién estd involucrada en una gran variedad de funciones

celulares, incluyendo la progresion del ciclo celular y la transduccion de sefiales (Iwai y cols, 1999).

De acuerdo a lo anterior, hay dos puntos importantes que nos proporcionan evidencia del papel de la
pVHL en la poliubiquitinacién. Primero, el complejo pVHL/elongina/Cul2 interacciona con una
proteina llamada Rbx1 (también llamada Hrtl o ROC1) la cual facilita la poliubiquitinacién. En
segundo, se ha demostrado que los inmunoprecipitados anti-pVHL exhiben actividad de ligasa de
ubiquitina si se suplementan con una enzima exdgena conjugada con una ubiquitina in vitro

(Lisztwan, J y cols, 1999; Iwai, K. y cols, 1999) (Figura 12).
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Figura 12. Complejo VCB-Cul2 con actividad de ligasa E3 de ubiquitina
(Tomada y modificada de Kaelin, Jr. W. G.; 2002)

1.3.6.3. pYHL y carcinogénesis.

Haciendo un analisis de las caracteristicas clinicas asociadas a las neoplasias del sindrome VHL, se

puede deducir informacioén acerca del complejo pVHL/elongina/Cul2.

Los hemangioblastomas y el carcinoma de células renales son lesiones altamente vascularizadas y

que sobreproducen péptidos angiogénicos tales como VEGF (factor de crecimiento del endotelio

vascular). En ocasiones, estos tumores también sobreproducen la hormona eritropoyetina (EPO),

que lleva a un exceso de produccion de eritrocitos por el hospedero (policitemia). Ambos, VEGF y

EPO son codificados por genes inducibles por hipoxia (HIF). Los genes inducidos por hipoxia, tales

como VEGF y EPO contienen sitios de unién para secuencias especificas, llamados activadores

transcripcionales HIF (Illiopoulos, O. y cols, 1996; Sato, K. y cols, 1994; Siemeister, G. y cols,
1996; Wizigmann-Voos, S. y cols, 1995).
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El HIF o factor inducible por hipoxia, juega un papel importante en la regulacién de genes
implicados en el metabolismo de energia, angiogénesis y apoptosis en respuesta a hipoxia. (Huang y

cols, 2002).

El HIF se une al DNA como un heterodimero, el cual consta de una subunidad o (HIFla) y la
subunidad B (llamada HIF1p, o transportador nuclear del receptor aril hidrocarbono o ARNT). La
subunidad o es rapidamente degradada en presencia de oxigeno, pero se estabiliza en condiciones de
hipoxia; mientras que la subunidad f esta presente constitutivamente. La degradacion es controlada
por un dominio de degradacion unico dependiente de oxigeno (ODD), el cual consiste de
aproximadamente 200 aminoacidos dentro de la subunidad HIFlo. (Huang y cols, 1996; Salceda y
cols, 1997). '

Maxwell y colaboradores (1999) demostraron que las células carentes de pVHL son incapaces de
degradar la subunidad HIFa en presencia de oxigeno, lo cual explica la sobreexpresion de los genes
blanco de HIF en células con la pVHL defectuosa. Posteriormente, se confirmé que el complejo
VCB-Cul2 se une directamente y poliubiquitila a la subunidad HIFa (Figura 13). Entre los genes
blanco del HIFa se encuentra el TGFa, el cual esta sobreexpresado en los hemangioblastomas (de

Paulsen y cols, 2001).

Los trastornos en el rifién por quistes, son caracterizados tipicamente por una proliferaciéon anormal
de células epiteliales e interacciones anormales entre matriz y células. Con respecto a esto, el TGFa
es un mitégeno de células epiteliales de rifién. La conexion entre la inactivacion del gen VHL y la
presencia de feocromocitoma se desconoce. No esté atn claro si el desarrollo de feocromocitoma en
el cuadro de la enfermedad de VHL es debido a una ganancia o pérdida de funcién de la pVHL
(Kondo, K. y Kaeling, Jr. W.G., 2001).
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Degradacidn de HIF-«
mediado por protecsoma

b pVHLcon mutacion en el dominio |:

F N 4 HIF-1a “‘\
k\ HIF-1e ) m k =

. 3 T, W -

e e e

La mutacion evita la unién
entre el dominio 3 dela
PVHL y HIF - «

Activacién de la transcripcidn de los
genes inducidos por hipoxia bajo

Mutacion condiciones de normoxia

i

Tumores vasculares en la
enfermedad VHL

proteina estable

:: HIF- 1 _"\

Hutacidn Activacion de Ia transcripcion de los
genes inducidos por hipoxia bajo
condiciones de normoxia

<

Tumores vasculares en la
enfermedad VHL

EDD:

Modelo del papel de la pVHL en la degradacién de HIF - 1ct
en el proteosoma mediada por ubiquitinacion

Figura 13. Modelo del papel de la pVHL en la degradaci6n
de HIF -la en el proteosoma mediada por ubiquitinacion.
(Tomada y modificada de Expert Reviews in Molecular Medicine 2001
Cambridge University Press: http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/01002654h.htm )
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1.3.6.4. Otras proteinas asociadas a la pVHL

a. Fibronectina

La glicoproteina de adhesion extracelular fibronectina, es una proteina multifuncional que juega un
papel en el control de la migracion de las células tumorales y metastasis. Se ha demostrado que la
fibronectina se une a la pVHL normal pero no a la proteina mutada; ésta union probablemente
ocurre en una fraccion de la pVHL asociada con el reticulo endopldsmico (RE) durante la

exportacion mediada por el RE de fibronectina a la superficie celular (Ohh y cols, 1998).

La fibronectina es normalmente depositada dentro de la matriz extracelular, donde puede
interaccionar con ciertos receptores de la sui:erﬁcie celular, conocidos como integrinas. Las células
malignas, producen bajos niveles de fibronectina en la matriz. Reciprocamente, las sefializaciones
entre la fibronectina y las integrinas pueden, en ciertos experimentos, suprimir la malignidad de las
células. Sin embargo el mecanismo de interaccion entre la pVHL vy la fibronectina, en la supresion

tumoral, no se conoce atin (Ohh y cols, 1998).

b. Factor de transcripcion Spl.

Se ha reportado que la pVHL es un inhibidor directo del factor de transcripcion Spl; la
sobreexpresion de éste factor, debido a la pérdida de la funcion normal de la pVHL, contribuye a la
patogénesis de la enfermedad. Por otro lado, la actividad del promotor del VEGF es activada por el
factor Sp1 e inhibida por la pVHL. Por lo tanto, la pVHL puede disminuir la transcripcién de VEGF
por unién directa o indirectamente por la unién a Spl (Mukhopadhyay y cols, 1997).
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¢. Proteina Cinasa C (PKC)

Existe evidencia de que parte del dominio p de la pVHL interacciona directamente con varias
isoformas de PKCs. Sin embargo, no es claro si las PKCs son ubiquitinadas para su degradacion o si
las PKCs pueden fosforilar otras proteinas blanco de la pVHL desconocidas para ser ubiquitinadas.
Estas isoformas de PKC han sido implicadas en la regulacion del crecimiento celular y la apoptosis.

(Okuda y cols, 1999; Pal, S. y cols, 1997).
1.3.7. Perspectivas

El diagndstico molecular de la enfermedad de von Hippel-Lindau, se lleva a cabo en diversos paises.
En nuestro pais atin no se tiene un protocolo bien definido para el diagnéstico molecular de la
enfermedad, por lo que una meta a futuro es poder predecir con mayor certeza el riesgo de
desarrollar los tumores que componen la enfermedad de von Hippel — Lindau, asi como su relacion
con mutaciones especificas en el gen VHL. Esto puede lograrse por el establecimiento de una base
de datos, la cual contenga informacién sobre el tipo de tumores desarrollados por los pacientes y las

mutaciones encontradas, con el fin de establecer una mejor correlacion genotipo — fenotipo.
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Objetivos

2.1. Objetivo general
=~ Identificar mutaciones en la region codificadora del gen VHL en pacientes indices

con diagnoéstico clinico de enfermedad de von Hippel - Lindau y/o

hemangioblastoma cerebeloso.

2.2 Objetivos particulares.

~ Buscar mutaciones en los 3 exones que componen el gen VHL en pacientes indice
con diagndstico clinico de enfermedad de von Hippel — Lindau y hemangioblastoma

de cerebelo por medio de su secuenciacion directa.

~ En caso positivo, establecer la frecuencia con la que se presentan dichas mutaciones

en pacientes mexicanos y compararlos con los reportados en otras poblaciones
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3.1. Diagrama de flujo

Obtencion de la muestra
de sangre periférica.

Técnica de columna
(Paquete comercial

Qiagen)

Extraccion del DNA

Técnica de sales - fenol/
cloroformo

Prueba cualitativa
Electroforesis en

Cuantificacién del DNA geles de agarosa al 1%

Prueba cuantitativa
Espectrofotometria

Amplificacion del DNA de los tres
exones del gen VHL por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa.

Resolucion de los productos de la PCR
de cada uno de los exones en geles de
agarosa al 2.5 y 3%

Purificacion de los productos
de laPCR

Secuenciacion

Andlisis de los resultados
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3.2.Criterios de inclusion y exclusion de los pacientes en el estudio.

