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INTRODUCCION

EL SISTEMA INTERFERON

CARACTERISTICAS GENERALES:

Los interferones (IFNs) son proteínas presentes en todos los
mamiferos y también en muchos vertebrados (Wilson et al. 1983)
Hasta el presente se han aislado e identificado un gran número de
secuencias de ADNcorrespondientes a varias especies además de
los interferones humanos. Estas secuencias codificantes fueron
clonadas y expresadas en bacterias y en otros huéspedes
heterólogos.

Los interferones humanos poseen un amplio espectro de
actividades biológicas (Pestka et al., 1987). Presentan actividad
antiviral y antitumoral. Son además moléculas regulatorias
naturales que juegan un rol muy importante en los procesos de
crecimiento, diferenciación y desarrollo celular (Romeoet al.
1989).

Existen tres tipos diferentes de interferón: Alpha. Beta y
Gamma IFN que se diferencian antigénicamente en ensayos de
neutralización. No obstante Alpha-2 y Beta-l-IFN poseen un
epitope en comun (Kontsek et al 1990) lo que indicaria que la
distinción antigénica entre estos dos tipos de IFNs no es
absoluta.

Estas proteinas son inducibles, aunque existen algunas
evidencias de que hay una pequeña sintesis constitutiva (Tovey et
al., 1987; Duc-Goiran et al., 1985). Los virus, ARNde doble
cadena, entre otras moléculas, inducen la síntesis de los Alpha y
Beta-l-IFNS. Los Alpha-IFNs se denominan también IFNs
leucocitarios y el Beta-l-IFN se denomina interferón
fibroblástico, debido a las células en las que originalmente se
los encontro, pues luego se los halló en otros tipos celulares
también.

Estas proteinas salen de las células productoras y se unen a
receptores de otras células, comopaso inicial de su mecanismode
acción. Los Alpha-IFNs y el Beta-l-IFN comparten un mismo
receptor, éste está codificado por un gen que se encuentra en el
cromosoma 21. Por su parte el Gamma-IFNse une a un receptor
diferente, formado a su vez por dos componentes que se encuentran
codificados por los cromosomas8 y 21, cada uno de ellos. Existen



algunas evidencias de competencia entre los interferones Beta-1 y
Gammapor el receptor para Gamma-IPN.(Pestka et al., 1987).

Los tres tipos de interferones presentan actividad
inmunomodulatoria, aunque es el IFN-Gammael que más participa de
la respuesta inmune. Este IFN se produce en los linfocitos T,
comorespuesta a la inducción por antígenos o mitógenos.

En la especie humana los Alpha-IFN estan codificados por una
familia de genes que se encuentran agrupados en el brazo corto
del cromosoma 9 en las bandas 9p13-p21, muy próximos al gen Beta
1-IFN que se halla en la banda 9p22. Es decir se ubica
distalmente con respecto a los genes Alpha (Diaz et al. 1986;
Díaz et al. 1990a); ninguno de ellos posee intrones.

El gen Beta-Z-IFN, que se encuentra ubicado en el cromosoma
7 (Sehgal et al. 1986), posee 4 intrones y no presenta homología
con el gen Beta-1; sólo comparten algunos epitopes. Su nombre
actual es el de interleukina 6 (Van Snick, 1990). El gen Gamma­
IFN se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 12 en la
banda q24.1 (Trent et al.,1982), posee 3 intrones. No presenta
casi homologíacon los otros interferones descriptos.

EVOLUCION DE LOS GENES DE INTERFERON:

Como ya se mencionó al comienzo los interferones están
presentes en todos los mamíferos y en muchos vertebrados. No
se han encontrado estos genes en los invertebrados.

La familia de genes Alpha-IFN presenta un número similar de
bandas en la mayoría de 10s mamíferos estudiados (Wilson et al.,
1983), lo que sugeriría una complejidad genética similar para
todos ellos, es decir aproximadamente igual número de genes. En
las otras clases de vertebrados sólo se detectó una señal débil
cuando se hibrido ADN de Alpha-IFN humano con el ADNde aves y
reptiles y no se observó señal al hibridar con peces y anfibios.

Wilson y colaboradores (1983) también hibridaron ADNdel gen
Beta-1-IFN humano con ADN de diferentes mamíferos, hallando en
todos los casos un gen de copia única salvo en los miembros
analizados de la familia Bovidae: Bos taurus (vaca) y Antilope
cervicapra (antílope).



En esta dos especies se observó una familia de genes Beta­
IFN, de complejidad similar a la familia de genes Alpha-IFN
humana. Estos investigadores postularon la aparición de esta
familia de genes (Beta-IPN), por duplicación génica, ocurrida en
algún momentoposterior a la radiación de los mamíferos, pues el
resto de los mamíferos poseen un gen de copia única, y anterior
a 1a divergencia entre vaca y antilope en los Artiodactyla.

A diferencia de los genes de Alpha-IFN, uno o más genes de
Beta-IFN parecen estar presentes en todas las clases de
vertebrados: peces, anfibios, reptiles, aves y mamíferos.

Las familias de genes de IFN tenderian a estabilizarse en
tamaño y organización a lo largo de los periodos evolutivos
(Wilson et al., 1983).

Esto apoyaría la hipótesis de Taniguchi et al. (1980)
quienes postularon que los genes de interferón derivarían de un
gen ancestral existente antes de que surgieran los vertebrados,
hace 500 a 1 000 millones de años, y en consecuencia presente
en todos ellos.

Estos autores observaron la gran homologia existente en las
regiones codificadores de los genes Alpha-IFN y del gen Beta-1­
IFN humanos, tanto a nivel del ADNcomo a nivel de la proteina.
Sugirieron entonces una duplicación a partir de un gen ancestral
que dió origen a los genes Alpha y Beta-l-IFN. Posteriormente
Alpha se duplicó para dar origen a la familia de genes Alpha-IPN.
El hecho de que estos genes se encuentren agrupados en un mismo
cromosomay no posean intrones, favorece esta hipótesis.

Sin embargo, no se pudo detectar la presencia de Alpha-IFN
en peces y anfibios, las primeras clases de vertebrados
aparecidas evolutivamente (Wilson et al.,1983). Esto
contradeciría el postulado de Taniguchi et al. (1980) acerca de
la existencia de estos genes en todos los vertebrados.

La comparación en una especie dada, de las homologías entre
genes parálogos, es decir entre genes que se originaron por
duplicación a partir de un gen ancestral, permite establecer una
filogenia génica (Ayala, 1980).



Es así que Alpha y Beta-IFN fueron originalmente genes
parálogos, pues habrian surgido por duplicación a partir de un
gen ancestral (Taniguchi et al., 1980). Luego se habria duplicado
repetidamente el gen Alpha, dando origen a la familia de genes
Alpha-IFN, parálogos entre si.

