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I.

INTRODUCCION

Hace casi un siglo que el enigma del cancer ha sido ata-
cado desde miltiples puntos de vista, pero recién en la 4l-
tima década se ha vislumbrado la posibilidad de integrar la
copiosa informacién acumulada.

Numerosas han sido las teorias postuladas para explicar
la o las causas que conducen a la transformacidén celular,
basadas en evidencias experimentales. La diversidad de fac-
tores propuestos como causales del cincer abarca carcinbge-
nos (quimicos, radiaciones, factores ambientales), fendmenos
inmunoldgicos, cambios metabdlicos, factores hereditarios,
alteraciones cromosdémicas, virus oncogénicos, entre otros
(1 a 12).

Las hipdtesis formuladas sobre el origen de la oncogéne-
sis no han sido capaces hasta hace poco tiempo, de integrar
totalmente el cOmulo de informacidén acerca de los eventos
gue ocurren durante la transformacidén celular.

Quizads la maxima dificultad reside en la confusidn de
considerar un fendmeno como causa primaria, cuando &ste sO-
lo constituye un efecto, un factor desencadenante, o0 una
causa secundaria. Este error, tan sencillo a simple vista,
se comprende en toda su magnitud si pensamos en las dramati-
cas diferencias que existen entre una cé&lula normal y una
transformada.

Por otra parte, se debe tener en cuenta que el estable-



cimiento de una neoplasia en un organismo es el resultado de
la interaccidn entre células ya transformadas y su entorno.
Dicha interaccidén consiste no s6lo en la influencia de fac-
tores especificos del tejido en el cual se desarrolla, sino
tambié&n a la que ejercen otros sistemas sobre &1, como por
ejemplo, el sistema inmuno]égico, el endécrino, etc.

Ademds, es necesario considerar que para entender pro-
fundamente el mecanismo de la transformacidn, que conduce a
las células a dividirse y diferenciarse en forma andémala, se
deberia conocer tambié&n cémo una célula normal controla su
propio crecimiento y diferenciacidén, y desgraciadamente, ailin
es dificil poder hacerle.

Dentro de este intrincado panorama, existen numerosas
dificultades para establecer la vectorialidad causa-efecto
entre miltiples eventos. Sir embargo, la tecnologia moderna
ha suministrado valiosa informacidén, y ha permitido, al me-
nos parcialmente, la comprensidn e interrelacidn de dichos
fendmenos.

Se acepta generalmente que la diferenciacién celular de
un determinado grupo de cé&lulas se halla asociado con la ac-
tividad de un grupo particular de genes y con la inactividad
de otros. Las manifestaciones fenotipicas derivan del caréac-
ter genotipico de una célula, y la interaccidn de ambos com-
ponentes es esencial para mantener el estado de normalidad
celular.

Ciertos cambios en este equilibrio se asocian con el es-



tado de malignidad de las células.

Sea cual fuere el mecanismo de la transformacidn, las
teorias aceptadas en la actualidad incluyen el concepto de
un cambio a nivel del ADN de las cé&lulas neoplasicas.Como
fuera mencionado, dichos cambios podrian ser bien la causa
determinante, o un efecto derivado de ella, dentro de la su-
cesidn de miltiples eventos que conducen a la formacidn de

una patologia maligna.

Una mejor comprensidn del significado de las alteracio-
nes del ADN requiere tener en cuenta la compleja organizacidn
del genoma eucariote, caracterizado por la gran heterogenei-
dad de sus secuencias nucleotidicas (13 a 16), y la regula-
cidn de su expresibn.

Existen numerosas clasificaciones al respecto, pero en
general se acepta la existencia de dos clases fundamentales
de secuencias de nucledtidos (17):

a) Secuencias finicas: Son las que estidn contenidas sélo

una vez por genoma haploide. Corresponden aproximadamente
hasta al 50% del ADN celular. Su longitud promedio oscila
entre 1000-4009 pares de bases (bp). Son también denominadas
informacionales, puesto que son, en su mayoria, transcriptas
a ARNs que luego serdn traducidos a polipéptidos o proteinas.
Sin embargo, no todas las secuencias informacionales son -
nicas. Por ejemplo, los genes de histonas se hallan repeti-

dos varias veces por genoma haploide.



b) Secuencias repetitivas: Aparecen varias veces por

cada genoma haploide. Se subdividen a su vez en dos catego-
rias:

i) Altamente repetitivas: 106 copias por genoma. Se
encuentran agrupadas y son relativamente cortas (desde 6 bp
hasta varios cientos). Se cree que son componentes estructu-
rales de los cromosomas, localizadas fundamentalmente en po-
siciones centroméricas y teloméricas de heterocromatina; se
desconoce su funcidén (18). Dentro de esta categoria se encon-
trarian los denominados ADNs satélites. En general no son ac-
tivas transcripcionalmente, aunque se observd que en algunos
casos (19 a 22) se transcriben durante la oogénesis, junto
con los genes de histonas, entre los cuales se hallan disper-
sos .

ii) Moderadamente repetitivas: 103 - 105 copias por
genoma haploide (14). Se hallan intercaladas con secuencias
Gnicas, y pueden ser cortas o largas. Las primeras pueden te-
ner entre 300 y 200 bp. Forman diferentes familias. Cada fa-
milia a su vez, puede poseer entre 10 y 500.000 miembros, es
decir, secuencias nucleotidicas semejantes entre si. La mis
importante y mejor caracterizada es la familia denominada
Alu, puesto que en el centro de su secuencia de 300 bp exis-
te una sucesidén de bases, AGCT, capaz de ser reconocida y
clivada por la endonucleasa Alu I (23 a 26).

Las secuencias repetitivas largas oscilan entre 5 y

7 Kbp. Algunas son semejantes a los llamados LTR (long ter-



minal repeats) de los proretrovirus. Estas secuencias es-
tarian relacionadas a elementos mbéviles del genoma, capa-
ces de transponerse, es decir, transportar de un lugar del

genoma a otro, a ciertas porciones de ADN.

La distribucién de todas estas secuencias varia segiln
la especie, y en general se encuentran intercaladas en de-
terminadas porciones del genoma.

En particular, el ADN humano posee aproximadamente

2,5 x 109

bp (28) y entre 20 a 30 % de secuencias repetiti-
vas (15, 23).

Al menos el 50% del genoma humano presenta un arreglo
llamado de ''periodo corto'", en el cual secuencias repetiti-
vas cortas (100 a 300 bp) estdn intercaladas con secuencias
Gnicas de 2 Kbp aproximadamente.

El ADN humano tambi&n contiene otros tipos de arreglos:
Entre 6 a 10 % corresponde a ADN satélite (secuencias alta-
mente repetitivas, cortas y en tandem)(13). Lxisten asimis-
mo secuencias repetitivas de mas de 300 bp (28), y largas
secuencias Qinicas, no intercaladas con secuencias repetiti-
vas (29).

Particular interés reviste el estudio de cierto tipo de
secuencias repetitivas denominadas palindrdmicas o inverti-

das (30) que poseen una simetria rotacional complementaria

de 180°. Vale decir que es por lo tanto posible su comple-



mentaridad intracatenaria, como puede verse en el siguiente
ejemplo:

CAGG....CCTG CAGG. CAGG

GTCC....GGTA —~gTcc.-*GgTcCcc

Estas secuencias pueden contener o no secuencias inter-

caladas, simbolizadas por puntos en el esquema anterior.

Se admite que las alteraciones en las secuencias de ADN
inducen cambios en la expresidén genética, probablemente su-
ficientes como para generar transformacién celular.

Numerosas investigaciones realizadas durante la Gltima
década han alentado la presente blisqueda. Cabe citar entre
ellas los hallazgos de Jelinek y col. (31), quienes encontra-
ron secuencias invertidas en el ARN heterogéneo nuclear, si-
milares a las medianamente repetitivas del ADN, pero inexis-
tentes en el ARN mensajero maduro. Se verifica asi la trans-
cripcidn de las mismas, sugiriendo estar involucradas en el
procesamiento del ARN nuclear. Esto implica la posibilidad
de adjudicarles un rol regulatorio en la expresidn génica.

Al respecto, Jelinek y col. (13) postulan que estas se-
cuencias repetitivas serian elementos de reconocimiento, in-
volucrados en mecanismos de expresidn genética o de ADN pa-
rasitico. A su vez, transcriptas tanto en precursores de
ARN mensajero como en ARN discreto (27), tendrian movilidad

dentro del genoma, como ya fuera indicado. En la actualidad



existe informacidn acerca de su estructura y asociacién
con secuencias informacionales o finicas, pero alin se des-
conoce su funcidn, que seria estructural y/o regulatoria.

La idea de la posible existencia de elementos genéticos
celulares capaces de activar regiones del ADN por algin pro-
ceso de transposicidén, provee un atractivo modelo para coor-
dinar la expresidén de familias de multigenes, o bien de ge-
nes simples, reprimidos durante el desarrollo de los diferen-

tes tejidos (27, 32).

Numerosas evidencias han demostrado que, al menos en
cierto tipo de enfermedades neoplasicas, la transformacidn
celular se debe a la adquisicidén de genes con capacidad on-
cogénica, y fueron denominados por tanto oncogenes. Estos son
portados por algunos retrovirus, los cuales hace algunos afios
fueron seflalados como el agente etioldgico del céancer (33,
34). Sin embargo en la Gltima década fue posible dilucidar
que los retrovirus actfian tan sdlo como vectores de los on-
cogenes (12, 35 a 38), los cuales en realidad también exis-
ten en células normales, como genes celulares. Constituyen

los llamados proto-oncogenes, u oncogenes celulares no acti-

vados. Su activacidn por diversos mecanismos (transduccién
por retrovirus, mutacién, aumento de su expresidén) lo trans-
formaria en un oncogen propiamente dicho.

Existe la posibilidad de que en algunos casos, los pro-



to- oncogenes se transformen en oncogénicos bajo la influen-
cia de elementos de control de origen viral o celular, los
cuales para interponerse involucrarian secuencias invertidas.
Ejercerian su accidn, por ejemplo, por modificacidén directa
del gen o de su sitio promotor (efecto cis) o bien indirec-
tamente por efecto sobre algln otro gen regulatorio (efecto
trans), resultando finalmente un aumento de transcripcidn de
los genes adyacentes. En algunos casos (14), dicha yuxtapo-
sicidn causa una mutacidén que impide la transcripcidn.

Se ha descripto que células transformadas de ratdn po-
seen mayor cantidad de ciertas secuencias repetidas que las
normales (39). Por lo tanto la insercidn de secuencias repe-
titivas en determinados loci puede provocar fuertes variacio-
nes fenotipicas (14, 32).

Dado que existen patrones especificos de distribucidn y
dispersién entre los diferentes tipos de secuencias gendémi-
cas, la expresidén génica diferencial seria, al menos en par-
te, el resultado de la ubicacidén especifica de determinadas
secuencias repetitivas dentro del genoma (32) y cualquier

alteracibén de la misma provocaria variabilidad fenotipica.

Sin embargo el mecanismo descripto no es el inico por
el cual es posible permitir o modular la expresidn de deter-

minados genes.



Entre otros, se postula que la modificacidn post-replica-
tiva de bases en el ADN, como por ejemplo la metilacidn, es-
ta relacionada con la expresidn genética (40, 41).

Hace mas de treinta afios que S. Luria (42, 43) demostrd
en bacterias la existencia de sistemas enzimaticos capaces
de adicionar grupos metilos a la posicidén 6 de la adenina,

6 5 de la citosina, en ciertas secuencias especificas.
Aunque algunos tipos de bacteridéfagos presentan va-
rias bases modificadas (44), el ADN de bacterias y eucario-
tes posee como lnicas bases modificadas 5mC y 6mA (45 a 49).
Estos Giltimos presentan cantidades y distribucién intragend-
mica de 5mC relativamente constantes, Jo cual sugiere la
existencia de algin rol especifico de esta base metilada.

Sin embargo, el ADN bacteriano presesnta mayor variacidn
en cuanto a la cantidad y tipo de secuencias en la que ocu-
rre metilacidon de residuos de citosina (45). Por lo tanto la
o las funciones de la metilacidn en organismos eucaridticos
podria ser diferente que en procariontes.

En eucariotes inferiores coexiste la 6mA como base meti-
lada; en vertebrados y plantas superiores, 5mC aparece cono
el Gnico residuo modificado (49), como asi también en ADN de
mitocondrias y cloroplastos (50 a 54).

En eucariotes superiores, aproximadamente entre 2 al 7%
de los residuos de citosina totales se hallan metilados (46)

y esto representa entre el 1 al 3% de la composicidn total



de bases (45).

Existe también una constancia en eucariotes superiores
en cuanto al residuo mds frecuentemente encontrado junto a
SmC en direccidén 3', guanina, pero no en direccidén S5'. Por
diversos métodos analiticos fue posible determinar, en ADN
proveniente de timo de ternera, células Hela y erizo de mar,
que mas del 95% de los residuos de 5mC se encuentra en di-
reccién 3' junto a uno de guanina (49, 55 a 57). Sin embargo
es posible encontrar ya sea una purina o pirimidina hacia el
extremo 5'. No se determindé aln si, a su vez, el dinuclebti-
do 5'-5mC-G-3' se encuentra adyacente a algin otro residuo
en forma constante.

Se demostrd asimismo, que entre un 50 a 70% de las secuen-
cias 5'-C-p-G-3' se hallan metiladas en ADN eucariético (58,
59). Mas alin, cada uno de estos sitios, que es complementa-
rio simétricamente a si mismo, se halla siempre metilado en

ambas cadenas, o desmetilado en ambas cadenas (60, 61).

Como ya se menciond, el genoma eucariote esta compuesto
fundamentalmente por dos tipos de secuencias: a) Gnicas, las
cuales incluyen a la mayoria de los genes estructurales, y
b) repetitivas, generalmente no informacionales, y con posi-
ble rol regulatorio.

Mediante té&cnicas apropiadas (que serin detailadas mis

adelante), es posible separar ambos tipe¢s de secuencias, y



por lo tanto, analizar el contenido de 5mC en cada uno de
ellos. Es asi que se ha demostrado que las secuencias alta-
mente repetitivas de organismos superiores se hallan enrique-
cidas en 5mC (62). Un claro ejemplo de ello es citado por
Ehrlich y Wang (49), quienes han descripto que en ADN prove-
niente de higado humano, la cantidad de citosinas metiladas
es el doble en la fraccidn de secuencias altamente repetiti-
vas en comparacidén a las cuantificadas en ADN total. Cedar

y col. (58) comprobaron en células L murinas, de timo de ter-
nera, y eritrocitos de pollo, que las secuencias CpG se ha-
1lan metiladas en un 70% en ADN total, pero sdlo 30% en ADN
transcripcionalmente activo. En particular, ADN satélite

de plantas y animales superiores contiene mads 5mC que el res-
to del genoma (63, 64).

Dado que el ADN satélite se asocia a regiones centromé-
ricas y teloméricas de cromosomas metafisicos, como se indi-
cara, es de esperar que dichas zonas heterocromatinicas estén
enriquecidas en 5mC. Efectivamente, anticuerpos dirigidos
contra 5mC fueron detectados ligandose especificamente a
regiones centroméricas de cromosomas de mamiferos (65, 66),
aunque tambié&n a algunos focos no centroméricos y a los
cromosomas Y de la misma preparacidén. Sano y Sager (67) de-
mostraron que en ADN satélite bovino, los residuos de 5mC
ocurren en grupos, en general dentro de secuencias palin-

drémicas cortas, y exclusivamente en posicién S' a guanina.



Las secuencias inicas, aunque en menor proporcidn, tam-
bién contienen 5mC.

Por otra parte, secuencias que se encuentran repetidas
en el genoma, pero que son transcriptas y codifican para el
ARN ribosomal, se hallan predominantemente desmetiladas en
citosina en mamiferos y aves (48, 68), aunque lo inverso ocu-

rre en eucariotes inferiores (48, 69).

La manera en que el ADN es metilado ha sido exhaustiva-
mente estudiada:

Una vez sintetizada la cadena de ADN, la reaccidén de me-
tilacidn ocurre enzimidticamente. Existen en eucariotes supe-
riores metilasas capaces de transferir el grupo metilo de la
S - adenosil - metionina a la posicidén S5' de las citosinas
(70).

Estudios realizados sobre varios tejidos de un mismo or-
ganismo, demostraron que genes diferentes poseen un patrdn
de metilacidén especifico de cada tejido en secuencias Cpt
(71 a 73), y que son heredados clonalmente (74, 75). Se pos-
tula que dicho fendémeno podria explicarse si los residuos me-
tilados se heredaran semiconservativamente, y cada cadena hi-
ja hemimetilada fuera sustrato para una enzima especifica.
Esta teoria es consistente con el hecho de que en el ADN, am-
bas cadenas se hallan simétricamente metiladas o simétrica-

mente desmetiladas. Gruenmbaum y col. demostraron la existen-



cia de una enzima eucariote que exclusivamente metila resi-
duos de citosina en el dinucledétido CpG, con una marcada pre-
ferencia por ADN hemimetilado como sustrato (59).

El hallazgo de esta denominada '"'metilasa de mantenimien-
to'", justifica cbémo se hereda de célula a célula un patrdn
de metilacidén ya establecido, pero no como se determinan du-
rante el desarrollo los diferentes patrones especificos de
cada tejido. Existen dos modelos posibles para este fendmeno:

a) Una metilasa de '"'iniciacién'" podria introducir grupos
metilo a una cadena simétricamente no metilada, sdlo en cier-
tos sitios especificos y de acuerdo a un programa en el tiem-
po. Sin embargo, esta metilacidén "de novo'" sbélo ocurre oca-
sionalmente (49, 52, 53, 54, 76)

b) En un estadio temprano de la diferenciacién, todos los
sitios CpG se hallarian metilados simétricamente. Durante el
desarrollo, selectivamente se programaria una desmetilacidn
de ciertas secuencias, ya sea inhibiendo hemimetilasas o ac-
tivando desmetilasas especificas de secuencias. Gjerset y
Martin (77) encontraron, al menos en células de eritroleuce-
mia murina, una actividad de desmetilasa nuclear, que ocurre
alln en ausencia de sintesis de ADN.

La metilacidn de cadenas recientemente sintetizadas ocu-
rre practicamente en su totalidad poco después de la dupli-
cacidén (49, 78),. El tiempo que se emplea para lograr una

metilacidén completa en relacidén al tiempo de replicacidn
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constituye un punto critico, puesto que puede determinar la
pérdida de residuos de 5SmC de secuencias previamente meti-
ladas. En otras palabras, cuanto mds tiempo la cadena de ADN
recién sintetizada permanezca hemimetilada, mayor es la pro-

babilidad de pérdida de la metilacidén ''de mantenimiento".

Numerosas han sido las funciones atribuidas a la metila-
cidén del ADN. Dadas las diferencias cuali y cuantitativas
de SmC existente en procariotes y eucariotes se sugiere que
sus roles podrian diferir entre unos y otros (45). Sin em-
bargo, muchos autores extrapolan conclusiones sobre modelos
bacterianos para inferir el posible significado de la meti-
lacidén en organismos superiores. La relativa simplicidad del
genoma bacteriano ha permitido demostrar que en este siste-
ma la metilacidén actlla como sefial para evitar la degradacién
del ADN por accidn de enzimas nucleoliticas endbgenas (42).
Este fendmeno ha sido estudiado especialmente en relacidn a
la eliminacidn selectiva de un tipo de ADN - generalmente
exbgeno y proveniente de fagos - en presencia de un segundo
ADN , correspondiente a la bacteria huésped, que permanece
intacto. Las bases moleculares de este fendmeno corresponden
a la presencia de secuencias especificas de 4 a 8 nucledti-
dos, generalmente palindrdémicas, las cuales son reconocidas
por enzimas capaces de introducir en ellas un corte en am-

bas cadenas. Estas enzimas son las denominadas '"de restric-



cidén', y pueden relacionarse en forma coordinada con activi-
dad de metilasas, constituyendo asi un sistema de restric-

cidn-modificacién. Si la actividad de modificacién actia

primero, protege el sitio de reconocimiento de la accién de
endonucleasa. Si el ADN no se metila, ambas cadenas son cli-
vadas por ella en el sitio especifico. Luego se continfa la
degradacidén por exonucleasas inespecificas. De esta manera
un sistema de restriccibén-modificacidén es una poderosa herra-
mienta para eliminar ADNs particulares mientras que otros
son conservados.

Por analogia al modelo procariote, se postula que este
tipo de sistemas estarian involucrados (41) en el silencia-
miento selectivo de ADNs eucaribticos. Tal seria el caso pa-
ra cromosomas paternos de diversas especies, donde puede ob-
servarse que el ADN que serd eliminado o que se transforma-

rd en heterocromatina presenta un menor grado de metilacidn.

También por analogia a lo observado en procariotes, se
postula que los residuos de 5mC en orgarismos superiores son
sitios "preferidos" de mutacidn espontanea (79). Esta prz-
disposicidén a la mutagénesis puede ser el resultado de una
conversidén a residuos de timina (transicién) por desamina-
cidén (80). La hipbtesis antedicha explicaria parcialmente el
enriquecimiento en 5mC de regiones no codificantes en compa-

racién a las informacionales (49, 62): En ADN de vertebrados,



el dinuclétido CpG es menos frecuente de lo que se espera si
la distribucidén de bases ocurre al azar (81). Dado que el
cbdigo genético es degenerado, los codones conteniendo CpG
pueden ser reemplazados por otros para el mismo aminoécido.
La inesperadamente baja frecuencia de CpG se corresponde

con una elevada frecuencia de CpA y TpG, asi como con una e-
levada metilacidn en C. Estos valores son consistentes con
la idea que los residuos de 5mC tienen una probabilidad in-
usualmente alta de mutar a timina. La predisposicidén de pér-
dida de SmC por transicidén indica cuan importante debe ser
la metilacidén en citosina para los eucariotes: de no ser asi,

hubiera sido eliminada rapidamente por la evolucidn (49).

En bacterias, es posible reparar mutaciones puntuales
producidas por la introcduccidén de un nucledtido equivocado
durante la sintesis (mismatch-repair)(82). En E. coli la pre-
sencia de 6mA en cadenas parentales regula la reparacidén pre-
ferencial de la cadena recientemente sintetizada. Tal siste-
ma podria ser posible en eucariotes, utilizando 5mC en vez
de 6mA como sefial para dirigir asimetricamente la repara-

cién de residuos errbneamente incorporados.

La distribucidén no al azar de los residuos de 5mC a lo
largo de cromatina (83), cromosomas metafidsicos (65, 66), su

relativa abundancia en ADN satélite (64) y altamente repeti-



vo (62) sugiere también una posible relacidén con la organi-

zacidén del cromosoma.

Sin embargo, sin excluir la posibilidad que alguna o to-
das las hipdtesis antedichas sean verdaderas, la funcidén mas
generalmente aceptada de 5mC se refiere a su influencia sobre
la regulacidon de la expresibén genética.

Evidencias experimentales indican una relacidn inversa
entre la metilacidn en determinados residuos de citosina y
la capacidad del ADN para actuar como templado dirigiendo la
sintesis de ARN.

Varias observaciones avalan los posibles mecanismos por
los cuales la presencia de 5mC actuaria negativamente sobre
la transcripcidn:

a) El par de bases formado por complementaridad entre
SmC y G es mds fuerte que el correspondiente con C (84). Por
lo tanto afecta la capacidad del ADN de ser desnaturalizado.
Se puede observar un aumento de la temperatura media de fu-
sidén (Tm) de un determinado ADN si se metilan total o par-
cialmente sus residpos de citosina. Puesto que tanto la re-
plicacidén como la transcripcidn requieren una separacidn
parcial de las cadenas, la presencia de 5mC podria disminuir
ambos fendmenos, sobre todo en regiones ricas en C-G. Se ha
postulado que una desaceleracidon de la velocidad de sintesis

de ARN contribuye a la terminacién de las cadenas iniciadas



(49). La metilacién podria asimismo, inhibir la iniciacidn
de dicha sintesis aumentando la estabilidad de la doble h&li-
ce (85), puesto que se observa una mayor abundancia de si-
tios de iniciacién para ARN polimerasa de E. coli en la zona
de ADN mas facilmente desnaturalizable.

b) La metilacidn de ADN afecta también la conformacidn
de la doble hélice, y este cambio podria modular la sinte-
sis de ADN o ARN. Existen evidencias de que, al menos ''in
vitro" (86),regiones de ADN que contienen CG en forma repe-
titiva facilitan la adopcién de una conformacidén de doble
hélice enrollada hacia la izquierda (conformacidén Z) en alta
fuerza idnica. Sin embargo, la metilacién de C promueve el
pasaje de la conformacidén natural ‘conformacién B, enrolla-
miento hacia la derecha) hacia la conformacidén Z a concentra-
ciones salinas fisioldgicas (87). AGn no se ha dilucidado la
influencia de la conformacién Z en fendmenos de duplicacién
y transcripcidén, pero se puede especular con una posible mo-
dificacidén de su Tm y/o de su capacidac¢ de interactuar con
proteinas especificas. Esto Gltimo es apoyado por las expe-
riencias de McGhee y col. (88), quienes demostraron que en
regiones de conformacidén Z el ADN es incapaz de formar nu-
cleosomas.

c) La presencia de residuos metilades puede afectar la
afinidad por proteinas especificas en determinadas zonas del

ADN. Este fendmeno puede ocurrir por un efecto directo, o me-



diado como se indicé en el punto anterior, por la induccidn
a Ja conformacidn Z. Esta hipdtesis fue demostrada, al menos
en parte recieﬁtemente, gracias al hallazgo de una proteina
aislada de nficleos de placenta humana, la cual se une en for-
ma preferencial a ADN doblecatenario rico en 5mC (89). Esta
proteina denominada MDBP (methyl rich DNA binding protein),
es un componente menor de las proteinas que se unen a ADN, y
se encuentra en la fraccién no histdnica cromosomal. No po-
see actividad de metiltransferasa, endonucleasa ni exonuclea-
sa, y no reconoce estructuras de Z-ADN.

Utilizando anticuerpos policlonales especificos contra
SmC, Ball y col. (90) demostraron que por lo menos el 80% de

SmC se localiza en nucleosomas que contienen histona H A-

1°
quellos deficientes en H1 0 ricos en proteinas acidicas de
alta movilidad (HMG), contienen ADN hipometilado. Esta aso-
ciacidn preferencial de secuencias metiladas con histona H1
tiene un significado funcional, puesto que dicha proteina
promueve condensacién de cromatina (fendmeno asociado a re-
presibén génica) (91, 92). Inversamente, las proteinas HMG
se relacionan con regiones transcripcionalmente activas, y
a zonas de ADN poco metiladas (93).

La interaccidén de la proteina represora de lactosa de
E. coli con el ADN operador, es afectada marcadamente por me-

tilacidén de un Gnico residuo de citosina (94). Tal vez, geres

eucariotes podrian requerir también una regidn de secuencias
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de ADN regulatorias desmetiladas, de tal manera que éstas
puedan ligarse a proteinas especificas promotoras de la trans-
cripcidn. Alternativamente, proteinas capaces de reprimir el
proceso de sintesis de ARN podrian presentar una afinidad

disminuida por ADN hipometilado (49).