La seleccién de los pacientes fue realizada por un médico genetista aplicando los criterios clinicos
de Melmon y Rosen (1964). Se captaron los pacientes admitidos al Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia en el periodo del 2002 al 2003, en quienes se confirmé el diagnéstico de

hemangioblastoma del sistema nervioso central mediante reporte histopatolégico.

Se elabord la historia clinica y el arbol genealégico de cada paciente, en aquellos casos en que
demuestren antecedentes heredofamiliares de padecimiento similar. El estudio se extendera a los
familiares afectados o en riesgo los cuales acepten participar. En esta fase del estudio se analizo el
DNA de 5 pacientes de 4 familias que cubrian los criterios de Melmon y Rosen (1964), 3 pacientes
con hemangioblastoma esporadico, 4 pacientes con diagndstico de probable VHL, pero en los cuales

la historia familiar no fue comprobable y un familiar clinicamente sano de un paciente con HB

esporadico (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados

Paciente Diagnéstico Edad Sexo Tipo de tumor
3 VHL 35 F HB (3)
10 43 F HB (2), QP
65 YEHL 28 F HB (1)
13 Esporadico 42 M HB (1)
14 Probable VHL 71 F HB (1), QR (1)
15 Probable VHL 47 M HB (1)
17 VHL 43 F ARB, HB, QP, QR
21 VHL 45 M CCCR, HB, QP, QR
24 Esporadico 47 M HB (1)
58 Probable VHL 38 M HB (1)
63 Probable VHL 31 M HB muiltiple, HBM
66 Esporadico 29 M HB
67 Hermana del 66 36 F Sana

( ): mimero de tumores

ARB: angiomas de retina bilateral

CCCR: carcinomas de células claras de rifion
F: femenino

HB: hemangioblastoma de cerebelo

HBM: hemangioblastoma de médula

M: masculino

QP: quistes pancreaticos

QR: quistes en el rifion
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De los pacientes estudiados ninguno presenta feocromocitoma, por lo que se descarta probables

pacientes VHL tipo 2.

Los pacientes participantes firmaron la hoja de consentimiento aprobada por el Comité de
Investigacion del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia y se les explicaron las
caracteristicas y objetivos del estudio, asi como los procedimientos implicados en el mismo. La
informacion obtenida de los pacientes durante el estudio se mantiene en confidencia por los

investigadores participantes. (Anexo A)

Se excluyeron a aquéllos pacientes que no desearon participar en el estudio o que no cumplieron con
los criterios clinicos de diagnostico. Los pacientes hasta ahora incluidos tienen la opcién de

abandonar el estudio.
3.3.0btencion de muestras de sangre periférica.

Se obtuvieron aproximadamente 20 ml de sangre periférica por puncién venosa en tubos vacutainer

con anticoagulante ACD (Acido citrico/ dextrosa) de los pacientes seleccionados.
3.4. Extraccion de DNA.

La extraccion de DNA se realizo por dos técnicas: precipitacién con sales y su extraccién con fenol/

cloroformo y la extraccién por columna con un Paquete Comercial (Qiagen).
3.4.1. Técnica de extraccion con Sales Fenol/ cloroformo.

La extraccion por medio de sales se basa en la utilizacion de altas concentraciones de NaCl y SDS,
las cuales alteran la permeabilidad de la membrana celular de los leucocitos y con ayuda de la

accion mecanica conlleva a la lisis de éstos, con el fin de liberar el DNA.

Como primer paso se realizd la lisis de eritrocitos por medio del amortiguador RCLB
(Amortiguador de lisis de células rojas), con el fin de eliminarlos y dejar solo los leucocitos, en

donde se encuentra el DNA. Posteriormente al boton de leucocitos formado se le agregé los
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reactivos en el siguiente orden: SDS al 10%, NaCl 5 mM y saturado (7M) para lisarlos y liberar el
DNA.

El DNA fue extraido sucesivamente con fenol saturado (elimina restos celulares y proteinas), fenol -
cloroformo (elimina residuos de fenol saturado) y cloroformo — alcohol isoamilico (elimina residuos
de fenol — cloroformo existentes en la muestra, dando un ligero ambiente alcohélico para la
precipitacién). El DNA obtenido fue precipitado con isopropanol y lavado con etanol al 70%
(Sambrook, J. y cols.; 1989).

El DNA se sec6 por medio de calor y vacio, se resuspendié en agua estéril y se disolvié a 50° C.
3.4.2. Extraccion por columna Qiagen

En este método se emplea una proteasa, la cual se encarga de degradar las proteinas contenidas
generalmente en las muestras bioldgicas. Se precipita el DNA con etanol y es traspasado a una
columna, donde se fija a una membrana para ser lavado y posteriormente diluido con agua para

liberarlo de la membrana (Manual Qiagen).
3.5. Cuantificacién del DNA
3.5.1. Espectrofotometria

El DNA estd compuesto por purinas y pirimidinas, las cuales son moléculas altamente conjugadas
(deslocalizacion de los electrones). Esta propiedad tienen efectos importantes sobre las estructura,
distribucién de los electrones y la absorcion de luz de los 4cidos nucleicos. Los 4cidos nucleicos se

caracterizan por tener una absorcion a una longitud de onda de 260 nm (Strachan y Read, 2004).

Por lo tanto para cuantificar el DNA se debe leer a una longitud de onda de 260 nm y 280 nm. La
lectura a 260 nm permite el célculo de la concentracién de DNA y la lectura a 280 nm nos indica si
existen restos proteicos en la muestra. Una D.O. (Densidad Optica) de 1 corresponde a

aproximadamente 50 pg/ml de DNA de doble cadena.
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El cociente entre las lecturas de 260 y 280 nm nos da una estimacion de la pureza de la muestra. Una

muestra de DNA con buena pureza da una razon entre 1.8 y 2.0 (Sambrook, J. y cols.; 1989).

De las muestras extraidas con la técnica de sales se obtuvieron concentraciones entre 800 — 1600
ng/pL y de las muestras extraidas por Columna (Paquete de Qiagen) se obtuvieron concentraciones
entre 150 — 250 ng/pL. La pureza de las muestras extraidas por sales y Columna (Qiagen) se

encontraron dentro del rango de 1.8 y 2.0.

3.5.2. Electroforesis

La electroforesis es un método utilizado para la separacion, identificacion y purificaciéon de
fragmentos de DNA (Strachan y Read, 2004). Se.utilizo agarosa como medio de soporte al 1%, el
cual se saturd con el amortiguador TBE (Tris-Borato-EDTA) y se realizo la electroforesis a 100
volts. Posteriormente el gel de agarosa fue tefiido con bromuro de etidio y observado en un

transiluminador de luz ultravioleta.

Esta técnica nos permite observar cualitativamente la cantidad e integridad del DNA. La intensidad
de la fluorescencia emitida por el DNA con el bromuro de etidio nos da una estimacién de la

cantidad de DNA en la muestra.

En las figuras 15 y 16 se muestran fotografias de geles de agarosa al 1%, en donde podemos apreciar
la calidad del DNA de diferentes pacientes de VHL extraidas por la técnica de sales y columna,

respectivamente.

Figura 14. DNA extraido por la técnicas de sales fenol — cloroformo.
(1) DNA degradado, (2) Baja concentracion de DNA,
(3) DNA parcialmente degradado, (4) DNA integro.
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Figura 15. DNA extraido por la técnica de Columna de Qiagen.
(1) y (2) Buena concentracion de DNA e integro,
(3) a(5)menor concentracion de DNA e integro

3.6. Reaccion en cadena de la Polimerasa

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificacion de una region particular de
DNA, esto se logra imitando la replicacion del DNA in vivo. La secuencia seleccionada es
delimitada en ambos extremos por un par de oligonucleétidos sintéticos complementarios que

actiian como iniciadores de la enzima DNA polimerasa.

El procedimiento de amplificacion esta compuesto de 3 etapas. La primera consiste en la
desnaturalizacion del DNA de doble cadena, por lo que se necesita una temperatura de 93 — 95° C.
La segunda etapa es la alineacion, y como su nombre lo dice, los oligonucledtidos sintéticos se
alinean especificamente a la region complementaria a ellos. La temperatura para esta etapa varia
segun la longitud y la secuencia de los oligonucledtidos. La tercera etapa es la extension, donde la
enzima Taq polimerasa agrega a los oligonucledtidos sintéticos los nucledtidos (ANTP's) de la

cadena complementaria. La temperatura a la cual se lleva a cabo esta etapa es de 72° C, por ser la

temperatura optima de esta enzima (Strachan, T. y Read, P., 1998).

Para obtener las condiciones necesarias de PCR para amplificar las diferentes regiones del gen VHL

se utilizaron los oligonucledtidos descritos por Gnarra y cols (1994):

Exén I1-A
VHL # 104 5" AGT GGA AAT ACA GTA ACG AGT TGG CCT 3

VHL # 105 5" _ GTC CCA GTT CTC CGC CCT CCG GGG CAT _3
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Exon 1-B

VHL #3 5'_ GCG GCG TCC GGC CCG GGT GGT CTG GAT _3°
VHL # 8 5'_ CCT CGG CGC CCG ACT CCT CCC CGC CGT _3°

Exén 1-C

VHL # 1 5 _ GAG GCA GGC GTC GAA GAG TAC GGC CCT 3"
VHL#10 5" _ GAC TGC GAT TGC AGA AGA TGA CCT GGG SF

Exén 1-D

VHL #9 5" _ CAT CTT CTG CAA TCG CAG TCC GCG CGT _3°
VHL#101 5 _ TGG GTC GGG CCT AAG CGC CGG GCC CGT 3

Exoén 2

VHL#102 5 _ CTT TAA CAA CCT TTG CTT GTC CCG ATA _3°

VHL#103 5" _ GTC TAT CCT GTA CTT ACC ACA ACAACCT _%

Exén 3
VHL#107 5 _ CTG AGA CCC TAG TCT GTC ACT GAG GAT _3
VHL # 6 5"  CAA AAG CTG AGA TGA AAC AGT GTA AGT _3°

- Excnl ]»

8

Figura 16. Ubicacion de los oligonucleétidos utilizados para amplificar el gen VHL.