El análisis se complica aún más cuando se comparan genes
pertenecientes a esta familia en diferentes especies, pues a
veces es dificil distinguir secuencias ortólogas, es decir,
procedentes de un gen ancestral común a ambas especies y que
luego divergieron, de secuencias parálogas, originadas por
duplicacion a partir de un gen ancestral también. Por ejemplo
Miyata et al. (1985) cuando comparan la tasa evolutiva para los
sitios silenciosos (sinónimos) en la zona codificadora, en el
gen Gamma-IPNhumano y en el murino la encuentra muy alta, 7,2 x

—9

10 , siendo la tasa promedio para los mamíferos mucho menor.
Una de las explicaciones posibles para este fenómeno según
estos investigadores es que se trate de genes parálogos y no
ortólogos.

La tasa evolutiva v = Ka /(2t), fue calculada considerando
Ka como el indice de diferencias entre dos secuencias de ADN
codificadoras (codogénicas) comparadas, es también llamado indice
de sustitución de aminoácidos; t es el tiempo de divergencia
entre estas dos secuencias. Tambiéncalcularon la tasa evolutiva
para las mutaciones silenciosas o sinónimas, aquellas que no
modifican la secuencia aminoacídica de la proteína. Fue
llamativamente alta la tasa de evolución en la zona 3 prima no
codificadora de los genes Alpha (Miyata et al., 1985).

Ambastasas evolutivas eran similares a las descriptas para
los genes de las inmunoglobulinas. Es decir, los genes de
interferón en la especie humanaen particular y en los mamíferos
en general parecen evolucionar rápidamente con una tasa de
evolución comparable a la de los genes de las inmunoglobulinas
(Miyata et al., 1985).

El origen de la familia de genes Alpha-IFN humanos es
explicada de dos maneras diferentes.

Por un lado Miyata et al. (1985) siguiendo la teoria
neutralista, proponen la existencia de un reloj molecular para
los genes de interferón, es decir la acumulación de mutaciones
silenciosas en las zonas codificadoras o bien mutaciones en
secuencuas de las zonas 5 prima y 3 prima no esenciales para la
transcripción y traducción, a lo largo del tiempo geológico.



Es decir que existiría una relación lineal entre el tiempo
de divergencia de dos secuencias que provienen de una ancestral
y la acumulación de mutaciones en ambas secuencias.

Fue asi que calcularon el origen de la familia de genes
Alpha-IFN humanos a partir de un único antecesor hace 40
millones de años. Los resultados descriptos por Wilson et al.
(1983) ponen en duda esta fecha, pues como ya se dijo más arriba,
la familia de genes Alpha está presente en todos los mamíferos,
cuya radiación se estima que ocurrió hace 85 millones de años.

Por otra parte y en oposición a la hipótesis de un origen
reciente para esta familia, Wilson et al. (1983) y Gillespie y
Carter (1983), entre otros, proponen la existencia de evolución
concertada para la familia de genes Alpha-IFN.

Es decir se habrían producido fenómenos de conversión
génica o entrecruzamiento desigual pero homólogo, entre genes
duplicados divergentes, o sea que ya habian acumulado mutaciones.
Comoconsecuencia de estos fenómenos de recombinación genética,
los genes de la familia tenderian a homogeneizarse, es decir a
exhibir secuencias en común. Esto aumentaría artificialmente el
grado de homología entre estas secuencias, y si no se toman en
cuenta estos fenomenos de homogeinización, se concluiria que la
divergencia entre estas secuencias fue relativamente reciente.

Este tipo de evolución, 1a evolución concertada fue
propuesta para explicar la diversificación de otras familias
multigénicas ( Dover et al., 1982; Jeffreys, 1982).

Asi es que la divergencia entre dos secuencias de ADNde una
familia génica está determinada por el tiempo de la duplicación
génica original, por la acumulación de mutaciones y por eventos
de homogenización entre varias regiones de los genes duplicados
(Wilson et al., 1983)

Con respecto al gen de IPN-Gamma (clase II), éste no
presenta casi homologia con los genes (clase I) Alpha y Beta-1­
IFN (Gray et al., 1982; Gray y Goeddel, 1982).

No obstante se halló cierta homología entre ambas clases,
cuando se alinearon sus secuencias aminoacidicas tomando en
cuenta su estructura secundaria (De Grado et al., 1982; Epstein,
1982). Epstein (1982), encontró que esta homologia se hallaba



agrupada en el tercer y cuarto exón, es decir en el extremo
carboxiterminal y no en el aminoterminal.

De Grado et al. (1982) postularon un origen en común para
Alpha, Beta-1 y Gamma-IFN,pues su estructura protéica secundaria
y terciaria es muysimilar.

Estos investigadores encontraron también una mayor homologia
protéica, agrupada en una zona, entre Gammay Beta-l-IFN que
entre Gamma y una secuencia consenso de Alpha-IFN. Sugirieron
entonces que el gen Gamma-IPNse separó del gen Beta-1-IFN con
posterioridad a la divergencia de Alpha y Beta-l-IFN a partir de
la duplicación de un gen ancestral.

Luego de su separación del gen Beta-l-IFN, esta pequeña
secuencia homóloga agrupada (Gamma-IPN)se habría traslocado al
cromosoma 12 y se habria insertado en medio de otra secuencia que
codificaria para otra proteina. Es por esto que el gen Gamma-IPN
presentaría exones (3ro. y 4to.)que poseen cierta homologia con
los genes de clase I (Alpha y Beta-l-IFN) y exones (lro. y 2do )
que no poseen homologia.

Taya et al. (1982) también hallaron una mayor homologia
entre el gen Gamma-IFN y el gen Beta-l-IFN, al comparar
secuencias consenso en las zonas promotoras de la transcripcion
asi como en el extremo opuesto, en la zona cercana a la
poliadenilación del ARNmensajero.

Sin embargo, toda la homologia, arriba descripta, es muy
limitada y podria ser el resultado de una evolución convergente
(Miyata et al., 1985) y no de un origen en común con los otros
genes de IFN.

Es decir la identidad de secuencias, es una condición
necesaria, pero no suficiente para determinar un origen en común,
o sea para determinar homologias.

FAMILIA MULTIGENICA DE ALPHA-IPN Y EL GEN BETA-l-IFN:

Desde los primeros trabajos publicados ubicando a los genes
Alpha y Beta-IFN en el brazo corto del cromosoma 9 humano
(Owerbachet al., 1981; Trent et al., 1982; Henry et al., 1984),



se ha avanzado mucho, para determinar el número y la estructura
de estos genes. Es asi que de 8 a 10 genes Alpha IFN descriptos
originalmente (Nagata et a1. 1980a) se pasó a los
aproximadamente 27 genes y pseudogenes que forman la familia de
Alpha IFN, los cuales se encuentran agrupados formando varios
grupos de ligamiento, muy próximos al gen Beta-IFN.

