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RESUMEN

La deficrencia de la 21-hdroxilasa, una enzima que participa en [a
sintesis de muneralocorticoides y glucacorhcoides, produce una enfermedad
que se hereda de manera recesiva, conocida como htperplasta supramenal
congénita (HSC), que en su forma mas severa ocurre en una frecuencia de 1 en
20,000 y de 1 en 5000 en su forma menos severa, dependiendo de la
poblacion  El gene que codifira para la enzma respensabie de esta
enfermedad, se conoce come LIF21 v se encuentta duplcads El fene
funcioral (CYT21B) y el pseudogene (CYP21A) son similares en mas del %%
La alta frecuencia con Ja que ocurren mutaciones en el gene se ha expixado
por un mecanismo de recombinacién tlegihma entre el gene v el pseudogene.

De un grupo de mas de 50 pacientss mexicanos con H5C se
seleccionaron 12 pacientes en ios que tras haber secuenciade completamente ¢
gene funcienal, 1o se encontro mnguna mutacion en fa regién estructural del
gen que pueda exphcar 1a deficiencia enzimihca En estos casos, la cause de
la enfermedad podria debetse a alteraciones en la region promotora del gene
La iinica otra mutacidn provemente del pseudogen, cuyo efecto negativo se ha
estudiado 1 vitro. es la que cae en el siio de umidn a Spl, que no ha sido
analizada en pacientes con HSC. La ausencia de mutaciones deletereas en la
regién codificadora de los 12 pacientes seleccionados, hace de este un grupe
candidato a portar esta mutacion

Partiendo de que estudios 1 titra han establecido que esta mutacién
altera ia capacidad de umir Spi en el pseudogene no funcional CYPZIA, se
monito un ensayo capaz de evaiuar esta deficiencia en €l promotor del gens
funcional CYP21B de estos pacientes Fl ensayo consishd en evaluar la
capacidad de formar complejos con proteinas nucleares, de un fragmento de
98 pb amplificado especificamente a partir det gene funcional CYP2IB de
pactentes v de individuos normales no afectados La presencia de estos
complejos se evalud en ensayos de retardo de movilidad electroforética.

El ensayo fue vaiidade comparando el desplazamiento de los
complejos formados por fragmentos de 98 pb amplificados a partir def gene
funcional CYFZIB ¢ el pseudogene no funciomal CYP21A clonados en
cosmidos, encontrando diferencias stgnificativas en la capacidad de unrSpl.
Estos ensayos revelaton diferencias en la capacidad de unién del factor
transcripaonal Spl entre individuos normales no afectados v el grupe de
pacientes con HSC. Sin embargo, estas diferencias no presentaron correlacion
con ia severidad de [z enfermedad de cada unc de los pacientes

Las diferencias en desplazamiento entre la version clonada del gene
funcional CYP21B v el fragmento amplificado a parhr de inatvii wn no
afectados nos permiten suponer que ewisten vanaciones en la secuencias
fuera del sitio Sp1 capaces de alterar la vruon de este factor a su seruencia
consenso Esto nos permite proporser que existen mteracciones compleyas entre
los diferentes factores de transcnpain cuvo siios de umien se encuentran
dentro dei fragmento analizado

Nuestros resultados muestran que este ensavo puede detectar
cambios de secuencia que afectan la capacidad de urudn de factores de
franseripeion en una regién del promotor que conbene mas de un siio de
regulacién, lo cual  constituve un acercamuento novedos al esmdio de
enfermedades genéticas. ’



INTRODUCCION

Las hormonas esteroides (mnineralocorticoides, glucocorticoides v
esteroides sexuales) tienen una importancia fundamental en la fisiclogia de los
mamiferos, participando en procesos muy distintos entre si. Por ejemplo, la
diferenciacién sexual, el mantenimients del embarazo ¥ las funcioies
reproductivas en general son reguladas por andrégenos, 'estr()genos ¥
progesterona. Los glucocorticoides promueven la gluconeoéénesm y Ia
degradacién de 4dcidos grasos y proteinas, permitiendo al organismo resistir
condiciones de estres. Los mineralocorticordes participan en la regulacion del
volumen del liquido extracelular, incrementando la reabsorcién del Na+ por el
rifion. La importancia de las hormonas esteroides es tal, que no SOn comunes las
zlteraciones clinicas en las que se ve afectado de manera unportante su balance,
de lo que se desprende que alteraciones de este tipo de hormonas podrian ser
letales. Practicamente la tnica enfermedad con una prevalencia genénca
importante que conlleva la ausencia parcal o total de alguna de estas hormonas
es la Hiperplasia Suprarrenal Congénita (HSC). En este padecimiento se
encuentra afectada la via biosintética de hormonas esteroides. Los sintomas de

esta enfermedad fustran la importancia de esta via biosintética v lo delicado de

su regulacidn,



La sintesis de hormonas esteroides

Es en la corteza de la glandula suprarrenal donde se lleva a cabo Ia etapa
mas importante de la esterodogénesis. Ahi se expresan una serie de enzimas
encargadas de convertir el colesterol en mineralocorticoides: aldosterona y
esteroides C19 (andrégenos suprarrenales que sirven como precursores de
hormonas sexuales sintetizadas en otros tejidos principalimente en génadas); y en

glucocorticoides: cortisona y cortisol.

Internalizacidn del colesteral en las células de In gldnduls suprarvenal:

Debido a que ef precursor de estas reacciones es el colesterol, un aspecto
vnportante de la biosinteisis de estas horimonas es la internalizacién del
colesterol en las células de la gléndula suprarrenal. Mencionaremos entonces gue
el colesterol es transportado en los fluidos del organismos en forma de
macromoléculas lipoprotéicas que solubilizan los lipidos hidrofébicos y que
pueden ser reconocidos por una serie de tipos celulares. El principal acarreador
¥ la fuente primaria del colesterol, son las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Los receptores especificos de cada célula para estas moléculas son internalizados
por endocitosis una vez que se les ha unido su ligando (Toth 1992), Las vesiculas
que contienen LDL son atacadas por proteasa permitiendo que al degradar las
fnacromoléculas protéicas se pueda utilizar el colesterol. En las células de la
gléndula suprarrenal el colesterol es almacenado en forma de ésteres de
colesterol y liberado de manera regulada por una esterasa y luego transportado
a la mitocondria donde se leva a cabo el rompimiento del colesterol, la prunera
reaccién de la esteroidogénesis, misma que constituye el paso limitante de la via
(Takemor1, 1984).



Principales pasos de la biosintests esteroidea

El rompimiento de colesterol a pregnenoiona involucra tres enzimas
embebidas en la membrana intema de la matriz mitocondrial acluvendo un
atocromo P450, denominado enzima que corta la cadena lateral de! colesterol
(CytP450scc) ¥ que esta regulada por la disporubilidad de sustrato (Lambeth
1985). Esta reacci6n requiere de Ia utilizacién de tres moléculas de NADH- y O,
requeridas en la hidroxilacién secuencial en las posiciones 20’y 22 [a
pregnenciona viaja entonces al reticulo endopldsmico para ser isomerizada
progesterona ¢ bien hidroxilada a 17c-hidroxipregnenclona que a su vez es
convertida a I7o-hidroxiprogesterona por accién de una 17,20 lyasa (17a). La
17a-hidroxiprogesterona es un intermediario de gran interés para la clinica ya
que sus miveles Circulantes sirven como un criterio de diagnéstico para casos de
alteracion de la biosintesis de hormonas esteroides (ver figura 1) En casos severos
de HSC, los niveles de este precursor pueden aumentar hasta llegar a 1 (00
ng/ml equivalente a un incremento de cien veces con respecto a los nneles
normales (White 1987). El paso siguiente lo lleva acabo la enzima 21-hidroxilasa
6 P450c2] (21-OHasa), que cataliza una moncoxidacion en el carbono 21" del
esqueleto del colesterol a partir de dos sustratos (distintos solo por la presencia
de un  grupo hidroxilo en la posicién 177). La 21-hidroxilasa utiliza como
sustratos a la progesterona v la 17-hidroxiprogesterona para convertirlos en
deoxicorncosterona (DOC} v 11-deoxycortisol (S) respectivamente, Durante su
ciclo catalitico las enzimas 21-hidroxilasa ¥
17a-hidroxilasa son oxidadas y deben ser reducdas por una flavoproteina
microsomal que utliza NADH (NADPH P450 reductasa) para regresarlas a su
estado funcional. En este paso los intermediarios deoxicorticosterona (DOC) v
I1-deoxycortisol {S) dejan el reticulo endoplismico y son transportados a ia

mitocondria para el paso final de biosintesis de hormonas esteroides, catabzado



por fa enzima 118-hidroxilasa (11B), localizada en la membrana interna de la
matocondria. DOC es convertido a corticosterona v 5 a cortisol, el principal
glucocorticoide en humancs. Estas reacciones se llevan a cabo en las células de la
zona fasciculata y de la zona reticularis de la corteza suprarrenal (Nakéne 1975). En
las céluia de la zoma glomerulosa donde no hay enzima 17o-hidroxilasa, la
corticosterona es converada a aldosterona, el principal mineralocorticoide en
humanos. Esta reaccion es el resultado de una 18 hidroxilacién también
catalizada por la enzima 11 y por una i8-metiloxidasa {para revisi6n ver

Simpson, et al. 1988).
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Figura 1- Resumen de ia vfa biosintéhica de las hormonas esteriodes, donde se muestran los principales
intermedianos y enzimas que participan

Las enzimas esteroidogénicas y su compartamentalizacion
La mayoria de las enzimas que participan en esta via son MENOOXIgenasas

que pertenecen a 1a superfamilia de los citocromos P450, hemoproteinas ubjcuas



que catalizan reacciones de transferencia de oXigeno utilizando NADPH como
transportador electrénico. En las reacciones de hidroxilacién del esqueleto de
colesterci, el oxigeno requendo para ser mecoorporado a los grupos hidroxilos,
proviene del Oz {para revisién ver Guergerich 1992). La mayoria de estas
recciones ocurren en la mitocondria o asociadas al sistema microsomal {Beyer
1956). Hay que resaltar que la via biosintética de las hormonas esteroides no se
encuentra distribuida de manera uniforme en todas las céluias de la corteza
suprarrenal. Distintas células de la gidndula suprarrenal estin especializadas
para reahzar mayoritariamente ia sintesis de uno u otro tipo de hormona. La zona
glomerulosa de la corteza se encarga mayontariamente de Ja sintesis de
mineralocorticoides, mientras que en la zonz facsiculate se sintetiza
principalmente el cortisol v en la zona reticulans, andrégenos. Cada una de estas
zonas responde de manera independiente y diferencial al el estimuio
correspondiente segin el caso (Nakane 1975). Esta especializacién requiere entre
otras cosas de la expresién diferenciai de las distintas enzimas biosintéticas de las
diferentes hormonas. Por esta razén el estudio de la regulacién transcripcional y
la expresion de las enzimas, en particular de aquéllas que juegan papeles
diferentes segin el producto final de la via (17a, 21-OHasa, 11f), ha side
estudiado con mucho mterés. Cabe mencionar que a la fecha se desconocen los
mecapismos que determinan la expresion diferencial de estas enzimas, haciendo

posibie que una célula sintetice una u otra hormona esteraide.

Regulacién de la sintesis de hormonas esteroides

La regulacién mas importante de la esteriodogénesis ocurre por medio de
la hormona adenocorticotrépica (ACTH]) a través de varios mecanismos que
favorecen la produccitn y liberacion de hormonas esteroides. El ACTH regula de
manera positjva la sintesis y la transcripcién de las enzimas de [a via Biosintética,

A su vez la produccién de ACTH estd directamente regulada por el eje



hipotdlamo-hipéfisis (ver figura 2). de aqui que las alteraciones funcionales dei

mismo o la hipofisectomia se asocian al desarrolle de desordenes en el

metabolismo intermedio

Hipotifame

Hlipafiziz

@ cortexa svupratrenal

Figura 2. Eje hipotdlamo-tupéfisis, involucrado en la regulacadn de Ia sintens de hormonas esterowdes ot
parte de la glindula suprarrenal CRF- Lacior estimudante cortreode, (-} Efecto whibstone por
glucocorhicordes.

La estimulacion crénica y 2guda de ia corteza suprarrenal por ACTH

El ACTH modifica las Funciones de las células de la glandula suprarrenal
de distintas maneras. En la primera estirmiaa la transcripeion de las enzimas de Ja
via biosintética que resulta en un aumento en la produccién y liberacién de
hormonas 1o que se conoce como efecto crénico. Ademds el ACTH promueve a
Hempos cortos la internalizaci6n de colesterol a las células de la corteza
suprarrenal mediante la activacién dé una serie de proteinas cinasas
dependientes de cAMP 2 lo que se !a flama respuesta aguda. En las células de la
gldndula suprarrenal, el ACTH interactia de manera especifica con receptores de
la superficie celular activando una via de transduccien que involucra la

activacion secuencial de adenilato ciclasa y proteinas cinasas dependientes de



cAMP que finalmente resultan en la activacién de la transcripeion gensética
mediada por ia proteina ASP (ver mas adelante) v por e factor esteroidogénicol
(5F-1) {Schimer 1994). Come parte de la respuesta aguda, el ACTH es también
responsable de la estimulacién del colesterol a Jas células esteroidogénicas, como
los receptores LDL. El efecto de ACTH sobre casi todos los puntos de la via
Liosintética es de estimulacién positiva v esta estimuiacién a su vez estd
reguiada positivamente por varios intermediarios y por los productos finales, de
manera que s1 una de las enzimas presenta una falla, la falta de producto firal de
la via estimularé {a sintesis de las demés.