Los oligonucledtidos para amplificar el fragmento 1-A abarcan 92 pb rio arriba del promotor hasta
el nucleétido 240 del exon 1, el oligonucleétido reversa para la region 1-D abarca 27 pb rio abajo
del ex6n 1. Los oligonucledtidos para amplificar el exon 2 abarcan 28 pb rio arriba y 57 pb rio abajo
de la region codificadora, los oligonucledtidos para el exon 3 abarcan 45 pb rio arriba y 41 pb rio

debajo de la region codificadora.
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Para estandarizar el PCR de cada una de las regiones se partié de las condiciones descritas por
Gnarra y cols (1994), se fijo el numero de ciclos de PCR, la cantidad de DNA y la concentracion de
la Taq polimerasa y se probaron distintas concentraciones de oligonucleétidos, con el fin de

determinar la concentraciéon optima para la reacciéon de PCR. Cada reaccion se realizd por

duplicado.

Los productos de PCR para el exén 1, region 1-B, 1-C, 1-D y exon 2 fueron resueltos por
electroforesis en geles de agarosa al 3% en TBE 1X a 120 volts, para el ex6n 1 regién 1-A y exén 3
se utilizo geles de agarosa al 2.5% en TBE 1X a 120 volts; en ambos casos los productos
amplificados se flanquearon por un marcador de peso molecular (Marcador V y/o VIII de Roche)

para verificar el tamaiio de los productos de PCR.

Los geles de agarosa fueron tefiidos con bromuro de etidio y observados en un transiluminador de

luz U.V,

Marcador Marcador
dePM. V dePM. V

184 pb

124/123 146 pb
Gel de
Aocarosa al 3%
Figura 17. Exén 1-B: Se muestra la prueba realizada para establecer las
condiciones de concentracién optima de oligonucledtido para este exon.
Muestra Carril Conc. Muestra Carril Conc.
oligonucleétido oligonucleétido
1 250 uM 6 250 pM
VHL-1 2 100 pM VHL-63 T 100 uM
3 50 uM 8 50 uM
4 25 uM 9 25 uM
5 5uM 10 5 pM
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Las condiciones de PCR que consideramos 6ptimas para cada uno de los exones del gen VHL son:

a) Exoén: 1-A, 1-B, 1-C, 1-D

Tabla 6. Exon 1. Concentracion optima de los oligonucleétidos y tamaiio del producto de PCR

Concentracion
Exén < Nombr'e. oligonucleétido 6ptima * TRmaks fel prodiusts
oligonucleétido de PCR [pb]
[uM]
VHL # 104

1-A VHL # 105 50 269
VHL # 3

1-B VHLES 5 146
VHL # |

1-C VHLZ 10 50 193
VHL #9

1-D VHL £ 101 25 148

Tabla 7. Condiciones de PCR para el exon 1

H,0 c.b.p. 25 pL
DMSO 5% 1.25 L
Oligo 1 Concentracion - 1uL
g’ oligonucleétido
Oligo 2 optima * 1 puL
Mezcla de reaccion
(Hotstar) v 10 UL
DNA 300 — 800 ng
Programa # 1
Tabla 8. Programa de PCR para el exén 1
Desnaturalizacién Inicial 95°.C 10 minutos
. 95°C 30 segundos
30 Ciclos 68°C 30 segundos
70°C 30 segundos
Extension final 12°C 10 minutos
4°C enfriar
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b) Exon 2

Tabla 9. Exén 2. Concentracion 6ptima de los oligonucleétidos y tamaiio del producto de PCR

Concentracion
Nombre 5 : Tamaiio del producto
Exén | noonuciestido | Offgommcledtido de PCR [pb]
[uM]
VHL # 102
2 100 208
VHL # 103

Tabla 10. Condiciones de PCR para el exén 2

H,O c.b.p. 35 uL
DMSO 5% 1.75 pL
VHL # 102 100 uM 1 ul
VHL # 103 100 uM 1 uL
Mezcla de reaccion
(Master Mix) 1y 2D pL
DNA 400 — 1000 ng

Programa # 2

Tabla 11. Programa de PCR para el exon 2

Desnaturalizacion Inicial 95°C 5 minutos
95°C 30 segundos

30 Ciclos 61.8°C 30 segundos
70°C 30 segundos

Extension final 72°C 10 minutos
4°C enfriar
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¢) Exon 3

Tabla 12. Exon 3. Concentracion optima de los oligonucledtidos y tamaiio del producto de PCR

Exén Nombre Concentracion Primer | Tamaiio del producto
oligonuclétido [uM] de PCR [pb]
VHL # 6
3 50 266
VHL # 107
Tabla 13. Condiciones de PCR para el exon 3
H,O c.b.p. 25 uL
DMSO 5% 1.25 pL
VHL # 6 50 uM 1 pL
VHL # 107 50 yM 1 puL
Mezcla de reaccion
(Hotstar) Ly 10ipL
DNA 400 — 1000 ng
Programa # 3
Tabla 14. Programa de PCR para el exén 3
Desnaturalizacion Inicial 95°C 10 minutos
95°C 30 segundos
30 Ciclos 64°C 30 segundos
70°C 30 segundos
Extension final 72°0¢ 10 minutos
4°C enfriar
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Marcadores de Marcadores de
peso molecular peso molecular
Vil ¥ v i

267 pb
242 pb

184 pb 190 pb
124/ 123 147 pb

Figura 18. Tamaiio de los productos de PCR obtenidos para cada exén

Gel de Agarosa al 2.5 %.
Carril Region  Tamaiio (pb) Carril  Regi6n  Tamaiio (pb)

1 1-A 269 4 1-D 148

2 1-B 146 5 2 208

3 1-C 193 6 3 266

Una vez establecidas las condiciones optimas de PCR para cada exon se procedié a amplificar todas

las muestras de los pacientes.
3.7. Purificacién de los productos de PCR

Los productos de PCR suelen contener restos de nucleétidos y oligonucledtidos que interfieren en la
secuenciacion, por tal motivo, es necesario llevar a cabo un paso de purificacion previa a la

secuenciacion.

Existen diferentes procedimientos para purificar productos de PCR, en este trabajo se realizd por
columna con un Paquete comercial de la marca Qiagen, con el cual se purificaron directamente los

productos de PCR para los exones 1-A, 1-B, 1-D y 2.

Los productos de PCR del ex6n 1-C y 3 se purificaron con un Paquete comercial de la marca Qiagen
de purificacién del producto de PCR del gel de agarosa debido a que se observaba DNA degradado,
y en el caso del exon 3 se observaba un producto de PCR inespecifico de peso molecular inferior al

esperado en algunas muestras.
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Posteriormente, para confirmar que los productos de PCR estuvieran libres de productos
inespecificos y de impurezas, se resolvieron nuevamente (por electroforesis) en geles de agarosa al

-3% (region 1-B, 1-C, 1-D y ex6n 2) y 2.5% (regién 1-A y exoén 3).

En la electroforesis en geles de agarosa no se observd DNA inespecifico, ni residuos de
oligonucledtidos; se observé una sola banda y la concentracién del producto de PCR (intensidad de

la banda en el gel) se vié ligeramente disminuida.

En algunas muestras, en las que hubo una disminucién considerable de la concentracién de DNA en
el producto de PCR, se volvié a hacer la reaccién de PCR y la purificacion, con el fin de tener la

cantidad suficiente de producto de PCR para la reaccion de secuenciacion (Figura 22)

PMV

234 pb

192 pb 208 pb

Figura 19. Ejemplo de productos de PCR purificados. Exon 2, 208 pb, marcador de P.M. V
Se observan productos de PCR sin DNA inespecifico y sin residuos de oligonucleétidos. En los
carriles 1, 2, 4 y 5 se observan muestras con cantidad de DNA suficiente para la reaccién de
secuenciacion. En el carril 3 y 6 se observa una muestra con disminucién considerable en la
cantidad de DNA, y que por lo tanto tuvo que ser repetida.

3.8.Secuenciacion

En la secuenciacion del DNA, el objetivo es determinar el orden en que estidn dispuestos los
nucleétidos. La técnica enzimatica es la mas utilizada, la cual consiste en sintetizar la cadena
complementaria del DNA que se quiere secuenciar, en condiciones en las que se pueda detener el

crecimiento de la cadena en posiciones especificas.
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Esto se logra con la utilizacion de nucledtidos modificados o didesoxinucledtidos marcados con
fluorocromos (ddNTPs) que competiran con su homdlogo normal (dNTP) por incorporarse a la
cadena de DNA que se esta sintetizando, produciendo la terminacion de la sintesis en el momento y
en el lugar donde se incorporan. El resultado final son cadenas de DNA que inician todas en el
mismo sitio, pero con longitud variable porque se detuvo su crecimiento en diferentes momentos y

el dltimo nucleétido incorporado en cada cadena es un ddNTP marcado con un fluorocromo.