Habría aproximadamente 15 interferones Alpha activos (Henco
et al., 1985).La familia de genes Alpha-IPN esta formada por 2
subfamilias (Capon et al. 1985; Feinstein et al. 1985; Henco et
al. 1985): las subfamilias I y II.

La subfamilia I esta formada por aproximadamente 15 genes
que poseen 85%o mas de homologia a nivel nucleotidico entre
ellos. Codifican para un polipéptido maduro de 165 o 166
aminoácidos.

La subfamilia II esta formada por 6 o 7 genes que también
poseen una alta homologia entre si a nivel del ADN. Codifican
para un polipéptido maduro de 172 aminoácidos.

Ambas subfamilias poseen un 70% de homologia a nivel
nucleotidico y un 58%de homologia a nivel protéico, entre si.
Como se dijo más arriba, esta familia esta agrupada y los
miembrosde las dos subfamilias se intercalan entre si.

Los genes de ambas subfamilias se expresan coordinadamente
comorespuesta a una infección viral.

Resulta interesante destacar la presencia de ambasclases de
Alpha-lFN en los bovinos (Capon et al. 1985) La subfamilia I de
genes Alpha posee un número similar de miembros en ambas
especies, mientras que la subfamilia II posee un mayor numero,
entre 15 y 20, en los bovinos.

La subfamilia I de ambas especies, presenta más homologia
entre si que con la otra subfamilia de la misma especie. Lo
mismoocurre con la subfamilia II. Es probable, entonces, que
hayan ocurrido procesos de duplicación y homogenización dentro de
cada subfamilia como por ejemplo entrecruzamiento desigual o
algun tipo de conversión génica, comose mencionó anteriormente.



Estos fenómenos parecen apoyados por la presencia de (Henco
et al., 1985):

Genes que parecen ser híbridos naturales de dos genes
diferentes de Alpha-IFN. Por ejemplo IFN-Alpha-N parece
ser un híbrido de IFN-Alpha-A,D y de IFN-Alpha-C,C—1
(Gren et al., 1984)

Genes con identica secuencia codificadora y distinta
secuencia flanqueante. Por ejemplo IFN-Alpha-l e IFN­
Alpha-l3 (Todokoro et al., 1984).

Pseudogenes. Uno de ellos posee un alelo funcional,
Probablemente el hecho de ser una familia génica, con
información redundante, tolere la aparición de formas
alélicas y no alélicas, defectuosas (Bartholomew &
Windass, 1989).

También se detectaron secuencias codificantes con sólo un
nucleótido de diferencia, que resultaron ser genes y no alelos
diferentes: Por ejemplo: IFN-Alpha A y IFN-Alpha 2 (Hotta et al.,
1986; Hotta et al., 1988).

La determinación exacta del número de genes y grupos de
ligamiento la familia Alpha-IFN humana aun no se ha completado y
se sigue realizando en la actualidad.

Con respecto a la homologia entre los miembros de estas dos
clases de Alpha IFN y el gen Beta-l-IFN, se puede ilustrar así:

Los genes clase I de Alpha IFN humanos poseen más de un 85%
de homologia nucleotidica y de 77-94% de homologia a nivel de
aminoácidos, entre ellos.

Estos genes a su vez muestran un 29% aproximadamente de
homología protéica con Beta-l-IFN. En la especie humana este
gen es de copia unica, aunque se encontró una duplicación en
algunas familias (0hlsson et al. 1985).

Por otra parte la homología es mayor , en zonas altamente
conservadas de la región codificadora. Por ejemplo entre los aa
115 y 151:



Los IFN Alpha I comparten 30 de 37 residuos.

Los Alpha IFN I y el Beta IFN humanos comparten 17 de 37
aminoácidos, siendo la homologia en esta zona del 46%, mayor
que la homologia total a nivel protéico (29%).

La primera secuencia descubierta perteneciente a la clase
II, fue encontrada por azar cuando se estaba buscando secuencias
homólogas a1 gen Beta IFN, es decir genes adicionales Beta (Capon
et al., 1985).

Se hibridó una genoteca humana, con una zona codificadora
del Beta IFN en condiciones de baja exigencia de homologia (Capon
et al. 1985). Asi se recuperó una secuencia perteneciente al
luego denominado Alpha 1. Luego, analizando esta secuencia

II
y otras homólogasde esta clase, la clase II, se encontró que
poseían mayor homologia con la clase I que con Beta IFN. Entre
ambas clases hay 70%de homologia a nivel nucleotidico y 58% a
nivel aminoacidico; entre ambas clases y el gen Beta IFN hay un
48% de homologia a nivel nucléico y aproximadamente 30%a nivel
protéico.

Sólo hibrida una clase con la otra en condiciones de poca
exigencia de homologia, 70% o más de homologia.

El gen Beta-1-IFN posee a su vez, un 48% de homologia
nucleotidica y un 29%de homologia protéica con la subfamilia
I.

La subfamilia de genes II presenta porcentajes similares de
homologia con el gen Beta-1-IFN.

Se ha descripto desequilibrio de ligamiento entre los genes
Alpha y el gen Beta-l-IFN (Ohlsson et al., 1985). Esto parece ser
lógico debido a la proximidad entre ambos tipos de genes (Díaz et
a1., 1988).



MULTIPLICIDAD DE INTERFERONES-ALPHA:

La existencia de varias especies de IFN-Alpha en el hombre
se confirmó cuando se realizó el clonado de más de 10 ADN
complementarios (cADN) asi como también de ADNgenomicos, clones
que se expresaron a nivel de proteinas en Escherichia coli
(Nagata et al., 1980b). Por otra parte se purificaron a
homogeneidad varias especies naturales de IPN-Alpha utilizando
cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC) (Revel, 1983).
Estas diferentes especies de IFN-Alphapueden ser sintetizadas
por una misma célula, comose observa en cultivos de células
leucémicas que derivan de una única célula, pues son una
población clonal.

Los IPN-Alpha poseen un 80% o más de homologia, a nivel de
sus aminoácidos y un 90%de homologia a nivel nucleotidico. Un
único cADNpuede corresponder a más de un polipéptido debido al
hecho de que algunas proteinas naturales purificadas (IFNs) sólo
varían en el extremo 3'carboxiterminal,teniendo menos
aminoácidos. Estos interferones poseen casi todos, 168 residuos,
correspondientes a la proteina madura, precedidos por un péptido
señal de 23 residuos en el pre-IFN-Alpha.