Numerosos grupos de investigadores han estudiado la posi-
ble relacidn entre la expresidn de diversos genes y su gra-
do de metilacién. Los datos existentes en la literatura no
siempre concuerdan al respecto, aunque generalmente se acep-
ta que la hipometilacidén se asocia con un aumento de la trans-
cripcidn (58).

La expresidn diferencial de genes virales en estado me-
tilado o no,ha sido un modelo experimental ampliamente uti-
lizado para el estudio de este fendmeno:

Virus capaces de infectar células eucaridticas, tales
como herpes saimiri (95), adenovirus (76), polioma (96),
herpes simplex (97), SV40 (98), ADN complementario al ARN de
MMTV (virus del tumor mamario murino) exdgeno (99), y de sar-
coma de aves (100), no contienen en forma natural niveles de-
tectables de 5mC. Sin embargc pueden metilarse bajo ciertas
condiciones, por ejemplc, al integr-arse a cromosomas celula-
res. Cuando esto ocurre, los provirus enddgenos se transcri-
ben en una proporcidén mucho menor (101, 102), y en general

son no-infectivos (49, 88, 103). Inversamente, si se impide



la metilacidén - utilizando el andlogo 5 azacitidina como
inhibidor - secuencias virales endbgenas no infectivas co-
mienzan a producir viriones (75, 104 a 106), o al menos pue-
de detectarse ARN mensajero especifico de alguno de sus ge-
nes (73, 95, 107, 108). Analizando luego el ADN que ha sido
expresado, se encuentra que se ha hipometilado.

Graessman y col. (199) %“an descripto que la completa me-
tilacidén del ADN de virus de polioma o de SV40, no previene
su expresidn temprana, aunque el ADN viral extraido de célu-
las transformadas o de viriones intactos se halla total o
parcialmente desmetilado. Esto implicaria que la metilacién
es un mecanismo de regulacidn tardio, o quizas un efecto de

la expresidn génica temprana, al menos en estos virus.

No sélo se ha empleado el modelo viral, sino también el
esudio de genes eucariotes particulares para determinar un
aumento de transcripcidén concomitante con hipometilacién.
Este fendmeno puede ocurrir en la secuencia informacional
propiamente dicha , o también en zonas adyacentes, especial-
mente en sentido 5'. Lo antedichc fue amvliamente demostrado
para los genes de globina: En diferentes tejidos de pollo
que no expresan este gen, tales como oviducto, cerebro y eri-
trocitos embridnicos (72, 110),el grado de metilacién es mu-
cho mayor que en eritrocitos adultos, donde si es activo

(aunque no todos los sitios posibles sufran esta variacién).



Asimismo se determind que los genes de globina humanos se
hallan hipometilados en determinadas regiones, en aquellos
tejidos en los cuales se expresa (75, 111, 112).

Fendmenos similares se reportaron para los genes de ovo-
albtmina, conalbtmina, y ovomucoide en pollo (73), antige-
nos HL en lineas celulares linfoideas (113), alfa-feto-pro-
teina en higado de rata (114), timidina kinasa en lineas ce-
lulares de hamster (115), metalo-tioneina en lineas celula-

res linfoides murinas(116).

El posible control de la transcripcidn via metilacidn
del ADN sugiere también su relacidén con fenémenos de dife-
renciacidén celular (117).

Algunas diferencias especificas de tejido en los patrones
de metilacidn génica varian a lo largo del desarrollo:

La infeccidén con retrovirus murino de Moloney en células
embrionarias de ratdén se bloquea a nivel de la transcripcidn
del provirus. Su metilacidén ''de novo' ocurre en células de
carcinoma embridnico, pero no en cé.ulas de teratocarcinoma
diferenciado, las cuales son permisivas (118). White y Par-
ker (119) han reportado cambios durante el desarinllo en el
patrofi de metilacidn de los genes de la proteina ligadora de
esteroides en prdstata de rata. Los genes de la proteina del-
ta sufren hipometilacidén durante el desarrollo del lente cris-

talino en pollos (120).



Los estrbgenos inducen desmetilacidén en ciertas regiones
del gen de vitelogenina (proteina estrdgeno-dependiente), en

higado y oviducto de pollos, y en higado de Xenopus laevis

(121 a 123).
Los diferentes genes de cadena pesada de inmuno-globuli-
nas sufren una desmetilacidén que acompafia el '"cambio de clase"

durante el desarrollo (124).

Por otra parte, existen algunos casos en los cuales no
se detecta una mayor expresidn en genes hipometilados: Se
ha demostrado que el nivel de metilacidn en dos genes de
insulina en ratas,no se correlaciona con su expresib6n dife-
rencial (125). Lo mismo ocurre con el gen de dihidrofolato-
reductasa murina (126) y de 6K -2-colageno en pollo (127), los
cuales poseen dominios 5' hipometilados independientemente
de su nivel de expresién.

La existencia de genes con dominio 5' desmetilados no
contradice la idea de la interferencia de la metilacidn del
ADN con la transcripcidén, sino que indica que la ausencia
de metilacidn ''per se' no es suficiente para asegurarla. En
el caso del gen de vitelogenina antes mencionado, su trans-
cripcidn luego del tratamiento con estrdgenos se asocia con
la desmetilacidén de la regidn 5'. Lo sorprendente es que es-
te fendmeno es gradual, y en realidad, es posterior al pico

de transcripcidn. Mis aln, lo mismc ocurre en oviducto, en



donde no se transcribe el gen (121. 122).

Lo antedicho negaria la hipétesis de que la hipometila-
cidn es una precondicidn necesaria para la transcripcidn.
Por otra parte, &sta implicaria un mecanismo especial para
cada gen en particular, lo cual no es muy posible evolutiva-
mente (103). Seria pues mas 1d6gico otro mecanismo de control
en el cual la activacidn del gen comenzara cuando el gen se
halla aln metilado. La activacidn conduciria a la desmetila-
cién, la cual a su vez relajaria el control del gen.

Asi, 1la desmetilacidn no se concibe como un mecanismo
para facilitar la activacidén inicial, sino para simplificar
una expresidn continua una vez que la activacidn ocurrid,

colocando al gen bajo un mecanismo de control mids general.

Si bien no existen alGn evidencias directas sobre la in-
fluencia que la metilacidén del ADN ejerce sobre el proceso
de transcripcidén y su 1elacidén con la diferenciacibén celular,
los datos hasta aquil expuestos sugieren que dicha hipbtesis
es altamente probable.

Como fuera mencionado anteriormente, entre las miltiples
alteraciones que presentan las cé&lulas transformadas, cabe
citar la expresidén anormal de cierxios genes, lo cual quizis
conduzca a un crecimiento y diferenciacidn andémalos.

Es por 1o tanto lb6gicc suponer que un patrdn de metila-



cidén modificado tenga alguna implicancia en la oncogénesis,
si bien no puede ser sefialado como causa Gnica y primaria.

Esta idea orientd en la Gltima década, la blGsqueda de re-
giones hipometiladas en células eucaridticas transformadas.
Los resultados obtenidos favorecen esta suposicidén (128 a
130), aunque existen discrepancias entre diversos grupos de
investigacion.

De todas formas, existen alGn pocos reportes sobre la de-
terminacidén y distribucidn de residuos de 5mC en ADN de cé-
Julas humanas normales y transformadas, los cuales seran dis-

cutidos mas adelante.

En suma, las alteraciones observadas en los ADNs de cé-
lulas neoplasicas podrian ocurrir a distintos niveles en el
complejo genoma eucariote:

a) A nivel de mutaciones en secuencias informacionales,
que codifican polipéptidos o proteinas especificas, las cua-
les a su vez, desencadenarian una serie de eventos responsa-
bles del comportamiento anormal de las c&lulas neoplasicas.

b) A nivel de mutaciones en secuencias reguladoras de
la expresidn de aquéllas.

c) A nivel de rearreglos entre ambos tipos de secuencias.

d) A nivel de cambios de expresién de secuencias infor-

macionales por su propia modificarién o por la de sus regu-



ladoras (metilacidn).

Estos mecanismos no serian excluyentes, y todos parecen
ser validos, de acuerdo, alternativamente, al modelo experi-
mental utilizado.

El primero ha sido descripto, entre varios casos, en
carcinoma de vejigza humano (131 a 133), el segundo en mie-
loma murino (134), el tercero en linfoma de Burkitt (135),
y el cuarto en eritroleucemia de Friend o carcinoma de co-

lon y pulmdén humanos (129, 136).

Sin embargo, poco se ha avanzado hasta el presente en
relacidn a neoplasias mamarias humanas.

Se las ha relacionado de alguna manera con virus onco-
génicos murinos del tipo C, como el MMTV. Esta formulacidn
se basa en una serie de evidencias experimentales, en las
cuales se demostrd por microscopia electrdnica (137, 138),
la presencia de particulas virales semejantes a las del MMTV
en secrecidn lactea de algunas mujeres. Asimismo, se detectd
la enzima transcriptasa inversa (139), ARN de 60-70 S, tipi-
cos de virus oncogénicos a ARN, y cierta homologia en los
acidos nucleicos con el genoma del MMTV (140 a 142) en. tumo-
Tes mamarios humanos.

No obstante, atin no se ha dilucidado definitivamente
cual o cuales son los cambios que ocurren a nivel del geno-

ma mamario humano transformado.
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El presente trabajo se orientd pues hacia ls bisqueda
de diferencias a nivel gendémico en ADNs mamarios humanos tu-
morales, en relacidn con su contraparte normal.

Se ha dividido en dos grandes areas a efectos de una
mayor comprensidn:

A) Estudio sobre diferencias a nivel gendmico de ADNs
provenientes de tejidos mamarios humanos normales y neopla-

sicos.

B) Estudio sci:re metilacidn de citosina en ADNs prove-
nientes de células mamarias humanas normales y neoplédsicas.

Por estudios comparatives con su contraparte normal, se
determiné que ADNs purificados a partir de tumores mamarios
humanos presentan diferencias gendmicas a nivel de diversas
familias de secuencias nucleotidicas. Para ello, se analizd
en ambos tipos de ADN, la distribucidn de secuencias totales,
alta y medianamente repetitivas, utilizando técnicas de hi-
bridacidn molecular.

Asimismo fue posible demostrar, por anidlisis densitomé-
tricos, que para las primeras, las diferencias observadas se
deben. -al menos en parte- a un patrén de metilacidn diferen-
cial, en el cual las células tumorales se hallan hipometila-
das con respecto a las normales.

Esta evidencia fue confirmada por la cuantificacién, me-
diante cromatografia liquida de alta presidén, del contenido
relativo de 5mC en ADN provenientes de tejidos mamarios huma-
nos normales y tumorales, y de la linea celular T47D, deriva-

da de un carcinoma mamario humano.
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DESCRIPCION METODOLOGICA

FUNDAMENTOS
El complejo genoma eucariote comprende fundamentalmen-

te dos tipos de secuencias: Gnicas o informacionales, y re-
petitivas con posible funcidn regulatoria.

Los diferentes tipos de secuencias pueden ser detectados
y aislados mediante técnicas de reasociacidén molecular (143).
Esta metodologia utiliza la propiedad de reasociacién de dos
cadenas de ADN complementarias, previamente desnaturalizadas.
El producto de la concentracidén del ADN (moles de nucledti-
dos/litro) por el tiempo (segundos) empleados en una reac-
cidn de reasociacidén, se define como "Cot'. Este parametro
caracteriza el tipo de secuencia de ADN reasociado: Existe
una relacidén inversa entre el niimero de veces en que se pre-
senta una determinada secuencia en el genoma, y el valor de
Cot al cual es capaz de reasociarse. En otras palabras, se-
cuencias mas repetidas se reasocian a valores Cot menores que
aquéllas que se encuentran en forma fnica.

La cinética de reasociacidén molecular correponde ideal-
mente a una reaccidén de segundo orden, dependiendo fundamen-
fa]mente del valor Cot. En la practica, se simplifica su

cadlculo considerando:

Cot = Absorbancia a 260 nm x tiempo (horas)
2




Sin embargo, otros factores afectan también la cinética de
reasociacién. Es asi que el aumento de la concentracidn sa-
lina del medio incrementa su velocidad , como asi también

la longitud de fragmentos de ADN y la temperatura de incu-

bacidn (143, 144).

Los segmentos de ADN reasociados pueden ser separados de
aquéllos que permanecen como simple cadena, luego de una re-
accidn de reasociacidn a determinado valor de Cot.

Existen diversas estrategias posibles a este fin (143),
tales como centrifugacidn en gradiente de Jdensidad (el ADN
simple cadena es mas denso que el doblecatenario) en sales de
cesio, o adsorcidn selectiva a diversos compuestos. Entre
éstos, los mas ampliamente utilizados son filtros de nitra-
to de celulosa (adsorbe selectivamente ADN monocatenario) y
cromatografia de afinidad en hidroxilapatita (HAP). Esta sal
de calcio y fosfato, en determinadas condiciones de fuerza
idnica y temperatura, retiene selectivamente segmentos de
ADN doble cadena, mientras que aquéllos simple cadena son
percolados. Los segmentos reasociados pueden ser luego elui-
dos por aumento de la concentracidn salina.

Por ejemplo, a 60°C, en bajas concentraciones de buffer
fosfato de sodio (PB)(10-30 mM), ambos ADNs mono y bicate-
nario son adsorbidos a HAP; en condiciones intermedias

(0,12 M), se eluyen cadenas simples, mientras que concentra-
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ciones altas (0,4 M) son requeridas para la elucidén de do-
bles cadenas (145)
Los segmentos monocatenarios pueden ser también elimi-

nados por digestidn con nucleasa S1 (de Aspergillus orizae),

la cual en condiciones controladas es capaz de higrolizar-
los sin afectar ADN bicatenario (146).

Mediante una manipulacidn adecuada de estas metodologi-
as es posible seleccionar secuencias de diferente frecuencia

gendmica.

Las técnicas de hibridacidén molecular se emplean para
detectar homologias entre ADNs, consistiendo en reacciones
de reasociacidén en las cuales los segmentos desnaturalizados
provienen de diferentes fuentes. Asimismo pueden emplearse
para detectar homologias entre fragmentos de ADN y ARN,

De acuerdo a las condiciones en que ambas cadenas sean
capaces de hibridar, es posible calcular el grado de homolo-
gia entre ellas.

Se define como '"criterio" a la diferencia entre la tempe-
ratura media de desnaturalizacidn del ADN (Tm) y la tempera-
tura de incubacidn de la reaccidn (143). Cuando ésta se rea-
liza bajo criterio estricto, sb6lo pueden formarse hibridos
con alto grado de homologia (generalmente corresponde a in-
cubaciones a altas temperaturas y/o baja fuerza idnica).

Si el criterio es nc estricto, podran detectarse también hi-




bridos con bajo grado de homologia (temperaturas bajas y/o

fuerza ibnica elevada).

En la actualidad, la metodologia mas frecuentemente u-
tilizada para realizar hibridaciones moleculares consiste en
inmovilizar una de las cadenas sobre un soporte sdlido (ge-
neralmente filtros de nitrato de celulosa). E. Southern apli-
cd esta técnica transfiriendo los filtros fragmentos de ADN
obtenidos por digestidn con endonucleasas especificas (enzi-
mas de restriccidn) y resueltos por electroforesis en geles
de agarosa (147). Los fragmentos contenidos en el gel son
desnaturalizados en alcali. Luego &ste se pone en contacto
directo con el filtro, y loc segmentos de ADN son transferi-
dos por un flujo continuo de solucidén salina concentrada. El
ADN monocatenario es fijado sobre €. soporte por calentamien-
to en vacio a 70°C.

La incubacidén en condiciones apropiadas para reasocia-
cién, permite detectar luego los hibridos formados entre
el ADN fijado y ARN o ADN marcados radioactivamente, por auto-
radiografia.

Se debe considerar que cuando una de las cadenas que inter-

vienen en la hibridacidén se halla fija, la reaccidn se aleja
de la cinética ideal de segundo orden, y no es posible defi-
nir el orden de dicha reaccidén. Por lo tanto, las considera-

ciones sobre valor Cot expuestas para el caso de reasociacidn
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en fase liquida, no son validas. Sin embargo es de esperar
que las secuencias repetitivas hibriden con velocidad ma-

yor que las fGnicas.

La obtencidén de ADN radioactivo (sonda) para estos fines
puede llevarse a cabo mediante el emplo del denominado "mé-
todo de corte-traduccién" (nick-translation) (148). Se basa
en introducir cortes en una de las cadenas del ADN con ADN-
asa I, dejando un extremo 3'OH. A partir de éste, una segun-
da enzima, la ADN-polimerasa I comienza una reaccién de re-
paracidon. Por medio de su actividad de S'exonucleasa, elimi-
na los nucledtidos adyacentes al corte, en forma sucesiva y
en direccidén 3'. Asimismo va incorporando desde el extremo
3'0H los nucledtidos correspondientes que se encuentren en
el medio. Si en éste.-se coloca al menos uno de los cuatro
nucleedtidos S5'trifosfato requeridos, marcado en posicidno(
con 32P, serd incorporade a la cadena '"reparada'. Asi, puede

ser utilizada como sonda en estudios de hibridacidén molecular.

Las enzimas de restriccidn antes mencionadas, son endo-
nucleasas que reconocen secuencias de nucledtidos especifi-
cas en ADN doble cadena, y las cliveén en sitios determinados.
La primera de ellas en ser aislada, en 1968, se obtuvo (149) de
una cepa de E. coli. En la actualidad, se dispone de nume-

rosas endonucleasas de restriccidn, provenientes de diversas



especies bacterianas.

En la célula de origen, cada una de estas enzimas, con-
juntamente con otra que modifica (por metilacidn generalmen-
te) la misma secuencia, forman un sistema de modificacidn-

restriccidn.

De particular interés para el estudio de patrones de me-
tilacidén son las enzimas de restriccidn Hpa II y Msp I (ais-

ladas de Haemophilus parainfluenzae y Morixella sp. respec-

tivamente). Conforman un par de isosquizémeros,puesto que
reconocen la misma secuencia, C-C-G-G, introduciendo un cor-
te entre los dos residuos de citosina. Sin embargo, Hpa II
no escinde el ADN si la citosina interna se halla metilada,
mientras que Msp I no puede clivarlo si la citosina externa
esta metilada (111).

La obtencidn de patrones electroforéticos de ADN idénti-
cos Juego de la digestidn con una u otra enzima excluye la
posibilidad de que la resistencia al clivaje se deba a la
presencia de la secuencia unimetilada. Por el contrario, si
existe mayor digestidn con alguna de ella, puede atribuirse

a la metilacidn diferencial la desigualdad encontrada.

El grado de metilacidn de un determinadc ADN puede ana-
lizarse por determinacidén del contenido de 5mC. Para ello,

es necesario hidrolizar el ADN hasta sus bases, nucledsidos,



o nucledtidos constitutivos, lo cual es posible por medio de
digestidén enzimidtica, o hidrélisis &cida controlada. Luego,
los componentes del hidrolizado deben ser separados y cuan-
tificados. Actualmente, la compleja tecnologia de 1la cro-
matografia liquida de alta presidén (HPLC) provee una exce-

lente estrategia para ambos propdsitos.

IT.2. MATERIALES

II.2.1. Tejidos y cultivos celulares

Como fuente de ADN mamario humano, -~e emplearon biopsias
obtenidas de pacientes femeninos en diversos centros asisten-
ciales. Las piezas quirQirgicas fueron sujetas a analisis
anitomo-patoldgicos, consistiendo en carcinomas mamarios
primarios, y tejido peritumoral - considerado histoldgicamen-
te normal - de la misma paciente.

Asimismo se utilizd una metastasis de carcinoma mamario
en epiplon.

Todas las piezas quirtrgicas fueron colocadas en hielo
seco en el momento de su extraccidén, y conservadas bajo ni-
trégeno liquido hasta su procesamiento.

En estudios de metilacidn, se =2mpled también la linea
celular T47D, derivada de un carcinoma mamario humano, la

cual fue gentilmente provista por la Dra. Iaffa Keydar (Uni-

versidad de Tel-Aviv, Israel).
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I1.2.2. Productos bioldgicos y reactivos

Enzimas.

-Ribonucleasa pancreatica bovina(ARNasa A): Sigma Bio-
Chemicals - Tipo IA.

-ADNasa I y ADN-polimerasa I de E. coli: Amersham.

-Nucleasa S1 de Aspergillus orizae, Proteinasa K de

Tritirachium aibum : Boheringer Mannheim.

-Endonucleasas de restriccidn : Bethesda Reasearch Lab.
Se enuncla a continuacidén la secuencia y sitio de
corte de cada una de las enzimas de restriccidén em-
pleadas:

Hae III: GG CC

Hind III: A AGCTT

Eco R1: G AATTC

Pst I : CTGCA G

Xba I : T CTAGA

Sma I : CCC GGG (no corta CC5mCGGG)
Hpa II: CC GG (no corta C5mCGG)

Msp I : CC GG (no corta 5mCCGG)

ADN de fago lambda y ADN de fago @#X174, seroalblmina bo-

vina libre de nucleasas: Bethesda Researc» Lab.

ADN de plasmido pBR322: gentilmente cedido por el Insti-

tuto de Ingenieria Genética y Biotecnologia (INGEBI).



Deoxinucledtidos 5'trifosfato, bases, ADN de testiculo
de salmdén de alto peso molecular, Tris-base, Tris-HCI,
Ficoll (PM 400.000), polivinilpirrolidona (PM 360.000),
Pipes, SDS, EDTA, Sarkosyl, bromuro de etidio, sero-

albGmina bovina fraccidén IV, Antifoam A: Sigma Biochem.

Sephadex (G 50, G 25): Pharmacia

Hidroxilapatita (grado cromatografico), agarosa, acril-
amida, bisacrilamida, TEMED, persulfato de amonio,
DTT, mercapto-etanol (todos grado electroforético):

Bio-Rad Lab.

Deoxinucledtidos 5'trifosfato-oK 2p,

- dCTP A.E. 400 Ci/mmol : Amersham

- dCTP A.E. 4.000 Ci/mmol: Amersham

- dCTP A.E. 4.200 Ci/mmol: New Fngland Nucleer

- dGTP A.E. 2.500 Ci/mmol: New England Nuclear

Fenol y acido férmico : Tischer (fueron bidestilados)

Medios de cultivo y suero fetal bovino: Gibco Lab.

Hidrocloruro y tiocianato de guanidina (grado ultra puro):

Fluka.
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Todo otro reactivo utilizado fue de grado analitico

(Mallinkrodt, Merck, Fischer o Carlo Erba).

Filtros de nitrato de celulosa: Schleicher y Schuell BAS85S.

Placas de autorradiogratia: Kodak X-O-Mat ARS

Instrumental

Centrifuga: International modelo B-20
Homogenizadores: Polytron PT-1{, Omnimixer Sorvall.
Espectrofotémetros: Beckman modelo DB-G, Hitachi modelo
100-69, Unicam SP-800 adaptado por
J.M. Azcurra y col. (150).
Contadores de centelleo liquido: Beckman modelo LS-100C,
Packard Tricarb, modelo
3320.
Fuente de poder para electroforesis: Pharmacia modelo

EPS-500/400.

Equipo de cromatografia liquida de alta presidn:
Waters, gentilmente cedido por Laboratorios Gador.
Cromatégrafo: Modelo ALC/GPC 204
Detector UV: Modelo M-441
Bomba : Modelo 6000 A
Inyector: Modelo UGK

M6dulo de datos: Modelo M-730
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Columna: de vidrio, preempaquetada, de octadecil-sila-
silano unido a silice, diametro interno 5 u

CGC-C18 (Merck).

II.3. METODOS

IT.3.1. Cultivos celulares

Las cé&lulas T47D fueron cultivadas en monocapas. E]l me-
dio de cultivo consistid en RPMI 1640, aminoicidos no esen-
ciales 1%, L-glutamina 2 mM, insulina 10—7M, penicilina 100
U/ml, estreptomicina 100 mcg, suero fetal bovino 10%. Los
cultivos fueron mantenidos bajo atmdésfera humidificada de
CO0, 5% en aire, a 37°C.

Las células fueron subc:ltivadas semanalmente.

IT1.3.2. Purificacidn de ADN

Se utilizaron,en forma alternativa, dos métodos de puri-
ficacion:

IT.3.2.1. Método de purificacidn de ADN empleando sales de Guani-

dina: Se utilizd con tejidos mamarios humanos, norma-

les y carcinomatosos, de acuerdo al esquema que se muestra
a continuacidén, basado en la técnica de Chirgwin y col (151).
Fue descripta originalmente para la obtencidn de ARN

mensajero, y se resume a continuacién:
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Pulverizacidén en mortero

bajo nitrdgeno liquidoe

l

Homogenizacidn en solucidn conteniendo

TCN de guanidina 4M - Sarkosyl 0,5 %

citrato de Na 25 mM pH 7 - mercapto-

etanol 0,1 M - Antifoam 0,17%.

4

Homogenato

[, -]
Lev]

-Resuspensidén en solucidn
conteniendo HCl-guanidina
7,5 M - citrato Na 25 mM
pH 7 - DTT 5 mM.

-Precipitacidn con 0,025
vol. de ac. acético 1 M -
0,5 vol. etanol.

14 hs a -20°C.
~Ctf 9000 rpm 10' a -10°C

N
S.N.

Ctf 9000 rpm 10°

-Precipitacidn con

0,025 vol. de 3c.

acético 1 M -

0,75 vol.
14 hs. a

-Ctf 9000

a -10°c.

etanol.
-20°cC.
rpm 10'

6 veces

N
P
A

n

RN

N »n
2
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A, B, y C estaban disponibles en nuestro laboratorio
como productos intermedios de purificacidén de ARN, y fueron
utilizados como fuente e obtencidén de ADN, como se indica

seguidamente:

-Extraccidn con
Tris-HC1l 50 mM
pH 7 - acetato
de Na 0,2 M.

-Ctf 9000 rpm 10'

—
P.P. S.

v
N.A S.F.B S.N.C

-Llevados a concentracidén final de

NaCl 0,4 M, y precipitados comn 2,5
vol. de etanol, 14 hs. a -20°C.
-Ctf 9000 rpm 20' a -10°C.

J v
P.P.= D S.N.

(ADN)

l

-Lavado con etanol. Secado con nitrogeno gaseoso
-Resuspensidn en Tris-HC1l 50 mM pH 8 - EDTA 2 mM -
acetato de Na 20 mM.

|

-Desproteinizacidn por agitacidn con igual vol.

de cloroformo. Ctf 6000 rpm 10' a temp. ambiente.
3 veces

v
t———————Fase acuosa

2 veces .—m» lPrecipitaciEn alcohdlica por 14 hs a -20°C

Fase organica

Iy
L Resuspensidn en agua bidestilada
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Puesto que este método no se utiliza en forma convencio-
nal, se calculd el porcentaje de recuperzcidn del material
obtenido, mediante ensayos paralelos empleando cantidades
conocidas de ADN purificado a partir de timo de ternera.