El secuenciador automatizado analiza la marca fluorescente de los fragmentos generados

(Stratchand y Read, 1998).

Para la reaccion de secuenciacion se utilizo el Paquete BigDye Terminator de Applied BioSystems. Las
condiciones de secuenciacion que se utilizaron para los tres exones fueron similares, en las cuales, la
cantidad de DNA varié de acuerdo a la concentracion estimada por electroforesis en geles de

agarosa al 2.5 y 3%. Las condiciones de secuenciacion fueron:

Tabla 15. Condiciones de Secuenciacion

H,0 c.b.p. 20 uL
Oligonucledtido| Dilucién 1:50 | 1 uL
Amortiguador 3.5 p
Big Dye 2pL
DNA 3-6 uL

El programa que se utiliz6 para la reaccién de secuenciacion es:

Tabla 16. Programa de secuenciacién

Desnaturalizacion inicial 96°C 1 minutos
94°C 30 segundos

25 Ciclos 52¢°C 10 segundos
60°C 4 minutos

Extension final 60°C 3 minutos
4o enfriar

52




Desarrollo experimental y resultados

Posteriormente los productos de la reaccién de secuenciacion se purificaron por columnas Centri
Sep de Princeton Separations y fueron secados en un concentrador de vacio. Se resuspendi6 el
producto de la reaccion de secuenciacion con formamida y se traspasé a una gradilla para el
termociclador, en la cual, la muestra se desnaturalizé y se carg6 en el secuenciador automatico para
ser procesada.

Una vez procesadas las muestras, se obtuvieron los electroferogramas del secuenciador para ser
analizados. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la secuencia del gen VHL de la base de
datos del NCBI con nimero de acceso 115409, en la cual los codones son numerados desde la
primera metionina de la secuencia del cDNA (nucleétido 214) (Apéndice C).

En el caso de la regién 1-C, no se obtuvieron buenos resultados en el proceso de secuenciacion, ya
que se observaban dos secuencias de nucledtidos traslapadas en todas las muestras, por lo que se
procedié a modificar la estrategia de secuenciacién de esa region. Se utilizo el oligonucledtido
sentido de la regién 1-B (VHL#3) y el antisentido de la regién 1-D (VHL#101), dando lugar a un
producto de PCR de 406 pb, el cual se secuenci6 de acuerdo con ¢l proceso previamente descrito.
Los resultados obtenidos en la secuenciacién con este cambio fueron satisfactorios.

Para el exon 1 se secuenciaron los 13 pacientes con el oligonucleétido sentido y se encontré un
cambio en la secuencia codificante en los pacientes 3, 17 y 21.

El paciente 3 presenté una delecion de los nucleétidos TCT (nucledtidos 440, 441, 442) localizados
en los codones 76 y 77 (Figura 20).

G G G GG { . G G G
220 230 0 250 260

q f
/\ U! m‘\ ol ,[ n _Jﬁ‘-. ,fﬁL M [ \\,i[\\fi \. s

Figura 20. Exon 1. Delecion del triplete TCT a partir del nucledtido 440

@
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Secuencia normal
Secuencia de aminoacidos
No. de codon

Secuencia mutada
Secuencia de amino4cidos
No. de codon

TCC CAG GTC ATC TIC TGC AAT CGC
Ser Gln Val Ile Phe Cys Asn Arg
72 73 74 75 76 77 78 19

TCC CAG GTC ATC TGC AAT CGC
Ser Gln Val lle Cys Asn Arg
72 73 74 75 771 78 19

Esta delecion ocasiona la pérdida del aminoacido Phe, en el codon 76 y se encuentra localizado en la
region donde se alineaban los oligonucleétidos VHL#10 (antisentido) de la region 1-C y el
oligonucledtido VHL#9 de la regién 1-D (sentido), lo cual explica la dificultad para analizar la
secuencia del procedimiento original.

Dos pacientes no relacionados: 17 y 21, presentaron una insercion de una Adenina en el nucledtido
512 que se localiza en el codén 100 (Figura 21).

pil {‘

| ( L ;

A _ r % AV

| } .E ;)‘ v

Figura 21. Exén 1. Insercion de una Adenina en el nucleétido 512

Secuencia normal CCC TAC CCA ACG CTG CCG CCT
Secuencia de aminoacidos Pro Tyr Pro Thr Leu Pro Pro
No. De codén 97 98 99 100 101 102 103
Secuencia mutada CCC TAC CCA AAC GCT GCC GCC

Secuencia de aminoacidos
No. De codon

Pro Tyr Pro Asn Ala Ala Ala

97 98 9 100 101 102 103

Esta insercion ocasiona un cambio en el marco de lectura, generando el codén de paro TAA en el

codén 131.
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Para los exones 2 y 3 se analizaron 10 pacientes, de las cuales ninguna presenté cambios en la

region codificadora.

Para los cambios encontrados en el exon 1, se buscaron en las bases de datos: “The Human Gene
Mutation Database” y “von Hippel — Lindau germline mutation database of University of
Birminghan”, para determinar si ya habian sido reportados previamente. El cambio delPhe76 ya
estaba reportado por Crossey, PA. y cols. (1994), Maher, ER. y cols. (1996) y Chen, F. y cols,

(1995), el cambio 512insA no se encuentra reportado en la literatura.

55




4. D1scusion




Discusion

4. Discusion

En nuestro pais no existen reportes previos sobre el diagnéstico molecular de la enfermedad de von
Hippel — Lindau. Debido a la gran variedad de sintomas que desarrollan estos pacientes y a la falta
de conocimiento de la misma, la mayoria de los pacientes mueren sin un diagnostico certero,
dejando a sus descendientes sin conocimiento del riesgo del 50% de desarrollar la enfermedad. Por
lo tanto es importante la caracterizacién molecular de pacientes indice con diagnéstico clinico en
enfermedad de von Hippel — Lindau, con el fin de identificar las mutaciones responsables de esta
enfermedad en poblacion mexicana para desarrollar posteriormente un programa de diagndstico

predictivo para individuos en riesgo de familias afectadas con esta enfermedad.
Los resultados obtenidos en este trabajo son los siguientes:

El cambio realizado para amplificar la regién 1-C, permiti6 determinar el cambio delPhe76, ya que
éste se localizaba en la region donde se alinean los oligonucléotidos antisentido de la regién 1-C y el
oligonucleétido sentido de la regién 1-D, lo cual dificultaba la amplificacion y secuenciacion del
alelo mutado. Este cambié permitio secuenciar satisfactoriamente el exon 1 en dos fragmentos, en
lugar d e c uatro, como se ha d escrito g eneralmente en | a literatura, basandose en las c ondiciones

descritas por Gnarra y cols (1994).

La delecion del triplete TCT se localiza en los codones 76 (TTC) y 77 (TGC), que codifican para los
aminoacidos fenilalanina y cisteina, al perderse éste triplete, el primer nucleétido del codén 76 y los
dos nucleétidos del codon 77 restantes vuelven a formar el resto de aminoacido cisteina, por lo que a

pesar de que esta delecion abarca dos codones, solo un aminoicido se ve afectado, en este caso la

fenilalanina.

El cambio encontrado en la region codificadora delPhe76 en el paciente 3, se encuentra reportado en
la literatura en familias con VHL (Crossey, PA. y cols., 1994, Maher, ER. y cols., 1996; Chen, F. y
cols, 1995), por lo que se considera una mutacion patogénica asociada a la enfermedad de von
Hippel — Lindau, que compromete la integridad del sandwich B del mismo dominio de la pVHL, ya

que forma parte del centro de aminoacidos hidrofébicos.
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De acuerdo a las bases de datos “The Human Gene Mutation Database” y “von Hippel — Lindau
germline mutation database of University of Birminghan”, el codén 76 es considerado como un sitio
caliente (“hot spot”), en el cual se han descritos las mutaciones: 441InsC, las sustituciones cTTC-

ATC, TTCt-TTG, TTC-TCC y 441delG.

En las dos familias con la mutacion delPhe76 descritas en la literatura por Chen, F. y colaboradores
en 1995, el 33.3% de los miembros presentaban angiomas de retina, 53.3% Hemangioblastoma del
SNC, 46.7% CCCR, y ninguno presentaba feocromocitoma. Esto contrasta con el paciente de
nuestro estudio con esta mutacién, quien no presenta angiomas de retina, ni CCCR, y en su lugar
presenta quistes renales. Las manifestaciones clinicas que comparten son el hemangioblastoma de

cerebelo y la ausencia de feocromocitoma.

Este paciente cumple con los criterios clinicos de diagndstico de enfermedad de von Hippel —
Lindau. En la figura 22 se muestra el arbol genealdgico, en el cual se observan 2 familiares

afectados, confirmando antecedentes heredofamiliares (figura 22).

La insercion de una Adenina en el nucledtido 512 localizado en el codén 100, encontrado en dos
pacientes de 2 familias diferentes, ocasiona un corrimiento en el marco de lectura, generando como
consecuencia un codon de terminacion en el nucledtido 131. Este cambio en la region codificadora
no se encuentra reportado en la literatura, por lo que para determinar si es una mutacién patogénica,
es necesario determinar como segrega este cambio en la familia; pero debido a que da lugar a una
proteina truncada, éste tipo de mutaciones se consideran como patogénicas y daria lugar a un

paciente con VHL tipo 1.