Cuando se realizan corridas electroforéticas en geles de
poliacrilamida-SDS (condiciones desnaturalizantes) se observa que
las especies naturales de IFN-Alpha varian entre 17 000 y 22.000
y hasta alguna de 26.000 de peso molecular, . La mayoria de estas
proteinas no están glicociladas (Rubinstein et al. 1981; Revel,
1983).

Hiscott y colaboradores (1984) estudiaron la expresión
diferencial de los genes de interferón humanos. Utilizando
diferentes inductores y diferentes tipos celulares. Los
inductores fueron: el Virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV,
un paramixovirus), el Virus Mengo(un picornavirus), el Virus de
la Estomatitis Vesicular (VSV, un rhabdovirus); los diferentes
tipos celulares eran: células Namalwa(linfoblastoideas), células
HeLa (células tumorales de cuello de útero), fibroblastos,
leucocitos (linfocitos y monocitos) de sangre periférica.

Estos investigadores cuantificaron ARNmensajeros (mARN) de
Alpha y Beta-1-IFN. La proporción de ambos mensajeros variaba
mucho con el tipo celular. La especie predominante en
fibroblastos y celulas HeLainducidas fue el Beta-IFN; leucocitos
de sangre periférica asi comocélulas linfoblastóideas contenían
ambos tipos de transcriptos.



Con respecto al IFN de tipo Alpha, en todos los tipos
celulares estudiados los transcriptos predominantes eran IFN­
Alpha-1, IFN-Alpha-Z y IFN-Alpha-4, mientras que los IFN-Alpha-S,
IFN-Alpha-7, IFN-Alpha-B e IFN-Alpha-14 estaban presentes en
niveles 5-20 veces menores.

Por otra parte los niveles de los diferentes mARNde Alpha­
IFN también variaban muchocon el tipo celular y no parecían ser
afectados por diferencias en el tipo de inducción.

Así en leucocitos inducidos con virus Sendai la proporción
de mARN IFN-Alpha-l a Alpha-2 era de 1,7 mientras que en las
células Namalwa(linfoblastoideas) inducidas de igual manera la
proporción era de 0,4.

La producción de IFN medida en ensayos de actividad
biológica comoreducción del efecto citopático, no resultó ser
proporcional a la cantidad de mARNde IFN presentes, por ejemplo
en leucocitos se detectó un nivel alto de transcriptos para Beta­
1-IFN mientras que a nivel protéico casi no se registró IFN.

Goren et al., (1986 a) observaron que monocitos y linfocitos
producían una mezcla diferente de subtipos Alpha-IPN. Cuando
ambos tipos celulares eran inducidos de igual manera, los
monocitos producían un IFN-Alpha de alto peso molecular, 26.000,
similar al IFN-Alpha-B, en cambio los linfocitos producían IFN­
Alpha-1 e IFN-Alpha-Z.

Es decir el tipo celular es el que determina qué genes de
interferón se expresarán.

Uno de los colaboradores de Goren, Rubinstein (1987)
reflexionó acerca de 1a existencia de múltiples subtipos de IFN­
Alpha llegando a la conclusión que la regulación génica es
diferente en los miembrosde esta familia, dependiendo del tipo
de inductor y de otros parámetros que podrían reflejar la
severidad de la infección viral. Por otra parte todos estos
subtipos presentarían la mismaactividad biológica aunque con
diferente potencia (Rubinstein, 1987).

Además de la síntesis inducida de los distintos
interferones, se describió también la síntesis constitutiva de
estas proteinas en bazo, hígado y riñón extraídos de dadores para
su transplante (Tovey et al., 1987).



Estos investigadores detectaron ARNmensajero sólo de Alpha­
1-IFN y de Alpha-Z-IFN en un número muy pequeño de copias en
relación a las que se producen luego de una infección viral. El
bajo número de copias junto con el patrón de transcripción
diferente al de leucocitos de sangre periférica infectados por
virus, indicarian que ésta sintesis seria constitutiva y no
producto de virus no detectados o algún otro factor de
crecimiento (Tovey et al., 1987).

Duc-Goiran et al. (1985) previamente hallaron IPN-Alpha y
IPN-Beta en sangre de placenta humana alrededor de la 37 semana
de embarazo. Estos interferones presentaban pesos moleculares mas
altos que los hallados en general, entre 15 y 80 kilodaltons.
Serian constitutivos, pues se hallaron en una alta frecuencia, 29
de 37 muestras, lo que descartaria una infección accidental
viral, sumado al hecho de que normalmente no se detectan virus ni
bacterias en ninguna de las muestras de líquido amniótico. Además
si bien se informó acerca de la presencia de viriones del tipo de
retrovirus, éstos normalmente no inducen la sintesis de
interferón.

Por otra parte se detecta IFN de tipo Alpha desde la semana
18 de embarazo en adelante. Tal vez estos interferones
intervengan en 1a tolerancia inmune, es decir en la protección
del feto de la reacción inmune de rechazo por parte de la madre
(Duc-Goiran et al., 1985).

Se han descripto IFNs raros, poco comunes, considerados de
tipo Alpha-IPN.

Preble et al. (1982) descubren un IFN tipo Alpha, pero
ácido-lábil, caracteristica que no comparten el resto de los IFNs
Alpha, en el suero de pacientes que sufrían lupus sistemico
eritrematoso, que es una enfermedad autoinmune.

Se detectó también, la presencia de un IFN de tipo Alpha,
ácido-lábil en células mononuclearesde sangre periférica, cuando
éstas eran estimuladas por otras células infectadas con HIV
(Capobianchi et al., 1988). Este IFN era aparentemente producido
por linfocitos B.

También se halló un IFN-Alpha ácido-lábil en el suero de
pacientes que sufrían del Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida, una enfermedad del sistema inmune provocada por el
mismo virus (HIV). En pacientes de esta enfermedad se hallaron



también linfocitos T que expresaban IFN-Gammaen su superficie en
un número significativamente mayor que el hallado en individuos
normales (Caruso et a1. 1990).

Cuando se indujo la sintesis de ADNcon un mitógeno y un
promotor de tumores en leucocitos mononucleares de sangre humana
periférica, comoera de esperar el principal IFN producido fue el
Gamma-IFN. Junto con él y en menor cantidad se produjo un IFN de
otro tipo, distinto tanto por sus propiedades antigénicas como
por sus propiedades fisicoquimicas de los otros tipos de IFN
descriptos (Alpha, Beta y Gamma)(Wilkinson & Morris, 1986).