Se verificé la naturaleza del mismo, analizando su com-
portamiento frente a hidrdlisis enzimdtica con ADNasa I,
ARNasa A (precalentada a 80°C para eliminar contaminacidn
posible con ADNasas), o hidrdlisis alcalina.

Las reacciones de digestidén con ADNasa I se realizaron
en presencia de Tris-HC1 20 mM pH 7,5 - MgC]2 5 mM ; las de
digestidn con ARNasa A en Tris-HCl 10 mM pH 7,5, incubiandose
ambas con 14 ug de la enzima correspondiente, a 37°C, durante
30 minutos. La hidrdlisis alcalina se realizd por incubacidn
durante 3 minutos a 100°C en NaOH 0,25 M, neutralizidndose
posteriormente con HCl 1 N.

El material resistente a la hidrb6lisis se precipitd en
acido tricloroacético (TCA) 10% frio, en presencia de sero-
albimina bovina (BSA) para co-precipitar. Luego de centrifu-
gar a 2000 rpm durante 10 minutos, se cuantificé el material
dcido soluble por absorbancia a 260 nm (A260)

Una vez determinada la presencia de ADN en D, se finali-
z6 su purificacidn por:

a) hidrélisis alcalina suave: incubacidén 5 horas a 0°C en
NaOH 0,3 N, detenida por agregado de lris-HC1 pH 7 hasta

0,17 M y neutralizacidén con HCI.



- 42 -

b) hidrélisis con glicosidasas: E1 ADN obtenido en a), fue
precipitado con etanol a -20°C, centrifugado, resuspendi-
do en EDTA 1 mM, y digerido con 50 ug/ml de glicosidasas
mixtas durante 1 hora a 37°C, en presencia de acetato de
Na 6 M pH 4,8. La digestidn se finalizé por neutraliza-
cién con NaOH 0,1 N.

c) digestién con proteinasa K: incubacidén a 37°C por 1 hora
en presencia de SDS 0,5%- proteinasa K 100 ug/ml- Tris-HC]
20 mM pH 7- EDTA 2 mM.

d) desproteinizacidén con cloroformo hasta obtener interfase
libre de material orgadnico y precipitacidn de la fase a-

cuosa.

I1.3.2.2. Método de purificacidn de ADN a partir de nlicleos: lLas

biopsias humanas normales y tumorales, conservadas bajo ni-
trégeno liquido, fueron llevadas a 0°C, temperatura a la cual
se homogenizaron con un Polytron en aproximadamente 10 vol.
de solucidn conteniendo Tris-HC1 50 mM pH 7,8 - EDTA 10-20
mM - NaCl 0,15 M (TNE).

Los nficleos se precipitaron por centrifugacidn a 2000 rpm
durante 10 minutos a 0°C, resuspendieron en solucién TNE, vy
lisaron a temperatura ambiente por agregado de SDS hasta con-
centracion final de 0,5%.

Los acidos nucleicos se desprote¢inizaron por sucesivas

extracciones fendlicas y clorofdrmicas a temperatura ambien-
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te, separindose las fases acuosas por centrifugacidn a
10.000 rpm durante tiempos v:iriables (10-30 minutos, de a-
‘cuerdo a lo requerido piara obtener una buena separacidn

de fases en cada caso). Las interfases obtenidas fueron
re-extractadas dos veces cada una, con fase acuosa fresca.
Todas las fases acuosas correspondientes a cada muestra se
reunieron y sometieron a precipitac’6n alcohdlica.

Los acidos nucleicos fueron colectados por centrifuga-
cién a -10°C , 5000 rpm, durante 15 minutos, y resuspendi-
dos en solucidén conteniendo Tris-HC1 20-50 mM pH 7,5 y EDTA
5-10 mM.

Los ARN se hidrolizaron por digestidn con ARNasa A (pre-
calentada a 80° C) en concentracidén final de 100 ug/ml, du-
rante 1 hora a 37 °C.

Las muestras se digirieron Juego con proteinasa K (0,1-
0,5 mg/ml) a 37°C durante 1 hora, y las trazas de proteina
remanente, extraidas con fenol y cloroformo sucesivamente.

Los ADNs fueron precipitados con etanol, centrifugados,

y resuspendidos oportunamente en agua bidestilada estéril.

La purificacidén de ADN a partir de células T47D se rea-
1iz6 basicamente de la misma manera, con la excepcidn que
las células enteras fueron lisadas 'in situ'" a 37°C durante
1 hora, en placas de Petri (55 mm de didmetro) en las cuales

fueron crecidas hasta ccnfluencia. La solucién de lisis con-
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tenia Tris-HCl] 50 mM pH 7,8 - EDTA 5 mM - SDS 0,1% -
proteinasa K 0,5 mg/ml, procediéndose luego de igual manera

que con los nicleos obtenidos de tejidos.

I1.3.3. Corte del ADN

II.3.3.1. Corte mecédnico: (obtencién de fragmentos aptos para

reasociacidon en fase liquida) (30, 143)Cantidades variables

de ADN fueron llevadas a concentracidén aprcximada de 0,5 mg/ml
en presencia de Tris-HC1 50 mM pH 7,8 - EDTA 10 mM - Na Cl
0,15 M, y fraccionadas mecanicamente en un homogenizador
Omni-Mixer a velocidad mdxima, durante 5 minutos, en pulsos
de 30 segundos, a 0°C. Este procedimiento produce fragmentos
de gran tamafio, pero se empjed como método de corte preli-
minar, capaz de disminuir la elevada viscosidad del ADN na-
tivo en solucidn acuosa. Luego se efectud el fraccionamien-
to hasta segmentos mas pequefios, mediante 60 pasajes forzados
a través de aguja hipodérmica calibre 25-5/8', utilizando

jeringas descartables estériles.

I1.3.3.2. Cortes enzimaticos (obtencidn de fragmentos de tamafios

variables, a ser resueltos por electroforesis).

a) Marcadores de peso molecular: Alicuotas de ADN purifica-
dos de fagos lambda o ®#X174, o plasmido pBR322, fueron dige-
ridas con enzimas de restriccidn en condiciones apropiadas,

incubandose con 1 U.E./mg ADN durante 1 hora a 37°C, dete-
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niendo la reaccidn por el agregado de EDTA, glicerol y a-
zul de bromofenol hasta concentraciones finales de 15 mM,
10% y 0,5% respectivamente.

b) Obtencidn de fragmentos de restriccidén de ADNs normales
y neoplasicos: Alicuotas de ADNs altamente purificados a
partir de tejido mamario humano normal o tumoral, y de la
linea celular T47D, fueron digeridas con diversas enzimas de
restriccidn en condiciones apropiadas. En general, se utili-
26 exceso de enzima en relacidn a lo indicado por los provee-
dores para la digestidn completa de ADN de fago lambda u o-
tros. Las incubaciones se realizaron en condiciones de este-
rilidad, extremando dicho cuidado cuando las mismas se lle-
varon a cabo durante tiempos prolongados.

E]l gradc de digestidn obtenido fue monitcreado por elec-
troforesis en geles de agarosa, visualizados por tincidén con
bromuro de etidio, como se detallara mas adelante.

La correcta actividad de la enzima y la ausencia de in-
hibidores en la mezcla de reaccién fueron aseguradas por en-
sayos preliminares (Controles adicionales seran indicados
cuando corresponda).

Las condiciones de incubacidén para cada enzima de res-
tricccidén se enumeran a continuaciér:

- Eco RI: Tris-HCl1 50 mM pH 7,5 - MgC]2 10 mM - NaCl 0,15 M-
DTT 1 mM.
- Hae III: Tris-HC1 50 mM pH 7,5 - HgC]2 5SmM - DTT 0,5 mM.

- Hind III: Tris-HC1 20 mM - MgC]2 7 mM - NaCl 60 mM.
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- Pst I: Tris-HCl1 50 mM pH 8 - MgC]2 10 mM - NaCl 50 mM.

- Xba I: Tris-HCL 6 mM pH 7,4 - MgCl, 6 mM - NaCl 100 mM.
- Sma I: Tris-HCI1 15 mM pH 8 - MgCl, 6 mM - KC1 15 mM.

- Hpa II: Tris-HC1 20 mM pH 7,4 - MgCl, 10 mM - DTT 1 mM.
- Msp I: Tris-HC1 50 mM pH 8 - MgCl, 10 mM - DTT 1 mM.

Todas las incubaciones se realizaron a 37°C durante tiem-
pos variables, en presencia de 100 ug/ml de BSA libre de nu-
cleasas.

Las soluciones de incubacidén se prepararon concentradas
10 veces, filtradas a través de membranas Mil.ipore 0,45 u,

y autoclavadas.

I1.3.4. Electroforesis

La electroforesis en geles de poliacrilamida y/o agarosa
se realizd con diversos propdsitos: determinacidén de tamafio
de fragmentos de ADN cortados mecanicamente, separacién de
fragmentos de restriccidn para posterior transferencia a fil-
tros de nitrocelulosa o para fotografia, electroforesis pre-
parativa.

I1.3.4.2. Geles de poliacrilamida: Se emplearon geles planos

verticales de 13 x 6,5 x 0,2 cm, de policarilamida 4% (Acri-
lamida 30:bisacrilamida 0,8), con gel espaciador de agarosa
0,5%. Las muestras fueron sembradas en presencia de EDTA

15 mM - glicerol 10% - azul de bromofenol 0,5%. E]l marcador

de tamafio molecular fue ADN de fago @X174 digerido con Hae III.

Las corridas electroforéticas se realizaron en solucidn con-
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teniendo Tris-acetato 20 mM pH 7,9 - EDTA 2mM, durante 3
horas a 200V - 40mA. Una vez finalizadas, los geles fueron
tefiidos con bromuro de etidio (2 ug/ml) y visualizados bajo

Juz U.V.

I1.3.4.2. Geles de agarosa: Se utilizaron geles planos, gene-

ralmente horizontales, de dimensiones variables. E]l por-
centaje de agarosa se escogid de acuerdo al tamafio de frag-
mentos a resolver, entre 9,8 - 3 %. La muestras fueron sem-
bradas en presencia de solucidén idéntica a la indicada en

el punto anterior. La solucidn de corrida fue Tris-acetato
20 mM pH 8,3- acetato de Na 1 mM - EDTA 2 mM, y las condicio-
nes de voltaje y tiempo fueron variables.

Los marcadores de peso molecular empleados fueron: ADN
de fago lambda digerido cor Hind III, de fago ®#X174 digerido
con Hae III, y de plasmido pBR322 digerido con Hae III.

Los geles fueron luego tefiidos en las condiciones ante-
riores, sometidos a transferencia, o a elucidén de alguna de

sus bandas

IT.3.5. Elucidon de fragmentos de ADM resueltos por electrofore-

sis preparativa

Fragmentos de ADN de 300 y 4000 bp fueron eluidos de ge-
les de agarosa 3% preparativa. Una vez ubicadas las bandas

correspondientes,por comparacidn con ADN de plasmido pBR322
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digerido con Hae III, fueron cortadas y procesadas alterna-
tivamente de acuerdo a dos metodologias (152):

II1.3.5.1. Electroelucidn: Las bandas del gel conteniendo los

fragmentos deseados, fueron colocadas en bolsas de didlisis,
junto con una pequefia cantidad de solucidén de corrida. Una
vez cerrada la bolsa, se colocd en la cuba de electroforesis,
sumergida totalmente en la solucidén mencionada, y sometida
a electroforesis durante 2-4 horas. Una vez finalizada 1la
elucidn, se invertid la polaridad unos segundos para evi-
tar el pegado inespecifico del ADN a la membrana de dialisis.
Luego se colectd el 1iquido co:i:enido en ella, el cual fue

dializado y concentrado.

I1.3.5.2. Disolucion de agarosa en KI: Las bandas del gel conte-

niendo los fragmentos de ADN deseados, fueron disueltas en
10 vol. de solucidn saturada de KI - tiosulfato de Na 1 mM,
a temperatura ambiente. Una vez disueltas, lcs segmentos de
ADN fueron adsorbidos a HAP pre-equiiibrada con KI, a tem-
peratura ambiente, lavando con fosfato de K 0,12 M hasta que
la solucidén de lavado presentara A260 nula. Los fragmentos
fueron entonces eluidos de la HAP a temperatura ambiente con

fosfato de K 1 M, dializados y concentrados.
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II.3.6. Reasociacidén de ADN en fase liquida

I1.3.6.1. Desnaturalizacidn: ADN altamente purificado, fraccio-

nado mecinicamente hasta segmentos de longitud apropiada, se
desnaturalizd por calentamiento a 100°C durante 10 minutos

en Pipes 5 mM pH 6,5, enfriiandose luego a 0°C rapidamente.

11.3.6.2. Calculo de las condiciones de incubacién de acuerdo al

valor Cot deseado: Los valores Cot se calculan de

acuerdo a la expresidn:
Cot=Concentracién de ADN (moles nucledtides/1) x tiempo (seg)
o también, de acuerdo a la simplificacidn:

A x tiempo (horas)
Cot = 260

2

Sin embargo, &sto sdlo es valido cuando la reasociacidn
se realiza en PB 0,12 M (0,18 M Na+). En la mayoria de los
casos, las concentraciones de las muestras de ADN disponi-
bles hacen que los tiempos de incubacidn necesarios para ob-
tener el valor Cot deseado, sean impracticables. Para elimi-
nar esta dificultad, la alternativa consiste modificar la
concentracidon de Na en la incubacidén, lo cual produce varia-
ciones importantes en la cinética de reasociacidn. Es nece-
sario entonces introducir en la exwresidén matemiatica mencio-
nada, un factor de correccidn que exprese dicha variacién.

A

Ese factor, denominado ', se halla tabulado por Britten (143).

Cuando se aplica esta correccidn, el término empleado debe
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ser el de Cot equivalente (ECot)
ECot = ¥ x Cot

Mediante una manipulacidn adecuada de estas 3 variables
(concentracidn, tiempo y fuerza idnica), se ha reasociado
ADN mamario humano a valores de Cot equivalentes a 4 x 10_3,
70 y 100 moles/l x seg. Los segmentos reasociados utilizando
el primer valor, se han definido operacionalmente en el pre-
sente trabajo como secuencias invertidas (altamente repeti-
tivas), mientras que 10s reasociados empleando los dos Glti-

mos, se han denominado secuencias repetitivas (medianamente

repetitivas).

I1.3.6.3. Incubaciones: Fueron realizadas de acuerdo a las con-

diciones calculadas en el punto anterior. La temperatura fue
mantenida a 60°C, perimitiendo asi sélo la formacién de hi-
bridos con alto porcentaje de homologia. Para evitar la eva-
poracidén, se llevaron a cabo en capilares o tubos de vidrio
sellados.

Las reacciones de reasociacidén fueron detenidas por dilu-
cién y/o rapido pasaje por columnas de HAP, y/o agregado de

nucleasa S1.

I1.3.6.4. Digestidn con nucleasa S1: Fue aplicada para eliminar
las porciones de ADN monocatenario residual, una vez finali-

zada la reaccidn de reasociacidén (146). Las condiciones de



incubacién fueron: 1 U.E./ug ADN aprcximadamente- acetato
de Na 25-100 mM pH 4,8 - sulfato de Zn 0,1 mM, durante
1-2 horas a 37°C. Las reacciones se detuvieron por agregado
de PB 0,12 M y rapido enfriamiento a 0°C.

Cuando se utilizd esta enzima para digerir ADN radiacti-
vo, las proporciones relativas de enzima y ADN frio para pro-

teccidén optimas fueron determinadas experimentalmente.

11.3.6.5. Purificacidn de ADN doblecatenario por cromatografia

de afinidad en columnas de HAP: La HAP fue precalenta-

da 10 minutos a 100°C en PB 0,3 M para eliminar la posible
afinidad inespecifica (143) y luego empaquetada en columnas
mantenidas a 60°C por camisa de agua circulante.

La capacidad de la HAP varia segiin las condiciones del
ensayo y el lote empleado (143). Por lo tanto fue verifica-
da experimentalmente.

La elucidon fue monitoreada por A260' Previo a la siem-
bra de la muestra, la columna fue lavada hasta obtener A260
nula , y equilibrada con PB 0,12 M. Las muestras fueron sem-
bradas en esta fuerza idnica,a la cual la HAP retiene sbélo
ADN doble cadena, lavandose la columna con PB 0,12 M hasta
obtener nuevamente A260 nula. El ADN doblecatenario fue en-
tonces eluido con PB 0,4 M, reuniéndose las fracciones que
presentaron A260‘ En todos los casos, la elucidn fue acele-

rada presurizando la columna con nitrdgeno gaseoso.
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I1.3.7. Transferencia de fragmentos de restriccidn a filtros

de nitrocelulosa (147, 152)

Finalizadas las electroforesis, los fragmentos de res-
triccidn resueltos en geles, fueron desnaturalizados sumer-
giendo estos Gltimos en NaOH 0,2 N - NaCl 0,6 N durante 1
hora, neutralizando luego durante 1,5 horas con Tris-HCl 1M
pH 7,2 - NaCl 1,5 M, y equilibrando con SSC x 2 (NaCl 0,3 M-
citrato de Na 0,03 M) durante 15 minutos. Simultdneamente,
se lavaron filtros de nitrato de celulosa de tamafio simi-
lar al gel, con agua bides£i]ada a 60°C durante 15 minutos,
y se los equilibrd con SSC x 2.

La cuba de transferencia obedece al siguiente esquema:
sobre un papel de filtro Whatman 3 MM en contacto directo
con SSC x 20, se coloca el gel. Entre ambos, una hoja plasti-
ca con una perforacidén ligeramente menor que el gel, evita
la formacidén de un puente de difusién entre los papeles ad-
yacentes al gel. Sobre éste, se colocan 2 filtros de nitrc-
celulosa, y 6 papeles de filtro Whatman 3 MM de su mismo ta-
mafio. Por encima de éstos, se sitfian una columna de papel

tissue y un peso de dos kilos aproximadamente.

|—— pesa de dos kilos

g ?frggie i‘ slo"sea T L T 77T 77— aca de vidrio
"

papel tissue

____

6 hojas de papel
Whatman 3MM
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r\\yiﬂ____sggJ&NNN@NN“RNN“QN
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1111101711110
I —SSC x 20

MR YRR

/
placa de vidrio soporte -
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Las transferencias se llevaron a cabo a temperatura
ambiente, durante 18-36 horas.

Los papeles de nitrocelulosa en contacto con sendos ge-
les fueron sumergidos luego en NaOH 0,1 N - NaCl 1,5 M du-
rante 20 minutos , neutralizados con Tris-HCl1 0,5 M pH 7,4-
SSC x 2 durante 10 minutos, y secados en vacio a 80°C por

2 horas.

II1.3.8. Siembra puntual de ADN en filtros de nitrocelulosa

Alicuotas idénticas de ADNs purificados de tejido mama-
rio humano normal o tumoral, correspondientes a ADN total,
secuencias invertidas y secuencias repetitivas fueron des-
naturalizadas en NaOH 0,2 N y neutralizadas con Tris-HC] 2,5 M
pH 6,8 (153). La desnaturalizacidén fue asegurada por poste-
rior calentamiento a 100°C durante 5 minutos, seguido por
rapido enfriamiento a 0°C.

Cada muestra fue sembrada en forma puntual con un capi-
lar, en un filtro de nitrocelulosa pretratado con SSC x 20.

El filtro fue luego calentadc en vacio a 80°C durante 2 horas.

I1.3.9. Obtencidn de ADN-sonda marcado radiactivamente

Se aplicd el método de '"corte-traduccidn' ya descrip-
to (148).
Las reacciones se realizaron mediante el empleo de 0,1-2

ug de ADN tumoral humano, en volimenes finales que oscila-
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ron entre 10 - 100 ul respectivamente.

Las condiciones finales de incubacidén fueron las siguilen-
tes:

Tris-HCl1 50 mM pH 7,5

MgC]2 5 mM

ADN polimerasa I 125 U.E./ml

ADNasa I 0,09 U.E./ml

BSA 0,1 mg/ml

glicerol 5%

dGTP, dATP, dTTP 20 uM

dCTP —oLSZP 2 uM (en el estudio sobre metilacidn, se em-
pled dGTP -OCSZP; por lo tanto en vez de 4dGTP 20 uM, 1la mez-
cla de reaccidén contenia dCTP 20 uM)

La- temperatura se mantuvo a 15°C, durante tiempos varia-
bles, deteniendo la incubacidn por agregado de igual volumen
de EDTA 0,2 M y posterior extraccidén con isoamil alcohol -
cloroformo (1:24 V/V) (IAC). Las fases fueron separadas por
centrifugacidén a 4000 rpm durante 10 minutos.

En algunos casos, se estudidé la cinética de incornora-
cidén, tomando alicuotas de la reaccidén a intervalos defini-
dos. Dichas alicuotas fueron diluidas en EDTA 0,2 M, deter-
minando la radiactividad total y TCA 10% precipitable en ca-
da una. Mediante la relacidn entre ambos valores, se calcu-
16 el porcentaje de inccrporacidn correspondiente a cada

tiempo de reacciodn.
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Una vez finalizada cada incubacidn, la radiactividad
no incorporada fue separada por cromatografia en columna de
Sephadex G-25 & G-50, eluida con agua bidestilada estéril,
y presaturada con ATP y/o ADN de salmdn. Las fracciones fue-
ron colectadas en tubos conteniendo 10-20 ug de ADN de salmdn,
determinidndose la radiactividad TCA precipitable y/o total
en alicuotas de cada una de ellas. Aquéllas correspondien-
tes al primer pico de elucidn (volGmen de exclusidn), fueron
reunidas, descartando el resto.

En todos los casos, la radiactividad fue cuantificada

por centelleo 1liquido, en presencia de Bray como solucidn

centellante.

1I.3.10. Concentracidn del ADN

Se utilizaron dos métodos alternativos:

II.3.10.1. Técnica de 2-butanol (154): Se basa en la propiedad

higroscopica del 2-butanol. Consiste en agregar volOmenes
iguales de 2-butanol a una solucidn acuosa de ADN, emulsio-
nando por agitacidn. Las fases son riapidamente separadas por
enfriamiento o centrifugacién. La fase orgdnica superior es
descartada, repitiéndose la operacidén hasta llegar al volumen
deseado de fase acuosa. El butanol residual de la misma es
extraido 3 veces con éter, el cual se elimina por calenta-

miento a 45°C durante 15 minutos.



I1.3.10.2. Liofilizacidn: Las muestras fueron congeladas en ba-

fio de hielo seco y acetona, y liofilizadas hasta obtener el

volumen deseado, o hasta sequedad.

I1.3.11. Hibridacidn molecular de ADN en fase sdlida

Este tipo de reasociacidn se realizd entre los diferen-
tes ADN-sonda y los fragmentos fijados sobre papel de nitro-
celulosa (147,152, 153, 155).

A fin de evitar la unidén inespecifica de la sonda so-
bre los filtros, se realiza una previa incubacidn o prehi-
bridacidén de los mismos, incluyendo asimismo, en las solucio-
nes de prehibridacidon e hibridacidn propiamente dicha, ADN
heterdlogo (salmdn) sonicado y desnaturalizado, y solucidn
Denhart (0,02% de polivinilpirrolidona, Ficoll y seroalbi-
mina bovina). Ambos tipos de incubaciones se llevaron a ca-
bo durante tiempos variables en bolsas de polietileno selladas.

Las hibridaciones se realizaron alternativamente en pre-
sencia o ausencia de dextran-sulfato 10%. Dicho compuesto po-
see la propiedad de acelerar la reaccidn, y es particular-
mente Gtil cuando se utiliza poca radiactividad. Sin embar-
go, aumenta la unidn inespecifica de la sonda, siendo necesa-
rio emplear entonces tratamientos mis dridsticos para dismi-
nuir el efecto de fondo. Cuando se lo incluyd (exclusivamen-
te en la incubacidn vropiamente dicha), las soluciones de

prehibridacidén e hibridacidn contenian formamida 50%, SSC
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X 5 - PB 50 mM - ADN de salmdn sonicado y desnaturalizado
250 ug/ml - Denhart x 1-5, siendo la temperatura de ambas de
42°C. Finalizada la reasociacidn, los filtros se lavaron

dos veces con SSC x 2 durante 5 minutos a temperatura am-
biente, y tres veces con la misma solucidén a 65°C durante

15 minutos.

En ausencia de dextrdn-sulfato, la solucidn de pretra-
tamiento contenia SSC x 3 - Denhart x 5 - ADN de salmdén so-
nicado y desnaturalizado 100 ug/ml, mientras que la de incu-
bacidn SSC x3 - Denhart x 1 - ADN de salmdn sonicado y des-
naturalizado 69 ug/ml. La temperatura de ambas, como asimis-
mo de los lavados, se mantuvo a 65°C. Una vez finalizada 1la
hibridacidn, se lavaron los papeles seis veces durante 5
minutos con SSC x 3 - SDS 0,1% - Denhart x 1 - ADN de salmédn
sonicado y desnaturalizado 60 ug/ml.

En todos los casos, previo a la hibridacién, los ADN-
sonda se desnaturalizaron por calentamiento a 100°C durante
10 minutos en presencia de Pipes 5 mM pH 6,5.

La inclusidén de ADN mamario humano normal no radiacti-
vo, para aumentar la deteccidn de secuenzias especificas de
tumor, se indicarid cuando corresponde.

En un caso, se reutilizd el filtro de nitrocelulosa
sometido a hibridacidn. Para ello, se elimind 1la sonda re-
asociada lavando dos veces con Tris-HCl 5 mM pH 8 - EDTA 2 mM -

pirofosfato de Na 0,05% - Denhart x 0,1, durante dos horas
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a 65°C. Se procedid Juego a pretratar el filtro y reasociar-

1o con una nueva sonda en forma habitual (153).

I1.3.12. Autorradiografia

Concluida la hibridacidn y lavados, los filtros de ni-
trocelulosa fueron secados a temperatura ambiente y autorra-
diografiados durante tiempos variables. Cuando se incluyd
pantallas intensificadoras, la exposicidén se realizé a -70°C.
Caso contrario, se 1levd a cabo a temperatura ambiente. El
revelado de las placas fue de acuerdo a las instrucciones

fijadas por el proveedor.

IT.3.13. Fotografia

Geles tefiidos con bromuro de etidio fueron fotografia-
dos bajo luz ultravioleta, utilizando filtro rojo, y pelicu-

la Kodak Tri-Pan 400 AS}, revelada como en el punto anterior.

IT1.3.14. Densitometria

Los patrones de restriccién obtenidos con endonucleasas
FHpa II o Msp I, y resueltos en geles de agarosa, fueron so-
metidos a densitometria. Para ello, se utilizé directamente
la placa autorradiografica en el caso en que los fragmentos
fueron detectados por hibridacidén con sonda radiactiva.
Alternativamente, los geles de agarosa fueron tefiidos con

bromuro de etidio y fotografiados, emﬁ]eéndose los negativos
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fotograficos obtenidos.
La imagen correspondiente a cada carril del gel fue
cortada, y sometida a densitometria (150) a 590 nm, grafi-

cando la escala de absorbancia en unidades arbitrarias.