As{ por gjemplo, el caso particular de deficiencia en 21hidroxilasa, resuita
en una deficiencia de cortisol que es detectada por el eje hipotalame-hipéfisis lo
que resulta en un incremento en Ia produccién de ACTH, lo que estimula a su
vez la  sintesis de varias enzimas esteroidogénicas  reguladas
transcripeionalmente por esta hormona. Al encontrarse bloqueado el paso de 21-
hidroxilacién, se acumulan intermediarios de la via, principalmente 17-
hudroxiprogesterona (Ver figura 3), que son entonces convertidos en andrégenos,
El exceso de andrégenos circulantes produce virilizacién de diversos grados.

Las hormonas esteroides, algunos de sus metabolitos ¥ s.us hormonas
derivadas son transportadas en sangre generalmente urudas a protemnas. Algunos
de estos transportadores son inespecificos, como la albémina que une con baja
afinidad a varias de ellas. La testosterona por ejemplo viaja unida a una
B-globulina (TeBG). Par su parte el cortisol y en menor medida la progesterona
son transportados por una proteina que lo une con alta especifi;ndad ilamada
transcortina (CBG), que funciona como reservorio pero no parece jugan un papel

mmportarite en la regulacién de su actividad biolégica
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Figura 3.- Resumen de la via biosintética de las hormonas esteroides cuando se encuentra bloqueado e}
pase de 21-hdroslacién Se miuestran aumentados aquellos intermedianos cuvos niveles se elevan, ¥
dimariidos los productos cuya sintesis se abate
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La regulacion transcripeional de los genes esteroidogénicos

La biosintesis de las tormonas esteroides es un fendmeno altamente
regulade a distintos niveles. El apalisis de la regulacion l’xl‘anscnpcional de {os
genes que codifican para las enzimas biosintsticas presenta elementos comunes
y tejido especificos. Todos estos genes responden a activactén por ACTH
mediante un mecanismo del que se desconocen hasta el momento los detalles. Se
ha buscado en varios de ellos los elementos consenso responsables de esta
respuesta y no han sido encontrados. En cambio se han déscnto MeCcanismos
alternativos de respuesta a la elevacién de los ruveles de cAMP Otro elemento

de control transcripcional que ha sido localizado en varos de las genes

- el



esterordogénicos (S5C, 21-hidroxifasa, 11Bhidroxilasa} es el sitic de unién al

factor estercidogénico 1 SF-I{Rice 1991)

Consecuencias funcionales de la deficiencia de 21-hidroxilasa

La deficiencia de 2i-hidroxilasa se presenta en una amplia gama de
fenotipos que va desde pacientes que carecen totalmante de la actividad
enzimdtica hasta aquellos gue conservan entre el 53 y ol 60 % de la actividad.
Para aquellos individuos que carecen totalmente de actividad de esta enzima el
problema principal resulta en la incapacidad para producir aldostercna (ver
figura 1). Esta deficiencia tiene consecuencias serias para el paniente va que la
aidosterona regula la reabsorcién de los iones contenidos en todo el liquido
extracelular que diariamente filtran los riftones (del orden de 180 litros), de
manera que cuande esta hormona falta, e nfidn no puede mantener las
concentraciones normales de Na* {que son del orden de 130-140 n.ﬂ*/l) €n sangre
yen fluidos extracelulares y son eliminados por la orina. Ante la incapacidad de
retener tambien optimamente los niveles de K* y H* y el adecuado intrecambic
de iones con el liquido intracelular, sobrevienen hipotensién, crisis
cardiovascular, colapso y muerte (White 1987). Durante el desarroilo
embrionario, el producto con actividad deficiente, o totalmente carente de 21-
hidroxilasa no se ve afectado ya que son los rificnes de la madre i0s que llevan a
cabo esta tarea. Sin embargo, esta deficiencia se manifiesta con un sindrome que
se presenta durante las primeras semanas de vida del neonato, denomipado
clinicamente como “crisis de pérdida de sal”.

Cuando la enzima conserva actividad, aunque esta sea muy reducida, se
produce suficiente aidosterona para minjmizar los problemas derivados de la
baja retenaidn de electrolitos. En este caso el prncipal problema es la sintesis de
glucocorticoides, principalmente de cortisol. Dedido a Ja regulacién positiva

sobre las enzimas de esta via, la falta de cortisol provoca un aumento de ACTH,



lo que a su vez ocasiona la elevacién de los niveles de diversos ntermediaros

inclwida la testosterona, como se 1lustra en ia figura 3.

El exceso de testosterona durante ei periodo embrionano principalmente
alrededor de la quinta semana de desarroilo mtrautering ocasiona desdrdenes en
la diferenciacién de los genitales externos. El principal problema es para s
embriones femeninos y resulta en ambiguedad genital- En e sexo masculme no
existen sintomas notorios al nacer, pere por influencia de la testosterona ocurre
crecimento excesive durante la infancia y maduracién acelerada, lo que lieva al
clerre prematuro de los discos de crecimiento en los huesos larges, ocasionando
estatura baja final,

De manera que el fenotipo y la sintomatologia climca de ios pacientes con
deficiencia de 21- hidroxilasa dependen del grado de actividad enzimética, de s
existe actividad de esta enzima por pequenia que esta sea, o si fue abanda port
completo (Tusié 1990, Tusié 1991,White 1994). Segin el grado de deficiencia
enzimdtica el fenotipo puede variar desde des6rdenes gonadales, alteraciones
severas en la regulacién de niveles de electrolitos, o bien no ser lo
suficientemente grave para ser notado de manera obvia hasta que el individuo
presenta problemas hormonables diagnosticados generalmente durante la
adolescencia o en la edad aduita. Esta gran diversidad de los fenonpos que
presentan fos pacientes con HSC ha generado una clasificacién segin su fenqtipo,

del mas atenuado al mas severo, comorno clasicos, virlizantes simples, o
P
perdedores de sal.



La Hiperplasia Suprarrenal Congénita

La forma clésica que incluye el fenotipo virilizante y el perdedor de sal,
ocurre en 1/10 000 nacimentos y la forma no clasica se ha reporiado en el 1% de
la poblacion en general (White 1987). Lo que la coloca en los primeros lugares de
la lista de las enfermedades genéticas comunes.

El diagnostico bioquimico més comtn para =sta enfermedad es la
medicidn de 17-hidroxiprogesterona circulante, (ver figura 3) intermediario de la

vias de sintesis de hormonas esteroides, sustrato de hidroxilacion de-la

enzima 21-hidroxilasa y que suele aumentar notablemente en los individuos
afectados después de la admunistracién de ACTH. Fr. su forma n'1a5 grave la
deficiencia enzimdtica es letal en el periodo posnatal, por lo que su diagnéstico
oportuno preferiblemente prenatal y el consejo genético adecuado podrian
dismunuir en muchos caso la severidad y la morbimortalidad del padecimiento.
En el caso particular de poblacién mexicana, se ha observado que los individuos
diagnosticados se presentan en una proporcién de 3 nifias por cada nifio. Este
dato no representa la propercion real en la que la enfermadad ocurre, simo en la
que se le diagnostica. Esto podria ser un reflejo la alta mortalidad que existe
entre mndividuos de sexo masculino, {donde mueren 3 de cada 4 } ¥a que en estos
casos el diagnostico se complica por no haber signos aparentes de exceso de
andrégenos como lo es la ambiguedad genital en nifias. Dependiendo del
fenotipo en cuestidn, la sintomatologia mas comin incluye ambiguédad genital,
deshidratacién, crisis hiponatrémica, pseudopubertad precoz, etc. El tipo de
estudios bioquimicos para determinar HSC van desde perfil androgénico
{medicién de cortisol, testosterona, androstenediona y 17-hidroxiprogesterona),
hasta la medicién de niveles de sodio circulante y presentes en la orina. En

muchos de los casos, los sintomas mas severos pueden tratarse con suplemento



de glucocorticoides, rneralocorticoides o simplemente de sal en la dieta. [a
ambiguedad genital puede en ocasiones corregirse con cirugia.

El tipo de herencia reportada para esta enfermedad es . monogéruca,
awtosdmica recesiva. En mas del 95% de los casos 1a mutacién se encuentra en el
gene que codifica para la enzima 21-hidroxilasa, encargada del paso de
conversion de

11-deoxicortisol a partir de 17- hidroxiprogesterona. En el resto de jos casos el
gene afectado es el que codifica para la enzima 118 hidroxilasa. Dada ia
frecuencia con la que se presentan mutaciones en la 21-hidroxilasa, el estudio del

gene que codifica parar esta enzima y su regulacién han sido atacagos desde

diversos angulos

El gene de la 21-hidroxilasa )

Ei gene que codifica para la enzima 21-hidroxilas recibe ei nombre de
CYP21B, por pertenecer a la superfamilia de genes que codifican }';ara proteinas
eytocromo P450 Esta localizado en el brazo corto del cromosoma 6, en la banda
21.3, muy cercano a la regidn de HLA del complejo de hustocompatibitidad en el
brazo corto del cromosoma 6. La estructura del gene comprerie 10 intrones v §
exones y mide aproximadamente 32 Kb. La mayona de los genes que se
encuentrar en esta region tienen la particularidad de estar duplicados y.el gene
CY21B no es la excepcién. En este caso el gene tiene como compaiero cercano un
pseudogene, denominado CYP2IA con quien tiene una sumilitud del 98°% en
intrones y 96% en exones. Ambos estan separados  por una distanca
aproamada de 30 kb dentro del las cuales se encuentra el gene que codifica para
la proteina C4 del sistema de cotnplemento (ver figura 4). Las esca_sés diferencias
de CYP21A con respecto a CYP21B lo hacen no funcionzl. Por una parte el ruvel

del mensajero de CYP21A es menor al 5% con respecto al del gene CYP21B . Por



otra, la mntroducaén de un codén de terminacion en el exon 8 produce un

producto truncado y de poca estabilidad.

Brazo corto del
cromosoma 6
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Figura 4 Localizacién del gene CYP21B Se indica la posicién relativa de vanos loct de genes localizados e
Ja region 21.3q del cromososma 6 Se representa distintos s1hios conoados dentro de esta region,

Se sabe que la alta frecuencia a la que se presenta Ja enfermedad se debe a
que la alta dentidad entre el gene funcional y el pseudogene, permute una serie
de recombinaciones ilegitimas via conversién génica que transmiten los cambios
del pseudogene (CYP2iA) al gene funcional CYP215, disrunuyendo la actividad
enzimdtica del producto génico en diferente medida. Estudios a rivel genético v
molecular de individos con H5C han permitido establecer cunles de estas
diferencias entre el gene ¥ el pseudogene pueden traducirse en mutaciones al ser
transteridos de uno a otro. Las mutaciones reportadas a mvel mundial y su
repercusion en las caracteristicas clinicas del padecimiento pueden verse en la
tabla 1. Esta transmisidn de mutaciones ocurre a todo 1o Jargo del gene y por
tanto podria afectar no solo a la region codificadora sino también el promotor y
por tanto la eficiencia de la transcripcién génica, 1o que podria manifiestarse en

bajos niveles de RNA mensajero.



En colaboracién con distintos servicios de endocrinologia pediatrica, en el
laboratorio de la Dra. Tusié se han identificade 54 familias con diagndstico
clinico de HSC. En estas famulias se F» realizado andlisis mutacional por medio
de la secuenclacién directa el gene CYP21B Esto ha permutido establecer el tpoy
la frecuencia con la que se encuentran presentes en la pobiacién mexicana las
distintas mutaciones que han sido reportadas previamente {Ordofiez,1997} (ver
tabial).

Resulta interesante el cambio encort»~ , en la posiadn 493 que resuita en
la conversién de una asparagina a una sermna en el extremo carboxilo ferminal de
ia protena. Este cambio se presenta con sirmlar frecuenca en indiniduos
afectados {42.5%) que en individuos normales {37.5%) pero es mucho mas
frecuente encontraric de forma homéziga en los pacientes No ha sido posible
determinar si se trata de una mutacién con algima consecuencia sobre la
actividad enzimética, s1 es un polimorfismo o si pudiera representar un cambio
de secuencia en desequilibrio de enlace con una mutacidn atin no identificada.

Partiendo de este mismo trabaw, en algunos de los pacientes que se
secuenciaron, se han encontrado inconsistencias entre el fenotipo clinico y el tipo
de mutaciones encontradas {genotipo). Al secuenciar fa region codificadora del
gene se han encontrado casos en los que aos individucs comparter: las nusmas
mutaciones, sin embargo el fenot:po de la enfermedad es distinto entre estos
pacientes. La dentificacion de estos casos ha motivads ¢! estudio de la region
promotora en individuos afectados, bajo la premisa de que mutaciones en la
region reguladora que afectaran la eficiencia de la transcnipeidn del gene podrian
explicar estas diferencias en la expresion clinica. La regi6n reguladora del gene

CYP21 podria jugar un papel importante en algunos pacientes con HSC.