La proteina que se produciria con esta mutacion le restarian los aminoéacidos 132 al 213, por lo tanto
careceria de la region implicada en la exportacion nuclear y en el sitio de unién a la elongina C
(Stebbins y cols, 1999) y por lo tanto el complejo VCB no se formaria y no habria interaccién con

las subsecuentes proteinas que participan en la funcién de la pVHL.
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A pesar de que dos pacientes comparten el mismo cambio de 512insA, presentan diferente cuadro
clinico, mientras que un paciente presenta angiomas de retina, el otro paciente no presenta éste tipo
de lesion; y a diferencia del primero, éste tltimo presenta CCCR. En la figura 23 se muestra el arbol

geneal6gico del paciente 17, y en la figura 24 el del paciente 21.

Como podemos observar el fenotipo varia, a pesar de presentar el mismo cambio, lo que apoya la
teoria de que la enfermedad VHL tiene expresividad variable (Lamiell, JM. y cols, 1989; Glenn,
GM. y cols, 1990 y 1991), ya que cada familia, asi como los miembros de la misma, pueden
presentar diferentes manifestaciones de la enfermedad, esto también se debe a que el cancer es
multifactorial. Algunos de los factores que se deben de considerar para éste hecho es la existencia de
genes de susceptibilidad o de proteccion y mecanismo por el cual se da la pérdida de

heterocigocidad en los tumores.

Los cambios encontrados se clasifican como una microdelecion y una insercion; este tipo de
mutaciones se han asociado a familias sin feocromocitoma, llamadas VHL Tipo 1 (Zbar, B y cols,
1996; Chen, F. y cols, 1995), lo cual concuerda con el fenotipo observado, ya que ninguno de los

pacientes ha presentado este tipo de lesion.

Se ha descrito en la literatura que el exén 1 presenta una mayor frecuencia de mutaciones (Ma, X, y
cols, 2001; Kondo, K. y cols, 2002), lo cual coincide con los resultados obtenidos, ya que en este

exo6n se encontraron los tres cambios descritos.

Las mutaciones en células germinales en el gen VHL se han detectado en un 39-80%, dependiendo
de la estrategia utilizada para la identificacion de dichas mutaciones en familias con VHL de
Europa, Estados Unidos y Asia (Whaley, JM. y cols, 1994; Chen, F. y cols, 1995; Crossey, PA. y
cols., 1994, Maher, ER. y cols., 1996; Zbar, B. y cols., 1996).

De los 5 pacientes analizados, pertenecientes a las 4 familias que cubrian los criterios clinicos de

diagnéstico para la enfermedad de von Hippel — Lindau de Melmon y Rosen (1964), 3 presentaron

mutaciones, lo cual corresponde al 75% (3 familias de 4).
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El porcentaje de mutaciones en células germinales estimado en nuestros pacientes se encuentra

dentro del rango de lo reportado para otras poblaciones (39-80%).

Los dos pacientes de una misma familia que cubren los criterios clinicos de VHL que no presentaron
mutaciones, puede ser debido a que en la literatura se ha descrito que el gen VHL puede sufrir
deleciones parciales o completas, las cuales se ha reportado que ocurren en un 25% (Stolle, C y
cols., 1998) y en un 3-9% (Richard, FM. y cols, 1993; Yao, B. y cols, 1993; Stolle, C. y cols, 1998)
respectivamente. Este tipo de mutaciones, por medio de la metodologia empleada en este trabajo
(secuenciacion directa) no pueden ser detectadas, por lo que se tendria que aplicar otras técnicas

como Southern o FISH para estudiar esta posibilidad.

Otros grupos d e i nvestigadores h an sugerido que las familias con VHL, en las cuales no se han
detectado mutaciones en células germinales, pueden tener mutaciones en la region promotora del
gen VHL, en la literatura se ha reportado s6lo una mutacion de este tipo (Klein, B. y cols, 2001); esta
posibilidad se descarté en nuestros pacientes, debido a que el fragmento 1-A contiene al promotor

completo y en las secuencias obtenidas no se observaron cambios en esta region.

También se han descrito mutaciones en las uniones intrén - exén (Zbar y cols, 1996; Crossey y cols.,
1994), pero las secuencias obtenidas abarcan de 5 a 10 pb rio arriba o abajo de la region codificante

v no observaron cambios, por lo que esta posibilidad se descarta.

Los pacientes con diagnostico de hemangioblastoma esporiadico de cerebelo y aquéllos con
antecedentes familiares insuficientes para discernir entre un hemangioblastoma esporadico o uno
asociado a la enfermedad VHL, no deben ser descartados de padecer la enfermedad, sin antes
considerar otros mecanismos de inactivacion del gen VHL, lo cual sera el objetivo de un trabajo

posterior.
La importancia de este trabajo, es que es el primero en que se hace un analisis molecular del gen

I'HL en poblacién mexicana, el cual tiene como objetivo determinar las mutaciones caracteristicas

de la poblacién, con el fin de establecer en un futuro un método de diagnéstico molecular.
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Para determinar con mayor precision la tendencia de la distribucion y frecuencia de las mutaciones
caracteristicas de nuestra poblacién, es necesario aumentar el tamafio de muestra y extender el
estudio a los familiares de los pacientes indice estudiados para comenzar un estudio predictivo de la
enfermedad VHL.

Uno de los retos a seguir es esclarecer los mecanismos de accién de la proteina codificada por el gen
VHL para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a inhibir el crecimiento tumoral. Por
el momento, el diagndstico temprano y el d iagndstico molecular d e p ortadores y su s eguimiento

estricto, son los mejores medios para combatirla.
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Figura 22. Arbol genealégico del paciente 3 con la mutacién delPhe76.
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Figura 23. Arbol geneal6gico del paciente 17 con la mutacién 512insA
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Conclusion

5. Conclusiones

=~ Las mutaciones en células germinales en el gen VHL en pacientes mexicanos con diagnostico

clinico de enfermedad de von Hippel — Lindau se detectaron con una frecuencia del 75%.

~ Las mutaciones encontradas son: 512insA y delPhe76 y ambas se localizan en el ex6n 1.

~ Los pacientes con dichas mutaciones pertenecen al VHL Tipo 1, debido a que las mutaciones
encontradas se clasifican como microdeleciones e inserciones y no presentan

feocromocitoma.

~ La mutacion 512insA en el codén 100 no se ha descrito en la literatura y por lo tanto es una

contribucion al conocimiento molecular de la enfermedad.

=~ La implementacién del diagnéstico molecular de la enfermedad de von Hippel-Lindau
permitira la identificacion oportuna de portadores asintomaticos. Esto es relevante porque
permite optimizar la vigilancia de los individuos en riesgo — reduciendo morbi-mortalidad-, a

la vez que evita el uso de procedimientos costosos e invasivos en personas sin la mutacion.
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6.1. Equipos

®  Balanza analitica Shimadzu LIBROR AFG-220
= Balanza granataria Ohaus
®  Baiio Maria con agitacion circular Polystat 1200-00
=  Bomba de vacio
®  Camara fotogréfica Polaroid instantinea DS-34
®  Campana de Flujo Laminar VECO
= Centrifuga y microcentrifuga Eppendorf 5415 C
= Centrifugas refrigeradas: Bekman 65-6R y Eppendorf 5804 R
®  Concentrador de vacio Hetovac VR-1
®  Espectrofotémetro UV/visible Beckman DU-40
®  Fuente de poder BIO-RAD Power/Pac 3000
®  Horno de microondas Sharp
= Parrilla con agitacion Thermolyne
= pHmetro
= Secuenciador: ABIPRISM Model 3100
Version 3.7
= Sistema de electroforesis horizontal Gibco BRL 58
®  Termociclador Perkin Elmer 9600
= Termociclador Perkin Elmer 9700
® Transiluminador de luz UV

Vortex Fisher Scientific

6.2. Material de laboratorio y cristaleria diversa
» Celdas de cuarzo para espectrofotometro

®=  (Cristaleria diversa
= Micropipetas de 1000, 500, 200, 100, 20, 10 pL
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6.3. Material

B Agujas estériles para puncion venosa
= Contenedores para hielo

= Gradillas

®  Guantes

®  Parafilm

Pipetas de transferencia

®  Puntas para micropipetas

®  Tubos eppendorf de 1.5, 0.5 0.25 mL

®  Tubos Falcon de 45 ml

®  Tubos para centrifuga de 15 ml

®  Tubos para PCR de 0.2 mL de pared delgada

Tubos vacutainer con anticoagulante ACD

Peliculas fotogréficas instantaneas de cartucho blanco y negro Polaroid 665

6.4. Reactivos

®  Agarosa ultra pura (Gibco BRC)
®  Agua desionizada y estéril
®  Acido bérico (J.T. Baker)
®  Alcohol isoamilico (J.T. Baker)
®  BLCR (Amortiguador de Lisis de Células Rojas)
®  Bromuro de etidio (SIGMA)
8 Cloroformo (Hycel de Mex.)
®  Colorante de carga (azul de bromofenol, xilén cianol FF, Ficoll)
®  Columnas para purificar reaccion de secuenciacion: Centri Sep columns marca Princeton Separations
= Dimetil sulféxido (DMSO) (SIGMA)
= Etanol absoluto y al 70% (J.T. Baker)
®  Fenol (Técnica Quimica)
®  HotStar Taq Master Mix: 1 U/uL Taq polimerasa (Qiagen)
1.5 mM MgCI2
200 uM de cada dNTP
Amortiguador para Taq polimerasa