El comportamiento más extraño de este IFN fue que sólo
inducia una respuesta antiviral en células trisómicas para el
cromosoma 21, las cuales, se sabe, son más sensibles a los
interferones que otras células, debido a que producen un mayor
numero de receptores para Alpha y Beta-l- IFN, pues tienen el gen
que codifica para la sintesis de este receptor en triple dosis.

Dianzani y colaboradores (1986), describieron con
posterioridad, un nuevo tipo de IFN humano, producido a partir de
sangre periférica de dadores sanos, que no era neutralizado con
anticuerpos contra Alpha, Beta o GammaIFN y de un peso molecular
de aproximadamente 7.000 daltons. Esta proteina denominada por
ellos: “proteina similar a IFN” (IFN like protein, ILP), sería
diferente a la descripta por Wilkinson y Morris (1986), entre
otras características por su peso molecular y por su mecanismode
inducción.

Resumiendo, a la diversidad presente en los individuos sanos
hay que agregarle la existente en una variedad de enfermedades,
especialmente en las autoinmunes.

MULTIPLICIDAD DE INTERFERONES-BETA

El gen Beta-1-IFN se encuentra ubicado en el cromosoma 9
cerca del agrupamiento de genes Alpha-IFN (Trent et al., 1982;
Diaz et al., 1988).

Los leucocitos infectados por virus producen ambos tipos de
interferón, Alpha y Beta-IFN. Los fibroblastos asi como otros
tipos celulares sólidos, al ser infectados por virus, producen



principalmente Beta-IFN, aunque también producen Alpha-IFN en
pequeña cantidad (Revel, 1983).

Sin embargo, cuando se inducen células fibroblásticas con
ARN de doble cadena, como por ejemplo poly (rI).(rC), sólo se
sintetiza Beta-IFN. La mayoría (90 Z) de este interferón es el
Beta-1-IFN y el resto (10 Z) parecen ser otras formas de Beta-IFN
(Revel, 1983).

Una de esas formas o especies de interferón es el IFN-Beta­
2 (Heissenbach et al., 1980). En ensayos de neutralización este
interferón es neutralizado tanto por anticuerpos policlonales
como monoclonales, contra el IFN-Beta-l purificado. Lo mismo
ocurre cuando se realiza el ensayo de neutralización entre
anticuerpos contra IFN-Beta-Z y el IFN-Beta-l. Es decir se
produce una neutralización cruzada (Sehgal, 1982).

No obstante, no se produce una inmunoprecipitación cruzada
con estos anticuerpos lo que confirma la diferencia antigénica
entre estas dos proteínas (Revel, 1983).

Esto último se ve reforzado por el hecho de que los dos ARN
mensajeros, a partir de los cuales se traducen ambas proteínas
(IFN-Beta-l e IFN-Beta-Z) no presentan casi homología. No
hibridan entre sí, (cuando se usa como sonda molecualar sus ADN
complementarios), aun en condiciones de poca exigencia de
homología (Sehgal, 1982).

Es decir ambosson interferones Beta, por ser inducida su
sintesis, en los fibroblastos, por los mismosinductores, por su
actividad antiviral y por ser neutralizados del mismomodo. Pero
se diferencian por su secuencia aminoacídica y por lo tanto
nucleotídica, teniendo sólo algunos epitopes en común, lo que
explicaría la ausencia de inmunoprecipitación cruzada arriba
mencionada.

Si bien el IFN-Beta-l y el IFN-Beta-Z son inducidos por ARN
de doble cadena, se observó una inducción diferencial de ambos
interferones cuando se inducía su síntesis con cicloheximida y
actinomicina D. En estas condiciones sólo se producía el Beta-2­
IFN en pequeña cantidad y no se producía el Beta-l-IFN (Revel,
1983) lo que llevó a pensar que ambos interferones cumplirían tal
vez, funciones diferentes.



Desde ese entonces hasta ahora, se avanzó mucho en la
investigación del IFN-Beta-Z. Es asi que diferentes grupos de
investigacón que desarrollaban distintas lineas de trabajo, no
relacionadas entre sí, llegaron a la conclusión de que todos
ellos estaban analizando la misma molécula: el IFN-Beta-Z (Van
Snick, 1990). Es decir todos habian clonado y purificado la misma
proteina, que parecía tener múltiples efectos, siendo muy
pleiotrópica.

La nomenclatura de esta molécula ahora llamada IL-B o sea
interleuquina 6 era (Van Snick, 1990):

IFN-Beta-Z 26 K ESF-2 PCT-GF IL-HPl

HPGF HSF CDF IL-6

26 K Es la proteina de 26 kd sintetizada a partir del ARN
mensajero de 1,3 kbases de Beta-Z-IFN.

BSF-Z Es el factor de estimulación de los linfocitos B,
que induce la producción de inmunoglobulinas enellos.

PCT-GF Es es el factor de crecimiento de plasmacitomas
purificados a partir de sobrenadantes de
cultivos de macrófagos en ratones.

HPGF Es el factor de crecimiento de hibridomas o
plasmacitomas, humano. Cumple la misma función y
presenta homologia a nivel del ADN, con el PCT-GF
de ratón.

IL-HPl Es el factor de crecimiento de hibridoma,
purificado a partir de ciertas lineas celulares
T, en ratones.

HSF Es el factor estimulador de los hepatocitos,
producido por monocitos.

CDF Es el factor de diferenciación de las células T
citotóxicas.

El hallazgo de que una sola molécula era responsable de
todas estas funciones, es decir que poseía un efecto
pleiotrópico, simplificó muchola nomenclatura usada (Van Snick,
1990).



El IFN-Beta-Z, es decir la IL-6, es producido por una gran
variedad de células: fibroblastos, células endoteliales,
monocitos o macrófagos, lineas de células T y diferentes líneas
celulares tumorales entre otras.

Cumple en ellas diferentes funciones, comolo ilustra la
nomenclatura arriba presentada.

Las infecciones, daños a los tejidos, tumores malignos y una
diversidad de desordenes inmunológicos desencadenan una reacción
del organismo que se denomina: respuesta de la fase aguda (Van
Snick, 1990). Estos tejidos dañados, producen la liberación de
IL-6. Esta actúa como:

—Factor de diferenciación y de crecimiento de los
linfocitos T y de células precursoras hematopoyéticas.

—Induce la liberación de la hormona adrenocorticotrópica
por parte de la glándula pituitaria.

Estimula la sintesis de proteina de 1a fase aguda en el
hígado

Estimula también la producción de anticuerpos.

La IL-6 sólo en ciertas circunstancias actúa como
interferón, (por ejemplo comoantiviral), no siendo ésta su única
función.