Localizacién Mutaci6n frecuencia reportada {%) frecuencia encontrada (%}

£l P301L. 17 85
E2 A/C—--G 26-42 479
E3 Del 8pb 7.5-10 21
E4 172N 7 5-10 117
123N
E& V237E 3 a
M239K
E71 V273E 106 85
E72 Insers:én T 1 ' 10
17 C—G NR Q
E81 G318--8 37 42
E82 R3s6W 14 74
E9 W406 -5 NR O
Ei0 P4535 NR 21
Del delecién de 11-35 1.0
CyP21

Tabla 1.- Mutaciones en el gene funcional CYP218, Frecuencias reportadas y frecuencias encontradas en
poblacion Mexwana  Se presentan tanto cambios en la secuenciz come cambios en arunodcidas (par2

revision ver Ordofiez etal, 1998) NR= Frecuencsa no reportada, Del= delecidn del gene,  E=Exon,
l=lntron

Ei E2 E3 L4 E5 E6 E7 7 E8 E9 Ei0

Mapa 1.- Estructura del gene CYP2IB Distnbucign de infrones y exones Se muestran numerados los
exones e intrones donde se han reportado mutac:ones en pacientes con HSC  (ver tabla 1} F=Exén
i=lntrén



El promotor del gene CYP21
La parie secuenciada de Ja zona reguladora de CYP21B abarca mas de
1600 pb hacia el extremo S'(Higashi, 1986). El promotor de este gene ha sido

estudiado para definir los elementos que participan en los distintos niveles de
regulacién.

La branscripeion basal ]

Estudios de expresion con distintas zonas del promotor han evidenciado
regiones de importancia involucradas en e} mantenimiento de los ruveles basaies
del mensajerc localizados entre las bases -230 ¥ -180 pb (Parker 1986) ademas de
fa region comprendida entre -210 ¥ -170 pb donde se halla una secuencia de 40
pb altamente conservada entre distintas especies,

En la posicion -130 colocalizan los sitios de unién del factor de
transcripcién constitutive NF-1/CTF (Chang, 1995) que se unen al DNA en forma
de dimero y a cuya familia pertenecen varios factores de transcripeion {Kusk
.1996)'

Alrededor de la posicién -117 se encuentra el sitio consenso de tnién a
Spl, un factor de transcripcién ubicuo de mamiferos que utiliza la estructura de
dedos de zinc para unirse al DNA en una regidn rica en G y C. El factor Sp1 fue
onginalmente aisiado a apartir de células Hela ¥ e capaz de aumentar la
actividad transcripcional, de una gran cantidad de genes entre 10 y 50 veces,
incluyendo el dei receptor de LDL (Sanchez 1995), el rmusmo SE-1 {Woodson 1997,
¥y varias enzimas esteroidogénicas (Lee 1994, Zhang 1995},

Ha quedada establecida la importancia de dicho factor para la transcripcién de
CYP21B. Una mutacién en e} sitio de uruon a esta proteina, afecta los niveles de

transcripeién hasta en un 80 *. (Chang 1995)

.



El elemento que responde a cAMP

Los genes esteroidogénicos responden a la estimulacion por ACTH que actita
através del segundo mensajero cAMP. En [os genes esteroidog'énicos no ha
quedado establecido con exachtud qué elemento de la reg1dn promotora obedece
a esta estimulacion Se ha buscado en particular a secuencia tipica de respuesta a
este segundo mensajero (CRE) de la que solo se ha encontrado una copia entre
los -129 y

-96 pb. Parte de esta respuesta le ha sido asignada a otro elemento sin simulitud
aparente con los CRE y que en cambio se parece a una secuencia especifica de
adipocitos recien descrita a la que se le ha llamado FSEL. Sin embargo la
respuesta jmportante a cAMP parece estar operada por un mecanismo que es
particular para las enzimas esteroidogénicas cuya actividad recae en la proteina
ASP (Adrenal specific protein}, un factor de transcripeién especifico de la glandula
suprarrenal. No es coincidencia entonces que la secuencia consenso de unién a
esta proteina esté localizado justamente dentro de la zona que por estudios de
expresion fué inicialmente caracterizada como responsable a la estinulacién por
¢AMP, situada entre las bases -126 a -113 para el caso del gene CYP2iB
(Kagawa,1991).

El regulador negativo

El sitio CK-2 es el blarco de umdén del factor NF-GMb, modulador fiegativo de la
respuesta transcripoional.  Ha sido descrita en et promotor de genes
hematoporéticos y pertenece a una familia de factores que se unen a cadena
sencilla de DNA (Cole 1994). La expresién de esta proteina ha sido encontrada en
una gran cantida de tipo celulares.

Posiblemente este es uno de Ios represores presentes en el promotor del gene

funcional CYP21B responsables de que solo se exprese 2n celulas suprarrenales.



La transcripciin tefido especifica

Como importantes en ia especificidad tisular en la expresion de este gene
han quedado establecidos algunos elementos. Entre estos resuitan interesantes
los sitios
-219, -140, y -65 donde se encuentra la secuencia AGGTCA, que se sabe forma
complejos con factores de trancripcién que han sido comparados con complers
formados por los promotores de viras enzimas esterodogénucas con los que
comparten tamafio y mowvilidad eiectroforénca (Rice,1991). Recientemente se ha
encontrado la proteina que podria interactuar con este elemento, clave para la
regulacidn de este grupo de genes, el factor esteriodogénico 1 (SF-1)
(Deepak,1992). Los genes esteroidogénicos comparten entonces secuencias
Tegulatorias propios de su caracter suprasrenal. Ademds la espeaifiadad celular
en la expresion de la enzima 21-hidroxilasa parece estar mediada por la
combinacién de més de un elemento aunque el mecanismo exacto es desconocde
todavia.

Entre ias bases -126 y -113 se :dentiﬁ;é origimalmente una seciencia con
respuesta a cAMP y se ha encontrade que participa en la especificidad tisular del
gene. Este es el caso del sitio de unién a la proteina ASP, un factor de
transcripcion especifico de ¢élulas de 1z glindula suprarreial. Como se mencions
anteriormente, los genes esteroidogénicos poseen elementos de respuesta al
cAMP que les son particulares. La proteina ASP parece ser la responsable de
dicha respuesta. (Kagawa, 1991). En la posicién -228 se encuentra la secuencia de
reconocimiento del receptor nuclear NGFI-B también liamado Nur77, un
receptor nuclear de respuesta temprana, que se expresa abundantemente bajo la
accion de ACTH en las céiulas de la 2ona fasciculata yreticularss de la corteza de la
glandula suprarrenal (Wilson etal, 1993) ¥ que es comun a otres genes regulados
por ACTH En este caso, NGFI-B parece actuar en cooperacidn con $i-1

(Wilson, 1993} para mechiar la especificidad el gene CYP21B.
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Figura 5- Secuéncia de las pnmeros 300 pb en direccidn 5 a partir del sitio de iruciacion de la trancripeién
de Ja region reguladora del gene funcional CYP2IB. Se muestran los sihos de los factores de trancnipeson
CONOCIos Clya secuencia CORsenso de UGN se encuentra en esta zona. Por debajo de la secuenca del gene
funciornal  y en negnitas, podemos ver los cambios que este presenta com respecto a la secuencia del
pseudogene ne funcional CYP21A (Higashi 1985, White 1985). Con 1uciales se muestran los primeros 5
amuno acidos de la proteina.

¥Fl diagnéstico molecular de la HSC,

Debido a la presencia del pseudogene con el que se comparte una
similitud del 98%, el disefio de oligonucledtidos especificos para reaccidnes de
amplificacn por técnicas de PCR del gene funcional es complicado y dificulta no
solo el estudio del mismo, sino el diagndstico sobre la posbie presencia de
mutaciones. El diagndstico molecular de HSC consiste gene;éh'nente en el
analisis del gen con estrategias de hibridacién con oligonucleétidos; mutantes o
bien a través la secuenciacién directa del gene CYP21B. Pueden también llevarse
acabo estudios de Southern Blot para identificar ciertos tipos de deleciones y de
duplicaciones asociadas a mutaciones caracterizadas (Werkmeister 1986) Sin
embargo la mayoria de las pruebas moleculares son costosas y no pueden
llevarse a cabo con un gran némero de individuos y mucho menos como parte de

los estudios clinicos de rutina,



Las pruebas bloquimicas practicadas en pacientes con HSC son capaces
de revelar deficiencias asociadas al metabolismo de hormonas esteroides, pero
solo el analisis molecular podria confirmar el ongen genéhco.

El gene que codifica para la enzima 21- hidroxilasa, se encuenira
duplicade. Gracias a que tanto el gene como el pseudogene han sido
secuenciados se sabe cuales son los cambios de base entre el gene funcional
CYP21B y el pseudogene no funcional CYP2IA. E} pseudogene también se
transcribe aunque con una eficiencia mucho menor a la det gene, dando ademas
como producto un mensajerc truncado y extremadamente 14bil. Sin embargo el
bajo ruvel en su transcnipcion se debe a las diferencias que existen en su regién
promotora con respecto al gene funcional. De las diferencias encontradas entre
los promotores del gene y ei pseudogene, en el siho de unién a Spl ocurre una
<uva importancia para modular la transcripeion ha quedado demostrada {Chang
1995). También ha quedado demostrado que este cambio reduce la capaadad del
promotor del pseudogene de unir Spl en ensayos de retardo. Ya que las
mutaciones en el gene encontradas en pacientes parecen proverur
mayoritariamente del pseudogene, es posible postular que en la regién
promotora pudieran tambien darse estas transferencias de mutaciones. Esta tesis
contempla 1a busqueda de alteraciones en los promotores de pacientes en
aquellas regiones en las que se sabe gue estas mutaciones resultan -{mportantes.
Una de estas tegiones es el sitio de unién al factor de transcripcién Spil.

En ensayos de retardo han quedado establecidas estas difefencias entre
gene y pseudogene en particular en este sitio (Chang 1995), por lo tanto estos
mismos ensayos podrian mostrarnos patrones distintos, ai analizar el promotor

de individuos afectados con HSC e individuos normaies, en el sitio Spl.



ANTECEDENTES

En el laboratoric de la Dra. Ma. Teresa Tusié se cuenta con una coleccion
de 54 familias afectadas con HSC . Esta ha sido reunida en colaboracién con
los servicios de endocrinclogia de  instituciones de salud  {principalmente
hospitales de tercer mivel) en donde se han detectado y diagnosticado ios casos
de HSC y llevado a cabo algunas pruebas bioquimicas para su confirmacion
(perfil androgénico, medicidn de sodic en la orina y niveles de 17-
hidroxiprogesterona circulante).

Se ka obterudo de estas familias DNA derivado de linfocitos sanguineos.
Esto ha permitido una gran variedad de estudios moleculares v genéticos en
estas familias. Parte importante de estos trabajos ha sido la secuenciacion de
entre el 40 v 50% del total del gene CYP21B de los 54 pacientes {Ordofiez et al
1998).

Gracias a esto ha sido posible determinar Ia frecuencia con la que Jas
mutaciones reportadas para HSC en otras poblaciones ocurren en poblacién
mexicana. También se han identificado posibles polimorfismos y nuevas
mutaciones ¥ se han encontrado una serie de casos parficularmente interesantes
de los que se han desprendido otros trabajos, incluyendo el presente.

Los individuos seleccionados para este irabajo corresponden a tres
grupos distintos: 1} pacientes que no portart ninguna de las 13 mutaciones mas
trecuentemente asociadas con HSC en otras poblaciones; 2} pacientes
portadores de un cambio en el exén 10 (N493S) que se encuentra
frecuentemente de forma homociga entre los pacientes anahizados ¥ se postula
pudiera cstar en desequiitbrio de enlace con una mutacion responsable del

fenotipo aun no idenfificada v 3} pacientes con mutaciones idénticas dentro de
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la region codificadora incluvendr los mtrones del gen . que presentan
fenotipos o formas clinicas distintas

Estas caracteristicas ios han convertido en candidatos a realizarseles diversos
estudios en la region promotora del gene va que mutaciones en esta zona
podrian explicar la presentacion de sintomas o las diferencias en severiiad
encontradas entre distintos pacientes.

En ja siguiente tabla (tabla 2) se encuentran enumerados ios pactentes utifizados
en este estudio. Se muestran las mviwiones encontradas al reahizar la

secuenciacidn directa v el fenohpo ciinico.

Numero de Genotipo Fenotipo Sexo
idenbficacién
56 Sin mutecion Vuhzante - Nt
97 Sin mutacion No ¢lasico A
125 Sin mutacion Perdedor de sal R E
96 Sin mutacion Virdizante 0 No Clasico {?) h%
18 HmE 10 Perdedor de sal F
26 Hm E 1¢ Vinhzante M
M Hm E 10 Yinhizante E
54 . HmE10 Perdedor de sal 84
111 HtE10,HmE1 No clasico F
116 Hm del 2GG, codon 482 Perdedor de sal ¥
124 HmI2ZHtE3 Perdedor de sal F
21 HmI2ZHt: 4 Virilizante 3

Tabla 2.- Caracterisbcas chimcas v de las mutaciones presentes en los pacientes utlizados en
este estudio

Hm = Mutaciénhoméciga

He = Mutacion hetertcrga

ia descripcion de las mutaciones se encuentea en la tablal

Mutacién del exon 10 = N49S Ver texto (Antecedentes) para detalies
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OBJETIVOS

-Desarroliar la mmplementacion de un método de ensayos de retardo de
mos thdad electroforetica basado en la obtencion de un fragmento procedente
de las regiones promotoras del gene CYP21B, de pacientes con HSC por

deficiencia de la enzima 21-hudrox:lasa

-Valorar el procedimiento corno una metodologia para detectar alteraciones
funcionales en esta region promotora. Esto conlleva a la estandarizacién del

método, asi como a ia evaluacion de sus hmutaciones v su nivel de sensibilidad.