I1.3.15. Hidrélisis del ADN

Alicuotas de ADN altamente purificado de tejido mama-
rio humano normal y carcinomatoso, como asi tambien de la
linea celular T47D, fueron hidrolizadas hasta sus bases cons-
titutivas, en acido fdérmico 90%, a 175°C durante 1 hora (156)
en capilares de vidrio sellados.

Cada hidrolizado fue evaporado hasta sequedad bajo flu-
jo de nitrdgeno gaseoso, y resuspendido en fosfato de amonio

0,1 M pH 4,5 (0,2-1 mg ADN hidrolizado/ml)

IT1.3.16. Analisis del contenido de 5mC

Las bases obtenidas por hidr6lisis de ADN fueron sepa-
radas por cromatografia liquida de alta presidn, y cuantifi-
cadas por A280'

Para este propbésito, fue necesario optimizar previamen-
te, en forma experimental, las condiciones cromatograficas.
Se ensayaron diversas concentraciones y pH de solvente de
elucidén, fosfato de amonio {(157). La eficiencia de cada sis-
tema fue evaluada por el grado de separacidn obtenido entre

los picos de elucidn correspondientes a bases marcadoras.
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Una vez fijadas las condiciones o6ptimas, 10-50 ul de ca-
da muestra hidrolizada fueron cromatografiados, identifican-
do las bases en relacidn a ios tiempos de retencidén de los
marcadores.

La cantidad presente fue calculada por integracidn de
alturas o areas comprendidas bajo los picos de elucidn, corre-
gido por el coeficiente de extincidén en el solvente empleado.

El porcentaje relativo de 5mC se expresd como:

5 smC = —=MC  + 100

SmC + C

II1.3.17. Miscelineas

Precipitacidén alcohdlica de ADN: Se realizd siempre con

etanol frio. Previo al agregado del alcohol, la solucidén con-
teniendo el acido nucleico se 1levd a concentracidén final de
NaCl 0,4 M. E1 tiempo minimo de precipitacidn fue de dos
horas, y la temperatura -20°C.

Didlisis del ADN: Se emplearon bolsas de didlisis pre-

tratadas con carbonato de Ca 10% - etanol 50% - EDTA 10 mM.
Asimismo, fueron presaturadas con ADN de salmdn y/o ATP vy
lavadas exhaustivamente con agua, para evitar el pegado ines-
pecifico a sus membranas. Las didlisis se realizaron en frio

(4°C aproximadamente).
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Cuantificacién del ADN: E1 ADN se cuantificé por me-

dio de su absorbancia a 260 nm.

Se considerd Areo = 22 =1 mg/ml para ADN bica-
tenario.

El ADN monocatenario presenta, por el denominado efec-
to de hipercromicidad, una absorbancia mayor. Dicho efecto
fue estimado en 20% aproximadamente.

Criterio de pureza de ADN: Como criterio de pureza

optima, se considerd:

Muestras con valores superiores a 1,8 para la relacidn

entre absorbancias a 260 y 280 nm, fueron evaluadas con gra-

co de pureza aceptable.



ITI. RESULTADOS

ITIA. ESTUDIO SOBRE DIFERENCIAS A NIVEL GENOMICO DE ADNs

PROVENIENTES DE TEJIDOS MAMARIOS HUMANOS NORMALES

Y TUMORALES

IITA.1. ANALISIS POR HIBPIDACION PUNTUAL DE ADN CON SONDAS
DE DIFERENTE FRECUENCIA GEMNOMICA
En estos ensayos se investigd si ADNs purificados a
partir de teiido mamario humano normal y neoplasico, presen-
taban un comnortamiento cuantitativamente diferencial fren-

te a ADN-sonda tumoral, de acuerdo al siguiente esquema:

ADN ADN
normal tumoral
Fraccionamiento
l mecanico
Fragmentos Fragmentos
de 2 Kbp de 2 Kbp
normales tumorales
Reascciacidn a
I ECot = . x 10-3
$ | ) Cromatog. en HAP
SS DS= SS DS=
S.I. normales L S.I. tumorales J
Reasoc. Reasoc.
ECot=70 ECot=70 $°r§e’
Cromatog. Cromatog. ) racduc=
en HAP en HAP — clon
e |
SS DS= S.R. DS= S.R:
normales\\\\s k//////tumorales ggN—Sonda
v P
> Siembra puntual< GJ
en nitrocelulosa > Hibridacidn molecular

Autorradiografia—>» Fig.6
FIGURA 1: Esquema de trabajo

SS=simple cadena DS=doble cadena S.I.=secuencias invertidas
S.R.=secuencias repetitivas.
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IITA.1.1. Purificacidn de ADN

Se obtuvo ADN de tejidos mamarios humanos, mediante
la técnica descripta en II.3.2.1. empleando sales de guani-
dina, la cual fue disefiada fundamentalmente para la purifi-
cacidn de ARN (151). Por este motivo, se realizaron dos ti-
pos de controles, para verificar la correcta obtencidn de
ADN a partir de fracciones intermedias de la purificacidn de
ARN:

a) Ensayos paralelos de purificacidén de ADN de timo de
ternera, aplicando la misma metodologia, revelaron que es
posible recuperar aproximadamente un 4%5% del ADN original

(Tabla I)

FRACCION VOL. DILU- A260 A280 260 CONC. mg tota-
ml CION A280 mg/ml les.
Homogen. 3 60 0,40 9,24 1,7 1,08 3,24
A 2,1 20 0,40 0,25 1,6 0,36 0,72
B 2,1 20 0,11 0,07 1,6 0,10 0,21
C 2,1 20 0,27 0,17 1,6 0,25 0,52

Recuperacidon A + B + C = 1,45

TABLA I: Recuperacidn de ADN purificado por el método de sales

de guanidina

3,24 mg de ADN de timo de ternera fueron solubilizados en tiocia-
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nato de guanidina 4M - Sarkosyl 0,5 % - citrato de Na 25 mM pH 7 -
mercaptoetanol 0,1 M - Antifoam A 0,1 %, y tratados de acuerdo al es-
quema descripto en II.3.2.1. Alicuotas del homogenato, de la fraccidn
A (extraida con 2,1 ml de Tris HCl 50 mM ph 7,8 - EDTA 10 mM), y de las

fracciones B y C, fueron diluidas, cuantificando el ADN en cada una de
ellas por A260 .

b) Mediante hidrdlisis alcalina y digestiones enzimati-
cas con ADNasa I y ARNasa A de alicuotas del material aisla-
do, se verificd la presencia de ADN sin contaminacidn aparen-

te de ARN en la fraccidn final (Tabla II)

CONTROL ADNasa ARNasa ALCALI

Blanco - - 0,072 0,020 0,030

Normal 0,087 0,237 0,037 0,060

Tumoral 0,093 0,418 0,038 0,047

TABLA II: Comportamiento del material purificado fremte a hidrd-
lisis enzimdtica o alcalina
Alicuotas del material purificado a partir de la fraccién D

(II.3.2.1.) fueron hidrolizadas con ADNasa I, ARNasa A o con NaOH, de-

terminando 1la Are0 de la fraccidn Zcido soluble en cada hidrolizado, lue-
go de precipitar con TCA 10% durante 10 minutos a 0°C

Puede observarse que sblo se libera material acido so-
luble luego del tratamiento con ADNasa.
Por los resultados obtenidos en los puntos a) y b), se

considerd apropiado el método de purificacién empleado.
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IITA.1.2. Corte mecdnico del ADN

Para su posterior reasociacidén en fase liquida, ADNs pu-
rificados de tejido mamario humano normal y tumoral, fueron
fraccionados mecidnicamente. El1 tamafio de los segmentos fue
analizado por electroforesis en geles de poliacrilamida 4%.
Para ambos tipos de ADNs, resultaron de 1907 bp + 100 (Figu-

ra 2)
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FIGURA 2: Determinacidn del tamafio de fragmentos obtenidos por
cortes mecanicos

Alicuotas correspondientes a 2 ug de ADN normal o tumoral, fraccio-
nados mecanicamente (II.3.3.1.) y concentradas por extraccidn con 2-
butanol (II.3.10), fueron analizadas por electroforesis en gel de poli-
acrilamida 47% (II.3.4.1.), durante 2,75 horas a 200 V - 40 mA.

Las flechas corresponden a la migracidn de los fragmentos marcadores
(ADN de ¢X174 digerido con Hae III) de 1353, 1078, 872, 603, 310, 281,
271, 234, y 194 bp, de izquierda a derecha respectivamente.

La sigla M indica la migracidn de los fragmentos de ADN normal y
tumoral, coincidente para ambos.
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Este tamafio es apto para reasociacidn en fase liquida.
Por lo tanto, este método de fraccionamiento mecanico se re-
pitié en las mismas condiciones previo a cada reasociacidn en

fase liquida

1.3. Determinacidn de la capacidad de unidn de HAP

El valor de la capacidad de HAP generalmente aceptado
oscila alrededor de los 200 ug ADN/ml HAP (143). Sin embargo,
pueden existir variaciones de acuerdo al lote empleado. Por
este motivo, se comprobd experimentalmente. El ensayo consis-
tid en adicionar sucesivas alicuotas de ADN de salmbén,nativo
y cortado hasta 2 Kbp, en concentracidén de 32 ug/ml, a una
columna de 2 ml de HAP (equilibrada con PB 0,12 M) a 60°C.
Luego de cada siembra, se lavd con la misma fuerza idnica,
monitoreando la A260 de las fracciones colectadas. Si al ca-
bo de las sucesivas adiciones se hubiera detectado presencia
de ADN a concentracidn de PB 0,12 M, indicaria que se habria
alcanzado la saturacién de la columna (Tabla III).

Hasta 680 ug de ADN aproximadamente, fueron sembrados
sin obtener A260 en los lavados. Al eluirlo con PB 0,4 M se
recuperd el 98%. Se concluyd entonces que la relacidn suge-
rida de 200 ug ADN/ml HAP, se encuentra dentro del rango de
seguridad, bajo las condiciones aqui utilizadas, empleidndo-

se en adelante.



PB 0,12 M

Fr;gcién 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

ug ADN

64 128 192 256 320 384 448 512 576 640 680
sembrado

A260 en

0,01t 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01t 0,01 0,01 0,02 0,03
lavado

PB 0,4 M

Az60

0 1,73 2,62 2,12 0,49 0,10 0,04
eluida
ug ADN 165 415 607 653 662 665
eluidos

TABLA III: Determinacidn de la capacidad de unidn de HAP

Alicuotas de ADN de salmdn nativo, cortado en fragmentos de 2 Kbp
aproximadamente, fueron sembradas sobre 2 ml de HAP equilibrada con
PB 0,12 M. En cada caso se detectd la Ajpgp percolada, calculandose el
ADN sembrado en forma acumulativa. Se eluyd con PB 0,4 M, colectando
fracciones de 2,1 ml, calculando el ADN eluido total por Asrgo-

IITA.1.4. Obtencidn de fracciones de ADN correspondientes a se-

cuencias invertidas y repetitivas

Se emplearon ADNs altamente purificados a partir de un
par de biopsias correspondientes a una misma paciente, los
cuales fueron fraccionados mecadnicamente. Alicuotas de am-
bas muestras fueron desnaturalizadas por calentamiento, pro-

cediéndose a reasociarlas a valores Cot apropiados para se-
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cuencias invertidas Yy repetitivas.

En primer lugar, =e realizd la reasociacidn a ECot =

3. La incubacidn se detuvo separando los segmentos

4 x 10"
reasociados por cromatografia en columna de HAP. Las frac-
ciones correspondientes a ADN doble cadena y simple cadena
fueron dializadas, liofilizadas y resuspendidas en agua bi-
destilada.

El1 ADN simple cadena fue reasociado a ECot = 70, fi-
nalizando la reaccidén como en el caso anterior. Los segmen-
tos bicatenarios se dializaron, liofilizaron y resuspendie-
ron en agua bidestilada

La fraccidn doble cadena de secuencias invertidas tu-
morales resultd mads elevada (30% aproximadamente) que lo es-
perado. Ello se debid probablemente a que el pasaje por HAP,
realizado a una concentracidn de PB ailin mias elevada que la
de incubacidén, demord un tiempo igual o mayor que el emple-
ado para la reasociacidn en si. Por lo tanto se repitidé dicha
reasociacién a ECot = 4 x 10'3. A este fin, los segmentos
doblecatenarios fueron desnaturalizados en condiciones ha-
bituales. Luego se realizd la incubacidn durante el tiempo
requerido, de alicuotas del volumen original en forma suce-
siva, las cuales fueron inmediatamente pasadas por la colum-
na de HAP en PB 0,12 M. Una vez retenido en ella todo el ADN

bicatenario, fue eluidc¢ con PB 0,4 M. El tiempo empleado fue

ostensiblemente menor que el de incubacidén, a su vez mis
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largo que en la reasociacidn anterior. Je asegurd asi una
reaccidén a ECot = 4 x 10'3. Los fragmentos simple cadena
fueron nuevamente reasociados a ECot = 70.

Este procedimiento se empled directamente en el caso
de obtencidén de secuencias invertidas normales.

Las condiciones de reasociacidn calculadas de acuerdo

al valor Cot deseado y ia A260 de cada fraccibén, se resumen

en la Tabla IV:

OLUMEN CONC. TEMPE-
MUESTRA oo |Ayeq|  Cot PR & | Ecot | TIEMPO | oo
ADN tumo-| -3 -3
cal (1a| 24 ml|1,65/5,73x107° 0,1 M [0,6867 |4x10 25 seg | 60°C
ADN " tumo+ 2,96 30,2 (0,2 M [2,3146 | 70 20,4 hs | 60°C

ral (la.) 6 ml

ADN tumo- -3 -3 .
ral (2a.) 22 m1| 0,51 4x10 0,12 M |1,00 4x10 56 seg | 60°C

ADN tumo

ral (2a.) 2,6 ml | 2,51 30,2 0,2 M [2,3146 | 70 24,1 hs | 60°C

ADN noz- | 90 m1 | 1,10 4x1072 0,12 M |1,00 [4x1073| 29 seg | 60°C
ADN -
el nor 5,3 ml| 2,28 25,1 0,23 M |2,7791 | 70 22 hs 60°C

TABLA IV: Condiciones de reasociacién.

La temperatura fue seleccionada de acuerdo a criterio estrictc.
Las condiciones de fuerza idnica, tiempo y volumen de incubacidn
requeridas fueron calculadas de acuerdo a la expresién simplificada

A260 x tiempo (horas)

¥ Cot = ECot = >
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Finalizada cada reaccidn de reasociacidn, las muestras fueron
sembradas en columna de HAP. El ADN simple cadena remanente fue per-
colado con PB 0,12 M. Se recogid una primera fraccidn correspondiente
al volumen total de la muestra sembrada y algunos ml de lavado con
PB 0,12 M. El volumen expresado en ml de esta fraccidn se indica debajo,
entre paréntesis, para cada caso. Los sucesivos lavados se colectaron
en fracciones de 2 ml, hasta obtener A 6 despreciable. A continuacidn,
se eluyd el ADN doblecatenario con PB 8,2M, tomando fracciones de 2 ml.

La flecha sefiala el comienzo de la elucidn. La escala de absor-
bancia se indica en las ordenadas correspondientes para cada caso.
Panel A: Primera reasociacidn de ADN tumoral a ECot = 4 x 1073.

Panel B: Primera reasociacidn de ADN tumoral a ECot = 70.

Panel C: Segunda reasociaciin de ADN tumoral a ECot = 4 x 10-3.
Panel D: Segunda reasociacidén de ADN tumoral a ECot = 70.

Panel E: Reasociacidn de ADN normal a ECot = 4 x 10~3

Panel F: Reasociacidn de ADN normal a ECot = 70.

Los paneles B, D y F corresponden a la elucidn de segmentos ob-
tenidos como ADN monocatenario en los paneles A, C y E respectivamente,
reasociados a ECot = 70.

La figura 3 ilustra los perfiles de elucidn obtenidos
por cromatografia en columna de HAP.

De acuerdo al contenido de ADN de cada fraccidn, cuan-
tificado por A260’ se calcularon los porcentajes relativos
de segmentos mono y bicatenarios obtenidos, como asi también
su recuperacidén total (Tabla V).

El porcentaje final de secuencias invertidas tumorales
resultd de 7,4%, menor al obtenido para ADN normal. Sin embar-
go, teniendo en cuenta que la recuperacidn de ADN lJuego de la
reasociacidn y purificacién por HAP, oscild entre 78 y 89 %,
las diferencias entre ADN normal y carcinomatoso disminuyen
notablemente (4% aproximadamente). Un ra-onamiento similar
puede aplicarse a las secuencias repetitivas.

Las fracciones correspondientes a la primera y segunda
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reasociacién de ADN tumoral a ECot = 7(C fueron reunidas.

Se procedid entonces a digerir con nucleasa S1 las
secuencias invertidas y repetitivas de ambas muestras, para
eliminar posibles regiones de no apareamiento, bajo condi-

ciones descriptas en II.3.6.4..

. ADN |Doble cadena|Simple cadena DS + SS

MUESTRA| ECot | DB |POD°¢ 78¢ w ; ne |9
ADN 4x10° 3

1,80 | s10 | 28 | 900 s0 |1,40] 78
tumoral| (l1a.)
ADN 70
tomoral| (1s.) | 0580 | 138 | 17,3| 671 84 | 0,80 100
ADN 4x1077 0,51 | 134 | 26.3| 320 62.7 10,45 | 89
tumoral | (2a.) ’ ’ ’ ’
ADN 70
tumoral | (29.) | 0532 74 | 23 | 248 77 10,32 100
ADN -3
ADN L1 |exio 1,00 | 150 | 15 | 680 68 | 0,83 | 83
ADN 70
AN 0,50| 95 | 19 | 410 82 0,50 | 100

TABLA V: Porcentajes relativos de ADN presentes en las diferentes
muestras obtenidas por reasociacidn y cromatografia en HAP

El ADN fue cuantificado por Ajzgg. E1l 100% corresponde a la cantidad
de ADN desnaturalizado empleado en cada reasociacidn. En el caso de ADN
monocatenario, se considerd un efecto de hipercromicidad de 20%.

DS = doble cadena; SS = simple cadena.
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IITIA.1.5. Siembra puntual en filtros de nitrato de celulosa

Alicuotas de secuencias invertidas, repetitivas, y de
ADN total fueron desnaturalizadas como se sefialé en II.3.8.
Se sembraron 1,5 y/o 4,5 ug de cada una de ellas en
forma puntual, sobre un filtro de nitrocelulosa, mediante
el empleo de capilares de vidrio siliconados. Este proce-
dimiento se realizd en forma paralela con ADN normal y car-
cinomatoso. El filtro fue entonces calentado en vacio, como

se indicd en Métodos.

32

ITIA.1.6. Obtencidn de sondas marcadas radiactivamente con P.

Para el presente ensayo, se marcaron alicuotas de ADN
total, secuencias invertidas y secusncias repetitivas, puri-
ficadas a partir de tejido neoplasico (1,67, 1,95 y 2,1 ug
respectivamente) aplicando el método de corte-traduccidn
(II.3.9.). Los volimenes de incubacién fusron de 100 ul, con-
teniendo 35 uCi de dCTP-o&32p A.E. 4000 Ci/mmol.

La cinética de incorporacidén fue monitoreada mediante
la determinacidén de cpm acido precipitables en alicuotas
tomadas de la mezcla de reaccidn a intervalos sucesivos de
tiempo.

Las incubaciones se llevaron a cabo durante 2 hs 20°',

2 hs 10" y 1 h 50' para ADN total, secuencias invertidas y
secuencias repetitivas respectivamente, deteniendo la reac-

cidén por agregado de EDTA y extraccidén con IAC.
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Las curvas de cinética resultantes se ilustran en la

figura 4.
100
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FIGURA 4: Cinética de incorporacidn de dCTP - o 3%p

Alicuotas correspondientes a 1,67, 1,95 y 2,1 ug de ADN total, de
secuencias invertidas y de secuencias repetitivas tumorales, respecti-
vamente, fueron incubadas en un volumen final de 100 ul, bajo condicio-
nes descriptas en en II.3.9.

A los minutos indicados en cada grafica, se tomaron aproximadamen-—
te 0,1 ul de la mezcla de reaccidn, diluyéndolas en 200 ul de EDTA 0,2M.
Las cpm totales fueron cuantificadas en 4C ul de la dilucidn. Las cpm
dcido precipitables se determinaron por agregado de 1 ml de TCA 10% a
40 ul de la dilucidn mencionada, en presencia de 50 ug de ADN de sal-
mon para coprecipitar, a 0°C durante 10 minutos. El material acido in-
soluble fue retenido por filtracidm al vacio sobre filtros de fibra de
vidrio. Una vez secos, se cuantificaron las cpm retenidas.

El porcentaje de incorporacidn se expresd ~omo

v = CPR TCA-precipitables % 100
cpm totales

Panel A: ADN total
Panel B: secuencias invertidas
Panel C: secuencias repetitivas
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La radiactividad no incorporada fue separada por croma-
tografia en columna de Sephadex G-25, de acuerdo con los si-

guientes perfiles de elucidn:

CPM/pl
3
% 10 A A 8 C
L
30{
204
104
.n-J' ™ Y — A BB T ) - Y A —— T . | ™
10 20 10 20 10 20

FRACCI ON NO

FIGURA 5: Perfiles de elucidn en Sephadex G-25

Finalizadas las incubaciones de incorporacidn, la radioactividad
libre fue eliminada por cromatografia en columna de Sephadex G-25. lLa
elucidn se llevd a cabo con agua Lidestilada estéril, recogiéndose frac-
ciones de 0,4 ml aproximadamente, y cuantificando las cpm correspondien-
tes a alicuotas de 1 ul de cada una de ellas.

Panel A: ADN total
Panel B: Secuencias invertidas
Panel C: Secuencias repetitivas.
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El primer pico de elucién coincidid con el volumen de
exclusidn, determinado previamente. Fue considerado como
ADN-32P, y utilizado en los siguientes ensayos de hibrida-
cidén molecular.

Las actividades especificas obtenidas fueron de

7 7

2,26 x 107, 1,1 x 107 y 7,5 x 10°% cpm/ug ADN, para ADN total,

secuencias invertidas y repetitivas respectivamente.

1.7. Hibridacidn molecular de ADN en fase sdlida

Los filtros de nitrocelulosa conteniendo siembras pun-
tuales de ADN total y/o secuencias invertidas y/o secuencias
repetititvas fueron prehibridizados durante 15 horas a 42°C,
e hibridados en presencia de dextran-sulfato. Para aumen-
tar la posible deteccidn de secuencias tumor-especificas,
se incluyd 100 ug aproximadamente de ADN normal, sonicado y
desnaturalizado, no radiactivo en la mezcla de incubacidn.

El filtro conteniendo secuencias invertidas fue hibri-
dado con la sonda hombéloga durante 20 horas; el filtro con-
teniendo secuencias repetitivas , con la sonda de igual tipo,
durante 21 horas, mientras que aquél conteniendo las tres
fracciones diferentes, se hibridd con sonda de ADN total
por 22 horas.

Finalizadas las incubaciones, los filtros fueron lava-
dos, secados y expuestos a placas autorradiogrificas duran-

te 3 dias, en presencia de pantalla intensificadora.
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La imagen autorradiogrifica obtenida se reproduce

a continuacidn:

T B

FIGURA 6: Hibridacidn en forma puntual con ADN-sondas tumorales

total, secuencias invertidas y secuencias repetitivas

Luego de ser desnaturalizadas, alicuotas correspondientes a se-
cuencias invertidas, repetitivas y ADN total, normales y neoplasicas,
fueron sembradas en forma guntual sobre filtros de nitrocelulosa e hi-
bridados con ADN-sonda -32p de secuencias tumorales, detectando los
hibridos por autorradiografia.

Panel A: Hibridacidn de sonda de ADN tumoral total con secuencias inver-

tidas
Panel B: Hibridacidn de sonda de ADN tumoral total con secuencias repe-
titivas.

Panel C: Hibridacidon de sonda de ADN tumoral total con ADN total.
Panel D: Hibridacidn de sonda de secuencias invertidas tumorales con
secuencias invertidas.
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Panel E: Hibridacidn de sonda de secuencias repetitivas con secuenci:zs
repetitivas.

En todos los casos, la columna de la izquierda corresponde a siem-
bras de ADN tumoral, y la de la derecha, a ADN normal. La siembra supe-
rior fue de 1,5 ug, y la inferior de 4,5 ug, con excepcidén del panel E,
en el cual se realizd esta Giltima unicamente.

En todos los paneles, las cantidades sembradas de ADN
tumoral (columna izquierda) y normal (columna derecha) fue-
ron idénticas.

Comparando la serie neoplasica con su contraparte nor-
mal, no pudieron observarse diferencias significativas en
la cantidad de hibridos formados con la sonda de ADN total.

Sin embargo, al enfrentar la sonda de un determinado
tipo de secuencia con la misma especie en el papel, fue po-
sible detectar una mayor reasociacibén con la serie tumoral
que con la normal. Tal es el caso de la sonda de secuencias
invertidas (panel C) y de secuencias repetitivas (panel D).

Estas evidencias preliminares alentaron una blsqueda
orientada a detectar diferencias cuali y/o cuantitativas

con mayor grado de definicidn.

2, HIBRIDACION DE SONDA DE DIFERENTES FRECUENCIAS GENOMICAS
CON DIGERIDOS DE ENZIMAS DE RESTRICCION

2.1. Primera serie de ensayos

Se realiz6 para detectar diferencias cuali o cuantita-

tivas en el comportamiento hibridable de sondas de ADN tumo-



- 79 -

rales, de secuencias totales o invertidas, frente a fragmen-
tos de restriccidn de ADNs normal y neoplasico, resueltos
por electroforesis y transferidos a filtros de nitrocelulosa,

seglin el siguiente esquema de trabajo:

ADN Normal ADN tumoral
Corte mecanico
Fragmentos Fragmentos
de 2 Kbp de 2 Kbp
normales tumorales l
-Reasociacidn a
A C -
ECot = 4 x 107 ngsicciGn
~Cromatog. en HAP
v
SS DS=S.1I. DS=S.1I. SS ADNYsonda
normales tumorales

1-’4P
\\, / tota
~-Digestidn

con Eco RI

o Hae III S?iﬁilcian
~Electroforesis
~Transferer.cia
a nitrocelulosa ADN-sonda
s.1.-32p ™

la. hibridacidn en papel ¢—-—+—1

Autorradiografia— - Fig. 13

|

Eliminacidén ler. ADN-sonda

}

2a. hibridacidn en papel &

Autorradiografia ——Fig. 14

FIGURA 7: Esquema de trabajo

SS=simple cadena DS=doble cadena
S.I1.=secuencias invertidas
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2.1.1. Purificacién y corte mecanico del ADN

En el presente estudio, se empled un segundo par de
biopsias mamarias humanas, tumoral y peritumoral (norma]),
provenientes de una misma paciente.

Se aplicd nuevamente el método de purificacidn de
sales de guanidina.

Una vez purificados, los ADN fueron cortados mecani-
camente mediante 60 pasajes forzados a través de aguja hipo-

dérmica.