= Isopropanol (J.T. Baker)
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Marcador de peso molecular V y VIII (Roche)
Paquete de extracciéon de DNA Qiagen: Proteasa, amortiguador AL, AW1, AW2 y AE
Paquete de purificacion de DNA Qiagen: amortiguador PB, PE y EB
Paquete de purificacion de DNA Qiagen desde gel de agarosa: Amortiguador QG, PE y EB
Paquete de secuenciacion de Applied BioSystem: Big Dye Terminator
Taq PCR Master Mix: 0.05 U/uL Taq polimerasa
1.5 mM MgClI2
200 puM de cada dNTP
Amortiguador para PCR
Tris base (Promega)
MgCl, 1 M (Merck)
NaCl5M, 5 mMy 7 M (Merck)
Oligonucledtidos: VHL # 104, VHL # 105, VHL # 3, VHL # 8, VHL # 10, VHL # 1, VHL # 9, VHL
#101, VHL # 102, VHL # 103, VHL # 6, VHL # 107 (BIOSOURCE)
SDS (J.T. Baker)
TBE 10X y 1X
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6.5. Metodologia

6.5.1. Toma de muestras

1. Tomar los datos del paciente: Nombre, fecha de nacimiento, registro, sexo y fecha de la toma de
muestra.

2. Preparacion del material para puncion venosa: tubos vacutainer con anticoagulante ACD, aguja para

puncién venosa, liga, torundas de algodén, alcohol, base para el tubo vacutainer.

Seleccion de la vena para la puncién

Extraccién de aproximadamente 20 ml de sangre periférica (4 Tubos vacutainer)

Agitacion por inmersion para mezclar la sangre con el anticoagulante.

S o B

Etiquetar y almacenar a 4° C.

6.5.2. Extraccion de DNA

6.5.2.1. Técnica de sales

1. Lisis celular
2. Extraccion de DNA
3. Precipitacion de DNA

1. Lisis celular

1.1. 20 ml de sangre periférica se traspasan a tubos Falcon de 45 ml

1.2. Agregar RCLB volumen a volumen.

1.3. Nivelar los tubos en una balanza granataria de dos platos

1.4. Mezclar por inversién de 5 — 10 minutos

1.5. Centrifugar a 5000 r.p.m., durante 10 minutos a 4° C

1.6. Eliminar el RCLB hasta la mitad aspirando con vacio, cuidando de no despegar el boton.

1.7. Repetir el proceso 3 veces mas.

1.8. Una vez limpio el botén de leucocitos, se elimina por completo el RCLB con vacio y se almacena a
4°C,
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-

|

2.2
2.3
24
2

2.6

Extraccion de DNA

Al boton de leucocitos se le agregan 886 puL. de NaCl 5 mM, 46 pL. de SDS al 10 % y 308 pL de NaCl
saturado.

Se homogeniza hasta disolver el boton

La mezcla se pasa a tubos ependorff de 1.5 ml

Centrifugar de 20 — 30 minutos, a 4° C a 11000 r.p.m..

El sobrenadante se pasa a otro tubo previamente rotulado

Agregar fenol saturado (volumen a volumen) y agitar suavemente durante 10 minutos hasta formar una
emulsion.

Centrifugara 11 000 r.p.m., a 4° C, durante 10 minutos.

Pasar la fase acuosa (fase superior) a un tubo limpio y desechar la fase organica (fase inferior)

Agregar una mezcla de fenol saturado/ cloroformo/ alcohol isoamilico (volumen a volumen) y agitar

suavemente durante 10 minutos.

2.10 Centrifugara 11 000 r.p.m. a 4° C durante 10 minutos

2.11 Pasar la fase acuosa a un tubo limpio y desechar la fase organica

2.12 Agregar una mezcla de cloroformo/ alcohol isoamilico (24:1) y agitar suavemente durante 10 minutos

2.13 Centrifugara 11 000 r.p.m. a 4° C durante 10 minutos

2.14 Pasar la fase acuosa a un tubo limpio y desechar la fase organica

3.

3.1
3.2,
33,
34,
3.5,
3.6.
3.7
3.8.
3.9.

Precipitacion de DNA

Agregar isopropanol.

Agitar suavemente hasta que se forme un precipitado blanco
Centrifugar a 11 000 r.p.m. durante 20 minutos a 4° C
Decantar el isopropanol cuidando de no tirar el boton
Agregar etanol al 70 % para lavar el DNA

Centrifugar a 11 000 r.p.m. durante 15 minutos a 4° C
Repetir el procedimiento 3 veces mas.

Evaporar el etanol en un concentrador de vacio con calor

Resuspender el DNA en agua estéril y disolver a 50° C
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6.5.2.2. Técnica de Columna de Qiagen

5 =3

13.

14,

15.
16.

6.5.3.

Se toman 2 ml de sangre y se adicionan a un tubo falcon de 15 ml

Se adiciona 200 pL del stock de Proteinasa K y 2.4 ml del amortiguador AL a la muestra y se mezcla
Incubar a 70° C por 10 minutos.

Adicionar 2 ml de etanol y mezclar

Transferir la mitad de la solucién a la columna colocada sobre un tubo de 15 mL

Centrifugar a 3000 r.p.m. por 3 minutos

Descartar el filtrado y adicionar el resto de la mezcla (paso 5) y repetir el paso 6

Remover el filtrado y agregar a la columna 2 ml del amortiguador AW 1

Centrifugar a 5000 r.p.m. durante | minuto

. Remover el filtrado y agregar a la columna 2 ml del amortiguador AW2
. Centrifugar a 5000 r.p.m. durante 15 minutos

. Colocar la columna en un tubo limpio de 15 ml y se adicionan 300 pL del amortiguador AE o agua

estéril y se deja reposar 5 minutos a temperatura ambiente

Centrifugar a 5000 r.p.m. durante 5 minutos

Para obtener una mayor concentracion, se toman los 300 pL eluidos y se colocan nuevamente en la
columna y se deja reposar 5 minutos a temperatura ambiente

Centrifugar a 5000 r.p.m. durante 5 minutos

Almacenar el DNA a4°C

Cuantificacion de DNA

6.5.3.1. Espectrofotometria

1.

2.

3
[Lectura obtenida]D.0.x :

4.

Del volumen de DNA obtenido de la muestra se realizé una dilucion 1:100 ( 5 pL de DNA + 495 pL.
de H,0)

Se realizaron dos lecturas en el espectrofotometro a A= 260 nm y A,= 280 nm, utilizando agua estéril
como blanco.

Para obtener la concentracion de DNA de las muestras se realizo el siguiente calculo:

S0% | S00uL _

50" SuL [Lectura obtenida]D.0.x 5000 = [ADN]"%

Se calcula la relacion A/, (260/280) para obtener la pureza de la muestra.
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6.5.3.2. Electroforesis

Pesar la cantidad indicada en la siguiente tabla para obtener la concentracién de agarosa deseada:

Cantidad de agarosa [Agarosa] %

ler]

1.0 1.0
25 2.5
3.0 3.0

Adicionar 100 ml de TBE 1X

Calentar la mezcla hasta que se disuelva la agarosa

Verter la mezcla en el molde de la camara de electroforesis horizontal, colocar los peines y dejar
solidificar

Retirar los peines y agregar el TBE necesario a la camara de electroforesis para cubrir el gel de
agarosa

Preparar una mezcla de DNA y colorante de carga (azul de bromofenol — xilen cianol y ficol) en una
proporcion 2:1.

Cargar el gel con la mezcla en cada uno de los pozos y correr a 100 volts aproximadamente 40
minutos.

Teiiir el gel con bromuro de etidio

Observar en el transiluminador U.V..

6.5.4. Reaccion en cadena de la polimerasa

Para establecer las condiciones necesarias de PCR para amplificar las diferentes regiones del gen VHL se

realizo lo siguiente:

Se utilizaron los oligonucleétidos descritos por Gnarra y colaboradores en 1994.

Se partio de las condiciones de PCR descritas por Gnarra y cols.

Se fij6 el nimero de ciclos de PCR (30 ciclos), la cantidad de DNA (300 ng) y la concentracién de
Taq polimerasa (1 U) y la cantidad de DMSO (5%)

El programa de PCR se elaboré de acuerdo a la temperatura media (Tm) de cada uno de los
oligonucledtidos

Se probaron las concentraciones de oligonucledtido: 100, 50, 25, 5 uM, con el fin de determinar la
concentracion optima para la reaccién de PCR.

Se escogieron dos muestras de pacientes VHL al azar
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6.5.5.

Los productos de PCR fueron resueltos en geles de agarosa al 2.5 % y 3 % y se corrieron junto el
marcador de peso molecular V y/o VIII para determinar el tamaiio del producto amplificado;
posteriormente el gel fue tefiido con bromuro de etidio (Ver técnica de electroforesis)

Una vez establecida la concentracion de los oligonucledtidos se procedié a amplificar todas las
muestras.