May et al., (1988) propusieron como hipótesis que 1a
interleuquina-S sufriría modificaciones posteriores a su
traducción que determinarian diferentes conformaciones
moleculares. Sólo algunas de estas conformaciones funcionarían
comointerferón. Esto explicaría las contradicciones registradas
en la bibliografia, acerca de la actividad antiviral del IFN­
Beta-2, pues no siempre fue posible detectarla.

La IL-B se une a un receptor especifico en la superficie
celular, al igual que los interferones. Este receptor es
diferente del receptor para Alpha y Beta-l-IFN y del receptor
para Gamma-IPN(Yamasaki et al., 1988).



Comoera de esperar, los receptores para IL-S se encuentran
en un gran número de células diferentes.

El gen de la IL-6 se encuentra en el cromosoma 7 humano
(Sehgal et al., 1986), comoya habia sido descripto para Beta­
IFN-2, en la banda 7p21 (Van Snick, 1990). No se encuentra por lo
tanto, ligado al gen de Beta-1-IFN, el cual se encuentra en el
cromosoma 9.

Posee 4 intrones, 3 sitios de iniciación de la transcripción
y 3 secuencias promotoras del tipo TATA. Esto podria explicar el
hallazgo de múltiples mecanismos de regulación de este gen (Van
Snick, 1990).

Ademásdel IFN-Beta-Z se han descripto otros interferones de
tipo Beta, IFN-Beta-3, 4 y 5. (Slate et al., 1981; Sehgal, 1982;
Revel, 1983).

Los genes de estos interferones estarian ubicados en los
cromosomas 2 (Hay et al., 1985; Sagar et al., 1985) y 5 (Revel,
1983). Presentan homologia a nivel nucleotídico y similitudes
conformacionales a nivel protéíco. Si bien poseen actividad
antiviral, es probable que intervengan al igual que el IFN-Beta-2
en otros procesos fisiológicos comola diferenciación celular.

EL GEN GAHHA INTERFERON:

Comose dijo anteriormente, este gen se encuentra ubicado en
el cromosoma12 (Trent et al., 1982; Naylor et al., 1983). Es
decir no está ligado a los genes Alpha y Beta-1-IFN, que se
encuentran en el cromosoma9 (Trent et al., 1982).

El gen de Gamma-IPN, o sea el del IFN clase II, es un gen
de copia única que posee 3 intrones (Gray & Goeddel, 1982) a
diferencia de los genes de Alpha y Beta-1-IFN, o sea los de clase
I, que no poseen intrones.

Los cuatro exones, es decir la secuencia que se expresa en
el ARN mensajero, codifican para un polipéptido de 186
aminoácidos, siendo muchos de estos básicos. Esto podria
explicar la inestabilidad que posee el IFH-Gammaen soluciones de
pH ácido (Revel, 1983).



Los 20 primeros aminoácidos, altamente hidrofóbicos, en el
extremo aminoterminal, forman el péptido señal de anclaje a la
membrana celular; los 146 aminoácidos restantes forman la
proteina madura que se secreta al exterior de la célula (Gray &
Goeddel, 1982). Esto último sucede también con los interferones
de clase I, los que también poseen un péptido señal.

No obstante, existe poca homologia entre ambas clases de
interferones. A1 comparar Gammacon 7 u 8 Alpha-IFNS diferentes
se observó que la homología se encontraba restringida a dos
zonas: la zona de clivaje del péptido señal, con 5 aminoácidos en
comúny una zona más distante, hacia el extremo carboxilico, con
4 aminoácidos seguidos en común (Gray et al., 1982).

Epstein (1982) describió una mayor homologia si se tomaban
en cuenta aminoácidos aislados en la misma posición o en una
posicion muy cercana. Estos residuos estarian ubicados en la
mitad oarboxílioa de la proteina, en zonas importantes para la
conformación espacial protéica.

Según De Grado et al. (1982) esta conformación secundaria y
terciaria es similar en los tres tipos de interferón, Alpha, Beta
y Gamma.

Noobstante, a diferencia de los Alpha-IFNs, la estructura
terciaria de Gamma-IFN no depende de la formación de puentes
disulfuro intramoleculares (Pestka et al. 1987).

La zona 5 prima, promotora de la transcripción, que posee
una gran homología cuando se comparan Alpha y Beta-1-IFN (clase
I), no presenta homología con la zona promotora del gen Gamma­
IFN (clase II). Esto parece ser coherente con el hecho de que son
diferentes los inductores que activan a los genes de clase I y de
clase II (Gray & Goeddel, 1982).

Al igual que los Alpha-IFNs, el Gamma-IPN natural posee
heterogeneidad en el extremo carboxilo, coexistiendo proteinas
con la misma secuencia, pero de diferente largo. Es decir,
aparecen formas truncadas en el extremo carboxilo, tal vez
productos de digestión proteolitica durante o luego de la
secreción del Gamma-IFN(Rinderknecht et al., 1984; Pestka et
al., 1987).



Parece haber más de una proteina Gamma-IFN, con diferentes
pesos moleculares 15.500-17.000, 20.000 y 25.000. Estas
diferencias en el peso, parecen deberse a un diferente grado de
glicocilación, o sea unión a azúcares, de una única especie
proteica de Gamma-IPN(Pestka et al., 1987).

Por ejemplo, Rinderknecht et al. (1984), describieron la
presencia de dos especies activas de IPN-Gammade 20.000 y 25.000
daltons cada una de ellas, en ADNde sangre periférica. Ambas
especies tenían idéntica secuencia aminoacidica, pero distinto
numerode moléculas oligosacáridas unidas a ellas y por eso era
diferente su peso molecular.

El IPN-Gammarecombinante también exhibe diferentes grados
de glicocilación, así comoun procesamiento proteolitico, es
decir la digestión del Gamma-IFN recombinante en dos zonas
específicas de la molécula proteica (Curling et al., 1990).
También aqui aparecen proteínas truncadas en el extremo
carboxílico.

Los oligosacáridos arriba mencionados, no serían necesarios
para la actividad antiviral o antiproliferativa de del IPN-Gamma,
como lo manifiesta el hecho de que el IFN-Gammarecombinante
producido por Escherichia coli y que no se encuentra unido a
azúcares es igualmente activo. Sin embargo el IPN-Gammaunido a
oligosacáridos podria ser más estable y menossusceptible a la
degradación proteolitica (Rinderknecht et al., 1984) aumentando
entonces, su vida media.

El Beta-l-IFN también se encuentra unido a carbohidratos, no
así la mayoria de los Alpha-IFNs.

En condiciones fisiológicas el Gamma-IFNse encuentra como
dimero con peso molecular de 40.000 a 60.000. No obstante la
unidad funcional, medida en ensayos de actividad biológica
antiviral, parece ser un tetrámero, a diferencia de los Alpha­
IFNs cuya unidad funcional seria un monómeroy de Beta-l-IFN,
cuya unidad funcional parece ser un dímero (Pestka et al., 1983).