2.1.2. Obtencidn de fragmentos de restrizcién y transferen-

cia a filtros de nitrato de celulosa

Los ADN asi obtenidos fueron digeridos con las endo-
nucleasas Eco RI o Hae III (1 U.E./mg ADN) en condiciones
enunciadas previamente (II.3.3.2), durante 1 hora a 37°C.

Los digeridos fueron resueltos por electroforesis en
gel de agarosa 1,6% y transferidos a papel de nitrocelulosa

por 18 horas.

2.1.3. Obtencidn de ADN sonda de secuencias tumorales tota-

les e invertidas

a) Secuencias totales: 1,1 ug de ADN neoplasico pu-

rificado y cortado mecanicamente, fueron incubados en un vo-

lumen final de 100 ul, conteniendo 100 uCi de dCTP-o¢32p,

A.E. 400 Ci/mmol, segiin las condiciones especificadas en

I1.3.9.
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Se estudid la cinética de incorporacidén por cuanti-
ficacidén de cpm dcido-precipitables en alicuotas tomadas a

intervalos de 45 minutos (Figura 8)

100

%2 INCORPORADO
n
(=]
]

L L{ T
45 20 135 180 22%
TIEMPO (MINUTOS)

FIGURA 8: Cin&tica de incorporacidn de dCTP—a(32P a ADN tumo-

ral total

1,1 ug de ADN neoplasico fueron incubados en un volumen final
de 100 ul, en presencia de 100 uCi de dcTp-oL 32p . Cada 45 minutos, se
tomd una alicuota de aproximadamente 0,25 ul , la cual fue diluida en
100 ul de EDTA 0,2 M. Se determind las cpm totales en 40 ul de la dilu-
cidn. La radiactividad @cido insoluble fue cuantificada en igual volumen
precipitado previamente con 2 ml de TCA 10%, en presencia de 50 ug de
ADN de salmdn para coprecipitar, a 0°C durante 10 minutos. El material
insoluble fue retenido sobre filtros Millipore para su cuanfificacidn.

El porcentaje de incorporacidn se expresd como:

y - Cpm TCA-precipitabies % 100

cpm totales

Al cabo de 225 minutos se detuvo la reaccién, alcan-

zando una incorporacidn de 57%.

La radiactividad libre se separd por cromatografia en

columna de Sephadex G-25, obteniendo el siguiente perfil de

elucidn:
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cCPM/pl X 10°
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FIGURA 9: Perfil de elucidn en Sephadex G-25 correspondiente a
la marcacidn de ADN total

Finalizada la incorporacidn, la radiactividad 1libre fue sepa-
rada por cromatografia en columna de Sephadex G-25. La elucidn se llevd
a cabo con agua bidestilada estéril, colectandose fracciones de 325 ul,

y cuantificando las cpm presentes en alicuotas de 1 ul de cada una de
ellas.

Las fracciones 5 a 9 fueron reunidas y concentradas

por liofilizacidén. La A.E. alcanzada fue de 4,9 x 106 cpm/ug

ADN.

b) Secuencias invertidas: AI'N neoplédsico, cuya A260

fue estimada en 0,9 U., fue reasociado a valor Cot = 4 x 10

3
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en presencia de PB 0,12 M (¥ = 1), en un volumen final de

1,8 ml, siendo el tiempo requerido de 32 segundos. La reac-
cién se detuvo por dilucidén y répido pasaje por columna de
HAP. Los segmentos reasociados fueron eluidos con PB 0,4 M

(figura 10).

A260

0,4

O =

| L]
1 3 5 7
(12)
FRACCION N°

FIGURA 10: Perfil de elucidn obtenido por cromatografia en co-
lumna de HAP.

Finalizada la reasociacidn a Cot = &4 x 10_3, la muestra de ADN
tumoral fue sembrada en una colurna de HAP. El material percolado en
PB 0,12M fue colectado en una primera fraccidn de 14 ml, mientras que
los subsiguientes lavados, como asimismo el eluido con PB 0,4 M, fueron
recogidos en fracciones de 1 ml. Se determind la Ajgp en cada una de
ellas.

La flecha indica el comienzo de la elucidn con PB 0,4 M.
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La cantidad de ADN incubado fue de 80 ug aproximada-
mente, recuperandose como dcble cadena mas del 40%. Este
porcentaje resultd demasiado elevado en relacién a lo espe-
rado, lo cual quizas se debid nuevamente a que el pasaje de
la muestra por la columna de HAP no fue lo suficientemente
rapido. Dado que la cantidad en ug era pequefia, no se repi-
tid el procedimiento: En estas condiciones, la sensibilidad
del método de deteccidn por As60 de las fracciones eluidas
no seria adecuada. Por lo tanto, se decidibé reasociar este
material luego de ser marcado radioactivamente.

A este fin, las fracciones 7 y 8 eluidas de la colum-
na (figura 19), fueron dializadas y concentradas por extrac-
cidén con 2-butanol.

Una alicuota de 1,3ug fue incubada de acuerdo a lo
expuesto en II1.3.9., en un volumen final de 100 ul, en pre-
sencia de 100 uCi de dCTP-ok 5°P A.E. 400 Ci/mmol.

Nuevamente se estudid la cinética de incorporacidn
por cuantificacidén de las cpm dcido insolubles presentes
en alicuotas tomadas de la mezcla de reaccién, a intervalos
de 30 minutos (figura 11).

La reaccidn se detuvo a los 160 minutos, separindose
la radioactividad no incorporada por cromatografia en colum-
na de Sephadex G-25. Se determinaron las cpm totales y TCA-

crecipitables presentes en cada fraccién (figura 12).
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FIGURA l1: Cinética de incorporacidn de dCTP -o3%p a ADN de

secuencias invertidas tumorales

1,3 ug de ADN tumoral reasociado a Cot = 4 x 10_3, cromatogra-
fiado en HAP, dializado y concentrado, fueron incubados en un volumen
final de 100 ul, en presencia de 100 uCi de dCTP - o 32p bajo condicio-
nes descriptas en II.3.9. Cada 30 minutos, se tomd una alicuota de a-
proximadamente 0,5 ul, la cual fue diluida en 100 ul de EDTA 0,2 M.

Se determinaron las cpm totales contenidas en 20 ul de la dilucidn.

La radiactividad 3cido insoluble fue cuantificada en 40 ul de la dilu-
cidn, precipitadas previamente con 2 ml de TCA 10%, agregando 50 ug de
ADN de salmdn para coprec1p1tar. El material &cido prec1p1table fue re-
tenido por filtracidn al vacio sobre filtros Mllllpore

El porcentaje de incorporacidn se expresd como

v - Cpm TCA-precipitables x 100

cpm totales x 2
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cPm/pl

X 103
16
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FIGURA 12: Perfil de elucidn en Sephadex G-25 correspondiente
a la marcacidn de secuencias invertidas tumorales
Finalizada la incubacidn de incorporacidn, la radioactividad
libre fue separada por cromatografia en columna de Sephadex G-25. La
elucidn se llevd a cabo con agua bidestilada est&ril, recogiéndose frac-
ciones de 180 ul. La radioactividad preseate en cada una de ellas fue

estimada cuantificando las cpm totales y TCA 10%-precipitables, rete-
nidas por filtracidén , en alicuotas correspondientes a 1 ul.

cpm totales
- - - - cpm TCA-precipitables

La A.E. obtenida fue de 9 x 10° cpm/ug de ADN,
Si bien el perfil obtenido (figura 12) no resultd
bien definido, se consideraron como cpm incorporadas, las

fracciones 8 a 14, las cuales fueron reunidas y reasociadas
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nuevamente a valor ECot = 4 x 107 °.

Se decidid detener la reaccidédn de reasociacidn por
digestidén de ADN monocatenario con nucleasa S1. Como esta
enzima hidroliza también ADN doble cadena cuando se halla
en exceso, se determinaron las condiciones Sptimas de diges-
tién en forma experimental.

Por este motivo, y asimismo, para proteger al ADN-
sonda de la accidn de nucleasas inespecificas contaminantes
durante la incubacidn, se estudid la relacidén de ADN de s5al-
mén/U.E. S, a ser incluida para la digestidn.

En primer término, se ensayd6 cuadl era la cantidad de
enzima tal que hidrolizara la menor cantidad de ADN-sonda
doble cadena y la mayor de simple cadena. Para ello, se rea-
lizaron digestiones paralelas de aproximadamente 10000 cpm
de sonda,desnaturalizada previamente o no, en presencia de
cantidad fija de ADN de salmdn desnaturalizado (20 ug/ensa-
yo) y cantidades crecientes de enzima. Las reacciones se
incubaron en condiciones salinas ya descriptas (II.3.6.4.)
en un volumen de 500 ul, a 45°C durante una hora. Se determi-
ndé luego en cada caso, el porcentaje de radiactividad &ci-
do insoluble remanente, obteniendo los resultados tabulados

a continuacién :
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Q

MUESTPA DE ADN y ¢ cpm .
RADIACTIVO +E. Sy TCA-insolubles PRECIPITACION
simple - - 10.785 100
cadena

simple 109 7.598 70
cadena

simple 500 1.862 17
cadena

simple 1.000 664 6
cadena

simple 2.000 550 5
cadena

doble

O er - - 10.657 100
doble

e era 100 8.419 78
doble 500 4.269 49
cadena

doble 1.000 3.527 33
cadena

doble

O er s 2.000 3.325 31

TABLA VI: Digestidn de ADN radiactivo en presencia de cantidades

crecientes de enzima

Alicuotas de aproximadamente 10.000 cpm de ADN marcado con32P,
previamente desnaturalizadas o no, fueron digeridas con cantidades cre-
cientes de S,. Las digestiones se realizaron en un volumen final de
500 ul, en presencia de 20 ug de ADN de salmdn desnaturalizado, en con-
diciones salinas especificadas er. I1.3.6.4., durante 1 hora a 45°C.

La reaccidn se detuvo enfriando a 0°C. El material resistente a la hi-
drdlisis fue precipitado con 2 ml de TCA 10% - 150 ug de ADN de timo
de ternera para coprecipitar, y retenido sobre membranas Millipore.

El porcentaje de precipitacidn fue referido al obtenido por incubacidn
en ausencia de enzima.
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De acuerdo con estos datos, con 1.000 unidades de
enzima se alcanzd un buen grado de hidrdlisis de ADN mono-
catenario, el cual practicamente se mantenia aln a concen-
tracién doble de enzima. Sin embargo, cerca de un 70% de
ADN bicatenario tambié&n era digerido.

Se ensay6 entonces si, en estas condiciones (10.0090
cpm, 20 ug de ADN de salmdn desnaturalizado, 1.900 unida-
des de enzima), la inclusidén de ADN de salmdn nativo era
capaz de proteger al ADN sonda bicatenario, como asi tam-
bién una menor temperatura de incubacidén. Con este fin, se
repitid el ensayo anterior en las condiciones mencionadas,
durante 2 horas a 37°C, en presencia de cantidades crecien-

tes de ADN de salmdn nativo (Tabla VII).

MUESTRA DE ADN U.E. ug ADN sal- cpm TCA- %
RADIACTIVO S1 moén nativo insolubles PRECIPITACION
simple cadena -- -- 9.716 100
simple cadena 1000 1 1.525 16
simple cadena 1000 2 1 126 12
simple cadena 1000 4 1.125 12

doble cadena -- -- 8.804 100

doble cadena 1000 1 3.815 43

doble cadena 1000 2 3.359 45

doble cadena 1600 4 3.852 43

TABLA VII: Digestidn de ADN radiactivo en presencia de cantida-

des crecientes de ADN de salmdn nativo.
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Alicuotas de aproximadamente 10.000 cpm de ADN radiactivo, pre-
viamente desnaturalizadas o no, fueron digeridas con 1000 U.E. de S,.
Las incubaciones se realizaron en un volumen final de 500 ul, en présen-
cia de 20 ug de ADN de salmdn desnaturalizado, y cantidades crecientes
de ADN de salmdn nativo, bajo condiciones salinas ya enunciadas, durante
2 horas a 37°C.

Las digestiones se detuvieron por enfriamiento a 0°C. El material
dcido insoluble fue cuantificado como se indicd en la Tabla VI, calculan-
dose el porcentaje de precipitacidn obtenido en cada caso.

Se concluyd que las condiciones dptimas serian aqué-
llas correspondientes a 1.000 unidades de enzima, 20 ug de
ADN de salmdén desnaturalizado y 1 ug de ADN de salmdn nativo

a 37°C durante 2 horas.

Se procedid entonces a reasociar el ADN sonda a

ECot = 4 x 1073

, en presencia de NaCl 0,2 M. Ello obedecid
a que el idén fosfato inhibe la actividad de la enzima S1.
La cantidad de ADN a emplear se estimd en 0,9 ug, el cual
se hallaba disuelto en aproximadamente 2,5 ml (volumen de
las fracciones 8 a 14 eluidas en Sephadex G-25). Se lo des-
naturalizd por calentamiento, y reasocid en un volumen fi-
nal de 2,6 ml durante 43 minutos (¥ = 1,22). La reaccidn se
detuvo por enfriamiento y agregado de nucleasa S1, en las
condiciones descriptas, para un volumen de 3 ml.

Se determind que la radiactividad TCA-insoluble re-
manente en una alicuota de 1 ul resultd del 80%.

El digerido fue cromatografiado en columna de HAP,

en condiciones habituales, monitoreando la elucidn por cuan-
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tificacidn de radiactividad presente en alicuotas de las
fracciones obtenidas. Sin embargo, los resultados indica-
ron que toda la radiactividad fue percolada con PB 0,12 M,
lo cual se debid probablemente a interferencia de algin com-
ponente de la mezcla de incubacidn con S1, con la capacidad
de unidén de la HAP. Se reunieron entonces todas las fraccio-
nes del percolado presentando radiactividad, las cuales

fueron dializadas.

2.1.4. Hibridacidn molecular de ADN en fase sdlida

32

a) Hibridacidn con sonda de ADN tumoral total-~""P

Los fragmentos de restriccidn obtenidos por digestidn
con Eco RI 6 Hae III transferidos a filtros de nitrocelulosa,
fueron hibridados con la sonda correspondiente a ADN tumo-
ral total. La reaccidén se 1llevd a cabo en presencia de dex-
trdn-sulfato 10% y 80 ug de ADN normal hombélogo no radiac-
tivo, cortado y desnaturalizado (II.3.11). La prehibridacién
e hibridacidn propiamente dicha se incubaron durante 23 y
24 horas respectivamente, a 42°C. Finalizada esta Gltima,
el filtro fue lavado y sometido a autorradiografia durante
4 dias a temperatura ambiente.

Las imagenes autorradiograficas se reproducen en

la figura 13.
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FIGURA 13: Hibridacidn molecular de fragmentos de restriccidn

de ADN normal y tumoral con ADN-sonda total

Alicuotas de 12 ug de ADN normal o tumoral fueron digeridas con
Eco RI 6 Hae III durante 1 hora a 37 °C en condiciones apropiadas
(IT1.3.3.2). Los fragmentos de restriccidn fueron resueltos por electro-
foresis en gel de agarosa 1,6%, transferidos a filtros de nitrocelulosa
e hibridados con sonda de ADN tumoral total (A.E.=4,9 x 106 cpm/ug ADN)
en presencia de dextran-sulfato 107 y 80 ug de ADN normal homblogo no
radiactivo, cortado y desnaturalizado. Los hibridos se detectaron por
autorradiografia (4 dias a temperatura ambiente)
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Carril 1: ADN tumoral digerido con Hae III

Carril 2: ADN normal digerido con Hae III
Carril 3: ADN tumoral digerido con Eco RI
Carril 4: ADN normal digerido con Eco RI

En los carriles 4 y 3, correspondientes a digeridos
de Eco RI de ADN normal y tumoral respectivamente, se obser-
van diferencias cuantitativas en el rango de segmentos de
muy alto peso molecular (el tamafio exacto de los mismos no
puede aseverarse, ya que el carril correspondiente al marca-
dor no fue correctamente resuelto en la electroforesis).

En la zona de fragmentos de tamafio intermedio, se vi-
sﬁa]iza una mayor intensidad radiactiva en ADN normal, no
presente en el caso de ADN neoplasico.

Entre los productos de digestidn con Hae III -carri-
les 1l y 2- es remarcable la similitud del patrdén obtenido
para ambos ADNs, pero resulta obvia una mayor intensidad en
la zona de muy elevado peso molecular del carril normal,
ocurriendo el caso inverso en la regidn de tamafio mediana-

mente alto e intermedio.

b) Hibridacidén molecular con sonda de secuencias

invertidas tumorales - 32P

Luego de realizada la primer autorradiografia, la
sonda radiactiva fue eliminada como se describiera en Méto-
dos (II.3.11.) El1 filtro fue luego preincubado 3,5 horas,

e hibridado con ADN-sonda de secuencias invertidas tumora-
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rales durante 23 horas, en presencia de dextran-sulfato 10%
y 100 ug de ADN normal hombélogo no radiactivo, cortado y
desnaturalizado, en condiciones idénticas a las anteriores.
Una vez lavado, fue expuesto a autorradiografia durante 19
dias a temperatura ambiente. La figura 14 ilustra los resul-

tados obtenidos.

FIGURA l4: Hibridacidn molecular de fragmentos de restriccidn

de ADN normal y tumoral con ADN-sonda de secuencias

invertidas
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Se reutilizd el filtro de nitrocelulosa al cual fuzron transfe-
ridos los fragmentos de restriccidn, empleado er la figura anterior. La
primera sonda fue eliminada por lavado del filtro en Tris-HC1 5 mM pH 8 -
EDTA 2 mM - pirofosfato de Na 0,05% - solucidon Denhart x 0,1 , durante
2 horas a 65°C, repitiendo la operacidn dos veces. Luego se procedid a
a preincubar e hibridar el filtro en condiciones habituales, con ADN -
sonda de secuencias invertidas tumorales (A.E. = 9 x 106 cpm/ug ADN) ,
en presencia de dextran-sulfato 10% y 100 ug de ADN normal homdlogo no
radiactivo, cortado mecanicamente y desnaturalizado, por 23 horas.

Una vez lavada la radiactividad no unida, el filtro fue secado y expues-—
to: a placa autorradiogridfica durante 19 dias a temperatura ambiente.
Carril 1:ADN tumoral digerido con Hae III

Carril 2:ADN normal digerido con Hae III

Carril 3:ADN tumoral digerido con Eco RI

Carril 4:ADN normal digeride con Eco RI

Nuevamente se revela un comportamiento diferencial
de hibridacidn de la sonda con ADN normal y tumoral, distin-
to a su vez, al obtenido con la sonda anterior.

En relacidén a los digeridos de Eco RI (carriles 3 y
4), existe mayor radiactividad en el carril perteneciente a
ADN normal, localizada principalmente en la regién de peso
molecular intermedio. Esto no ocurre en el carril 3, de ADN
neoplasico.

Los ADNs digeridos con Hae III sefialan tambié&n nota-
bles diferencias entre carriles correspondientes a segmentos
de restriccidén normales y tumorales. Entre estos Gltimos,
se observa una mayor hibridacidn de fragmentos intermedios

Y pequefios, con respecto a su contraparte normal.
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IITA.2.2. Segunda serie de ensayos

Se realizd basicamente sobre el esquema de la anterior

serie de ensayos, de acuerdo al siguiente disefio experimental:

ADN mamario ADN mamario de ADN de metasta-
normal ____1 i__—carcinoma lrio. sis en epipldm
Digestidn con Corte mecanico
enzimas de v v
restriccidn Fragmentos Fragmentos
de 2 Kbp de 6 Kbp
Corte-
Electroforesis traduc- v v
cion -Reasoc. a -Reasoc. a
ECot=4x10"3 ECot=100
—Cromatog. -Cromatog.
Transferencia Sonda en HAP en
a nitrocelulosa ADN- |
total ;s 1. SS DS SS
tumorales
Hibridacidn .
; . Electroforesis
molecular X
Preparativa
Corte-tra-
Autorradiografia duccidn ¢ AR
(Fig. 19) Fragmentos  Fragmentos
300 bp 4 Xbp
Sonda S.I.
., Hibridacion Corte-
molecular traduccidn
Autorradiografia Y v
(Fig 20) Sonda Sonda
300 bp 4 Kbp
. Hibridacidn ‘
7~ molecular
Autorradiografia
(Fig. 21)
Hibridacion

> molecular < '

7

Autorradiografia (Fig. 22)

FIGURA 15: Esquema de trabajo
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Las diferencias con respecto a la anterior serie de
ensayos residen en que se transfirieron a nitrocelulosa los
patrones de restriccidn obtenidos por digestidén con 6 endo-
nucleasas, sin previo fraccionamiento mecadnico. Por otra par-
te, se emplearon 4 ADN-sonda. Aquéllos correspondientes a se-
cuencias totales e invertidas fueron homdlogos. Otras dos
sondas utilizadas fueron de origen heterdlogo, es decir pro-
venian de una paciente diferente de aquélla cuyas biopsias
fueron empleadas para obtener ADN restringido por endonucle-
asas: De una metastasis en epipldén de carcinoma mamario, se
purificé ADN para ser reasociado a ECot = 100, seleccionando
entre los segmentos reasociados a los que se encontraban en

forma mayoritaria. Estos presentaron un -:amafio de 300 y

4.000 bp.

IITIA.2.2.1, Purificacidn de ADN

El1 ADN normal y los dos ADNs neoplasicos utilizados
en el presente estudio, se purificaron a partir de nficleos,

seglin el procedimientc indicado en II.3.2.2.

IITA.2.2.2. Obtencidn de fragmentos de restriccidn normales y

tumorales - Transferencia a filtros de nitrocelulosa.

ADNs normal y carciromatoso purificados de un par de
biopsias mamarias de la misma paciente, fueron digeridos en
idénticas condiciones: Alicuotas correspondientes a 54 ug

de cada muestra fueron incubadas con las siguientes endonu-
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cleasas alternativamente: Eco RI - Hae III - Hind IIT -
Sma I - Pst I - Xba I.

Las condiciones salinas utilizadas en cada caso se
detallaron en Métodos (II.3.3.2.).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final
de 60 ul, en presencia de 0,2 U.E./ug ADN durante 16 horas
a 37°C (aproximadamente 2,5 veces en exceso con respecto a
lo recomendado por los proveedores para digerir totalmente
ADN de fago lambda o piismido pBR322).

Alicuotas de 7 ug de cada digerido fueron resueltas
por electroforesis en geles de agarosa 1,3%, repitiendose
esta operacidn por cuadruplicado. Finalizada la corrida elec-
troforética, los fragmentos contenidos en cada gel fueron
transferidos a sendos filtros de nitrato de celulosa, duran-

te 36 horas como minimo (II.3.7.)

2.2.3. Obtencidn de ADN-sondas neoplasicos

ADN purificado del carcinoma primario mencionado en
el punto anterior, como asi también de metidstasis en epipldn
de diferente paciente, fueron cortados mecanicamente como se
indicd en Métodos (II.3.3.1.) hasta 2 y 6 Kbp respectivamente.

Aproximadamente 450 ug del primero se reasociaron en

sucesivas alicuotas a Cot = 4 x 10-3

en PB 0,12 M (+ = 1)
a 60°C, durante 10 segundos. Las secuencias invertidas re-
sultantes fueron purificadas por cromatcgrafia en columna de

HAP, obteniéndose el siguiente perfil de eluciédn:
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FIGURA 16: Perfil de elucidn de HAP correspondiente a secuencias

invertidas de ADN de carcinoma primario

450 ug de ADN purificado de carcinoma primario, cortados meca-
nicamente hasta segmentos de 2 Kbp, se reasociaron a Cot = 4 x 10-3.
Los segmentos doble cadena fueron cromatografiados en columna de HAP.
El material percolado con PB 0,12 M fue recogido en una primera frac-
cidon de 6 ml, y los sucesivos lavados con igual fuerza idnica, en
fracciones de 0,8 ml hasta obtener Ajgg nula. La elucidn de ADN doble -
catenario se realizd con PB 0,4 M, el cual fue recolectado en fracciones
de 0,8 ml.

La flecha indica el comienzo de la elucidn.
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El ADN correspondiente a secuencias invertidas fue
estimado en 55 ug (12% aproximadamente). Las fracciones 6
a 8 fueron reunidas, dializadas y digeridas con nucleasa S1

en condiciones habituales (II.3.6.4.).

Por otra parte, ADN purificado & partir de metastasis
en epipldén, ( cortado mecanicamente hasta segmentos de 6 Kbp)
fue reasociado a valor ECot = 100. La incubacidén se realizd

en NaCl 0,18 M (¥ = 1) a 60°C durante 3,2 horas (A = 62,5).

260
Una vez finalizada, se diluyd la muestra, digeriendo los
segmentos no reasociados con nucleasa S?' E1 ADN doblecate-
nario se purificd por cromatografia en columna de HAP. El
perfil de elucidén obtenido se muestra en la figura 17.

La fraccidn reasociada se estimd aproximadamente en
2 mg, correspondiendo al 15% del total. Este valor fue in-
ferior al esperado. Sin embargo, teniendo en cuenta que la
Tecuperacidn total de la cromatografia resultd ser sblo del
60% (probablemente debido a interferencia de compuestos pre-
sentes en la incubacidn con S1), se considerd aceptable el
porcentaje reasociado.

Las fracciones eluidas con PB 0,4 M que presentaron
A260’ fueron reunidas, dializadas y precipitadas dos veces

con etanol. Finalmente se resuspendieron en Tris-HC] 50 mM

pH 8,2 - EDTA S mM - glicerol 10%.
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FIGURA 17: Perfil de elucidn en columna de HAP de secuencias
repetitivas de ADN purificado de metastasis en epi-

plén.

Aproximadamente 15 mg de ADN purificado de metdstasis en epipldm
fueron reasociados a ECot = 100 y digeridos con nucleasa S,. Los segmen-
tos doble cadena fueron purificados por cromatografia en columna de HAP.
El material percolado con PB 0,12 M fue colectado en una primera fraccidn
de 33 ml, y los sucesivos lavados con la misma fuerza idnica en fraccio-
nes de 4 ml, hasta obtener Argo despreciable. E1l ADN doblecatenario se
eluyd con PB 0,4 M, recogiéndose en fracciones de 4 ml.

La flecha indica el comienzo de la elucidn.
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Se estudid la distribucidén de tamafio de una alicuota
de los fragmentos reasociados, por electroforesis en gel de
agarosa 3%. La imagen obtenida por tincidén de dicho gel con
bromuro de etidio, mostrd la existencia de dos bandas mayo-
ritarias, correspondientes a segmentos de 4.000 y 300 bp.

De acuerdo a estos resultados, se practicd una electrofore-
sis preparativa en condiciones idénticas a las anteriores.
Los fragmentos de 4.000 y 300 bp se eluycron del gel como
se indicara en II.3.5.

0,1 ug de ADN total y secuencias invertidas del car-
cinoma primario, como también de las fracciones de 4.000 y
300 bp repetitvas de ADN metastasico, fueron marcados por
el método de corte-traduccidon (II.3.9.). Las incubaciones se
realizaron en un volum=n final de 10 ul, en presencia de
85 uCi de dCTP-o& 5°P A.E. 4.200 Ci/mmol, durante 1 hora.