-Determinar si existen diferencias funcionales entre la regién promotora de
controles sanos v un grupo de pacientes con HSC candidatos a tener

Tnutaciones en la region promotora del gen CYP21B.
-Determinar s1 es posible establecer correlaciones entre el grado de alteracion

tuncional detectada por esta metodologia v el fenotipo clinico de los pacientes

anatizados.

L3



RESULTADGS

Amphficacion especifica del gene CYP21B

Con el fin de amplificar de manera especifica la regién promotora del
gene funcional CYP21B mediante PCR sin obtener amplificado del pseudogene
CYP21A, se disefiaron oligonucledtidos aprovechando las diferencias existentes
entre ambos genes. Estos oligonuclestidos se disefiaron sobre aguélias regiones
donde existia mavor ndmero de diferencias de secuencia entre el gene y el
pseudogene en un rango de aproxumadamente 20 nuclestidos, Para el
oligonuclestido sentido (OH12) estas diferencias entre CYP21B y CYP21A
radican s6le en 2 de 20 bases mientras que para el oligonuciedtido antisentido
(OH22) las diferencias radican en 5 de 21 bases (figura 6, parte superior). En
ambos oligos se busce una discrepancia en la base del extremo 3’ para aumentar
la especificidad de la reaccién de PCR.

Utilizando estos oligonuclestidos el producto de amplificac:én esperado
es de 818 pb conteniendo 280 pb de la region promotora v 580 pb de la region
codificadora hasta el intrén I1I. La region del intrén Il es donde existe un

mayor namero de diferencias entre el gene y el pseudogene.
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Figura 6 -Estategia seguida para la amphficacién especifica de la regron promotora del gene funcional
CYP21B. Disenro de obigonuclesndos especificos (OH12 v OH22) que aprovechan diferencias entre gene v
pseudogene En la pamte supenor se muestran las zonas sobre las que estos fueron disenados,
aprovechando los cambios presentes entre el pseudogene v gere En la parte infertor de la figura se
seestran los oligonucleotidos de las segunda amphificacion que no disinguen entre CYP21B v CYP214
(OHITy OH211 os t2matos de los tragmentos esperados a partit de ambas amobficaciones se especifcan
entre las flechas que representan los oligonucieohdos sentido + anbsenhdo de cada una de las reacciones
de amphficacion Se muestra la ubicacion del ohgonucleotido interne a 1a reaccion de PCR utlizado comoe
soncla pars comprobar la sdor - tad del fragmenta obterudo a partir de la primera amphficacion,

La amplificacion de este producto se huzo por separado para cada uno de
los pacientes seleccionados, parfiendo de DNA gendmico obtenido de linfocitos
sanguineos. Como reacciones control de la especificidad de los oligonuclestidos
OH12 y OH22 se usaron ademas como templado un césmido en el que se
encuentra clonado e! gene funcional CY2IB (B) y un césmudo que contrene el
pseudogene CYP21A {A) La amplificacion de los pacientes v de los cosmudos,
s¢ corne en un gel de agarosa al 1% para venificar la presencia v el tamarfio del
producto de amplificacion {figura Ba). A partir del césmido que contiene el gene
funcional CYP21B, se obtuvo una banda del tamano esperado que no se
presento en las reacciones que partian de cosmido con el pseudogene CYPZIA
(tercer carnil de derecha a tzquierda de la figura 8a) Se pudo observar un
producte de PCR del mismo peso en lzs muestras amplificadas a partir de DNA
genormuco Los productos de amphficacion corridos en el gel de agarosa fueron

rransferidos a una membrana de nrtrocelulosa v a traves de un ensavo de
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Sotitiern Blot se determind la identidad del producto. Como sonda se utilizé un
oligonucleotida interno a fa reaccién de PCR (oligenuclestido OH20, ver hgura
7 y mapa 2) marcado por fosforilacién con [32P]y ATP conteniendo secuencia
compartida por A y B que revefaria ademas la posible presencia de producto
proveniente de la posible amplificaciéon del pseudogene CYP21A que pudiera
estar presente en pequenas cantidades, no detectables por tincién con bromuro
de etidio. En todos los casos se cbtuvo sefial positiva exceptuando el carril
correspondiente a la amplificacién a partir del cosmido que contiene el
pseudogene CYP21 A (segundo carnl de derecha a izquierda de ia figura 8b)

En el mapa 2 (ver seccion de Materiales y métodos) se muestra la
ubicacién de los oligos especificos de By la localizacion del oligo interno
utilizado como sonda. En la suguiente figura (figura 7) se muestra la secuencia
de la region amplificada por los oligonuciestidos OH11 y OH2? que contiene el
sitio ASP/Spl y que fué utilizado como sustrato para los ensayos de retardo de

movilidad electroforética.

tc gﬁ%g%magg teggetcaag
OHI1 ASP/ Spl CK2

tecagaaaag gg

ggaggeecca aaacagicta cacageagga gegateg
OH21

Figura 7- Secuencza del fragmento de 98 pb, producte de la segunda amplificacion de (a regién promotora
det gene funcional CYP21B. Se han subrayade los siios de umion a factores de lranscripuon conoaidos,
ubicados en esta zoma, los sihas CK-2 vy ASP/Spl En negritas se muestra la ubicacion de los
ohgonucledtidos utlizados en la reawcion de PCR (OH11y OH2I).
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Figura $. Analisis de los productos de amphficacion B especifica de pacientes con deficrencias en la
enymma 21-OHasa &) Gel de agarosa dande se separaron los productos de la primera amphficacion a
partir de cosmmdo con el gene funcional CYP21B (B), det cosmido con el pseudogene CYP2IA (A) o a
partir de D % genomuco de 10 individuos afectados cuvo numero de idenfificacion se especifica «e
encuentra en la parte supertor de cada carnl b} Seuthert Blot resultado de la transferencia det mismo gel,
hibndado «on el eligonucleotido mnterno al producto de PCR esperade, OH20 [YT] ¢ ATP

Amplificacion de un fragmento de 98 pb del promotor del gene funcional CYP21B

El producto de PCR de la pnmera amplificacién especifica del gene
funcional CYP21B, se utilizd come templado para una segunda amplificacién
que incluvera Unicamente la secuencia del promotor en la que estuviera
conterudo el sitio Spl (figuras 6 v 7). Esta reaccién de PCR se hizo utilizando los
oligonucledtidos OH11 v OHZ1, que generd un producte con un tamafio de 98
pb. Para constatar la pureza del fragmento amplificado, se corrid en un gel
desnaturalizaste de acrilamida en donde la presencia del DNA fue revelada con

uria tincién con plata (tig 9a)
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Figura 9. Amplificacidn de un producto de PCR de 98 pb para su uso en ensavos de retardo a) Gel de
acrilarmida tefudo con plata donde se muestra la amphficacion de un fragmento de 98 pb que contiene ia
region Spl del promotor del gene funcronal CYP21B obterudo a partir del césmido conteniendo CYP21B
1B}, a partir de mdmiduss normales o a partir de pacientes con deficencia 21-OHasa b} Autoradiografia
del mismo tragmento de 98 ph kinado con [P + ATP s corndo en un gel denaturalizante de acrilamida.

Los ensavos de retardo requieren que los fragmentos de DNA empleados
se encuentren marcados radioactivamente con [32P], de manera que con el
proposito de marcar radicactivamente este fragmento, intentamos purificarlo.
El producte de la reaccion de PCR se separo en un gel de agarosa al 1.5% v la
banda conteniendo el fragmento se purificd utihzando la técnica de polvo de
vidrio (glass powder) como se describe en materiales ¥ métodos. Una vez
puricadoe el fragmento se marce con [#P]v ATP por kinacion. La reaccitén se
corrid en un gel denaturalizante de acrifamida cuva autoradiografia se muestra
(tigura 9b)

Debido a la baja eficiencia tanto de la segunda amplificacion de PCR
coma del proceso de punficacion, la escasa cantidad de producte marcado que
obfuvimes ai final no nos permiriria utilizar el producto marcade (mmostrado en
la figura 9 b) en los ensavos de retardo de movilidad electroforética. De manera
que para tratar de aumentar la eticiencia de marcaje del fragmento se optd por
sinretizarlo en presencia de un nucledtido marcado radicactivamente
(I**F] dCTP), de tal manera que este tuera mcoorporado directamente al

producto ampliicado durare "a reaccion de PCR. Esta reaccion resultd ser
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mucho mds eficiente v adecuada para generar un fragmento DNA gue pudiera
ser utilizado en los ensavos de retardo de movilidad electroforetica Sin
embargo esta aproximacién tambien conlievo algunas dificultades técnicas
debido al la alta sensibilidad inherente a la visualizacion de los productos de la
amplificacién Encontramos discrepancias enire los patrones electroforsticos
obtenidos por tincién plata o con bromure de etidio v por autoradiografia de
los productos de PCR. En la auteradicgrafia de los geles de acrilamida, con
frecuencia aparecian subproductos inespecificos generalmente de mayvor peso
molecular v en menor proporcion que el producto de 98 ph, gue no se habian
visualizado con técnicas menos sensibles como la tincién con plata o con
bromuro de etidio. En la figura 5 podemos ver dos geles de acrilarmda en los
que se corrieron dos reacciones de PCR distintas con [32P] ¢ dCTP incoorporado
directamente en [a reaccidn de PCR. Fn una de ellas (A) se observan
subproductos inespecificos mientras que en la otra (B} solo aparece el
fragmento de 98 pb. Las condiciones para lograr una reaccién de PCR adecuada
que pueda ser utiizada para los ensavos de retardo, requieren precaucionies
que generalmente no son necesarias para una reaccién de PCR comnin, como la
esterilidad de todos los reactivos v la limpieza del 4rea de trabajo Bajo estas
condiciones fué posible obtener productos de PCR adecuados, en donde el
fragmento de 98 pb representz mas del 99% de los productos de la reaccién
Estas reacciones resultaron ser adecuadas para realizar ensavos de retardo de
movilidad elechioforética.

Ya que resultaba importante contar con el fragmento de 98 pb con la
secuencia del promotor del gene no funcional CYP2IA come control en los
ensayos de retardo de mowvilidad electroforética, realizamos la amplificacion del
mismo con los oligonucledtidos OH11 y OH21 (que comparten secuencia entre
A v B) a partir del cosmido en el que se encuentra clonade el pseudogene
CYP21A. Al realizar esta amplificacion siampre encontramos mavor proporeidn
de subproductos inespecificos de mayor peso molecular al esperado (ver figura
1} Sin embargo con este fragmento de 98 pb amplificade a partir del

Paendngene obtuvimoes resultados mrormanves al ubhilizatle como sustrato en



los ensavos de retardo de movilidad electroforética.
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Figura 10- Analisis de los productes de PCR de segunda amplificacion a partir de cosmido que contiene el
gene funcronal CYP21B (B), del pseudogene CYP2IA (A), de mdrviduos controles normales (n) o de
ndnrduos afectados con HSC (p), los numeros de 1dentificacion se muestran en la parte superior de los
geles. Los dos geles presentados muestran distmtos grados de pureza del fragmente amphficads, ef
fragmento de 98 pb se muestra con una flecha a) Reacadén de PCR donde se amphifican subproductos de
maver peso molecular. b) Reacadn de PCR en la que se amplificé con alto grado de pureza el fragmento
de 98 pb Autoradiografia del gel de acrlamuda denaturaiizante donde se separé la raccien de
amiphficacién ¢} dutoradiografia del gel de acrlanmida denaturalzante donde se separaron las reacciones
de amplificacton los productos obtenidos de la amplificacion del fragmento de 98 pb 2 partir del gene
funcienal CYP21B v del pseudegene no funcional CYP214. Se muestra la presencra de subproductoes de
mayor pesc molecuiar en el case de pseudogene Del lado derecho de cada carnil se muestra la
densttormetria de una hinea vertcal gue lo atraviesa, para mostrar cuanbitativamente la calidad de ambos
fragmentos Las unidades de la grafica representan cpm detectadas por el Fosformager

Una vez obteidos los fragmentos de 98 pb marcados con *P] o dCTP
derrvados de la primera amplificacion v procedentes de DNA gendmico de

pacientes, se procedio a probar su capacidad para formar complejos en los

ensavos de retardo de movilidad electroforética

S
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Identificacién de los complers formados por el fragmente de 98 pb y el factor de
transcripedn Spl

En la siguiente figura se muestra un ensavo de retardo en el que se
utilizo este fragmento obtenido a partir del césrmdo con el gene funcional

CYP21B (B), con un mdividue normal, o con dos individuos afectados en

actividad de 21-Ohasa que presentan tenotipos de perdedor de snl (123} v

vivilizante stinple (124)

B 124 125 135
P P n

Sp1 frio { 5p\V)

45%  44%  63%

Figura 11- Autoradiografia de un ensa o de retardo de movilidad electrotoretica en el que se ensay aron
fragmentos obtemdes & partir de cosmudo con el gene tuncional CYP21B (B), a parhr de ndiniduos
normales {n) 1 a partir de pacientes defiientes en actvidad de 21-hidroatlasa (p) cul os numeros de
idenhificacion se muesiva en la parte superior de la hgura Los valores de parte mtenior de ia hgura
representan la fraccion de oligenucleotide marcado desplazado en presencia ()1 en ausencia () de Sphl
de ohgonudieotide vl frio



En el ensavo que se muestra en la figura 11 podemos ver {a formacitn de
complejo con proteinas nucleares al utilizar e} fragmento de 98 pb en retardos
de movilidad electroforética. Para determinar si estos complejos contenian al
factor ranscripaional Spl al ensaye se incluyé un chigonucledtido comercial que
contiene el sitio de unién a Spl, con el proposito de competir posibles
complejos que tuvieran este factor. En la figura 11 se observa el desplazamiento
correspondiente a la competencia con oligonucieotido frio {carriles con el
simbolo +). La intensidad de la banda correspondiente al complejo se cuantifico
después de digitalizar las cpm en un Storm {Molecular Dynamics) v fué
calculade como porcentaje de desplazamiento con respecto al total no
desplazado. Resulta interesante observar que el desplazamiento relativo en
individuos conftroles normales (n) y en B, es menor que en el caso de individuos

afectados con HSC (p).