La actividad específica del IFN-Gamma, medida en ensayos

antivirales resultó ser de 1-25 x lÜ unidades por miligramo de
proteina, mientras que la actividad especifica de los Alpha-IFNs

8
era de 2-4 x 10 y la de Beta-l-IFN de 2-5 x 10 unidades por



miligramo de proteina (Pestka et a1., 1987). Esto puede tener
relación con un diferente mecanismode acción molecular (Revel,
1983).

Veamos ahora algunos conceptos sobre polimorfismo del ADN,
en particular sobre polimorfismo de la longitud de los fragmentos
de restricción.

POLIMORFISHO EN LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCION:

El polimorfismo fue clásicamente definido comola existencia
en una población de dos o más variantes genéticas (cromosómicas o
alélicas), es decir de dos o más formas diferentes heredables,
tal que la forma más frecuente no excediese el 95 o el 99%, de
acuerdo al criterio que se eligiese.

Dobzhansky (1980) propuso cuales serían los mecanismos
genéticos responsables del origen y mantenimiento de los
polimorfismos:

—Un polimorfismo puede ser equilibrado de modo que las
variantes se mantengan con frecuencias de equilibrio más o
menosestables, bajo presión de selección.

—Un polimorfismo transitorio puede manifestarse como una
etapa intermedia entre el origen de una variante útil
surgida por mutación y su fijación en la población (con
una frecuencia mayor a 95 o 99%) también en este caso
debido a la selección natural.

- Por último las variantes genéticas pueden ser neutras, es
decir no presentan ninguna ventaja adaptativa superior.
o inferior para los individuos portadores. Este parece ser
el caso de la gran mayoria de los polimorfismos de la
longitud de los fragmentos de restricción (RFLPs)
descriptos.

Es asi que las variantes polimórficas arriba mencionadas
(RFLPs) se encuentran comúnmente a una distancia de 2-20
kilobases (kb) de la secuencia que presenta homología con la
sonda molecular utilizada, en zonas no codificadoras. Es decir



estos alelos polimórficos no se expresan a nivel del ARN
mensajero 0 a nivel de la proteina. No sufrirían presión de
selección y por lo tanto se acumularian las mutaciones, en los
mismos, a lo largo del tiempo (Wright, 1988).

Ahora, veamos que son los RFLP:

Si el ADNde una determinada especie, por ejemplo la humana,
se digiere con una enzima de restricción, se corre en
electroforesis en un gel, se transfiere a una membrana y se
híbrida a una sonda molecular marcada, se observa un determinado
patrón de bandas.

La variabilidad existente en las poblaciones puede
manifestarse en la pérdida o en la aparición de sitios nuevos de
reconocimiento para la enzima en cuestión, pudiendo alterarse
entonces el patrón de bandas observado.

Se observa entonces un polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restricción (RFLP), el cual se describe para una
combinación dada de enzima de restricción- sonda molecular de
hibridación. Cada fragmento o banda está limitado por dos sitios
de restricción. Si hubiera sitios internos y la digestión fuera
completa, el fragmento se subdividiria a su vez en más
fragmentos.

Sólo se detectarán aquellas sustituciones que modificando el
sitio de reconocimiento (secuencia de 4 o 8 nucleotidos
generalmente) de una enzima de restricción, modifiquen el patrón
de bandas observable.

Aproximadamente 1 base de cada 250-500 difiere entre 2
cromosomascualesquiera en una población (Gusella, 1986). Estos
polimorfismos a nivel de la secuencia del ADN se deben
principalmente a sustituciones nucleotidicas únicas.

Una de las utilidades, del polimorfismo genético, es que
permite al investigador distinguir entre las dos copias u alelos
de un locus en el genoma humano (Gusella, 1986).

De acuerdo con Skolnick & White (1982) hay 2 tipos
esenciales de polimorfismo:



- Polimorfismo de sustitución de pares de bases:
Se debe a la sustitución de un par de bases o pequeñas
deleciones o inserciones de secuencias, que alteren
el sitio de reconocimiento de una enzima de restricción.

- Polimorfismo de reordenamientos cromosómicos:
Se origina a partir de reordenamientos cromosómicos tales
como grandes deleciones o grandes inserciones de
secuencias que alteren el patrón de bandas o fragmentos,
sin alterar el sitio de reconocimiento de la enzima de
restricción.

Las inserciones de secuencias que no contengan sitios de
restricción de la enzima en cuestión, aumentarán la longitud
del fragmento de restricción (banda). Las inserciones que
contengan sitios de restricción disminuirán, aunque no
necesariamente, la longitud del fragmento (Botstein et al.,
1980).

Las deleciones de secuencias completamente internas del
fragmento de restricción, disminuirán la longitud del fragmento,
mientras que las deleciones que sólo abarquen uno de los dos
sitios de restricción (que limitan a cada fragmento o banda),
aumentarán o disminuirán la longitud del fragmento dependiendo
del tamaño de la deleción y de la ubicación del sitio de
restricción más cercano (Botstein et al., 1980).

Algunas estrategias útiles para detectar RFLPs(Skolnick &
White, 1982):

Para detectar polimorfismos debidos a la sustitución de
pares de bases, es conveniente digerir diferentes alícuotas de
ADN con un gran número de enzimas de restricción, a los efectos
de "barrer" la mayor cantidad de secuencias posibles. Esto es
porque cada enzima reconoce una secuencia de nucleótidosdiferente.

Por el contrario, la estrategia utilizada para hallar
polimorfismos originados por reordenamientos cromosómicos, no
requiere de un gran número de enzimas, pues las inserciones y
deleciones grandes, serán detectadas por igual, por diferentes
enzimas de restricción, cuyos sitios se encuentren en la zona
reordenada. Las sondas moleculares largas tienen una probabilidad
mayor de detectar deleciones o inserciones, que las sondascortas.



Convendria entonces usar enzimas que digieran frecuentemente
el ADN, (aquellas que reconocen un sitio de 4 nucleótidos) y
otras que lo digieran menos frecuentemente (aquellas que
reconocen un sitio de 6 nucleótidos), para obtener distintos
tamaños de banda. De esta manera y con pocas enzimas, se podrian
detectar cambios en el tamaño de las bandas, debidos a
inserciones o deleciones.

También se pueden utilizar enzimas que reconozcan secuencias
que posean AT y otras que posean CG, debido a que AT es más
frecuente que CG, en el genoma humano; de esta manera también se
logran fragmento de distinta longitud.

En todos los casos es importante realizar una digestión
completa y no parcial del ADNa analizar. Pues si no, se producen
artificios de la técnica, comopor ejemplo la aparición de bandas
u "alelos" que en realidad no lo son. Estas bandas desaparecen
luego de una digestión exhaustiva del ADN.