Se realizaron las mismas pruebas para cada una de las regiones a amplificar.

Purificacion de los productos de PCR

Purificacion directa de los productos de PCR con columnas marca Qiagen.

g B e

© o0 N oo

Adicionar 5 volimenes del Amortiguador PB por 1 volumen de reaccion.

Colocar la columna del paquete Qiagen en un tubo colector de 2 ml

La mezcla del punto | se adiciona a la columna y se centrifuga a 13 000 r.p.m. durante 1 minuto

Se elimina el filtrado '

Se adiciona a la columna 0.75 ml del amortiguador PE y se centrifuga durante 1 minuto a 13 000
r.p.m.

Se coloca la columna en un tubo ependorf nuevo y previamente rotulado

Se adiciona 30 pL de Amortiguador EB para eluir el DNA

Se centrifuga a 13 000 r.p.m. durante | minuto ’

Se desecha la columna y se almacena el producto de PCR purificado a 4° C

Purificacion desde gel de agarosa de los productos de PCR con columnas marca Qiagen.

Por medio de electroforesis se resuelve el producto total de PCR que se va a purificar en un gel de
agarosa al 2.5% a 100 volts

Se corta el producto de PCR con un bisturi estéril, tratando de eliminar la mayor cantidad de agarosa
posible y se coloca en un tubo ependorf de 1.5 ml

Se pesa el gel de agarosa que contiene al producto de PCR que se va a purificar.

Se adiciona por cada 100 mg de peso de gel de agarosa, 300 pL del amortiguador QG.

Se incuba en un bafio maria a 50° para disolver el gel de agarosa por 10 minutos o hasta disolucién
total. Se puede agitar con vortex a lo largo de la incubacién con el fin de facilitar la disolucién.

Una vez terminada la incubacion se le agrega 100 pL de isopropanol por cada 100 mg de peso de el
gel de agarosa.

La mezcla anterior se adiciona a la columna y se centrifuga a 13 000 r.p.m. durante 1 minuto
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8. Seelimina el filtrado

9. Seagrega 500 pL del amortiguador QG y se centrifuga a 13 000 r.p.m. durante 1 minuto

10. Se elimina el filtrado

11. Se adiciona a la columna 0.75 ml del amortiguador PE y se centrifuga durante 1 minuto a 13 000
r.p.m.

12. Se elimina el filtrado y centrifuga durante 1 minuto a 13 000 r.p.m.

13. Se coloca la columna en un tubo ependorf nuevo , previamente rotulado

14. Se adiciona 30 puL de amortiguador EB para eluir el DNA

15. Se centrifuga a 13 000 r.p.m. durante 1 minuto

16. Se desecha la columna y se almacena el producto de PCR purificado a 4° C

6.5.6. Secuenciacion

6.5.6.1. Reaccion de secuenciacion

1. Se resolvieron los productos de PCR por electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% y 3%
respectivamente a 120 Volts para determinar la cantidad de producto de cada muestra

2. La cantidad de producto de PCR utilizado en la reaccion de secuenciacion varié de acuerdo a la
concentracion estimada por electroforesis.

Se realizo una prueba inicial con una muestra escogida al azar, para determinar con cual

L

oligonucledtido (forward o reverse) se obtenia una mejor secuencia.
4. Se realizo una dilucién del olignucledtido de acuerdo a su concentracion inicial, se fijo la cantidad de
Big Dye y del Amortiguador.

5. Se utiliz6 un programa predeterminado para la reaccion de secuenciacion.

6.5.6.2. Purificacion de la reaccion de secuenciacion.

Una vez terminada la reaccién de secuenciacién se purifico con columnas Centri Sep columns de Princeton

Separations

1. Hidratacion de las columnas Centri Sep
a. Se agrega a cada una de las columnas 700 pL de agua estéril.
b. Se agitan con vortex con el fin de eliminar las burbujas formadas

c. Se dejan reposar como minimo 2 horas
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Para eliminar el exceso de agua se quita el tapon inferior de las columnas y se colocan en un tubo
colector
Se centrifugan durante 1 minuto a 3000 r.p.m.

Se elimina el filtrado y se vuelve a centrifugar durante | minuto a 3000 r.p.m.

Se coloca la columna en un tubo ependorf de 1.5 ml previamente rotulado

La reaccion de secuenciacion se pasa por la columna cuidando de no romper la columna con la punta
de la micropipeta.

Se centrifuga durante 1 minuto a 3000 r.p.m

Se desecha la columna y el filtrado se coloca en un concentrador de vacio hasta su evaporacion total
Se agrega 16 pL de formamida

Se traspasa la reaccion de secuenciacion a una charola para la secuenciacién automatizada

Se incuba a 95° C por 2 minutos en un termociclador para llevar a cabo la desnaturalizacién del DNA

Se traspasa inmediatamente después a hielo

. Se coloca la charola en el secuenciador y se procesan las muestras

. Una vez procesadas las muestras se procede a la lectura de los electroferogramas
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A. Carta de consentimiento

HOJA DE CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO:

“CARACTERIZACION CLEINICA Y MOLECULAR DE ENFERMEDAD DE VON HIPPEL - LINDAU".

INVITACION A PARTICIPAR.

Usted y/o su hijo (a) estan invitados a participar en el estudio que incluye a pacientes y sus familiares con
Enfermedad de von Hippel - Lindau, pacientes con diagnostico de hemangioblatoma del sistema nervioso
central, angiomatosis retiniana, feocromocitoma o cancer renal no papilar. La enfermedad de von Hippel -
Lindau es un sindrome de cancer familiar, en la cual hay un riesgo aumentado de padecer una variedad de
tumores tanto benignos como malignos, que afectan al sistema nervioso, ojo, rifidn, pancreas y otros
drganos abdominales. Este estudio esta disefiado con el objeto de identificar las alteraciones en el material
hereditario que son la causa de la enfermedad, con el propdsito de identificar a las personas con riesgo
elevado de tener tumores, mismas a las que les beneficiara con un programa de vigilancia médica.

Su aceptacion en el estudio no implica la administracion de medicamentos diferentes a los que usted recibe
hasta la actualidad, pero si se tiene influencia sobre los tratamientos futuros que puedan implementarse.

La decision de participar implica que usted tenga un conocimiento completo de los riesgos y beneficios, los
cuales se detallan en esta carta. Cualquier duda adicional puede ser aclarada por los investigadores
responsables. Una vez que usted lea este escrito y aclare sus dudas podra decidir si desea participar en el
estudio o no.

PROCEDIMIENTO A REALIZARSE

Inicialmente se realizara una historia clinica completa y el arbol genealdgico de la familia, identificando a los
familiares que posiblemente estén afectados con la misma enfermedad y se colectard una muestra de
sangre. Con su consentimiento, es posible que en un futuro ‘se contacte a sus familiares para invitarles a
participar en el estudio, en el caso de menores de 18 afios se requerira de la autorizacion firmada de los
padres o responsables legales. Asimismo, se revisara los estudios de rutina a los cuales ha sido sometido en
esta Institucion, y sera revisado por un médico neurdlogo. En una consulta posterior en el servicio de
genética, se le brindara informacion acerca de los mecanismos de herencia del padecimiento.

EFECTOS INDESEABLES Y RIESGOS.

Cuando la sangre es obtenida, usted podra experimentar un leve dolor en el sitio de puncidn. Raras veces
ocurren infecciones o inflamacion local. Estos riesgos se reducen al emplear al personal especializado para la
obtencion de muestras. Mediante este estudio se detectara a un grupo de familias en las cuales el riesgo de
que sus hijos estén afectados con la enfermedad es alto, por lo cual es importante que la familia esté
enterada de dicha posibilidad.

BENEFICIOS PARA LAS PERSONAS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO
La identificacion de alteraciones en el material genético que dan lugar a la enfermedad de von Hippel-
Lindau, permitirda establecer el riesgo de que un individuo dentro de la familia pueda heredar el

padecimiento, asi como establecer quienes no estan en riesgo de transmitirlo.
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CONSIDERACIONES ECONOMICAS
Este estudio no representara costo adicional para el paciente o su familia.

CONFIDENCIALIDAD

Todos los expedientes seran mantenidos con caracter estrictamente confidencial. Solo los investigadores
tendran acceso a los datos generados durante el estudio.

DERECHO A ABANDONAR EL ESTUDIO.

Su participacion se considera completamente voluntaria y usted puede desistir de participar o continuar en el
estudio en el momento que lo desee. Esta determinacion no afectara de ninguna manera su relacién con el
hospital o el grupo médico.

Si usted considera que cualquiera de los puntos antes mencionados no esta claro, o le surgen dudas nuevas,
le suplicamos aclararlas con los investigadores responsables antes de determinar si participara o no en el
estudio. Los participantes en el proyecto son la Dra. Ma. Elisa Alonso, Dra. Astrid Rasmussen y Lic. En T.S.
Adriana Ochoa del Departamento de Genética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Tel. 56 06
38 22, ext. 2018 y 2019.

AUTORIZACION
He leido el contenido de este escrito y he decidido por voluntad propia participar en este estudio. Sus

objetivos generales y particulares y los riesgos posibles e inconveniencias me han sido explicados y aclarados
a satisfaccion. Mi firma indica también que he recibido una copia de la presente autorizacion para participar.