Con la intencién de completar la caracterizacién del complejo formado
con el fragmento de 98 pb utilizamos anticuerpo dirigido contra el facior de
transcripcion Spl, afiadido al ensayo de retardo. En este caso observamos la
migracion diferencial del complejo formade por Spl. Probamos también la
formacion de compiejo entre el factor de transcripeion Spi v el oligonucleotido
que contiene el sitio consenso de unién a Spl marcado con *P. En la figura 12 se
flustra {a formacion de un complejo con Spl (1) v la confirmacion de que se trata
de un complejo que contiene la proteina Sp1 al utilizar anticuerpo v observar un
retardo mayor en la movilidad electroforética (supershift) (II). Este mismo
comportamiento se muestra con fragmento obtenido a partir del gene funcional
CYP21B (B), de un individuo contrel normal y al utilizar oligonucledtido con el

sitio Spl.
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Anti-Spl

Figura 12- Formacian de un complejo que contiene al factor Spl v secuencias amplificadas a partir del

promotor del gene CYPIIB Autoradiograna de un ensavo de retardo con el fragmento de 93 po obtenuds
a parbr del cosmudo que contiene <l gene funcienal CYP21B (BY, a partir de un mdniduo conirol normal
(135) y utthzande el ohigonucleondo comeraial que contieng el sitio consenso de union a Spl Donde asi se
indica, se ulizo anticuerpo dingide conta Spl () Los complejes formados sin anticuerpa {l) v con
anticuerpo (11} se encuentran sefalados con tlechas.

Determunacidn de diferencins de desplazamiento entre el gene y ¢l pseredogene, y entre
pdividucs normales y pacientes

Con el Ain de comseguir desplazarmento diferencial entre mdividuos
normales e individups afectados, se prabe la capacidad del fragmento de 98 pb
obtenido a partir det gene funconal CYP21B (B) obtenidc en una reaccion de
PCR sin nuclestido radivactivo {frio), para desplazar la formacién de complejo

con 5pl

En este ensave de retardo se observa &l desplazamienio obtenide 2l
competir el complejo con un exceso de aproxmmadamente 20 veces del
tragmento de 98 pb obtemdo a partir del cdsmudo que contens gl gene
tuncional CYPZIB. Puede observarse que el desplazarmento se leva a cabo

adecuadamente © ademas que cste se presenta €n mavor proporcién en los



individuos afectados que en el control y en el césmido con el gene funcional (B).

La caracterizacién del total de los individuos afectados v de los
individuos normales utilizados come control, se llevé a cabe empleando como
competidor frio el fragmento de 98 pb amplificade a partir del gene funcional
CYP21B

Con el fin de valorar el ensayc como meétodo para detectar diferencias en
la interaccién del prometor de CYP21B v el factor Spl, se utilizé como control el
fragmento de 98 pb obtenido a partir del césinido en el que se encuentra
clonado el pseudogene CYP21A. El patron de complejos que forma este
fragmento, no es el mismo que el que forma el fragmento obtenido a partir del
gene funcional o de DNA genémico, debido a la mayor proporcién de
subproductos de mayor peso molecular (ver figura 10 C). Sin embargo, los
datos que arroja son informativos, va que el desplazamiento observado fué
mayeor que el obtenido con el fragmento proveniente del gene funcional
CYP21B. Esto puede verse claramente en la figura 14, donde el desplazamienio
obtenido con el individue normal utilizado como conirol v 1 obterudo con &
gene funcional, son mencres que en los individuos afectados v que en el

pseudogene ne funcional CYP21A.

Al llevar a cabo estos andlisis con los demads pacientes, encontramos
diferencias cuantitativas de desplazamiento de los complejos observados. En la
siguiente figura pueden verse el resto de la colecci6n de pacientes candidatos a
mutaciones en regién promotora del gene CYP21B. Puede observarse el
desplazamiento diferencial entre los individucs con HSC v los individuos

normales o el gene funcional CYP21
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Figura 13- Desplazamiento diferencral entre individuos con deficiencia en Zi-hedroxilasa (P) e individuos
normales (N) . utihizando como control el gene funcional CYPZIB (B} y el pseudogene no funcronal
CYP2iA (A) Autoradiograha de un ensavo de retardo de movilidad electroforenca Se ublizo como
competidor hito af fragmento de 98 pb obterudo de la reaccion de PCR sin marcar, amplificando a partir
del gene funcronal CYP2IB. Se sefaian los carnles en los que se uthzé compendor fiio (+). El carnl
donde se utlize &l doble de canndad de competidor frno que en fos demds, 52 setala con un simbolo (+1 de
maver tamano Se indica el carril en el que se uahzo un ankcuerpo contra Spl (*} para identficar el
complejo que contiene el facter de transcrnipeidn Este complejo se encuentra sefalado von una flecha. Los
muneros de identificacion de Tos individuos utilizados se muestra en la parte superior def gel. En ef carn
en donde no se ublizo extractos nucteares para la reahization del ensayo aparecen las letras NP (No
Proteina}

Encontramos que existian  diferencias  significativas  entre el
desplazamiento del fragmento de 98 pb obtenido a partir del gene funcional
CYP2IB v ol obtenido a partir de pseudogene no funcional CYP21A Se realizd
una prueba de t para los valores de desplazamiento entre estos dos tipos de
fragmentos. En Ja siguientes graficas puede verse que el desplazamiento
diferencial resulta mavor en aproximadamente un 40% en el caso del gene

funcional que en el pseudogene.
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gura 14.- En estas figuras se encuentra representado el potcentaje de desplazanuento relativo de tres
wcrentes (p26, P18 v pd7) v de un ndividuo normal (133), comparados con el desplazamiento relatvo
[ gene funcional CYP21B {B) ¥ del pseudogene no funcional CYP21A (A} Se sefaia el tamafio de la
wesira utlizada para cada case § el numero de idenificacion de cada paciente En la parte de abajo de la
gura podemos vér en cada caso los valores promedio de desplazamiento con los que se reahizo la grafica
[valor de »» al comparar Ay B fue menora 003 {7)

Er la figura 14 puede verse que las diferencias entre el desplazamiento
btenido de ¢l gene v ¢l pseudogene son significativas Los desplazamientos
biemdos de los pacientes analizados son mavores que el pseudogene A ¥
nenores que el gene B, pero las diferencias entre ellos no son significativas de
nanera que no es posible establecer una correlacidn entre el indice de
lesplazamiento v el fenotipo clinico de los individuos analizados El valor de p
1 comparar individuos normales v pacientes resulto de 0.23. £n la siguiente
abla se muestran los valores de desplazamientos relativos obterudos de los 12

sacientes utitizados en este estudio.
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Porcentaje de

Numero de Genotipo Fenotipo de, Lazanuento
dennficacion retativo
36 Sin mutacion Virtlizante A7%
a7 Sin mutacion No clasico 5%
123 5tn mutacion Perdedor de sal 2%
% Sin mutacion Virdzante o No Clasico {7) 45%
18 Hm E10 Perdedor de sal 24%
26 Hm EI0 Virshzante 3%
H Hm El10 Virhzante 70%
34 Hm E10 Perdedor de sal £2%
111 HtE16, Hm E-1 No clasico 47%
116 Hm del 2GG, ixdon 482 Perdedor de sal 70%
123 Hm l-2Ht 4 Perdedor de sal 30%
3] Him -2 Hr B4 Vinhzante &%

Tabla 3.-Resultados de los desplazamientos obtenidos con los pacientes analizados en este
estudio.

I2t-heterocigo para la mutacion sefialada

Hm-homonaigo para la mutacion senalada
La descriipaion de las mutaciones se encuentra en la tabla 1
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DISCUSION

La hiperplasia suprarrenal congénita es una enfermedad hereditaria cn la
que la principal limitacion para su tratamiento radwca en el diagndstico
adecuado y oportune, Debido a que es facilmente controlable con terapia
substitutiva oral, es dificil entender ! alto indice de mortalidad 2l que se
encuentra asociada, en particular en individuos de sexo masculine (Ordoriez et
al, 1997). La implementacién de métodes de diagndstico molecular y de
tamnizaje clinico que puedan realizarse de manera rapida v sencilla resultaria de
gran utilidad en la practica clinica.

Este trabajo describe la implementacion de un ensayo de retardo de
movilidad electroforética como un método para el andlisis de un elemento
esencial de la funcién de la region promotora de un gene: la capacidad de unic
proteinas que activan la transcripeion. Este ensayo de interaccion
DNA-proteina permitié analizar la region promotora del gene CYPRIB en
pacientes con hiperplasia suprarrenal congénita. La implementacién de este
tipo de metodologfa r. -ulta novedosa ya gue nunca antes ha sido descrita para
diagnostico de posiines alteraciones en la capacidad de unién {transcripcional)
de la reg16n promotora de pacientes con un defecto genético. Esta metodologia
podria ser implementada para el tamizaje de posibles alteraciones en la regién

promotora de otros genes implicados en distintas enfermedades hereditarias
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L amplificacion CYP21B-especifica

La enzima 21-hidroxilasa es codificada por dos genes distintos,
localizados en tandem y muy cercanos entre si, a una distancia aptroximada de
30 Kb. El gen tuncional CYP21B comparte 98% de identidad con el pseudogene
CYP2IA. Debide a que la mayoria de las mutaciones asociadas con la
deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa son las rnismas que existen en el
pseudogene, se considera que este ultimo sirve como un reservorio de
mutaciones que son transferidas al gen funcional CYP21B por eventos de
recombinacién ilegitima. Por esta razon es indispensable que el meétodo de
amplificacion del gene CYP21B a partir de pacientes sea especifico evitando
amplficar la misma regién del pseudogen. Esto se logré  disefiando
dligonucledtidos en las regiones donde existen diferencias de secuencia entre
gen y pseudogene {generaimente se busca tener 2 a 4 cambios en 20 pb): Como
controles de amplificacion positiva y negativa se emplearon DNAs de c6smidos
que tienen clonado de manera independiente el gen o el pseudogerie.

El disefio de oligonucle6tidos debe tomar en cuentas aspectos como Ia
afinidad con la cadena complementaria v la estabilidad del extremo 3
(oligonucieGtidos con alta estabilidad en el extremo 5° v con baja estabilidad en
el extremo 3° permiten mejor eficiencia en las reacciones de PCR) {Wojciech,
1992). El programa utilizado para el disefio de los oligonucledtidos toma en
cuenta estos aspectos. Cabe mencionar que los oligonuclestidos especificos que
resultaron del disefio, no presentan grandes diferencias entre el gere v el
pseudogene, constituyendo entre el 10% y el 15% de la secuencia total de los
oligonuclestidos B-especificos (ver figura 6). A pesar de esto, [a estandarizacién
de las condiciones adecvadas en la reaccion de PCR, {como la temperatura de
alineacion y el namero de ciclos) permitieron utilizarlos para lograr
amplificac16n especifica del gene funcional (fgura 8).

Algunos de los oligonucledtidos disefiados como B especificos puedieron
ser utilizades para amplificar a partir del cosmido que contiene el pseudogene

CYP21A bajo condiciones de baja temperatura de alineamiento durante el PCR,
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El contar con cosmidos en el que se encontraran clonades e gene
funcional o el pseudogene nos permuti¢ evaluar durante todo el proceso de
amplificacidn [a especificidad v la eficiencia de las reacciénes. No hubiera sido
posible comprobar con certeza la especificidad de los oligonuciestidos
utilizados para la amplificacion B-especifica de no contar con estos controles. La
evaluacion de la calidad de los producte de PCR fue posible también gracias a
la disponibilidad de estos controles Por ejemplo, al llevar a cabo la primera
amplificacion B-especifica a partir de DNA genomico de individuos afectados o
de individuos normales, también se amplificaron, en alguros casos v en menot
proporcién un fragmento de menor peso molecular al esperado de 818 pb
{figura 8a). Este fragmento parece ademds compartic cierta identidad con el
producto principal va que en algunos pacientes pudimos ver hbridacion del
mismo al utilizar como senda un oligonucledtide interno a fa reaccién de PCR
(figura 8b). Podria tratarse del producto de un gene con el que CYP218 pudiera
tener cterta semejanza, posiblemente otro gene esteroidogénico. Es importante
entonces el que este producto de amplificacién inespecifica de 818 pb no
apareciera en las reacciones obtenidas a partir del costuda en el que se
encuentra clonado €l gene funcivnai, confirmande el origen genomico de este

producto.