La radiactividad no incorporada fue eliminada por
cromatografia en columna de Sephadex G-50. Los perfiles de
elucidn obtenidos se ilustran en la figura 18.

Los porcentajes de incorporacidén fueron de 46%, 56%,
33% y 32%, mientras que las actividades especificas alcanza-
ron valores de 3,4 x 108 cpm/ug ADN, 5,5 x 107 cpm/ug ADN,
2,4 x 108 cpm/ug ADN y 2,45 x 108 cpm/ug ADN para secuencias
totales, invertidas, repetitivas de 4.000 bp y repetitivas

de 300 bp respectivamente.
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FIGURA 18: Perfil de elucidn en Sephadex G-50 de secuencias

totales, invertidas, repetitivas de 4000 bp y 300 bp.
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0,1 ug de ADN total y de secuencias invertidas purificados de
carcinoma primario homdlogo, y de secuencias repetitivas de 4000 y 300 bp
purificados de metidstasis en epipldn heterdloga, fueron marcados radiac-
tivamente como se describid em II.3.9. El1 volumen final de incubacidn
fue de 10 ul en todos los casos, conteniendo 85 uCi de dcTpP-o32p
(A.E. = 4.200 Ci/mmol). Luego de 1 hora aproximadamente, la reaccidn se
detuvo por agregado de EDTA 0,2 M y un vol. de IAC. Para eliminar la
radiactividad no incorporada, la fase acuosa fue sembrada sobre colum-
na de Sephadex G-50. La elucidn se llevd a cabo con agua bidestilada es-—
téril, colectandose fracciones de 1 ml. La radiactividad presente en ca-
da una fue determinada por cuantificacidn de las cpm correspondientes a
alicuotas de 1 ul.

Panel A: ADN total

Panel B: Secuencias Invertidas
Panel C: Secuencias repetitivas de 4000 bp
Panel D: Secuencias repetitivas de 300 bp.

2.2.4. Hibridacidn molecular de ADN en fase sdlida

Los ADN-sonda fueron hibridados con fragmentos de
restriccidén transferidos a filtros de nitrocelulosa como se
describiera en IIIA.2.2.2.

Las prehibridaciones se llevaron a cabo durante 2 ho-
ras aproximadamente, y las hibridaciones propiamente dichas
durante 18 horas. En este caso se real’ zaron en ausencia
de dextran-sulfato, incluyendo 35 ug de ADN normal no rediac-
tivo, previamente cortado y desnaturalizado.

Los hibridos formados fueron expuestos a placas au-
torradiograficas durante 10 dias, en presencia de pantallas
intensificadoras.

A continuacién se reproducen las imigenes resultan-

tes:



FIGURA 19: Hibridacidn de ADN-sonda tumoral total homdlogo con

fragmentos de restriccidn de ADN normal y tumoral

ADNs purificados de tejido mamario tumoral y normal fueron di-
geridos alternativamente con Hind III, Eco RI, Sma I, Pst I y Xba I
(0,2 U.E./ug ADN durante 16 horas en condiciones descriptas en II1.3.2.2.)

7 ug de cada digerido fueron resueltos por electroforesis en gel
de agarosa 1,3%, y transferidos a filtros de nitrocelulosa. Los fragmen-
tos de restriccidn fueron hibridados conm ADN tumoral total homdlogo mar-
cado con 32P (A.E. = 3,4 x 108 cpm/ug ADN), en ausencia de dextran-sulfa-
to, incluyendo 35 ug de ADN normal no radiactivo, cortado y desnaturali-
zado.
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Los hibridos fueron detectados por autorradiografia en presen-—
cia de pantalla intensificadora, durante 10 dias.
Carriles 1 y 2: Digeridos con Hind III
Carriles 3 y 4: Digeridos -on Eco RI
Carriles 5 y 6: Digeridos con Sma 1
Carriles 7 y 8: Digeridos con Pst I
Carriles 9 y 10: Digeridos con Xba I

Los carriles impares corresponden a fragmentos de ADN provenien-
te de tejido peritumoral normal, y los carriles pares , a fragmentos de
ADN proveniente de tejido carcinomatoso.

A la derecha de la figura se indica la posicidn de segmentos
utilizados como marcadores de tamafio molecular (ADN de fago lambda di-
gerido con Hind III) de 23 - 9,46 - 6,61 - 4,26 - 2,26 y 1,98 Kbp, de
arriba hacia abajo respectivamente.

Fxisten marcadas diferencias en la distribucidn del
ADN-sonda, comnarando los carriles correspondientes a ADN
neoplasicos en relacidn con su contraparte normal.

En los digeridos de la enzima Hind III, existe mayor
reasociacidén con ADN normal en la zona de alto peso molecular
(carril 1).

Cuando los ADN son digeridos con Eco RI, la mayor
densidad de 1a marca corresponde a la regidon de mediano y
alto tamafo molecular del carril tumoral (4) en comparacidn
con el carril normal (3). En la zona de fragmentos pequefios
ocurre lo inverso, aunque se evidencia con menor intensidad.

Existe una mayor afinidad del ADN-sonda en la zona de
muy elevado peso molecular, en los digeridos normales de
Sma I, Pst I y Xba I (carriles 5, 7 y 9)en comparacién con
los neoplasicos (carriles 6, 8 y 10), siendo este fendmeno

mas notorio para la primer enzima mencionada.
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FIGURA 20: Hibridacidn de ADN-sonda de secuencias invertidas
tumorales homblogas con fragmentos de restriccidm

de ADN normal y tumoral
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ADNs purificados de tejido mamario tumoral y normal fueron di-
geridos alternativamente con las endonucleasas Eco RI o Sma I (0,2 U.E./
mg ADN durante 16 horas segin se cefald en 11.3.2.2)

7 ug de cada digerido fueron resueltos por electroforesis en
gel de agarosa 1,37 y transferidos a filtro de nitrocelulosa.

Los fragmentos de restriccidn fueron_hibridados con secuencias
invertidas tumorales homdlogas marcadas con 32p (A.E. = 5,5 x 10’ cpm/ug
ADN) en ausencia de dextran-sulfato, incluyendo 35 ug aproximadamente
de ADN normal no radiactivo, cortado y desnaturalizado.

Los hibridos fueron detectados por autorradiografia en presencia
de pantalla intensificadora durante 10 dias.

Carriles 1 y 2: Digeridos con Eco RI
Carriles 3 y 4: Digeridos con Sma I

Los carriles impares corresponden a fragmentos de ADN provenien-
tes de tejido normal, y los carriles pares, a fragmentos de ADN purifi-
cado de tejido normal.

A la derecha de la figura se indica la posicidn de los segmentos
marcadores de tamafio molecular (ADN de fago lambda digerido con Hind III)
de 23 - 9,46 - 6,61 - 4,26 - 2,26 y 1,98 Kbp, de arriba hacia abajo res-
pectivamente.

Se destaca un discreto incremento en la retencidn es-
pecifica del ADN-sonda por parte de fragmentos de ADN neo-
plasico, comprendidos entre 20 y 4 Kbp aproximadamente, res-
pecto de su contraparte normal, en los digeridos de ambas
enzimas.

Es remarcable la presencia d= una banda mayoritaria
de elevado peso molecular, en el carril 3, correspondiente
a ADN normal digerido zon Sma I, en forma similar a lo ob-

servado en la figura anterior.
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FIGURA 21: Hibriaacidn de ADN-sonda de secuencias repetitivas

tumorales heterdlogas de 300 bp, con fragmentos de

restriccidn de ADN normal y tumoral.
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ADN obtenido de metdstasis humana en epipldon de carcinoma mama-
rio, fue reasociado a ECot == 100. Los segmentos reasociados de 300 bp
de longitud fueron purificados por electroforesis preparativa en agaro-
sa 3%, y marcados con ““P por el método de corte-traduccidn (A.E. =
2,4 x 108 cpm/ug ADN). Dichos segmentos se hibridaron con ADNs purifi-
cados de un par de biopsias mamarias humanas, normal y carcinomatosa,
los cuales fueron digeridos por enzimas de restriccidn y transferidos
a nitrocelulosa, como se indicd en la figura 19.

Carriles 1 y 2: ADNs digeridos cor. Hae III
Carriles 3 y 4: ADNs digeridos con Hind III
Carriles 5 y 6: ADNs digeridos con Eco RI
Carriles 7 y 8: ADNs digeridos con Sma I
Carriles 9 y 10: ADNs digeridos con Pst I
Carriles 11 y 12: ADNs digeridos con Xba I

Los carriles pares corresponden a fragmentos provenientes de te-
jido normal, y los carriles impares a fragmentos purificados de carcino-
ma primario.

A la derecha de la figura se indica la posicidn de segmentos
marcadores de tamaifio molecular (ADN de fago lambda digerido con Hind III)
de 23 - 9,46 - 6,61 - 4,26 - 2,26 y 1,98 Kbp, de arriba hacia abajo res-
pectivamente.

En este caso, no se visualizan mayores diferencias
en el patrdn de distribucidén del ADN-sonda heterdlogo al
comparar los carriles correspondientes a ADN normal y tumo-
ral, aln en la zona de elevado peso molecular del digerido
rormal] de Sma I (carril 8)

Puede observarse Unicamente una marcada ausencia
de material hibridable, comprendida entre 700 y 900 bp , en
el carril correspondiente a ADN tumoral digerido con Hae III

(carril 1), lo cual no ocurre en su contraparte normal (ca-

rril 2 ).



FIGURA 22: Hibridacidn de ADN-sonda de secuencias repetitivas
tumorales heterdlogas de 4000 bp, con fragmentos de

restriccidon de ADN normal y tumoral.



ADN obtenido de metidstasis en epipldn de carcinoma primario ma-
mario, fue reasociado a ECot = 100. Los segmentos reasociados de 4000 bp
de longitud se purificaggn por electroforesis preparativa en gel de aga-
rosa 3%, y marcaron con”“P por el método de corte-traduccidn (A.E. =
2,4 x 108 cpm/ug ADN). Dichos segmentos se hibridaron con fragmentos de
restriccidn de ADN normal y carcinomatoso proveniente de un par de biop-
sias homdlogas, los cuales fueron previamente transferidos a nitrocelu-
losa como se indicd en la figura 19.

Carriles 1 y 2: ADNs digeridos con Xba I
Carriles 3 y 4: ADNs digeridos con Pst I
Carriles 5 y 6: ADNs digeridos con Sma I
Carriles 7 y 8: ADNs digeridos con Eco RI
Carriles 9 y 10: ADNs digeridos con Hind III

Los carriles impares corresponden a fragmentos nrovenientes
tejido normal, mientras que los Ppares corresponden a fragmentos puri-
ficados de carcinoma mamario primario.

A la derecha de la figura se indica la posicidn de segmentos
marcadores de tamano molecular (ADN de fago lambda digerido con Hind III)
de 23 - 9,46 - 6,61 - 4,26 - 2,26 y 1,98 Kbp, de arriba hacia abajo, res-
pectivamente.

Nuevamente, las diferencias entre el comportamiento
de hibridacidn de ANN normal y tumoral no son muy evidentes.

Cabe mencionar solamente, la presencia de menor in-
tensidad en la banda correspondiente a 1,9 Kbp aproximada-
mente en el digerido normal de Hind III (carril 9), no apa-
rente en el neoplasico (carril 10).

Por otra parte, la banda mayoritaria de alto peso
molecular en el digerido normal de Sma I (carril 5) de las

figuras 19 y 20 se halla notablemente disminuida.
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ITIB. ESTUDIO SOBPE METILACION DE CITOSINA EN ADNs PROVENIENTES DE

CELULAS MAMARIAS HUMANAS NORMALES Y NEOPLASICAS

Los resultados obtenidos en las figuras 19 y 20, con
respecto a los digeridos de Sma I, sugieren la posibilidad
de una metilacidén disminuida en ADN tumoral. Esta suposicidn
se basa en el hecho que la enzima no actiia cuando la citosi-
na interna de su secuencia de reconocimiento y corte
(C-C-C G-G-G) se halla metilada. Como ya se seflalara, es
justamente en el dinucledtido C-G el caso mas frecuente de
ocurrencia de metilacidén. Sin embargo, no se puede descartar
que las diferencias encontradas se deban a un cambio en el
ADN gendémico incluido en dicha secuencia, y no a la modifi-
cacidén por metilacidén de una de sus bases, o a ambos fenéme-
nos en forma simultinea.

Es asi que se orientd el presente estudio, a la bids-
queda de diferencias en la metilacidn de ADN de cé&lulas neo-
plédsicas mamarias humanas, en relacidn con las normales, ya
sea a nivel del patrdén de distribucidn de las citosinas me-

tiladas, como en su contenido porcentual.

ITIB.1. ESTUDIO SOBRE DIFERENCIAS EN LOS PATRONES DE
DISTRIBUCION DE 5mC

En este caso, se analizaron los patrones de restric-

cidn obtenidos por d:.¢=stidn de ADNs mamarios humanos nor-
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males y neoplasicos con las enzipas I'pa II v Msp I (II.1.)

Los fragmentos fueron resueltos por electroforesis en
geles de agarosa. Lstos fueron tefiidos con bromuro de eti-
dio, fotografiados y sus negativos sujetos a densitometria.

Alternativamente, los fragmentos de restriccidn fueron

transferidos a filtros de nitrocelulosa, hibridados con ADN-
sonda tumoral y autorradiografiados, sometiendo la placa ob-
tenida a densitometria.

En ambos casos, la comparacidén de los densitogramas
permitié el estudio de los patrones de metilacidn de 1las

muestras empleadas.

ITIB.1.1. Primera serie de ensayos

ITIB.1.1.1. Purificacidén de ADN

Se purificd ADN de un par de biopsias de carcinoma
mamario humano y tejido peritumoral normal, provenientes de
la misma paciente, como asi también de la linea celular T47D,
de acuerdo al mé&todo enunciado en II.3.2.2. La integridad

del ADN fue monitoreada por electroforesis, mostrando ser

mayor de 23 Kbp en todos los casos.

ITIB.1.1.2. Obtencidén de patrones de restriccidn

8 ug de cada ADN fueron digeridos en idénticas condi-
ciones con Hpa II o Msp I. Las incubaciones se realizaron

durante 20 horas en presencia de 1 U.E./ug ADN, y 20 horas
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adicionales en presencia de 2 U.E./ug ADN, en concentra-
ciones salinas indicadas en I1I.3.3.2.

Alicuotas de cada muestra tomadas a las 20 y 40 ho-
ras de incubacidn, analizadas por electroforesis en geles
de agarosa 1%, mostravon idéntico grado de digestidn, por
lo cual se considerd gquc fue completa. Por otra parte, se
descartd la presencia de inhibidores de la enzima, por la
total digestidn de ADN de fago lambda luego de incubarlo
con alicuotas de la mezcla de reaccidn durante 2 horas a 37°C.

2,2 ug de cada ADN digerido fueron resueltos por elec-
troforesis en gel de agarosa 0,8% a 85 V durante 2,5 horas.
El gel fue luego tefiido con bromuro de etidio durante 15 mi-
nutos, destefiido durante igual periodo con agua bidestilada,
y fotografiado bajo luz UV.

La imagen obtenida se ilustra en la figura 23.

1.1.3. Analisis densitométrico de los patrones de restric-

cidn

Las diferencias entre los patrones de restriccidn
obtenidos fueron estudiadas por analisis comparativo de sus
perfiles densitométricos.

En la figura 24 puede observarse la comparacidn de

los patrones de cada muestra digerida con Hpa II o Msp I.
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FIGURA 23: Electroforesis de fragmentos de restriccidén de Hpa II
y Msp I de ADNs provenientes de células mamarias hu-

manas normales y neoplasicas.

2,2 ug de ADN de alto peso molecular (> 23 Kbp) de cada muestra
fueron digeridos con 25 excesos de Hpa II o Msp I bajo condiciones apro-
piadas (1I.3.2.2.) durante 40 horas. Los fragmentos obtenidos fueron so-
metidos a electroforesis en gel de agarosa 0,8%, el cual fue tefiido con
bromurc de etidio y fotografiado bajo luz UV.

Carriles 1 y 4: ADN de tejido normal
Carriles 2 y 5: ADN de carcinoma
Carriles 3 y 6: ADN de T47D

Los carriles 1 a 3 corresponden a digerides de Hpa II, v los
carriles 4 a 6, a digeridos de Msp I.
Carril M: Fragmentos marcadores de tamaiio molecular de 23 - 9,46 - 6,61 -
4,26 - 2,26 y 1,98 Kbp, de arriba hacia abajo respectivamente.
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FIGURA 24: An3lisis comparativo de los densitogramas correspon-

dientes a digeridos de Hpa II Msp I de la figura 23.

Los negativos de cada carril de la figura 23 fueron analizados
por densitometria a 590 nm.
Panel A : ADN de tejido normal
Panel B : ADN de carcinoma
Panel C : ADN de T47D

Digeridos de Hpa II - - - — Digeridos de Mspl

Las unidades de intensidad de absorbancia son arbitrarias.

La escala superior corresponde a la migracidn, expresada en cm.

La escala inferior indica la posicidn de los fragmentos marcadores
de tamafio molecular empleados en la figura 23.
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En los paneles A, By C se visualiza un aumento de
especies moleculares de elevado peso molecular de los tra-
zados correspondientes a Hpa II (linea llena) en relacidn a
los de Msp I (linea cortada). Lo inverso ocurre en la zona
perteneciente a fragmentos menores de 4 Kbp aproximadamente.

Como ya se mencionara, las dos e¢ndonucleasas recono-
cen la misma secuencia y sitio de corte, pero Hpa II no es
capaz de clivar si ésta se halla metilada en su citosina
interna, mientras que Msp I no lo hace si la externa esta
metilada. Como la mavyoria de SmC ocurre en el dinucledtido
C-G, se concluye que aquéllas especies de alto peso molecu-
lar aumentadas en los trazados de Hpa II,corresponden a seg-
mentos conteniendo internamente la secuencia C-5mC-G-G.
Concomitantemente , las especies de bajo peso molecular,
incrementadas en los trazados de Msp I, corresponderian a
los mismos segmentos, que han sido clivados por esta enzima
hasta un tamafio menor.

Para determinar si los ADNs provenientes de tejido
mamario normal y tumoral exhiben un patrdén de metilacidn
diferente, se compararon las graficas densitométricas de
sus digeridos con Hpa II y Msp I, como se indica en la fi-

gura 25 (paneles A y B respectivamente).
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FIGURA 25: Analisis comparativo de los densitogramas correspon-
dientes a digeridos normales, tumorales de la linea

celular T47D de la figura 23

Los negativos correspondientes a cada carril de la figura 23
fueron analizados por densitometria a 590 nm
Panel A: ADNs normal y tumoral digeridos con Hpa II
Panel B: ADNs normal y tumoral digeridos con Msp I
Panel C: ADNs tumoral y de T47D digeridos con Hpa II
Panel D: ADNs tumoral y de T47D digeridos con Msp I

— — — ADN de tejido normal; —— ADN de tejido tumoral; .-..-ADN de T47D

Las unidades de intensidad de absorbancia son arbitrarias.

La escala superior corresponde a la migracidn, expresada en cm.

La escala inferior indica la posicidn de los fragmentos marca-
dores de tamano molecular empleados en la figura 23.
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Se observa un aumento de la intensidad en la regidn
de alto peso molecular, acompafiado de una discreta disminu-
cidén en la zona de tamafio menor en el trazado normal de Hna
II. Las especies presentes en el primer rango fueron iden-
tificadas como aquéllas conteniendo 5mC en su secuencia.
Por 1o tanto se puede inferir que se hallan presentes en
mayor proporcidén en tejido normal que en carcinoma. En otras
palabras, el tejido ncrmal contendria ADN hipermetilado en
relacidén al provenient: de carcinoma.

Se investigd a continuacién si el patrdn de metila-
cidén diferencial de ADN tumoral se encontraba también en
la 1inea celular T47D, derivada de un carcinoma mamario hu-
mano.

La comparacidn de los perfiles de Hpa II de ADN de
tejido tumoral y de la linea T47D indicarian que éste Qlti-
mo se halla alGn mas hipometilado , puesto que su trazado
es inferior en la zona correspondiente a fragmentos de

elevado tama®o molecular (figura 25, panel C).

ITIB.1.2. Segunda serie de ensayos

ITIB.1.2.1. Purificacidén de ADN

En esta serie de ensayos se empled otro par de biop-
sias mamarias humanas, tumoral y peritumoral de una misma
paciente, y cé&lulas T47D, purificando su ADN a partir de

nticleos (I1I1.3.2.2.).
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Nuevamente, se verificd por electroforesis en gel de
agarosa, que el material obtenido fuera de elevado peso mo-

lecular (> 23 Kbp), obteniendo resultados satisfactorios.

1.2.2. Obtencidén de patrones de restriccidn - Transferencia

a filtros de nitrocelulosa

7 ug de cada muestra de ADN fueron digeridos con
Hpa II o Msp I, como se indicbé en 1a anterior serie de en-
sayos. Realizando los controles mencionados en el mismo pun-
to, se asegurd la ausencia de inhibidores enzimaticos y la
completa digestidn de los ADNs.

Finalizada la incubacidn, alicuotas correspondientes
a 2,3 ug de cada ADN digerido fueron sometidas a electroforesis

en gel de agarosa 0,8%, durante 4 horas a 80 V.

Los fragmentos resueltos fueron transferidos a filtros

de nitrocelulosa durante 36 horas.

1.2.3. Obtencidn de ADN-sonda tumoral

ADN tumoral homdélogo de alto peso molecular fue mar-

cado con 52

P mediante el método de corte-traduccidn (II1.3.9.)
0,26 ug se incubaron en un volumen final de 20 ul en presen-
cia de 85 uCi de dGTP - ©C32p (A.E. = 2.500 Ci/mmol) duran-
te 45 minutos.

La radiactividad libre fue eliminada por cromatogra-

fia en columna de Sephadex G-25, obteniéndose el siguiente

perfil de elucidn:
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FIGURA 26: Perfil de elucidn en columna de Sephadex G-25
Finalizada la incubacidn de incorporacidn de dGTP—L(32P a
ADN tumoral total, la radiactividad incorporada fue separada de la 1li-
bre por cromatografia en columna de Sephadex G-25. La elucidn se lle-
vd a cabo con agua bidestilada estéril, recogiéndose fracciones de 0,5 ml
La radiactividad presente en cada una de ellas fue estimada por cuanti-
ficacidn de alicuotas correspondientes a 1 ul.

Las fracciones 5 a 9 fueron reunidas, estimandose
la incorporacién en 17%, y la actividad especifica alcanzada

en 2,3 x 108 cpm/ug ADN.
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IIIB.1.2.4. Deteccidén de patrones de restriccidn transferidos a

nitrocelulosa por hibridacidén con sonda de ADN tumoral

Los fragmentos de restriccidén obtenidos por digestidn
de ADNs normal y tumoral con Hpa II y Msp I fueron transfe-
ridos a filtros de nitrocelulosa e hibridados con ADN-sonda
tumoral.

La preincubacidén se realizd durante 2 horas, y la
hibridacidén durante 40 horas, omitiendo la presencia de
dextran sulfato y de ADN normal frio.

Concluida la incubacidn, el filtro fue lavado para
eliminar la radiactividad no unida especificamente, y expues-
to a una placa autorradiografica durante 10 horas en presen-
cia de pantallas intensificadoras.

La figura 27 reproduce la imagen ubtenida.

ITIB.1.2.5. Estudio comparativo de los patrones de restriccidn

La impresidn autorradiogriafica de cada digerido hi-
bridado con el ADN-sonda tumoral fue sometido a densitome-
tria a 590 nm. De esta manera se realizd el estudio compa-
rativo de los resultados obtenidos en la figura 27.

En primer término, se compararon los trazados de
los digeridos de Hpa Il y Msp I, con el fin de identificar
las especies moleculares conteniendo la mayor proporcidn de
secuencias C-5mC-G-G, para cada muestra empleada (figura

28).



FIGURA 27: Hibridacidn de ADN-sonda tumoral con fragmentos:'de
restriccidn de ADN purificados de c&lulas mamarias
humanas normales y neoplasicas, digeridos con Hpa II

o Msp I.

1,4 ug de ADN de alto peso molecular ( > 23 Kbp) de cada muestra
fueron digeridos con 25 excesos de Hpa II o Msp I bajo condiciones apro-
piadas (II.3.2.2.) durante 40 horas. Los fragmentos obtenidos fueron re-
sueltos por electroforesics en gel de agarosa 8%, transferidos a filtros
de nitrocelulosa e hibridados con ADN-sonda tumoral durante 40 horas.
Los hibridos se detectaron por autorradiografia en presencia de panta-
llas intensificadoras durante 10 horas.

Carriles 1 y 4: ADN normal; Carriles 2 y 5: ADN tumoral; Carriles 3 y 6:
ADN de T47D. Los carriles 1 a 3 corresponden a digeridos con Hpa II,
y los carriles 4 a 6, a digeridos con Msp I.

A la derecha, se indica la posicidn de los marcadores de tamafio
molecular de 23 -~ 9,46 - 6,61 - 4,26 - 2,26 y 1,98 Kbp de arrriba hacia
abajo, respectivamente.
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FIGURA 28: AnZlisis comparativo de los densitogramas correspon-

dientes a digeridos de Hpa II y Msp I de la figura 27

Cada carril de la placa autorradiogrifica de la figura 27 fue
analizado por densitometria a 590 nm.
Panel A: ADN de tejido normal
Panel B: ADN de tejido tumoral
Panel C: ADN de T47D

Digeridos de Hpa II; - - - - Digeridos de Msp I
Las unidades de intensidad de absorbancia son arbitrarias.
La escala superior corresponde a la migracidn, expresada en cm.
La escala inferior indica la posicidn de los fragmentos marca-
dores de tamafio molecular empleados en la figura 27.
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Como en la anterior serie de ensayos, el anilisis de
estas graficas permite establecer que la intensidad mayor en
la repidn de alto peso molecular. en el t:~azado correspon-
diente a Hpa II (linea llena) cecn resnecto al de Msp I (1i-
nea cortada), representa la principal poblacidén de especies
que contienen internamente la secuencia C-5mC-G-G. Esto con-
cuerda con la mayor absorbancia en la zona de tamafio mole-
cular mas pequefio de los trazados de Msp I, como se descri-
bid en el caso anterior.

A su vez, el estudio comparativo de los trazados nor-
mal y tumoral indica que la poblacidn sefialada como rica en
fragmentos con C-5mC-G-G se halla aumentada en ADN normal
(figura 29, panel A)

Por otra parte, la comparacidn de los perfiles corres-
pondientes a ADN de tejido carcinomatoso y de la linea ce-
Jular T47D (figura 29, panel C), muestra que Hpa II cliva a
este Gltimo en fragmentos de menor longitud que al primero.
Ello se deduce del corrimiento observado en el trazado de
T47D hacia la derecha, o frente de corrida electroforética.
En otros términos, la linea celular posee mds sitios C-C-G-G
cuyas citosinas internas no se hallan metiladas.