Nombre Firma

Fecha: Teléfono:

Firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo Testigo
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B. Preparacién de Reactivos

RCLB: Amortiguador de Lisis de Glébulos rojos.

Reactivo Concentracion Volumen
MgCl, 1M 5ml
NaCl 5M 2ml
TRIS
1M 10 ml
pH=7.6
H,0 c.b.p. 1000 ml

Cloruro de magnesio (MgCl)) 1M

203.3 g de MgCl,.6H,0

Agregar 800 ml de H,O desionizada estéril
Agitar hasta disolucion total

Ajustar volumen a 1000 ml

Esterilizar en autoclave

Cloruro de sodio 5 M (NaCl)

Pesar 292.2 g NaCl

Agregar 800 ml de H,O desionizada estéril
Agitar hasta disolucion total

Ajustar volumen a 1000 ml

Esterilizar en autoclave

Cloruro de sodio saturado (NaCl)

Pesar 409.08 g NaCl

Agregar 800 ml de H,O desionizada estéril
Agitar hasta disolucién total

Ajustar volumen a 1000 ml

Esterilizar en autoclave

77




Apéndice

TRIS (pH=17.6) IM
- 121.1 g TRIS base
Agregar 800 ml de H,O desionizada estéril
Ajustar el pH con HCI concentrado (aproximadamente 60 ml)
- Agitar hasta disolucién total
- Ajustar volumen a 1000 ml

Esterilizar en autoclave

SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sodio)
100 g de SDS
- 900 ml de H,0 desionizada estéril
Calentar a 68° C para asegurar la disolucién

Esterilizar en autoclave

TBE 10X
Reactivo Cantidad
TRIS base 108 gr.
Ac. Bérico 55 gr.
EDTA 7.3 gr.
H,0 c¢.b.p. 1000 ml

- Pesar la cantidad indicada de TRIS base y disolver en 600 ml de H,O desionizada estéril con
agitacion constante

- Una vez disuelto el TRIS base se pesa el acido borico y se agrega a la solucién anterior

- Esperar a que se disuelva el componente anterior para agregar el EDTA

- Agitar hasta total disolucion.

- Aforar a 1000 ml de H,O desionizada estéril

- Filtrar la solucién con papel filtro Whatman del No. 1

- Esterilizar.
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TBE 1X

100 ml de TBE 10X

900 ml de H,O desionizada estéril

Fenol saturado

Se funde el fenol a 68° C.

A 300 ml de fenol saturado se le adicionan 200 ml de H,O desionizada estéril
2 ml de B-mercaptoetanol

2 ml de TRIS 2 M a pH= 8.0

292.5 pl. de NaOH 10 N

Se mezcla durante toda la noche protegido de la luz

Ajustarel pHa 7.6

Se almacena en un frasco dmbar a 4° C

Usar la fase inferior para la extraccion del DNA

Cloroformo/ Alcohol isoamilico

Se mezclan 24 partes de cloroformo con 1 parte de alcohol isoamilico

Se almacenaa 4° C

Fenol/ Cloroformo/Alcohol isoamilico

Se toma un volumen de fenol saturado y se mezcla con una cantidad igual de la mezcla de
Cloroformo/ alcohol isoamilico
Almacenar protegido de laluza 4° C

Utilizar la fase inferior.

Etanol 70%

700 ml de etanol puro
300 ml de H,O desionizada estéril

Almacenar a4° C R CAY R
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Colorante de carga

Reactivo

Concentracion

Azul de bromofenol
Xilén cianol FF

Ficoll (400) en H,O

0.25%
0.25%
25.0%

H,0

c.b.p. 100%
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C. Secuencia del cDNA del gen VHL

R
-

Nucleotide

Search INudsnlide 'I for { Go| Clear

Lirnis Prewssiinde History Clpboard Lelais

Display Ildnhwh 'I m.i?l} 'I Send to ||F|ls -f Get Subsequence ] Featuras

1: L15409. Homo sapiens (clo...[gi:306847]

LOCUS HUMHIPLIND 1810 bp mRNA linear PRI 26-JUL-1993

DEFINITION Homo sapiens ({(clone g7) von Hippel-Lindau disease tumor supresor mRNA
sequence. .

ACCESSION L15409

VERSION L15409.1 GI:306847

KEYWORDS tumor suppressor.

SOQURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia;

Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1810)

AUTHORS Latif,F., Tory,K., Gnarra,J., Yao,M., Duh,F.-M., Orcutt,M.L.
Stackhouse, T., Kuzmin, I., Modi,W., Geil, L., Schmidt, L.,
Zhou,F.,Li,H., Wei,M.-H., Chen, F., Glenn,G., Choyke, P.,
Walther,M.M.,Weng, Y., Duan,D.-S.R., Dean, M., Glavac,D.,

Richards, F.M., Crossey, P.A., Ferguson-Smith,M.A., Le Paslier,D.,
Chumakov,I., Cohen,D., Chinault,A.C.R., Maher,E.R., Linehan,W.M.,
Zbar,B. And Lerman,M.I.

TITLE Identification of the von Hippel-Lindau disease tumor suppressor
gene

JOURNAL Science 260 (5112), 1317-1320 (1993)

MEDLINE 93262488

PUBMED 8493574

COMMENT Original source text: Homo sapiens fetal kidney cDNA to mRNA.
FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1810

/organism="Homo sapiens"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:9606"
/cell type="teratoma"
/tissue_type="kidney"
/dev_stage="fetal"
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2RICGIN
I cctegeetcee
61 tccggcocgge
121 gaggtcgact
181 cgtceggccc
241 gaggccgagg
301 ggggaggagt
361 gccgaggagg
421 gagccctccc
481 aacttcgacg
541 cacagctacc
601 gttaaccaaa
661 aatatcacac
721 gtcaagcctg
781 gaccacccaa
841 cggatgggag
901 tactgatgag
961 ttctcagagt
021 gtgatgttta
1081 ttatcaggag
2141 ggaggtttat
2201 ttggcatctg
1261 cttgtctgec
2321 cctctttgag
1381 caaaccaggg
-441 ggtgggagag
1501 tgtaggaagc
1561 agtgctgttt
1621 tttttgtaac
1681 ttaatggaca
1741 gacattcctg
~801 gggatggagg

gttacaacag
tatttcecgeg
c€gggagcgceg
gggtggtctg
taggcgegga
c€gggcgcecga
agatggaggc
aggtcatctt
gcgagccgea
gaggtcacct
ctgaattatt
tgccagtgta
agaattacag
atgtgcagaa
atfgaagatt
tcttgatcta
aaaataggca
ggggcaaaca
aaggtggtgg
ataagtaatt
cttttaatgg
tcectgetttg
accccagtgc
gacactttgt
gggaccttaa
attttttata
tattactgtt
ttgccatccg
aataagtttt
attgatttqgg

cctacggtgc
agcgcgttce
cacgcagctc
gatcgcggag
ggaggcaggc
ggagtccggce
€gggcggcecg
ctgcaatcgce
gccctaccca
ttggctcttc
tgtgccatct
tactctgaaa
gagactggac
agacctggag
tctgttgaaa
gatacaggac
ccattgctta
tcacaaaatg
catttttgct
cagtgggaat
atgtataata
ggaagactga
ctgcacatca
tagaaagtgc
aatgtgtaca
attttctaag
tctaaactag
cacagaaaat
tgctaaatgt
gtttttttgt

tggaggatcc
atcctctacc
cgccccgegt
gga@tdcccc
gtcgaagagt
ccggaagagt
cggcccgtge
agtccgcgeg
acgctgccge
agagatgcag
ctcaatgttg
gagcgatgcc
atcgtcaggt
cggctgacac
cttacactgt
tggttcctte
aaagaaagtt
taatttaatg
tcctagtaag
tgcagcatat
catccattct
ggcatcegtg
tgagccttca
ttagaggttc
gtgaacaaat
tcgtgcactt
gattgacatt
acgagaaaat
gagtatttct
tgttgttgtt

ttctgcgcac
gagcgcgcge
ccgacccgcg
ggagggcgga
acggccctga
ccggecccgga
tgcgctcggt
tcgtgctgece
ctggcacggg
ggacacacga
acggacagcc
tccaggttgt
cgctctacga
aggagcgcat
ttcatctcag
cttagtttca
aactgacttc
cctgcccatt
tcaggacagc
cgtttaattt
acatccgtag
aggcagggac
gtcagggttt
tgcctctatt
gtcttaaagg
tctcggtcca
ctacagttgt
ctgcatgttt
gttcettttt
ttgttttgtt

gcgcacagcc
gaagactacg
gatcccgegg
gaactgggac
agaagacggc
ggaactgggc
gaactcgege
cgtatggcte
ccgecgcatce
tgggcttctg
tatttttgce
ccggagccta
agatctggaa
tgcacatcaa
cttttgatgg
aagtgtctca
actaggcatt
agagaagtat
ttgtatgtaa
taagaaggca
cggttggtga
aagtctttct
gtcagaggaa
tttgttgggg
gaatcatttt
ctcttgttga
gataatagca
gattatagta
gtaaatatgt
ttgttttttt
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Secuencia de la proteina pVHL (Illiopoulos, O. y cols, 1995). La numeracion de los nucleétidos es
de acuerdo al la base de datos del NCBI con niimero de acceso L15409, en el cual los codones son

numerados desde la primera metionina de la secuencia del cDNA (nucle6tido 214).
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