Segunda amphficacion para generar trmviado pare ensayo de retardo

La reacci6n de segunda amplificacion para obtener un fragmente de 98
pb que contiene s6lo la regién promotora de interés, no se llevé a cabo con
oligorucledtidos CYP21E especificos (ver figura 6}, lo que ademads de taciiitar el
disefio de los oligonuclestidos para la reaccién de PCR v aumentar la eficiencia
de la reaccion, permitié la obtencion Je este fragmento a partir tambten del
césmido en el gue se encuentra clonado el pseudogene no funcional CYP21A.
Los fragmentos de 98 pb generados a partir de fos cosmidos con el gen o el

pseudogene fueron utilizados como contral en los ensayos de retardo



La segunda amplificacion se llevd a cabo utilizando come templado
altas dilucionies {1 en 10000) de la primera amplificacion, lo cual permite
disminuir la presencia de contaminantes o de templados inespecificos. A pesar
de ser mds eficiente que la primera amplificacién, esta segunda amplificacion
produce un fragmento pequefio, dificil de purificar eficientemente por métodos
convencionales para su marcaje a través de kinacién La incorporacién de un
nucleotido marcado ((**PladCTP) a la reaccién de PCR resolvio el problema de
la purificacién v el posterior marcaje del mismo, ademdas de aumentar
considerablemente |2 actividad especifica del fragmento. 5in embargo, hav que
hacer mencwn que la incoporacion directa del nucledtido marcado
radioactivamente puede tfener inconvenientes secundarios debido a la alta
sensibiiidad con que los fragmentas de la reaccidon pueden ser detectados por
autoradiografia (figura 10a). Esto hizo necesaria la aplicacién de precauciones
de esterilidad adicionales para evitar la presencia de otros potenciales
temiplados de amplificacién.

Para los ensayos de retardo es necesaric obtener un fragmento de
amplificacion marcade radioactivamente con una alta actividad especifica, ya
que la cantidad de factores transcripeionales presentes em los extractos
nucleares es de orden pM, por lo que la cantidad de compiejo gue se forma es
muy pequefia (entre el 1y el 2% del DNA marcado). El marcaje radicactivo por
kinacién el producto de PCR no alcanzé la actividad especifica necsaria para
visualizar el complejo DNA-factor nuclear, por lo que se opté marcar el
fragmentos incorporando {*PJadCTP a la reaccién de PCR.

La validacién del ensayo de movilidad electroforética como método para
detectar alteraciones de interaccién DNA-proteina fué posible porjcontar con el
fragmento proveniente del cdsmido con el pseudogene CYP2IA, La obtencién
de este fragmento no fué sencilla ya que al amplificar la regién de 98 pb, se
amplificaban 1nespecificamente otros productos de PCR, generaimente de
mayor peso molecular. A pesar de cilo fué posible demostrar que este

fragmento forma los mismos complejos que el fragmento del gene funcional y

41



realizar un ensayo de desplazamuento que fue comparado con la union de estos

complejos con respecto a los formados con el fragmento del gen CYP21B.

El fragmento de 98 pb forma complejos

Dado que el factor de transenpcion Spl es ubicuo, expioramos diversas
fuentes para la obtencion de esta proteina nuclear Una buena fuente de
proteinas nucleares v de Spl en particular resultd ser la linea celular L929
{fibroblastos murinos de puimén embrionano), de fos que obtuvimos
cantidades de proteina superiores a otras lineas ensayadas. Por esta razén todos
los estudios se levaron a caba con esta linea. Con fines comparativos se hizo un
ensayo con proteinas nucleares extraidas de la linea celular Y-1 (c&luias
fumorales de giandula suprarrenal de ratén), obteniendo un patron de bandeo
similar a la que se obtuvo con extractos de células L9729 (datos no maostrados).

El fragmento de 98 pb amplificado va sea a partir del gene funcional, del
pseudogene no funcional, 0 a partir de DNA genomico de individuos no
afectados o pacientes, fue capaz de asociarse con proteinas nucleares. Estas
asociaciones pueden ser visualizadas como bandas en los ensavos de retardo de
movilidad electroforética Los complejos formados con el templado de 98pb
fueron en su mayoria especificos ya que no fueron desplazados ai utilizar un
polinuclestido que compite por carga como el polidIdC (datos no mostradoes)

El fragmento ampiificado result¢ capaz de formar mas de un compiejo
lo cual puede deberse a la diversidad de sitics de unién para factores de
transcripcion presentes en esta region (ver figura 3). Sin embargo, fue ;;551ble
discriminar entre el complejo o complejos formados especificamente con el
factor de transcripcion Spl v los complejos formados con otras proteinas
nucleares. Esta identificacién fue posible gracias a dos herramuentas: 1) la
utilizacién del ur oligonucledtido que contiene el sitio consenso de wruen para
este factor de transcripcion (figura 11) v 2) el uso de un anticuepo dingido
contra el factor de transeripeibn que al unirsele altera la movilidad

electroforética Je todo ef complejo (io que se conoce como "supershift” va que el
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compleyd formado por el DNA, ¢l factor de transcripcion v el anticuerpo migra
mas lentamentte, figura 12 La naturaleza diménca de Sp1 {McKnigth 1986,
Kadanoga 1986} podna e\'plic‘ar la presencia de mas de una complejo durante la
caractertzacion del mismo

(En los ensavos de retardo de movilidad electroforética en los que se
utilizaron extractos nucleares de la hnea celular Y-1 pudimos  distinguur
pequenias diferencias en el patrén de los complejos formados. Estas dsferenmas
pueden deberse a la presencia del factor de transcripeion ASP, especifico de las
celulas de 1a glandula suprarrenal, v responsable en parte de la expresion tejido

especifica del gene CYP21B (datos no mostrados).

El emseyo de retardo o5 capaz de detecter diferentcias entre indindios normales ¥
los pacientes con HS5C.

El ensavoe de retardo implementado nos permitié detectar diferencias
cuahtativas de desplazamiento entre los distintos indrvidaos analizados
{controles vs pacientés, figuras 13 y 14) Esto fué posible empleande como
competidor frfo el fragmento de 98 pb amplificado a partir del gene funcional
CYP21B, que consiguit desplazar especificamente la mayoria de los complejos
formados. Esto ;10 fué pesible al utihizar el ohgonucledtido con el sitio consenso
de union a Spl. va que el fragmento de 98 pb conhene sitios de unicn para
distintos factores de transeripcion (incluvendo el factor Spl. higura 5) De esta
forma, una de las ventajas de utlizar como competidor frig al tragmenta de 98
pb proveniente del promotor del gene funcional CYP21B, es que estamos en
posibihidad de evaluar alteraciones en la capacidad de unién de este fragmento
debidas a cambios de secuencia presentes o no en et sitio de union para el factor
de ranscnpeion Spl.

El desplazamiento observado fue mavor al utilizar el fragmento de 98 pb
proveruente del pseudogene (42 %), comparado con el del gene funcional
CYP21B o el de ios controles sanos (13 v 18 % respectivamente), como se

describe eb fa figura 14 Los pacientes con deficiencia de 21-hidroxilasa
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presentan un desplazamuento intermedio como se ejemphifica en la figura 14 a)
fenotipo virilizante simple con un desplazamiento de 33% (paciente No 26}, b)
fenotipo no clasice con un desplazamiento de 23% (paciente No 97) v ¢)
fenotipo perdedor de sal de 25 % {paienie No 18}. Ya que el fragmento de 98pb
de los pacientes proviene de DNA gendmico total, el ensavo analiza
simultaneamente la mezcla del alelo paterno con el materno.

El haber encontrado diferencias entre el desplazamiento de! promotor
del gene funcional CYFP21B (13 %) y del pseudogene CYP21A (42 %) con una p=
0409 (figura 14), nos permitié validar este método como prueba funcional para
la bisqueda de alteraciones en promotores de pacientes a través de ensayos de
retardo de movilidad electroforética

No contamos con informagién de secuencia del sitio Spl en los pacientes
anahizados, sin embargo andhsis preliminares con la enzima de restriccién Aci-}
que distingue cambios de secuencia en ese sitio, sugieren que ninguno de los
pacientes anahzados hasta el momento tiente cambios de bases con respecto a la
secuencta del gene funcional en esta region (resultados obteridos come parte de
otra tesis de licenciatura). Ya que nuestro ensayo detecta diferencias en la
afinidad de! complejo SP1 a través de evaluar diferencias cualitativas en el
desplazamiento con templado frio, esto implica que la menor afinidad aparente
encontrada en nuestros pacientes podria explicarse por al menos dos
mecanismos: 1) a través de alteraciones en la afinidad de otros factores de
trascripeion que se unen en algun otro sitio de la secuencia del templada de 98
Pb ¥ que afectan de manera directa o indirecta la interaccién con la proteina
Spl, 2) cambios de secuencia que alteren 1a estructura secundaria o terciaria de
la region y por Jo tanto dificulten la mteraccion de la proteina Spl con el DNA,

El hecho de haber logrado desplazanmento diferencial entre el promotor
de gene v pseudogene y que el desplazamiento observado sea mavor al
adicionar cantistades crecientes de competidor frio, hace a este ensayo util para
detectar diferencias en Ja capacidad de unién de factores de transcripcién en
promotores amplificades a partir de DNA genomico de pacientes El ensava

que hemos montado podria ser implementado para el estudio de otros
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promotores va que es posible llevar a cabo desplazmiento diferencial, aungue
no se cuente con el ohigonucledticdo comercial que contenga =i .10 consense de
unién al tactor de transcripeion en cuestion para ser utilizado como competidor
tno ( que es como comunmente se realizan las competencias en los ensayos de
retardo de moviidad clectroforética)  Gracias a gue e posible obtener
despiazameinto diferencial, utilizando como competdor fric el fr;agm;:hto
amplificado a partir de un alele patrén (en este caso a partir del gene funcional
CYP21B) el estudio puede Nevarse a cabo mncluse sin que Jos distintos sitios de
uridn v factores transcripcionales de Ia region promotora de un determinado

gene havan sido caracterizado con detalle

Los ensayos de retardo como herramenta elinmea

La huperplasia suprarrenal congéruta puede ser diagnosticada a distintos
ruveles. Despues de Ja exploracion chinica, la primera prueba bioquimica consite
en la medicion de los niveles circulantes de 17-hidroxiprogesterona, el
metabolito de ia biosintesis que sirve como sustrato a la enzima 21-hidrowxilasa ¥
que puede elevarse hasta 10 000 ng/ml, mil veces por encima de su ruvel
normal (ver figura 3).

Con las revisiones médicas de rutina, en muchos casos no resultan obvia
la deteccion de esta entermedad, debido a que generalmente se presentan
sintomas que puede asociarse a otros padecumuentos. Es cormin que niftos recién
nacidos escapen al diagndstico clinico va que los signos v sintomas por exceso
de andrégennos no son tan aparentes como en productos del sexo femenino, v
muchos de ellos mueren por crisis de perdida de sal debido a la deficiencia de
aldosterona. Un nifio con fenottpe perdedor de sal, presenta vomitos v diarreas
severas en el periodo posnatal; este cuadre clinicc facilmente puede
confundirse con intecciones del tracto chgestivo, comunes en paises en vias de
desarrollo De manera que muchos de estos pacientes no son diagnosticados

adecuadamente v mueren pudiendo haber sido tratados con
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mineralocorticoides. Otro  problema  Jel diagnéstica  deficiente  es  Ia
imposibilidad de proporcionar consejo genético a las tamulias atectadas,

Para las 17 mutaciones reportadas en la regién codificadora o los
intrones se lievan a cabo actualmente anglisis de hibridacion o secuenciacion
directa del gene Este tipo de estudios son dificiles de implementar a gran
escala, por ejemplo para tamizaje noenatal. Contar con un método de tarizaje
rapido en el que se puedan evidenciar alteraciones en las interacciones
DNA-proteina en el promotor de este gene serfa de gran utilidad en aquellos
pacientes donde las Jeterminaciones de 17-hidroxiprogesterona sean sugestivas
de bloqueo de la via biosintetica de cortisol. A pesar de que aun no han sido
descritas mutaciones en ta region reguladora del gen CYP2IB en pacientes con
HSC, existe evidencia molecular y dlinfca que sugiere que algunos de los
pacientes pudieran tener mutaciones en la regién promotora. Por ejemplo,
aproximadamente un 20% de los alelos de pacientes mexicanos no parece tener
ninguna de las 17 mutaciones descritas en otras poblaciones. Adernds dentro de
esta misma poblacién de pacientes fueron identificados individuos con
mutaciones idénticas en la regién codificadora que presentan fenotipos clinicos
distintos (e.g virilizantes vs perdedores de sal) (Ordofiez et al, en prensa) En
estos individuos mutaciones que afectaran la capacidad transcripcional del gen
podrian explicar las diferencias en la expresion clinica del padecirmento.  El
hecho de que adn no se havan decrito mutaciones de regulacion en pacientes
con HSC por deficiencia de 21-hidroxilasa pudiera deberse a que es dificil
definir el efecto funcional de cambios de secuencia encontrados en esa region.
El tinico estudio que ha demestrado diferencias en la capacidad del promotor
del pseudogene con respecto al gene funcional fué descrito para el sitio Sp1. Un
sdlo cambio de base en ese sitio es capaz de redudir la eficiencia transcripcional
det promotor un 80%. Evaluar posibles alteraciones en la region promotora de
los pacientes requeriria adernas de la identificacién de uno o mis cambios de
secuencia, la demostracion de su efecto funcional. Demostrar que estos cambios
alteran la capacidad transcripcional requeriria por ejemplo, de clonar estas

regiones en vectores de expresién, donde el promotor analizado dirija la

46



Tanscripaion de genes reporteros. Este tipo de ensayos ademas de costosos no
son faciimente implementables al estudic de un gran nimero de pacientes
Ademas este tipo de analisis tiene a limitante de que al subclonar en vectoros
de-expresion los praductas de PCR, se separan los alelos paterno ¥ materno por
lo que se hene que probar un nimero grande de clonas por individuo para
asegura que se estan estudiando ambas cupias (materna vy paterna). En este
sentido ei ensayo establecido por nosotres representa una alternativa vatiosa
para el tamizaje rdpdo de a}terécxones ¢ ia funcionalidad de la region
promotora en pactentes. En particular para este trabajo fueron seleccionados
pacientes candidatos a mutaciongs en regién promotora Por tres critenos (tabla
2} 1) pacientes no portadores de ninguna de las 13 mutaciones conocidas mas
frecuentemente asociadas en otras poblaciones, 2) pacientes portadores de un
cambio en exén 10 {N493S), el cual se encuentya mas frecuentemente de forma
homociga en pacientes con HSC v que parece estar en desequilibrio de enlace
con una mutacién adn no identificada y 3) pacientes con mutaciones idénticas
n la region codificadora o intrones que presentan feniobipos climcos distintos.
Estos 10 pacientes fueron seleccionados de un total de 54, después del analisis
mutacional a wavés de secuenciacion directa del gen, por lo que no resulta
extrafio que en todos ellos aparecieran diferencias de desplazamiento con
respecto a los controles sanos,

En el laboratorio de ta Dra. Tusié, se lleva a cabo el andlisis de la region
promotora del gene CYP21B en pacientes desde diversos puntos de vista
Adernas de la secuenciacién directa, se han realizado analisis por enzimas de
restriccion v PCR-SSCP,  Estos estudios son complementarios a los ensavos
funcionales v a los de interaccién DNA-proteina v como el de retardo en la

movilidad electroforética descrito en esta tesis.