Nuevamente se evidencia que 21 ADN tumoral se halla
hipometilado con respecto al normal, mientras que el prove-
niente de la linea T47D se halla alin mi4s hipometilado que

el primero.
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FIGURA 29: An3alisis comparativo de los densitogramas correspon-

dientes a digeridos normales, tumorales y de la 1i-

nea celular T47D de la figura 27

Cada carril de la placa autorradiogrdfica de la figura 27 fue
analizado por densitometria a 590 nm.

Panel A: ADNs normal y tumoral digeridos con Hpa II
Panel B: ADNs normal y tumoral digeridos con Msp I

Panel C: ADNs tumoral y de T47D digeridos con Hpa II
Panel D: ADNs tumoral y de T47D digeridos con Msp I.

— - - ADN de tejido normal; ADN de tejido tumoral; ----- ADN de T47D

Las unidades de intensidad de absorbancia son arbitrarias.
La escala superior corresponde a la migracidmn, expresada en cm.

La escala inferior indica la posicidn de los fragmentos marca-
dores de tamafio molecular empleados en la figura 27.
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IIIB.2. ESTUDIO SOBRE DIFERENCIAS EN EL CONTENIDO RELATIVO DE
5mC EN ADNs PROVENIENTES DE CELULAS MAMARIAS HUMANAS
NORMALES Y NEOPLASICAS

Los ensayos realizados para estudiar los patrones de
distribucidn de 5mC en ADNs nurificados de cé&lulas mamarias
humanas normales y neoplasicas, sugerian una gradacidn en
la abundancia de segmentos conteniendo la secuencia C-5mC-G-G:
El ADN proveniente de células de tejido mamario normal pre-
sentaba un cierto grado de hipermetilacidén, al menos en la
secuencia reconocida dor Hpa II o Msp I. El ADN de carcino-
ma homdlogo se encontraba en una situacidn intermedia, mien-
tras que el purificado de la linea T47D mostrd ser el mias
hipometilado.

Como la metodologia aplicada en el punto anterior
s6lo permite detectar cambios producidos en la secuencia
C-C-G-G, 1o cual no representa la totalidad de los sitios
C-G metilables en el genoma, se decidid completar el pre-
sente estudio ampliando dicho enfoque.

Es asi que, para apoyar la certeza de los menciona-
dos hallazgos, se determind el contenido relativo de 5mC
mediante el empleo de cromatografia liquida de alta presién

(HPLC) .
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ITIB.2.1. Optimizacidn del sistema cromatografico

La separacidén de componentes de una mezcla por me-
deio de una tecnologia tan sensible como lo es HPLC requie-
re generalmente una optizacién particular para cada tipo
de sistema a utilizar.

La disponibilidad de columnas para estos ensayos fue
relativamente escasa, contando sb6lo con tres tipos diferen-
tes. Como en la literatura no se han descripto condiciones
aptas para la separacidén de los componenentes de acidos nu-
cleicos en ninguna de las columnas mencionadas, fue necesa-
rio determinarlo en forma experimental.

Tras varios ensayos, se decidid emplear la columna
CGC(C18), puesto que entre otras ventajaas, poseia el me-
nor diametro interno, aumentando asi la resolucidn.

Para monitorear la apropiada separacidén de las ba-
ses de ADN, se utilizaron en primera instancia, soluciones
de bases marcadoras,C, G, T y A de concentracidén 40 uM,

56 uM, 71 uM y 39 uM.

En la figura 30 se reproduce la separacidn obtenida
al emplear como solvente fosfato de amonio 0,2 M pH 3,5. La
muestra inyectada consistid en 10 ul de una mezcla de voli-
menes iguales de las soluciones mencionadas, monitoreando
la elucidn por A280‘

De acuerdo a ensayos preliminares, se pudo determi-

nar que el material eluido hasta los 2 minutos post-inyec-
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cién de la muestra corresponde a contaminantes del solvente

o de la columna, y no fue tenido en cuenta.

FIGURA 30: Cromatograma de solucidn de bases marcadoras eluida

con fosfato de amonio 0,2 M pH 3,5
10 ul de una solucidn de C, G, T ; A de concentracidn final
10 M - 14 uwM - 17,8 uM vy 9,8 uM respectivamente, se sembraron en una
columna CGC(C,,). La elucidn se realizd con fosfato de amonio 0,2 M

pH 3,5. Presidon = 1000 psi. Flujo = 0,6 ml/min
Velocidad de papel = 0,5 ecm/min Escala de absorbancia = 100% = 0,2 U.

Pueden observarse 3 picos principales, eluyendo a
2,46, 6,41 y 9,54 minutos resnectivamente. Por datos publi-
cados previamente (157), se supone que corresponderian a ci-

tosina, guanina suverpuesta con adenina,y timina respecti-

vamente.
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Se ensayaron entonces condiciones diferentes, para

resolver los dos compuestos co-eluidos, como ser la dismi-

nucidén de la fuerza idnica y aumento del pH, como se ilus-

tra en la figura 31.
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FIGURA 31: Cromatograma de solucidn de bases marcadoras eluilda

con fosfato de amonio 0,1 M pH 4,1

Las condiciones fueron idénticas a las de la figura 30, excep-
tuando la concentracidén y pH del solvente empleado.

En este caso, el tercer pico parece corresponder dos
compuestos sumados. Probablemente adenina es la base que

mds modificd su comportamiento (157), pasando desde el 2°

al 3er. pico de eluciédn.
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Dada 1a mala resolucidén de los 4 componentes de la
mezcla, se decidid estudiar el efecto del cambio gradual
en la fuerza idnica y pH del solvente, empleando.un gradien-
te 100% fosfato de anomio 0,1 M pH 4,1 a 100% fosfato de

amonio 0,2 M oH 3,5 (figura 32)
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FIGURA 32: Cromatograma de solucidn de bases marcadoras eluida

con fosfato de amonio en ler. gradiente de concentra-

cidn y pH.

Las condiciones fueron idénticas
La elucidn se realizd con gradiente cuyo
100% fosfato de amonio 0,1 M pH 4,1 y el
nio 0,2 M pH 3,5.

La curva senalad: con una flecha indica la proporcidn relativa
de la solucidn final en lea inicial (0% a 1007

a las enumeradas en la figura 30.
punto inicial correspondid a
final a 100% de fosfato de amo-
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Nuevamente se resolvieron sélo 3 picos, siendo el
intermedio la suma de dos componentes probablemente, puesto
que esti muy extendido.

Se empled a continuacidén el mismo gradiente en la
elucién, pero con diferentes proporciones intermedias. Para
aumentar la deteccidn de adenina, cuyo coeficiente de ex-
tincidén a 280 nm es relativamente bajo, se elevd su concen-
tracidén relativa en la mezcla sembrada, como puede obser-

varse en la figura 33.
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FIGURA 33: Cromatograma de solucidn de bases marcadoras eluida
con fosfato de amonio en 2° gradiente de concentra-
c¢idn y pH.

15 ul de una solucidn conteniendo citosina 13 uM, timina 24 uM,

adenina 198 uM y guanina 18 uM fueron resueltos como se indicd en la
figura 32. Los puntos inicial y final de la cuvrva correspondiente al
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gradiente coinciden con los de la figura anterior, pero la condicidn
final fue alcanzada m3s rapidamente.

Puesto que ain se resolvian 3 picos unicariente, se
ensayd un tercer gradiente , con iguales puntos inicial y
final que en los anteriores, pero lineal, resultando el

perfil ilustrado en la figura 34.

e e s e

A

FIGURA 34: Cromatograma de solucidn de bases marcadoras eluida
con fosfato de amonio en Jer. gradiente de concen-
cidn y pH

Las ?ondiciones fueron idénticas a las .. la figura 33, emple-
ando el gradiente en forma lineal (curva sefialada con una flecha)
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La obtencién de 3 picos nuevamente indicd que estos
gradientes no eran apropiados.

Finalmente, se ensayd como solvente fosfato de amo-
nio 0,1 ﬁ pH 4,5, sembrando una mezcla conteniendo 63 uM,
43 uM, 110 uM y 760 uM de C, G, T y A respectivamente.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacién:
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FIGURA 35: Cromatograma de solucidn de bases marcadoras eluida

con fosfato de amonio 0,1 M pH 4,5

20 ul de una solucidn conteniendo citosina 63 uM, guanina 43 uM,
timina 110 uM y adenina 760 uM fueron eluidos con fosfato de amonio
0,1 M pH 4,5.
Presidn = 1000 psi Flujo
Escala de absorbancia : 1007% =

= 0,6 ml/min Velocidad papel = 0,5 cm/min
0,1 U.
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Bajo estas condiciones, se separaron correctamente
los 4 componentes, cuyos tiempos de retencidén fueron 2,53 -
6,76 - 9,20 y 13,13 m.nutos. Cromatografiando por separa-
do cada uno de los compuestos de la mezcla en idénticas con-
diciones, se determind que correspondian a C, G, T y A
respectivamente.

Se concluyd por tanto que fosfato de amonio 0,1 M

pH 4,5 seria en adelante el solvente de elucidn apropiado.

Puesto que las muestras a analizar correspondian a
hidrolizados de ADN con acido fdérmico, se estudid si dicho
compuesto contenia impurezas capaces de interferir con la
internretacidn de los resultados. Para ello, una alicuota
de acido fdérmico fue calentada, evaporada y resuspendida en
el solvente a emplear, imitadndose 1las condiciones de las
posteriores cromatografias. Como se muestra en la figura
36, no se detectd ninglin compuesto contaminante en las con-
diciones ensayadas.

Se analizaron entonces 10 ul de solucidn de hidroli-
zado de ADN de salmdn para estudiar el real comportamiento
de los componentes de una muestra tratada con acido fdrmi-
co, y determinar el pico correspondiente a 5mC. Se observa
que de esta forma (figura 37) a los 4,38 minutos se eluye
un compuesto, cuya proporcidn corresponderia a la esperada

para 5mC.



- 137 -

INJECT

!
)
f
[0\ 50 =S
{17
n L-,lt?:' I

arefey ]

onpas X

e fed """\'iL

:&
+ﬂxcﬁhﬁ

Y ¢

LT L
L

=
N e.n D)

g =

[N
P

J“,W-“'W
. b s e
N T W
_Nan Ty
n o

e e

! (¥u) 1

FIGURA 36: Cromatograma correspondiente a una muestra ''blanco"

de dcido fdrmico.

100 ul de acido fdrmico 90% fueron calentados a 175°C durante
1 hora, evaporados a sequedad, resuspendidos en 20 ul de solvente de
elucidn, y cromatografiados en las condiciones sefialadas en la figura
35.
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FIGURA 37: Cromatograma de ADN de salmbn hidrolizado
ADN de salmdn fue hidrolizado con &cido férmico 90%, a 175°C
durante 1 hora y resuspendido en fosfato de amomio 0,1 M pH 4,5

(1 mg ADN hidrolizado/ml). 10 ul del material solubilizado fueron ana-
lizados en idénticas condiciones a las enunciadas en la figura 35.

Efectivamente, alicuotas de una solucidén de 5mC pura,
cromatografiadas en las mismas condiciones, mostraron que
este compuesto presenta un tiempo de retencidn que oscila

entre 4,2 y 4,4 minutos.
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Por lo tanto, se concluyd que estas condiciones eran
dptimas para la separacidn de bases correspondientes a ADN

hidrolizado.

2.2. Hidrdlisis del ADN

En el presente estudio, se emplearon los ADN altamen-

te purificados mencionados en los puntos IIIB.1.1. y IIIB.1.

provenientes de dos pares de biopsias mamarias humanas nor-
males-tumorales, como asi también de la linea celular T47D.
Como se indicara previamente (II.3.14.), alicuotas
de cada ADN fueron hidrolizadas en presencia de acido for-
mico 90%, a 175°C durante 1 hora, resuspendiendo los hi-

drolizados en el solvente de elucidén cromatografica.

2.3. Analisis del contenido relativo de 5mC

10 - 50 ul de cada hidrolizado fueron analizados por
HPLC como se describid en II1.3.15., de acuerdo a las condi-
ciones ya optimizadas.

Para identificar y cuantificar la cantidad de las
bases presente en cada muestra, se emplearon soluciones de
bases marcadoras (figuras 38 y 39).

Las figuras 40 a 42 ilustran perfiles tipicos de
las diferentes muestras ensayadas, como asi también las
calibraciones (figuras 38 y 39), puesto que cada una de

ellas fue ensayada por lo menos 3 veces.
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CHRRET 9.38 CH-MIN FLOWM 3, mh
FREZSURE .0 DETECTOR ZERSASH
COLUMN  CGC (Cyg) ZOLUVENT POLHoNH, QIM
pH 4,50
TarL IBRATION
FERK# HMOUNT ET ArER
c | S.1z2p048 2.53 19326534 F
5mC 1.348808 4,24 467182 F
G = 2, 23888 5,53 ERSE18 F
T 4 4. 259680 2.2 4249328 L
A 3 B, z23azaa 14,85 S2Z991 F

FIGURA 38: Ejemplo de calibracidn por integracidn de Areas

25 ul de una solucidn conteniendo T, G, A, C y 5mC en concen-
traciones de 19,78 - 9,32 - 92,8 - 32,5 y 5,375 uM respectivamente,
fueron eluidos con fosfato de amonio 0,1 M pH 4,5.

Presidén = 900 psi Flujo = 0,6 ml/min Velocidad del papel = 0,5 em/min

Escala de Absorbancia: 100% = 0,05 U'A280' (RT = Tiempo de retencidn).

El cromatdgrafo fue calibrado de acuerdo a las cantidades sembradas
(Amount) ,expresadas como umoles x 10'8,de cada base , por integraci6n
de las 3reas comprendidas bajo los picos de elucidn.

ML~
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4 T 4, 95AEE .56 321 F
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FIGURA 39: Ejemplo de calibracidn por integracidén de alturas

La calibracidn se realizd como se indicd en la figura 38,
por integracidn de la altura de cada pico de elucidnm.
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NORMAL

?
)
~—
- .
ENTERNAL STANDARD SUANTITATION
FERK# AMOUNT RT HEIGAT
1 41.572948 Z.EE £245% F
2 2.23355 4,41 2542 F
3 33, 45459 E.41 S@547 F
4 223, 50400 g.7 44302 F
z 9. 63363 14, 53 2773 HL
TOTAL I67. 39200

FIGURA 40: Ejemplo de andlisis de hidrolizado de ADN prove-

niente de tejido mamario normal

35 ul de ADN normal hidrolizado (0,25 mg ADN hidrolizado/ml a-
proximadamente) fueron analizados segiin las condiciones expresadas en
la figura 38, y cuantificados por integracidn de la altura de cada pi-
co de elucidnm.
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FIGURA 41: Ejemplo de anadlisis de hidrolizado de ADN provenien-

te de tejido mamario tumoral

35 ul de ADN tumoral hidrolizado (0,25 mg ADN hidrolizado/ml a-

proximadamente) fueron analizados como se indicé en la figura 40.
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FEAE # ET HEIGRHT
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& 4,33 13358 F
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b B, BRaEE 15,232 Sim HL
TOTHL 34.45438

FIGURA 42: Ejemplo de andlisis de hidrolizado de ADN provenien-
te de la linea celular T47D
15 ul de hidrolizado de ADN de la linea celular T47D (0,25 mg ADN

hidrolizado/ml aproximadamente) fueron analizados de acuerdo a lo senala-
do en la figura 40.
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Los valores obtenidos, luego de varias determinacio-

nes para cada muestra, se hallan resumidos en la Tabla VIII.

FUENTE o _ S5mC Namero de
de ADN b smC = SmC + C X 100 + 1 D.S Determinaciones
Tejido 5,03 + 0,45 5
normal z

Tejido 3,35 + 0,28 6
tumoral —

Linea 1,63 + 0,30 3

T47D ’ +r U, :

TABLA VIII: Porcentaje relativo de 5mC en ADNs provenientes

de células mamarias humanas normales v neopldsicas.

Alicuotas de ADN purificado fueron hidrolizadas en acido fér-
mico 90%, a 175°C durante 1 hora. Cada hidrolizado fue evaporado a se-
quedad con nitrdgeno gaseoso y resuspendido en fosfato de amonio 0,1 M
PH 4,5 (0,25 - 1 mg ADN hidrolizado/ml).

10-50 ul de cada muestra fueron analizados por HPLC. La elucidn
se realizd con la misma solucidén de resuspensidn, con un flujo de
0,6 ml/min, a2 900-100 psi, y monitoreada por Aog0. Las bases fueron
identificadas con respecto al tiempo de retencidn de bases marcadoras.
La proporcidn total de las bases se calculd por integracién de las al-
turas o areas comprendidas bajo los picos de elucidn, corregido por el
coeficiente de extincidn en la solucidn de resuspensidn-elucidn.

D.S.= Desviacidn standard.

La comparacidn ce estos datos indica que son consis-
tentes con los observados por andlisis de los patrones de
restriccidon: Los niveles de SmC en ADN de tejido normal
(5,03%+ 0,45) fueron mayores que aquéllos encontrados pa-
ra ADN tumoral (3,35%+ 0,28), mientras que la linea <clu-
lar mostrd el contenido mas bajo (1,63% + 0,30).

Con estos ensayos se completd el presente estudio,

que serd discutido a continuacidn.
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IV. DISCUSION

En primer lugar, se comentaran algunos aspectos gene-

rales sobre la metodologia empleada.

Todos los ensayos hasta aaui presentados se basan en
la comparacidén de datos obtenidos entre ADNs purificados de
tejidos mamarios humanos normales y tumorales. Es importan-
te remarcar entonces, que dicha comparacidén se realizd siem-
pre, como fuera mencionado nara cada caso particular, entre
ADNs provenientes de biopsias de una misma paciente, some-
tidos paralelamente a idénticos procedimientos. De esta ma-
nera, toda diferencia hallada se debe a caracteristicas pro-
pias del estado normal o transformado dc¢ sus células consti-

tutivas, vy no a variaciones individuales.

En el presente estudio, se emnlearon alternativamrente
dos procedimientos para purificar ADN (II.3.2.1. v II.3.2.2.).
El primero consistid en incluir durante los primeros pnasos,
agentes altamente caorvrdpicos como son las sales de guani-
dina, capaces de inactivar rapidamente cualquier nucleasa
nresente en la homogenizacidn. Ello obedecid a la necesidad
de obtener ARN de los mismos tejidos, para posterior anali-
sis de los mensajeros biologsicamente activos.Como se sefiala-
ra anteriormente, dicha técnica fue descripta para este fin
especifico (151). Por 1o tanto su utilizacién en el aisla-

miento de ADN requiridé de ensayos previos que aseguraran un
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rendimiento aceptable, de material con caracteristicas pro-
pias de este acido nucleico.

Esto no fue necesario cuando se aplicd la téﬁnica
alternativa, la cual se utiliza clasicamente desde hace
afios, y ha sido optimizada en nuestro laboratorio.

De todas maneras, el uso de dos procedimientos de
purificacidén , no interfiere con los resultados obtenidos.
En cada serie de ensayos, se compara el comportamiento de
ADNs normal y neoplasico, los cuales fueron obtenidos

exactamente de la misma foima.

Los dos métodos generalmente empleados para la disocia-
cidn del ADN consisten en tratamiento alcalino 6 exposicidn
a altas temperaturas en bajas concentraciones salinas. Se
prefirid este Gltimo, puesto que la desr turalizacidn alca-
lina no disuelve los agregados y redes que suelen formar

las cadenas de ADN (143).

Considerando que la clasificacidon del ADN en diferentes
categorias, seglin el tipo de secuencias -invertidas, repeti-
tivas y tnicas- se define en forma operacional, es necesario
especificar las condiciones en las cuales se establece dicha
clasificacion.

Se ha descripto que numerosos factores afectan las re-

asociaciones moleculares (15, 143, 144), ademds de la con-
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centracidén del ADN y tiempo de incubacidén incluidos en

el término Cot. Por variacidn de los mismos es posible mo-
dificar la velocidad con que ocurren ta]es.eventés, y por
tanto el norcentaje de ADN reasociado al valor Cot en cues-
tion.

El incremento en la concentracidn de cationes monova-
lentes empleados, generalmente Na+, aumenta la velocidad
de reasociacidn. Como se mencionara previamente, tal varia-
cién se encuentra tabulada de modo que puede corregirse el
valor Cot establecido a un ECot, bajo una concentraciodn
salina determinada (factor ¥'). La presencia de tales catio-
nes es indispensable, puesto que a una concentracidn menor
de 0,01 M de Na+, la reasociacién se ve francamente inhibi-
da.

En cambio, han sido evitados los cationes divalentes,
que pueden inducir degradacién catalitica, activar trazas
de nucleasas presentes, o afectar la velocidad de reaccidn
(143).

Por otra parte, la presencia de agentes quelantes como
el EDTA en concentraciones mayores de 2 mM inhiben la afini-

dad de 1a HAP por ADN bicatenario.

La temperatura Optima de reasociacidn se encuentra a
25°C-30°C por debajo de la temperatura de fusidn media (Tm)

caracteristica de cada ADN. Se define como "criterio' a 1la
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diferencia entre la temperatura de incubacidn y la Tm, a
determinada fuerza idnica, bajo las cuales se realiza le
reasociacidn, ya que controla la calidad de los hibridos
obtenidos. La temperatura elegida fue de 60°C, seleccionan-
do asi aquéllos hibridos casi perfectos, estables al calor
(aunque en menor grado que el ADN nativo). Dada la existen-
cia de familias de secuencias repetitivas cuyos miembros son
parecidos pero no idénticos entre si (23, 144), se intentd
evitar la formacidn de hibridos imperfectos.

El criterio utilizado para la reasociacidn coincidid
con el aplicado para la seleccidn cromatografica de los hi-
bridos formados. La variacidén en la temperatura durante la
cromatografia en HAP, puede promover la formacidn de hibri-
dos no deseados, o bien la desnaturalizacién de los va
reasociados. De esta manera se simplifica la interpretacidn

y otorga reproducibilidad en el método.

La cromatografia en HAP ha sido escogida entre otros
procedimientos, dada su habilidad v rapidez para recuperar
tanto la fraccidén reasociada como también la de ADN simple
cadena (143). Las condiciones salinas y térmicas durante el
fraccionamiento en estas columnas, fueron cuidadosamente
mantenidas, puesto ocue variaciones cn :lguno de estos para-
metros pueden alterar las nroniedades d- retenciédn.

Se ha descrinto que la unidén irreversible v/o inespeci-
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fica y capaciadad maxima suelen variar entre diferentes Jo-
tes de HAP. Por lo tanto, se realizdé un control de la croma-
tografia bajo condiciones experimentales a emplear (frag-
mentos de 2 Kbp, siembra en HAP equilibrada con PB 0,12 M,
elucidén con PB 0,4 M, 60°C, 200 ug ADN/ml HAP), verifican-

do que se trabajaba en condiciones adecuadas.

Cuando la reasociacidén fue seguida nmediatamente pnor
digestidn con nucleasa Sy, se evitd en la reaccidn la pre-
sencia de iones fosfato, que inhiben a la enzima, reempla-
zando el PB por NaCl. Asimismo, cuando las digestiones se
realizaron sobre ADN-sonda radiactivo, se ensayd previamente
la cantidad de ADN de salmdn requerida para proteger de la
hidr6lisis a los segmentos doble cadena marcados (cuando
la enzima se halla en exceso, es capaz de digerirlos).

El primero de estos ensayos se realizbé a 45°C, temperatura
recomendada para disminuir la actividad de posibles nuclea-
sas inespecificas presentes. En estas condiciones, se obser-
vo la dipestidn de un 70% de ADN marcado. A dicha temperatu-
ra, algunos puentes de hidrégeno nodrian disociarse, v vor
tanto seria posible encontrar pequefias porciones desnatura-
lizadas accesibles a la nucleasa. Para prevenir este efecto,
las siguientes digestiones se realizaron a 37°C, v en presen-
cia de ADN de salmdn doblecatenario, como nrotector de la

sonda. La hidrdlisis en estas condiciones de aproximadamen-
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te un 55% de la sonda no pudo ser disminuida (Tabla VII).
Sin embargo, fue considerado aceptable, puesto que es 10gi-
co suponer que ciertas regiones permanecieran como simple
cadena. Ademds,: debe recordarse que dicho ADN estaba segu-
ramente contaminado con radiactividad no incorporada, como
se deduce del analisis de la figura 12 (perfil de cpm tota-
les superior al de cpm TCA precipitable; primer pico de

elucidén no bien definido).

El tamafio de los fragmentos de ADN a reasociar también
es importante para el andlisis de las fracciones obtenidas.
Las secuencias invertidas son generalmente muy cortas -400
bn- encontrandose frecuentemente interc: adas con otras se-
cuencias del genoma. Durante la reasociacidn, se forman
redes mantenidas por diferentes secuencias hibridadas. Si
los fragmentos fueran muy largos, algunas porciones no se-
rian estéricamente accesibles, y por tratamiento con S1 po-
drian perderse secuencias deseadas. Si los fragmentos fue-
ran muy pequefios, las secuencias serian fracturadas y lue-
go de la hibridacién, no denotarian su frecuencia natural.
Por ejemplo, Schmid y col. encontraron (15) que las secuen-
cias invertidas constituyen un 15% del genoma cuando se
ensayan fragmentos de 4,4 Kbp, y el 40% si 1o hacen con frag-
mentos de 22 Kbp sin posterior digestién con S1.

Se eligid por tanto un tamafio de 2 Kbp, aumentando asi



- 152 -

la probabilidad de obtener secuencias invertidas intactas
y disponibles para ser reasociadas, ademds de fragmentos
libres de ellas.

Un razonamiento similar puede aplicarse a las secuen-
cias repetitivas.

En el caso de ADN de metastasis en epipldn, se frac-
ciond en 6 Kbp, puesto que no fue posible fragmentarlo has-
ta segmentos mas pequefios. E]l] motivo de ello fue probable-
mente el hecho que la muestra consistidé en una cantidad de
mas de un orden mayor que las demids. Concomitantemente, el
volumen necesario para alcanzar la concentracidén optima
para el corte por pasaje por aguja hipodérmica, fue mucho
mayor, requiriendo el uso de jeringas de un calibre dife-
rente a las anteriores. Una leve variacidén en la presidn
efectuada, pudo provocar el rendimiento iec fragmentos mas
largos que el tamafio habitual. Sin embargo, una longitud
de 6 Kbp fue estimada apta a fines de una posterior reaso-

ciacidn en fase liquida.

El empleo de ADN heterdlogo en el caso antedicho, obe-
decid a la necesidad de obtener gran cantidad de ADN reaso-
ciado a Cot = 100, para poder seleccicnar posteriormente
fragmentos de 300 Bp por electroforesis preparativa. La e-
norme masa (superior a 200 gramos) de dicha metastasis, dis-

ponible en nuestro laboratorio, facilitd la extraccidén de
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varios mg ADN a partir de una fraccidn de esta biopsia.
La intencidn en esta serie de ensayos (IIIA.2.2.), fue de
purificar secuencias del tipo Alu, descriptas anteriormente,
para su utilizacién como sonda. Esta familia de nucledtidos
aparece como. una banda mayoritaria de 300 bp entre los seg-
mentos reasociados a Cot 68(23, 24). Efectivamente, el ana-
lisis electroforético de los hibridos obtenidos a este valor
aproximadamente, mostrd una banda mayoritaria correspondien-
te a 300 bp. Asimismo se evidencid otra, correspondiente a
4000 bp, no descripta anteriormente -debido probablemente
al tamafio relativamente grande de los fragmentos a reasociar
empleados, y al valor Cot = 100, ligeramente mayor-.