Correlucion eutre desplazanento v el fenolipo de los pacientes
Aunque en principio el ensavo de retardo de movilidad electroforética

montade nos permute establecer difereni.s cuahitanvas en la capacidad de
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uruon al factor 5pl a los productos de PCR de los distintos pacientes, ne se
obervé una correlacion entre el grado de desplazamiento detectado v el
fenotipo presentade por los paciente Sin embargo, 1a validez de este ensavo
queda documentada por las diferencias en el desplazamiento que muestran [os
fragmentos amplficados a partir de las versiones clonadas de CYP21B o
CYP21A. Un paciente que presentara en el gene funcional CYP21B sélo el
cambio de C por T en el sitio de union a 5pl, proveniente del pseudogen
CYP21A, como mutacidn homociga {en ambos alelos) presentaria un
desplazamiento del 42 % o mayor, semejante al observado para el promotor
derivado del pseudogen CYP2IA. Por otra parte, un paciente que presentara
esta mutacidn de forma heterdoiga (s6lo en un alelo) presentaria un patron de
desplazamiento intermedio entre el control normal CYP2IB v el del
pseudogene. Adicicnalmente, el desplazamiento con productos de PCR
provenientes del promotor de CY21B de individvos no afectados muestran una
gran variabilidad {del 30 al 70%). Esta dispersién puede deberse en parte a la
complefidad generada por la presencia homéciga o heteréciga de distintas
cobinaciones de poliformismos y/o mutaciones capaces de afectar la union de
8pl, de manera directa o indirecta. De hecho, que el porcentaje de
desplazamiento relativo para el producto de PCR de individuos narmales fuera
menor al que se observod para el fragmento amplificado a apartir del gene
funcional CYP21B, sugere la presencia de polimorfismos y/o mutaciones
presentes en la region promotora amplificada. Es muy probable que los cambios
de secuencia se encuentren fuera del sitic de unién de los factores de
transcripién conocides.

La amplia distnbucion de los valores de desplazamuento en mdividuos
normales ¥ pacientes porian reflejar interacciones complejas que ocurren entre
los factores de trancripcion presentes en nuestros extractos nucleares y la region
del promotor gue utilizamos como templado de nuestros ensavos. Vale la pena
resaltar gue aunque no conocemos con exactitud la naturaleza de estas
interacciones, el ensavo que hemos montado es capaz de detectarlas. Para

poder establecer con mds presicién estas interacciones podrian estudiarse los
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diversos complejos que el fragmento de 98 pb es capaz de tormar compatando
el desplazamientc de estos complejos con el desplazamiento de los complejos
que contienen Spl e identificandoe los factores transcripcionales presentes en
estos complejos. Esta informacion se complementard con la secuencia de esta
region de 98 pb en estos individuos que perminrd conocer las posibles
alteraciones asociadas a las diferencias en desplazamiento observadas (provecto

de otra tesis de licenciatura).

Ya yue mutaciones homdcigas o heterdcigas pueden estar presentes en
pacientes con distintos fenotipos clinicos, y que estos a su vez pueden tener una
combinacién distinta de polimorfismos y mutaciones adicionales en la region
codificadora, es dificil predecir el efecto final de los distintes cambios sobre la
actividad enzimatica. Estudios de expresion m wifre han estableaide que los
pacientes perdedores de sal tene abatida completamente la achvidad
enzimatica, mientras que los virilizantes simples tiene mutaciones cuyo
resultado final es actividad residual de alrededor de un 2% (Tusié Luna et al
1990). Un paciente perdedor de sal en donde pudiéramos establecer correlacion
fenotipica a través de ensayos de retardo tendria gue ser portador de
mutaciones homdcigas cuyo efecto fuera el de abatir completamente la
actividad transcripciopal del gen.

La compleja correlacion entre el genotipo y el fenotipe en MSC hace
suponer que solo en aguellos individuos en los que la mutacién en el sitio Spl
fuera responsable de la gravedad clinica de la enfermedad podriamos establecer
correlaciones entre la alteracién de las interacciones DNA-proteina y el
fenotipo. Una dificultad 2 lo largo de nuestros ensavos fué el no poder
cuantificar los productos de PCR tanto frios como marcados. Al no disponer de
la concentracién de estos fragmentes no fué posible establecer la relacion de
masa entre el templado marcado y el competidor frio mas que de forma
relativa. De manera que entze los distintos ensayos no se conserv® de manera
constante la relacién de templade marcado y competidor frio. Esto podria

explicar también la alta variabilidad inter-ensavo que tuvimos. Es
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recomendable realizar el ensavo un numero suficiente de repeticiones {al
menos 3) para elimmnar en parte esta vanabilidad v obtener resuitados mas
confiables. i

Para obtener informacidn mas precisa acerca de la naturaleza del
desplazamiento del fragmento de 95 pb proveniente de alguno de estos
ind:iduos serfa converuente complementar estos estudios de retardo habiendo
resuelto de alguna manera la cuantificacién de la masa de! fragmento de 98 pb
tanto del utilizado como templade radwactive como del utilizado como
competidor frio. Esto permitiria estimar una constante de afinidad aparente en
estos pacientes y establecer si estas correlacionan con los fenotipos.

De cualquier forma nuerstro ensave de retardo nos ha permutido
suponer que muy probablemente en la transcripcion del gene CYP2IB
particrpan mecanismos de interaccién proteina-protefna y proteina-DNA cuya
naruraleza no coNOKEMas

La técnica implementada de ensayos de retardo dJde movilidad
electroforética realizada a partir del DNA genomuco de pacientes y enfocada al
estdio de las interactiones DNA-proteina en una enfermedad genética, resulta
novedosa. Hernos llevado a cabo la valoracion de un método que st bien puede
ser optimizado de multiples maneras, en el estado en el que se encuentra ha

demostrado su utihdad practica
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MATERIALES Y METODOS

Southern Blot:

Estos ensavos se realizaron para comprobar la 1dentidad de un fragmento de DNA
obterudo 2 partir de una reaccibn de PCR, que fué hibridada con un
oiigonucledtido interno al producto esperado, marcado radicactivamente

Electrofores:s:

Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 1.5% en una solucion de
TAE X (30X; Tris acetato 40 mM, EDTA 2mM PH 8.5). Para visualizar las bandas v
evaluar la mansferencia se utilizé bromure de etidio. (Ver seccién geles de
agarosa)

Transferencia. -

Los geles se transfierieron por capilaridad con una solucién SSC 6X { 20X 3M
Nallh 03 M citrato de sodio pH 7. ajistado con 1M H71 a membranas de Nylon-
Nitrocelulosa (MSI). Una vez trarsferida v seca la menbrana se fijoel DNA ala
nitraceluiosz irradiando la membrana con luz UV enun Stratalinker (Stratagene)

Prelubmidacion ¢ Hibndacion:

Las membranas se incubaron a 37°C  en agitacién con la sclucidn de
prehibridacion {Denharts 1%, SSC  60%, 5DS 0.5%, NaH.PO, 0.05%, DNA de
2sperma de salmon 100 pg/ml), El oligonucledtida marcado fué mezclado con la
sotucion de hibridacién { Denharts 1%, S5C 60%, NaH,PO, 0.05%, tRNA de
levadura 20ug/mi} v posteriormente incubado con la membrana a la que se le
habia retirado la solucion de prehibnidacion. Se hibride durante toda la noche en
agtacion a 37°C, v fue lavada para retirarle el exceso de oligonuclestido. Los
lavados se hicieron a temperatura ambiente con $5C 6X, NaH;POs 0.05% ¥ 3°C por
debajo de la Tm del oligo utilizado como sonda. La membrana fué empacada en
una bolsa de plastico v expuesta, va sea en pelicula fotogrifica o en pantalla deun
fostorimetro STORM de Molecuiar Dvnamics, para luego ser revelada o leida.
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Fosforilacion del oligonncléotrdo:

200 ng del oligonucléotido a marcar conterudos en 1 pl, se mezclaronn con (0 5 ul
de enzima T4 fosfonucledtido kinasa que equivalen a 5 U (Stratagene), 23 ul de
amortiguador para la enzima {que provee el mismo fabricante}, 3pl de [2PlyATP
con una actividad especifica de 3000 Ci por mmol, v agaa para completar 25 ul Se
incubaron 30 min a 30°Cy 15 min a 65°C para inactivar a la enzima. La reaccion de
marcado fué mezclada con 1 ml de solucién de hibridacion y posetriormente se
pasé a través de un filtyo de nitrocelulosa para eliminar e} exceso de [P ATP no
incorporado.

Purificacién de DNA por polve de vidrio (glass powder)

Para esta metodologia se emples el kit USBioclean La banda que contiene el
fragmento de DNA de nuestro interés se corté de un gel de agarosa v en un tubo
eppendorf se mezclé con 500 pl de Nal 6M. Se incub6é a 55°C duramnte 10-20
minutos. Se pas6 a hielo durante un minuto. Se le agregaron 10 ml de suspension
de polvo de vidrio y se incub6 en hielo durante 15 min. Se centrifugs en la
microfuga a 16,000 g, v se desheché el sobrenadante. La pastilla se lavé con 700 ul
de solucion de lavado fria (Tris-HCI 0.2M pH 7. NaCl 1M, EDTA 20 mM, etanol al
50%) y se centrifugd a 16,000 g y se deshech6 el sobrenadante. Este paso se repitio
uws veces, A la pastilla se le agregaron 20 pl de agua v se incubo a 55°C durante 5
min. se centrifugd & 16,000 g por 5 wunutos. El sobrenadante se recuperd en un
tubo eppendorf. Se secé en SAVANT y se guard6 a -20°C.

Geles de acrilamida desnaturalizantes;

Las reacciones de PCR de segunda amplificacién y los oligonuclestdos
fosforilados se cormeron en estos geles desnaturalizantes para corroborar el
tamafio y la eficiencia de la reaccién de marcado.

Para preparar el gel se mezclaron 5.1 g de urea, T mli de agua, 1T ml de
amortignador TBE 1X (TBE 10X: 89 mM Tns base, 8% mM acide bdrico. 2mM
EDTA, pH 8} y 5 ml de s0lucién acrilanmida:bisacrilamida en una proporcién 29.1 al
30%. Para polimerizar la mezcla se agtegaron 12 ul de Terametiletilenediamina
{TEMED) v 25 pi de persulfato de amonio 10 %. Las muestras se mezclaron en una
proporcion 1:1 con fa solucién de colorantes (EDTA 20 mM, formamida 95 %, azul
de bromofenal 0.05 % v xilero de xianol .03 %) se corneron a 100 V, hasta que los

52



colorantes sobrepasaron la mitad. Los geles fueron tefiidos con plata o expuestos
en pelicula fotografica para obtener un autoradiograma, segin el caso.

Tincion con plata:

La tincidén con plata fué utilizada para visualizar los productos de PCR que se
amplificaban con baja eficiencia v que no se veian claramente en geles de agarosa
tefitdos con Bromuro de etidio, ya sea debido a su tamafio © a la baja cantidad de
DNA obtenida de 1a amplificacion. En esta técnica el nitrato de plata se precipita al
DNA o proteinas presentes en el get revelandolos con mayor sensibilidad que otros
métodos.