A pesar de las evidencias indicando que la banda de
300 bp hallada en IIIA.2.2. corresponde a los segmentos
tipo Alu, su real identificacidén requiere ensayos de diges-
tidén con la endonucleasa Alu I: Por definicién operacional,
la familia Alu corresponde a aquellos segmentos reasocia-
dos a Cot = 68, de 300 bp, que poseen en el centro de su
secuencia aproximadamente, un sitio de restriccidn para la
endonucleasa Alu I. Por lo tanto, los segmentos de 300 bp
purificados en este estudio son putativamente secuencias
de tipo Alu, pero al no contar con dicha enzima v verifi-
car la existencia de un sitio central para su restriccidn,
no se puede aseverar su identidad.

Por otra parte, dada la alta proporcidn en que se en-
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contraron los fragmentos de 4 Kbp, se ccrsiderd interesan-

te su inclusidén como sonda en ensayos de hibridacidn.

El método de corte mecinico por pasaje forzado a tra-
vés de agujas hipodérmicas, fue seleccionado entre otros por
su sencillez, reproducibilidad y minima dispersidén del tama-
fio de fragmentos obtenido.

Tanto la sonicacidén como el pasaje por prensa de alta
presidn (French press) de ADMN fueron ensayados previamente.
Sin embargo, produjeron segmentos cuyos tamafios oscilaron
entre pocoés bp , hasta varios miles, y fueron por tanto
desechados.

El corte mecanico con homogenizador Omni-Mixer fraccio-
né parcialmente el ADN, hasta fragmentos demasiado largos
para ser reasociados, pero permitid disminuir notablemente
la viscocidad de las muestras, facilitando el posterior

pasaje por aguia hipodérmica.

La marcacidn del ADN "in vitro'" se realizd mediante
el método de "corte-traduccién'" (i148), que permite incor-
porar un nucledtido trifosfato -OL3ZP con elevada actividad
especifica. La uniformidad de la marcacidén depende del con-
tenido de dicho nuclebtido en el ADN, y la fidelidad de 1la
sintesis es mantenida bajo condiciones experimentales con-

troladas, ya que la cadena complementaria a la que esti
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re-sintetizada es utilizada como templado. La variabilidad
del punto de miaxima incorporacidn y la forma de las curvas
de cinética, estdn regidas por la proporcidn relativa de
actividad de las enzimas ADNasa I y ADN-polimerasa I, las
cuales pueden incactivarse con distinta velocidad.

En los primeros casos, fue estudiada la cinética de
incorporacién. Sin embargo, en los Ultimos ensayos, la in-
cubacidn se prolongd 45-60 minutos sin andlisis de cinética,
puesto que estos tiempnos correspondian aproximadamente a
los puntos de mayor incorporacidn, teniendo en cuenta los
resultados anteriores.

Debe enfatizarse que en la conduccidn de estas exwne-
riencias existe un factor limitante, que es la corta vida

media del 32

P, de 14,3 dias.

Con respecto a la siembra puntual de ADN, se debe ha-
cer notar que en los primeros casos se realizd con dos
diferentes cantidades, mientras que en el de secuencias
repetitivas sd6lo se obtuvieron los hibridos correspondicn-
tes a una sola siembra, debido a dificultades experimenta-
les (figura 6). Ello no invalida las observaciones realiza-
das, puesto que el propdsito del andlisis doble de cada
fraccidon obedecid al desconocimiento de la sensibilidad del
método, y afortunadamente, el caso mencionado fue compren-

dido dentro de limites aceptables.



En relacién al procedimiento de transferencia de frag-
mentos de restriccidn a filtrso de nitrocelulosa, se contro-
15 en cada caso su eficiencia por tincidn del gel una ve:
finalizada.

Se constatd la alta eficiencia de la transferencia,
por la muy escasa cantidad de ADN remanente, localizado pré-
ximo 2l origen. Ello se debe a que los fragmentos de mayor
longitud son transferidos con menor eficiencia (155), mien-
tras que los mas pequefios lo hacen mas rapido. Por otra par-
te, la masa de grandes fragmentos es mayor, v fijan mis
colorante.. Este efecto no pudo se: eliminado por aumento
del tiempo de transferencia (18 hs) empleado por primera
vez (IIIA.2.1.). En aquellos ensayos (IIIA.2.2. y IIIB.1.2.)
ensayos en los cuales se realizd durante 36 horas como mi-
nimo, se observaron resultados similares. L[sta pequefia rc-
tencidén en el gel fue despreciada de todas maneras, puesto
que fue estadisticamente igual para las muestras normalcs

y neoplasicas, no interfiriendo su nosterior comparacidn

El dextran-sulfato es un hiperpolimero, que favorece
la formacidn de redes entre los fragmentos de ADN, reducien-
do por tanto los tiempos de incubacién requeridos en hibri-
daciones moleculares (155). Por tal motivo fue incuido ¢n
los primeros ensayos (IIA.1., IIA.2.1.). Sin embargo, jpodria

haber contribuido al efecto de fondo observadec en el primer
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andlisis de patrones de restriccidén. Posiblemente, fragmen-
tos en el filtro afines, hibridaron parcialmente con secuen-
cias del ADN normal no radiactivo incluido en la incubacidn.
A su vez, estos pudieron arrastrar consigo radiactividad
proveniente de la sonca. por la formacidn de las redes men-
cionadas.

Es asi que para evitar el enmascaramiento de hibrida-
ciones propias de ADN tumoral, y dadas las mayores activi-
dades especificas de las sondas obtenidas reduciendo el tiem-
po requerido, el dextrian-sulfato fue omitido en los siguien-

tes ensayos (IIIA.2.2. y IIIB.1.2.)

Es necesario tener en consideracidén que la nomenclatu-
ra empleada en el presente estudio, corresponde a definicio-
nes operacionales particulares, que pueden no resultar exac-
tamente equiparables a las utilizadas en la literatura.

La llamada "reasociacién a tiempo 0', corresponde a
la suma de tres fendmenos (143):

a) Una fraccidon menor de ADN que poseen la mayoria de espe-
cies moleculares, capaces de unirse a HAP como dehle cadena,
aunque el valor Cot sea tan pequefio que no permita su rea-
sociacién. Se supone que esto ocurre por la existencia de
regiones con considerable estructura secundaria dentro de
una misma cadena ('"foldback'").

%)

b) A baios Cot (210 "), es posible la real formacién de seq-
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mentos reasociados aln entre secuencias Gnicas, particular-
mente cuando son largos
¢) Unidén inespecifica de ADN a HAP.

Por tanto, las secuencias invertidas propiamente dichas

corresponderian a aquéllas reasociadas a Cot = 4 X 10-3

, de
las cuales se elimind totalmente la fraccidén de ''reasocia-
cidn a tiempo 0" .

Sé détermind experimentalmente que utilizando ADN-SZP
reasociado a valor Cot extremadamente bajo, no se retenian
en HAP cantidades apreciables de ADN bicatenario. Sin em-
bargo, la correcta evaluacidén de la fraccidén reasociada a
tiempo 0 requiere controles mas complejos (143). Es asi que
en nuestras manos, las secuencias invertidas corresponden
a aquéllas reasociadas a Cot = 4 x 10-3 partiendo de seg-
mentos de 2 Kbp . Pueden incluir ademds especies no con-
templadas generalmente (rezsociacidén a tiempo 0), resultan-
do en un rendimiento mas elevado.

Asimismo, las secuencias repetitivas empleadas en
IIIA.1., corresponden en realidad a las reasociadas a
ECot = 70 menos las secuencias invertidas. Ello obedecid a
la necesidad de eliminar la posible superposicidén de efec-
tos en los resultados obtenidos. En otras palabras, ias di-
ferencias cuantitativas entre ADN normal y tumoral halladas
con secuencias '"'repetitivas' son comparables a aquéllas con

secuencias invertidas, pero se puede aseverar de esta mane-
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ra que no se debe a que las primeras incluyan a las Gltimas.
De todos modos, en los casos en que las diferentes se-
cuencias obtenidas de ADNs normales y neoplasicos fueron
comparadas entre si, la adicidén o sustraccidn de especies
en relacidén a las descriptas en la literatura, fue estadis-

ticamente igual para ambas muestras.

La técnica empleada para la hidrdlisis de ADN hasta
sus bases constitutivas (II.3.1.4.) fue optimizado para la
obtencidn del mayor rendimiento de pirimidinas (156). Sin
embargo, no se puede descartar una minima desamiracidn de
las citosinas bajo estas condiciones. LEllo no invalida su
aplicacidn para el andlisis del porcentaje relativo de SmC,
nuesto que, nuevamente, para la comparac:.dn de los valores
hallados en ADN normales y neoplasicos, el rendimiento d=
cada base en particular, es el mismo en todas las muestras

por haber sido hidrolizadas en idénticas condiciones.

En el presente es=udio, se investigd la existencia dec
diferencias a nivel gendmico entre cé&lulas neoplédsicas
humanas, en relacidn a su contraparte normal, tomando como
modelo el carcinoma mamaric.

Como se puntualizd previamente, las evidencias actuales

indican que las alteraciones causantes del comportamiento
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andémald en células transfcrmadas, comprometen su nrograma
preestablecido genéticamente. Los cambios fenotipicos obser-
vados en el estado transfo—rmado, son el refleio de la acti-
vidad génica alterada. Puesto que este fendmeno puede ocu-
rrir por mutacidén del gen, o por modificacién de su patrén
de regulacidn, la blsqueda se orientd en forma preliminar

al andlisis de diferencias cuantitativas entre ADNs totales,
secuencias invertidas o secuencias repetitivas, de posible
funcidén regulatoria (IIIA.1.)

Los resultados obtenidos al respecto, indicaron que
la existencia de dichas diferencias s6lo puede evidenciar-
se cuando ADNs de secuencias invertidas y repetitivas sc en-
frentan a este tipo de sondas.

Este fendmeno responde seguramente al hecho que en esta
situacidn se hallan enriquecidas las familias responsables
del fendémeno, mientras que son enmascaracas cuando se estu-
dia el genoma completo.

También se intentd el anidlisis de las secuencias Gnicas,
que reasocian a valores Cot mayores de 1000, pero como pue-
de observarse en la figura 5, con cada sucesivo paso de rea-
sociacidén, el ADN-sonda incorpora menor radiactividad. De
tal manera, la sonda r:sultd con una actividad especifica
muy baia, no pudiendo ser detectada.

Si bien es poco probable, no se puede descartar que las

diferencias en el primer estudio se debieran al difercnte
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tratamiento que recibid la muestra tumoral, la cual fuc so-
metida a dos reasociaciones sucesivas para obtener los dos
tipos de secuencias necesarias.

Existen datos en la literatura relacionados de alguna
manera con estos hallazgos. Al menos dos oncogenes difieren
de sus homdlogos normales con respecto a secuencias repeti
tivas: R. Gallo y col. (158) reportaron que el gen celular
c-sis contiene intrones con secuencias Alu, auscntes en el
gen viral v-sis. Por otra parte, el oncogen celular mos, pa-
rece haber adquirido durante su activacidén, secuencias in-

vertidas en su extremo S5 (134).

Estas evidencias alentaron el estudio del comportamien-
to hibridable de los ADN-sonda tumorales con patrones de res-
tricecidén en lugar de siembras puntuales, con el objeto de
obtener mayor informacidn acerca de las diferencias enccn-
tradas (IIIA.2.)

La primera serie de ensayos realizados, mostrd un com-
portamiento diferencial entre los ADN normales v neoplasicos,
aln frente a ADN-sonda total. Por lo tanto, se ensayd nueva-
mente el procedimiento, aumentando el nimero de enzimas de
restriccidn empleado. Asimismo, para acotar el nimero vy ti-
po de especies en el ADN-sonda, se incluyeron como tales
secuencias repetititivas de 300 y 4000 bp. Con ¢l fin de ob-

tener solamente los fragmentos producidos por corte enzima-
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tico, el ADN a digerir no fue previamente fraccionado en
forma mecidnica, lo cual contribuyd a la obtencidén de patro-
nes diferentes entre |~ primera y segunda serie de ensayos
al emplear la misma enzima (Eco RI o Hae III). Por incon-
venientes experimentales, la deteccidén de hibridos formados
con algunos de los digeridos no fue adecuada, omitiéndose
su inclusidn en las figuras 19, 20 y 21. No obstante, utili-
zando esta metodologia, fue posible visualizar la presencia
de diferencias cuali y/o cuantitativas entre las muestras

provenientes de tejido normal o de carcinoma mamario.

Las técnicas hasta aqui desarrolladas, han permitido
determinar la existencia de diferencias gendmicas en célu-
las tumorales con respecto a su contraparte normal.

Sin embargo, el aislamiento y caracterizacibén de 1las
porciones del genoma responsables Zel fendmeno de transfor-
macidén celular, requiere la aplicacidn de ensayos de trans-
feccidn con ADN exdgeno, y la posibilidad de clonar segmen-
tos especificos, mediante el empleo de =strategias de in-
genieria genética. De esta forma, durante los Gltimos afos,
se ha podido aislar, y en muchos casos secuenciar y deter-
minar la localizacidn cromosdmica de aproximadamente 20 on-
cogenes.

A pesar de no haberse empleado técnicas de tan alta

selectividad, es evidente en los presentes ensayos, la
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presencia de diferencias a nivel gendmico, que de alguna ma-
nera confirman para el modelo mamario humano, y desde un en-
foque diferente, los hallazgos efectuados sobre otros sis-
temas, con metodologias mds sofisticadas

El hecho de no contar con las facilidades adecuadas
para el desarrollo de este tipo de tecnologias, dificultd
la posibilidad de profundizar las investigaciones en este
sentido. Por este motivo, y frente a los interesantes re-
sultados obtenidos en relacidn a los digeridos con Sma I en
"las figuras 19 y 20, se dirigid entonces la atencidén hacia
el estudio de la metilacidn del ADN en células neoplasicas.
Al enfrentar los digeridos de Sma I con ADN-sonda homélo-
go de secuencias invertidas o totales, pudo observarse una
disminucidén de fragmentos de alto peso molecular en las
muestras tumorales con respecto a las normales. [1lo pudo
deberse a un aumento Je los sitios de restriccidn para Sma I
en el tejido neovlasico, o a una disminucidén del nimero de
citosinas metiladas, puesto que la enzima corta la secuen-
cia C-C-C-G-G-G, pero no C--5mC-G-G-G. Una tercera posibi-
lidad es que el ADN normal haya sido digerido parcialmente.
Sin embargo, tres héchos contradicen esta Gltima hipdtesis:

a) Alicuotas de los digeridos con Sma I resueltas elec-
troforéticamente en geles de agarosa, tefiidos con bromuro
de etidio, no mostraron diferencias tan evidentes al visua-

lizarlos con luz ultravioleta.
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b) El1 empleo de ADN-sonda heterdlogos tampoco rcvela
una banda tan notoria en AN de origen ncrmal.

c) Ambas muestras, normal y tumoral, fucron purifica-
das, digeridas y analizadas en forma paralela y en idénticas

condiciones.

La influencia de la metilacidn de ADN sobre funciones
tales como la diferen:iacibén, divisidn celular y reguiacidn
de la expresidn génica, sugiere una posible relacidn entre
el grado y/o distribucidén de los residuos de 5mC y la onco-
génesis. Ello es inmediato, considerando que las antedichas
son algunas de las funciones mas frecuente y dramaticamen-
te alteradas en células transformadas.

Al respecto, R. Holliday pnropuso en 1979 (159) una te-
oria por la cual es posible interpretar la carcinogénesis
como el resultado de anormalidades a nivel de la metilacidn
de ADN. Basandose en el hecho que la nrobabilidad de muta-
cidn es generalmente mucho menor que la frecuencia de trans-
formacidén para células murinas, inversamente a lo que ocurre
en cé&lulas humanas, mientras que en ambas la frecuencia de
mutacidén esperada es semeiante, postula que la aparicién del
fenotipo transformado puede deberse a cambios epigenéticos.

H. Rubin por otra parte, tambien es partidario de esta
afirmacidén (160).

Apoya esta idea el fendmeno de reversidn de células neco-

plasicas al fenotipo normal, observado "in vitro'" e "in vivo"
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en ausencia de mutacidn.

Se sugiere entonces que un dafio al ADN (accién de car-
cindgenos, radiacidn UV) seguido por un mecanismo de repa-
racidn por escisidén, producen los cambios epigenéticos en
la expresidn génica responsables de la transformacidn ceiu-
lar, siempre que ocurran inmediatamente antes o después de
sintesis de ADN. La metilacidén de secuencias advacentes a
un gen determinaria su transcripcidn. La reparacion del
ADN puede provocar la desmetilacidén de la cadena re-sintc-
tizada, y producir una expresidn aberrante, que c¢s hercdn-
ble, pmero también potencialmente reversible. Asi, la prc-
babilidad de cambios epigenéticos en la actividad génica
dependeria de la actividad de enzimas metilantes, la cind-
tica de reparacidn por escisidn, v el grado de divisidn ce-
Jular de un tejido o tipo celular en particular.

La teoria de Holliday no excluve aquélla que atribuve
a las mutaciones la causa de la transformacidn, pero si ijus-
tifica los casos en los cuales no es anlicable.

Por otra parte, carcindeenos tales como benzo(a)pire-
no, nitrosometil-urea, mostazas nitrogenadas, luz ultravio-
leta (161) y etionina (162) producen hipometilacidén del ADN
en forma comprobada.

Por 1o tanto, la disminucidén de la metilacidn en células
neoplasicas puede ser considerada como una causa primaria,

causa secundaria, o un efecto en la carcinogénesis, v ha
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sido objeto de estudio por diversos laboratorios. Sin em-
bargo, la mayor parte de los ensayos se han realizado en
cultivos celulares, y existen pocos datos sobre lo que ocurre
en tumores primarios humanos (129, 163, 164)

Los resultados presentados en la seccidn destinada al
estudio de la metilacidén en ADN (IIIB), indican que el te-
jido mamario tumoral se halla hipometilado con respecto al
tejido normal, mientras que ADN proveniente de la linea ce-
lular T47D presenta el menor grado de metilacidn.

Esta afirmacién surge por una parte, del analisis den-
sitométrico de los perfiles de restriccidén obtenidos por
digestidn con las endonucleasas Hpa II y Msp I (figuras 24,
25, 28 y 29. Los patrones de restriccidédn fueron visualiza-
dos empleando dos estrategias diferentes : a) tincidn del
pel con bromuro de etidio y fotografia; b) Autorradiosrafia
de hibridos formados vor hibridacidn de ADMN tumoral sonda
con fragmentos de restriccidon transferidos a filtros de
nitrocelulosa.

En sendos trazados densitométricos pudo definirse que
los segmentos conteniendo C-5mC-G-G estan fundamentalmente
representados por la poblacidn de alto peso molecular en los
digeridos de Hpa II, los cuales sepuramente son clivados por
Msp I, y contribuyen al aumento de especies de menor tamafio
molecular en su grafica correspondiente. Por ambos métodos

antedichos, se determiné que los fragmentos conteniendo
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la secuencia de reconocimiento metilada, se hallan en mayor
proporcidn en ADN normal, intermedia en ADN tumoral, y me-
nor en ADN de T47D. No obstante, no se puede descartar la
presencia de poblaciones hipermetiladas en ADN tumoral, co-
mo se observa en la figura 25 por el leve desplazamiento de
su trazado hacia el origen en las especies de mayor tamafio,
y la absorbancia aumentada de segmentos de tamafio interme-
dio en el perfil de Hpa II (panel A),no evidente en el de
Msp I (panel B). Sin embargo, es dificil interpretar el sig-
nificado en estas graficas, del aumento o disminucidn de seg-
mentos de peso molecular intermedio, puesto que pueden pro-
venir de una mayor digestidn de especies mayores, o de¢ una
inhibicidn del corte responsable de segmentos mias peauefios.
Las diferencias entre los patrones visualizados por
las dos estrategias emwleadas, podria haberse debido a 1la
utilizacidn de pares de biopsias provenientes de diferen-
tes pacientes. Sin embargo, no se esperan variaciones indi-
viduales tan dramiticas en este tipo de analisis. Por otra
parte, el ADN de la misma linea celular T47D exhibid dife-
rentes trazados cuando se estudid por estos dos métodos
alternativamente. Por lo tanto, es mas probable que estas
variaciones se deban al fundamento de la técnica de detec-
cidén en si: Tanto el ADN transferido al filtro de nitroce-
Julosa, como el ADN-sonda son secuencias totales. Consecuen-

temente, contienen mayor proporcidn de secuencias repctiti-
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vas que tnicas. Bajo las mismas condiciones experimentales
de incubacidén, se espera que las primeras hibriden con ma-
yor facilidad que las Gltimas. Asi, la técnica de hibrida-
cidén molecular podria estar '"seleccionando'" la deteccidn de
secuencias repetitivas con una seffial mas intensa que la de
secuencias Gnicas, mientras que la tincidn con bromuro de
etidio no.

La comparacidn de los resultados cbtenidos con la 1i-
nea celular T47D indicarian un aumento de los sitios C-C-G-G
puesto que sus trazados se mantienen por debajo de los co-
rrespondientes a ADN tumoral, tanto en digeridos de lpa TI
(panel C), como de Msp I (panel D). Habiendo sembrado can-
tidades idénticas ae ADN de cada muestra en el gel de aga-
rosa, se asume que la disminucidn de material correspondien-
te a la linea celular en ambos perfiles, es consecuencia de
su digestidn hasta fragmentos muy pequefios, que migraron
fuera del gel.

La duplicacidén y aneuploidia son fendmenos frecuente-
mente descriptos para lineas celulares (165). Las ocurridas
en ésta en particular, pudieron involucrar probablemente,
fragmentos conteniendo la secuencia de reconocimiento co-
min a Hpa II y Msp I en su estado desmetilado. [1lo expli-
caria no sblo el aumento de sitios de corte para ambas, si-
no también una disminucidén de la cantidad de citosinas me-

tiladas sobre las totales. Las secuencias ricas en GC se
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encuentran distribuidas no al azar dentro del genoma, por
1o que es de esperar que este efecto sea mas notorio al em-
plear la hibridacidn nnlecular como método de deteccidn de
los patrones de restriccidn.

Los datos resultantes del estudio densitométrico de
los patrones de restriccidén concuerdan con los contenidos
relativos de 5mC analizados por HPLC (tabla VIII). Los ni-
veles de 5mC en tejido normal (5,03% + 0,45) fueron mavyo-
res que los correspondientes a teiido tumoral (3,25% + 0,28),
mientras que el ADN de la linea T47D resultd poseer el me-
nor contenido (1,63% + 0,30).

Niveles relativos de 5mC en ADN de lineas celulares,
menores que en tejido , han sido descriptos (128 a 130),
aunque existen discrepancias en este sentido(166), debidas
probablemente a los diferentes métodos y fuentes de ADN em-
pleados. El establecimiento de una linea celular conduce
a cambios en el ADN tales como rearreglos, duplicaciones,
deleciones, y atin desmetilacidén (167). Los datos sobre la
metilacidn del ADN utilizando como modelo el cultivo celu-
lar deben ser pues considerados cautelosamente, puesto ¢ue
quizds no reflejen lo que ocurre '"in vivo'" en relacidn a
este fendmeno. Los datos aqui presentados serian prueba de
ello, al menos en el eiemplo de carcinoma mamario.

Por otra parté, los hallazgos reportados en el nresen-

te estudio, coinciden con los escasos resultados descrin-
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tos para otros tumores humanos, ya que en colon y pulmdn se
encontrd una menor metilacidén del tejido tumoral con res-
pecto al normal (129, 164).

Dado que la hipometilacidn se asocia con un aumento de
la expresidn génica, los datos aqui expuestos concuerdan con
la hipdtesis de la desrepresidon de ciertos genes c=lulares

en relacidén con el proceso de transformacién celular.

En suma, en el presente estudio, se ha demostrado la
existencia de diferencias genodmicas entre cé&lulas mamarias
humanas normales y neoplasicas. Estas diferencias se encuen-
tran ya sea a nivel de cambios en las bases de determinadas
secuencias gendmicas, comc a nivel de su modificacidn epi-

genética por metilacidn en residuos de citosina.

Lic. Nora Rosembl it Dr. A'lbertm'ldi
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

A : adenina

A260: absorbancia (densidad dptica) a 260 nanometros

Asgp: absorbancia (densidad 6ptica) a 280 nanometros

A.E.: actividad especifica

ADN : acido desoxirribonucleico
ADNasa: desoxirribonucleasa
ARN : acido ribonucleico
ARNasa: ribonucleasa

SazaC : 5-aza-citidina

bp : nares de bases

BSA: seroalblimina bovina

C : citosina

Ci : Curie

Cot : Concentracidn de ADN (moles de nucledtidos/1) x tiempo
de reasociacidn (segundos)

cpm : cuentas por minuto

ctf : centrifugacidn

dATP: desoxiadenosina S'trifosfato
dCTP: desoxicitidina S'trifosfato
dGTP: desoxiguanidina 5'trifosfato
dTTP: desoxitimidina S5'trifosfato
DTT : ditiotreitol

ECot: Cot equivalente
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ABREVIATUPAS UTILIZADAS (Continuacidn)

acido etilén diamino tetracético

G : guanina

HAP

Hmg

HPLC:
IAC

6mA
SmC
mcg

*{DBP

MMTV

nm

PB

Pipes:
PP
Tpm

RT

SDS

sSn

hidroxilapatita

grupo de proteinas cromosdmicas acidicas de alta mo-
vilidad electroforética (high mobility group)

cromatografia liquida de alta presidn

solucidn de alcohol isoamilico - cloroformo (1:24 v/v)
kilo pares de bases

6 metil adenina

5 metil citosina

milicentigramos

proteina ligadora de ADN rico en 5mC (5mC DNA rich
binding protein)

virus de tumor mamario murino (mouse mammmary tumor
virus)

nanometros

buffer fosfato de scdio (cantidades equimoleculares
de fosfato de sodio monobasico y dibasico, pH 6,7)

piperazina N,N' bis (2-etano) sulfdnico
precipitado
revoluciones por minuto
tiempo de retencidn
dodecil sulfato de sodio

sobrenadante
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ABREVIATURAS UT(LIZADAS (Continuacidn)

SSC : solucibén salina-citrato concentrada (NaCl 0,15 M -
citrato de Na 0,015 M)

SV40 : virus de mono 49 (simian virus 40)
T : timina

TCA : acido tricloro acético

TCN : tiocianato

TEMED : N,N,N',N' tetra metilén diamina

Tm : temperatura media de fusidén. Temperatura a la cual el
50% del ADN se halla desnaturalizado (melting temnerature)

TNE : solucidn conteniendo Tris-HC1 50mM - pH 7,8 - EDTA 20 mM
NaCl.

Tris: Tri (hidroximetil) amino-etano.
U.E. : unidad enzimatica

u : micro

U.V. : ultravioleta

vol : volumen(es)