Se corrieron los geles de acrilamida denaturalizantes. Fueren fijades en 100 ml de
una solucién de metanol 40%, formaldehido 5% durante 10 minutos en agitacion
constante. Se efectuaron al gel dos lavados de 5 minutos con agua destilada El gel
fue reducido con 100 ml de una solucidn de tiosulfato de sodio al 2% (200 pl de la
solucion concentrada de tosulfato en 100 ml de agua) durante un minuto en
agitacion. Se efectuaron ai gel tres lavados de 5 minutos con agua destilada. El gel
fué tefitdo con 100 m! de la soulucion de nitrato de plata durante 30 minutos en
agitacién constante. Se efectuaron al gel tres lavados dJe 5 minutos con agua
destilada. Se revel¢ la tincién con 100 ml de solucién de revelado La solucién de
revelado se cambi6 segun fué¢ necesario mientras se vigilaba atentamente el gel v
cuando aparecieron las bandas se detuve la reaccion inmediatamente para evitar
manchas en el gel. La reaccion fué detenida con 100 ml de solucién de metanol
50% y acido acético 5%. El gel fué lavado con agua y guardado en urna solucion de
etanol al 10%. Las soluciones utilizadas fueron preparadas como se describe a
continuacion:

Solucion concentrada de tiosulfato: 100 mg de tiosulfato de sodio fueron disueltos
en un ml de agua destilada.

Solucidn de nitrato de plata: a 20 m] de hidréxide de sedio al 0.4%, se le agregaron
1.5 ml de hidroxido de amonio. Se le agregé gota 2 gota y en agitacidm  una
solucién de 0.8 g de nitrato de plata disuelto en 4 ml de agua. Se afor6 a 100 ml
Sclucién reveladora: 1.23 mi de acido citrwco al 1% se mezclaron con 100 ul de la
solucion concentrada de tiosulfato y 100 ul de formaldehido al 37%. Se aforo a 100
mi.

53

=



Cultivos celulares

Las células Y-1, onginalmente aisladas de la corteza adrenal de carcinoma de
raton, tueron obtemidas de la American Type Culture Cell Colection (ATCC). Las
celulas fueron crecidas en medio Ham's B-10 (In Vitro, Meéxico) con 1% de solucion
antibibtica-antimuicética (GIBCO-BRL) v suplementado con 15% de suero de caballo
¥ 2.5% de suero fetal bovino (In Vitro, México) ambos previamente inachvados y
supiernentado <on 30 uM de sulfato de gentamicina,

Las celulas 1929, fibroblastos murinos originalmente aislados de epitelio de
pulmon embrionario, fueron obtenidas de la American Type Culture Cell
Colecnon {ATCC). Las «Clulas fueron crecidas en medio MEM (In Vitro, México}
con 1% de solucion antibiotica-antimicotica (GIBCO-BRL) v suplementado con10%
de suero fetal bovino (In Vitre, México), previamente inachvado v suplementado
con 30 M de sulfato de gentamicina. Los cultivos celulares se mantuvieron a 37
°C. en atmosfera de 5% de éxido de carbono v saturada de humedad. Todas las
soluciones empleadas en el cultivo de las ceivias fueron esterihizadas peor filtracién
vtiizande fitros de poro de 0.22 pum (Millipore, Tyvpe GS)

Obtencion de extractos nucleares;

Los factores de transcripcion activos son proteinas que se encuentran urudas al
DNA. Las celulas de las que son aisladas se resusupenden en un amortiguador
hipozenico que aunado a un proceso de congelacion facilita el rompimiento de las
mismas. Los nicleos se centrifugan para separarlos del citoplasma ¥ gracias a la
accion de una solucion de fuerza 16nica intermedia, las proteinas asociadas  at
DNA son remnovidas sin lisar el niicleo y luego separadas en la fraccion soluble,

Se partio de celulas Y-1 o de céiufas 1929, crecidas casi a confluencia. Los cultivos
fueron lavados con la sotucion PBS (137 mM NaCl, 2 7 mM KCl, 4.3 mM Na;HpO;,
14 mM KHaPOs } fria v despegadas del plato con espatula Se recuperaron en un
tubo cénico de 15 ml. Fueron centrifugadas de 5 2 10 minutos a 375 x g Se descarto
el sobrenadante v la pastlla fue congelada en bafio de helo seco v etanol de dos a
tres munutos para romper las células. Una vez congelada, se resuspendo la pastilla
sua\ emente en 100 ul de amortiguador hipotoruca {Hepes 10mM, KC1 10 Mm, DTT
mA1, pH 7.8). El estado de los nucleos fué entonces evaluado con azul tripano
mezclado en una proporcién 1:1. Se centrifugaron en tubos eppendorf en la
microfuga a +°C durante 10 mmutos 2 16000 x g. Se deshecho el sobrenadante
Para extraer las protemnas nucleares la pastilla resultante fug resuspendido en 30 ul
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de amortiguador hiperténico ( Hepes 20 mM, NaCl 04 M, glicerol 25%, acido
etilenadiaminatetraacético (EDTA) Sigma, 0.2 mM, Dithiothereitol (DTT) {Sigma) 1
mM, Fenil-Metil-Sulfor! Fluor (PMSF) 0.5 mM, pH 7.2 ). Esta suspension fué
incubada a 4°C durante 30 minutos en agitacién Se centrifugé 20 min a 4°C ¢n la
microfuga a 16,000 x g. El sobreradante fué recuperado v mezclado en una
proporcion 101 con el amortiguador de dilucién  (Hepes 20 mM, KCl 30 mM,
glicerol 20%, EDTA 0.2 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.5mM ). Se determiné la cantidad
proteina obtenida por el metodo de Bradford y se alicuoté en tubos la cantidad de
proteina necesaria para un ensayo de retardo (10ug). La proteina fue congelada en
bafio de hiel seco v etanol y almacenada 2 -70°C Todo el procedimento se lleva a
acabo en hielo y se utilizan soluciones frias

Fosforilacién de oligonuclettidos para retardo:

200 ng del oligonuciestide se marcaron como lo indica la seccion fosforilacién del
oligonucleétido para ensayos de Soutiern Blot. La reaccion de marcado resultante
se mezclo con 30 pi de amortiguador TBE 1X. Se calcul6 la actividad especifica en
el contador de centelleo.

Ensayos de retardo:

Los ensayos de retardo fueron utilizados ya que en elfos se aprovecha la
interaccitn especifica de algunas protefnas con una secuencia parhicular de DNA
que previamente se ha marcado radioactivamente. Durante la electroforesis en un
gel de acrilamida no desnaturalizante se separaran el DNA unido a proteina, del
no unido que corre mas rapidamente. En este caso los ensayos fueron utilizados
como herramienta para valorar la unién a proteinas especificas a una secuencia en
particular procedente de DNA genémico.

En un tubo eppendorf se agregaron 10 ug de proteina provermente de los extractos
nucleares ¥ se complet6 con agua a un volumen de 13 pl. Se adicienaron 6 ul de
mezcla de reaccién { DTT 50 mM, 2% glicerol, albumina sérica bovina fraccion V
{BSA) 20 ng, 50 U de polithexanuclestido {(politING), 2 pg de polideoxinosina-
deoxicitidina {polidldC) {ambos de Pharmacia) v 1 ul del oligonuclestide
fosforilado conteniendo entre 3000 v 10 000 cpm. Se incubd la reaccion a
temperatura ambiente durarte 20 minutos para permitir la formacion de complejos
DNA-proteina. En caso de ensavos de competencia con oligonucledtido o
fragmento no marcado, este se puso a incubar, 15 minutos antes de adicionar el
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DNA marcado La reaccién se detuve adicionando 6 ul de cclorante (ficoll 45, 15 %
azul de bronofenol 0.25% v xianal xilena 0 25%). Se cargaron las reacciones en un
gel de acrilamidabisacnilamida no denaturahizante al 5% que fue corridoa 100V
hasta que los colorantes alcanzaron la mitad del gel. El gel fue puesto a secar v
luego expuesto, va sea en pelicula fotografica para obtener una autoradiografia o
en panialla de fosforimetro para luego ser revelada o leida.

Obtencion de DNA genamico

v iehiere brevemente e} método solamente para dar una idea de la calidad de las
muestras.

La obtencion de DNA gendmico de los individuos afectados utilizados para este
estudio, 2 partir de digestion de leucocitos de suero sangueineo con proteinasa Ky
axtraccion organica con fenol, seguida de una extraccion organica con cloroformo-
1soamilico  La fase acuosa fue precipitada con acetato de sodio y etanol y la
pastilla se lavo con etanol al 70%, se resusupendio en Amortiguador TE v se
cuanaficd por espectrofotometria Las muestras de DNA gendmico de pacientes
utilizadas se encuentran en un rango de concentraciones de 0.1 a 0.5 pg/ul

Geles de agarosa:

Para preparar el gel, se pesé la agarosa ¥ se mezcl6 con amortiguador TAE (Tris-

acetato 004 M, EDTA 0001 M) 1X. Se calenté a 60°C hasta que se disolvié Se
agrego bromuroe de etidio 2 una concentracion final de 0.05%. Para ser corrida, la
muestra se mezcld en una proporadn 1.1 con ef amortiguador de cargado { 0.1%
gheerol, 0.25% alleno xilol, 0.25% azui de bromofenol ). Una + vz cargado el gel se
om0 en amorbguader TAE I1X 2 100 V v se visualizé bajo lur LLV. en un
transiluminader.

Reacciones de PCR:

Primero se obtuvo un fragmento de 818 pb B espécifico para el gene funcional
CYP2IB (primera amplificacion B-especifica) procedente de individuos afectados
apartir del cual se realizo una segunda amplificacién para obtener el fragmento de
98 pb que contiene el sitic de unona Spl. Esta segunda reaccion también se realizod
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de manera que el producto guedara marcado radicactivamente, mediante la
incorporacin directa de un desoxinuclestida [¥2P1,

Dusefio y sintess de oligonucledtidos:

Para la amplificacidn especifica del gene CYP21B a partir de DNA genomico, se
aprovecharon las diferencias existentes entre el gene v el pseudogene, por esta
razén, los oligonuclestidos no se ubican en sitios donde su secuenna favorece la
eficiencia de Ia reacrion de PCR, sino donde existen mayor nimero de diferencias,
Es importante que en la base del extremo 3’ del oligonucledtido se localice una
discrepancia entre el gene y el pseudogene, para favorecer la unién con el primera
Para diseflar los oligonucledtidos se utilizé el programa OLIGOTM 4.6 Los
oligonucledtides B especificos fueron OHI12 y OH22. los demas contienen
secuencia compartida por gene y pseudogene. Los oligonucledtdos que resultaron
fueron los sigumentes:

MNombre Secuencia Tm

OH12 5 TTGCTTCTTGATGGGTGATCA, 3 65 °C

OH2? 5" GCCTCCCCAACCCCTGCTTTC 37 75°C

OH11 5 TCCAGAAAAGGGCCACTC 3 61°C

OH21 53 CCATCCCTCCTGCTGTGT 61°C

OH20 5" GGCCCTGAGGTGCCACTT 3° 66 °C
OH12 OH11 OHz21 OH20-P® OH22
- — - ol -
T T I T il ]7 o L

-280 -148 70 34 41 +580
B TATAA

PO Asp/Spt (-117, -94)

Mapa 2.- Localizacidn sobre la secuencria del gene functonal CYP2IB de los oligonucleotidos
uhlizados en este traba. Los ohgonucledndos utihizados para la amphficacion B-epecifica som
OH1Z y OH22 Los que amplifican el fragmento de 98 pb son OF11 y OH21 y el oligonucleonido
marcado con PP ATP uthzado para rdentificar et fragmento de 818 pb es OHZ0.

Los oligonucléotidos fueren sintetizados en el laboratorio de la Dra. Tussié¢ con la
colaboracién de Salvador Ramirez v Laura del Bosgue utilizando un sintetizador
Beckman Oligo 1000 TINA synthetizer, Los reactivos utilizados son del Kit DNA
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svnthesis reagent de Beckmarn. Fueron cuantificados por espectrofotometria ¥
diluxdos en agua para PCR.

Primera amphficacion a partir de DNA gendmuco de pacientes:
5 ul de DNA genomico {conterendo cantidades variables de DNA, segun el caso},
L g de ohgonuclestidos B especificos (0112 v OH22), 2mM MgCla ,  1X
amorhguador I para PCR, dNTPs 0.05 mM, £.1 ug de ASB, formamida 3%, en un
volumen final de 50 pl. El programa de amplificacion fué el siguiente:

94 °C 3 minutos

9+ °C 1 minuto

58 °C 1 minuto 40 actos

72°C 1 mnuto

72°C 2 munutos

Segunda amplficacion:
Los productos de la pnmera amplificacion fueron ntihzados como templado a altas
diiucienes (1.10 000}, E! resta de la mezcla de reaccidn fué-la rusma que la utilizada
para la primera amplificacion Se utihzé también 1 ng de cada unc de los
ol:gorucledtidos (OH11 y OH21} El programa de amplificacion fué el siguiente:
94 “C 3 minutos

94 °%C 1 minuto ’

60°C T mnute | 40 cxclos

72°C 1 minuto )

72°C3 mmutos

Incorporacion directa de [22P} en lps productos de reaccion de PCR.

2 M MgCly, 1X amorniguador 1 para PCR, 0.1 mM dATP dTTP dGTP, 6.5 pM
JCTP, 5 mGr de [2PladCTP, en un volumen final de reaccion de 25 pl Los
chgonucleotidos para segunda amplificacion (OH11 v OH 21) se ytilizaron a una
concentracion de 100 mA! El programa de amplificacion que se utihizé fue el
msme que para segunda amplificacion

Todas las soluciones det kit para PCR v la enzima Taq polimerasa de Perkin
Elrmer
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