Otro factor que debe considerarse es la aparición o
desaparición de bandas en un único individuo debido a una señal
de hibridación tenue, o debido a mucho "ruido" de fondo que no
permite una correcta detección de la señal.

También pueden, eventualmente, aparecer bandas nuevas, por
contaminación de la muestra; otro motivo puede ser una
desnaturalización incompleta de un filtro de ADN que fue
previamente hibridado y por lo tanto quedó parcialmente la sonda
molecular unida al filto, emitiendo una señal débil, cuando se lo
volvió a hibridar.

Con respecto a cuales son las enzimas más convenientes para
utilizar en la búsqueda de polimorfismo del ADN, resulta
interesante destacar que la gran mayoria de los RFLPs que se
encuentran presentes en la baSe de datos de RFLP's del Human
Gene Mapping Workshop 9.5 (First interim, Human Gene Mapping
Workshop, New Haven 1988), fueron encontrados utilizando como
enzimas de restricción a Taq I, MspI/Hpa II.

Msp I reconoce la secuencia C(C o Cmet)GG.
Hpa II reconoce la secuencia CCGG(sin metilar ambas C)
Taq I reconoce 1a secuencia TCGA



Estos tres sitios de reconocimiento poseen el dimero CG que
tendria una tasa de mutacion elevada por la presencia de 5­
metilcitocina la cual muta a timidina (transicion C --> T)
(Skolnick and Hhite 1982; Gusella, 1986). Es por esto que se
utilizan Taq I y Hsp I para hallar polimorfismos nuevos. Por
otra parte usando MspI y Hpa II se puede detectar diferencias en
los patrones de metilación.

La probabilidad de encontrar un RFLPes en parte, función
del número de enzimas utilizadas y del número de individuos no
emparentados analizados (Gusella, 1986).

En relación al númerode individuos a analizar, es decir al
tamaño de la muestra, Skolnick & White (1982) determinaron que
con nueve individuos se podria detectar los polimorfismos mas
utiles, es decir aquellos cuyos alelos mas raros tuviesen una
frecuencia mayor a 0.15. Por el contrario es poco probable
encontrar las variantes con frecuencia menor a 0.05 y se
observaran unas pocas de las variantes con frecuencias entre 0.05
y 0.15.

Es decir 9 seria el tamaño de la muestra si sólo se quieren
encontrar alelos con frecuencia mayor a 0,15.

Las sondas moleculares que se utilizan para encontrar
polimorfismos pueden ser (Gusella, 1986):

- Genes que se obtienen a partir de bibliotecas genómicas.
Estas bibliotecas poseen secuencias de todo el genoma, por
lo tanto estarán alli representadas, secuencias únicas,
con pocas copias, medianamente repetidas y altamente
repetidas; éstas a su vez pueden ser secuencias
codificadoras o no codificadoras.

- ADN complementario que se copia a partir del ARN
mensajero. Estas sondas pueden obtenerse de bibliotecas de
ADN complementario. Estas secuencias que se expresan a
nivel del mensajero, representan del 2 al 5 X del ADN
total genómico.

—ADNanónimo de copia única, se lo denomina así pues no se
sabe si posee información para algun mensaje; obtenido a
partir de bibliotecas genómicas. También pueden
construirse bibliotecas cromosómicasa partir de líneas



celulares somáticas hibridas entre humano y ratón, por
ejemplo, que contienen un único cromosoma humano.

—Secuencias repetidas de ADNtambién se obtienen a partir
de bibliotecas genómicas.

Localización de genes responsables de enfermedades humanas:

Como se mencionó más atras sólo 2 a 5%de las 3.10 pares de
bases del genomahumanocontiene secuencias codificadoras, esto
representa aproximadamente 100.000 genes. Varios de estos genes
forman familias multigénicas, las cuales a veces están agrupadas
y cuyos miembros están estructural y o funcionalmente
relacionados (Landegren et al., 1988; Wright, 1986).

Estas secuencias se distribuyen en los 24 cromosomas, 22
autosómicos y 2 cromosomas sexuales X e Y. Como la especie
humana es diploide, cada gen se encuentra en dos copias, una en
cada cromosoma.

Cuando alguno o algunos de los 100.000 genes humanos
presenta un defecto importante heredable, en las células
germinales, o bien somático, en células no germinales, y tomando
en cuenta el grado de penetración del mismoy la interacción con
su medio ambiente, se producirá una enfermedad genética.

Las enfermedades genéticas humanas pueden agruparse de
acuerdo al grado de conocimiento que de ellas se tiene, por el
tipo de diagnóstico:

1- Diagnostico directo:

Es necesario demostrar una anormalidad específica en un
paciente a nivel del producto génico (ARN mensajero,
proteina).Son en general enfermedades o desordenes
monogenéticos, de herencia mendeliana: autosómicas
dominantes, autosómicas recesivas o bien recesivas
ligadas al cromosomasexual X. En todos estos casos se
descubrió la proteina defectuosa responsable de la
enfermedad y gracias a ella y mediante técnicas de
ingenieria genética se pudo acceder al gen responsable.



Se ha determinado con mayor o menor precisión el producto
génico de aproximadamente 400 desordenes monogénicos humanos
(Landegren et al., 1988; Baird et al., 1988).

En algunos casos como el de la anemia falciforme u algunas
talasemias, la secuencia alterada responsable de la enfermedad
también afecta un sitio de restricción produciendo en
consecuencia un polimorfismo (RFLP). El alelo defectuoso da una
una banda diferente (Orkin, 1984). En otros casos, como por
ejemplo la Alpha-talasemia o la deficiencia en antitrombina III,
la zona defectuosa presenta una deleción que puede observarse
también comoun polimorfismo para la longitud de los fragmentos
de restricción (Gusella, 1986).

Como ya se dijo, además de las mutaciones o defectos
heredables, existen evidencias de la aparición de mutaciones
somáticas que aumentarian la susceptibilidad a ciertas
enfermedades asociadas con el envejecimiento tales comoel cáncer
y algunas degeneraciones neuronales y cardiovasculares ( Weiss &
Marshall, 1984).

6
La tasa de mutación germinal humana es aproximadamente 10

gametas por locus, por generación;la tasa de mutación somática,
medida in vitro es algunos ordenes de magnitud superior (Wright,
1986). Esto puede deberse a errores de copia durante la
replicación del ADNque pueden conducir a sustituciones de bases
que a su vez produzcan un corrimiento del marco de lectura, etc.
También las inserciones y deleciones pueden producir un
corrimiento en el marco de lectura.

Se supone que las enfermedades autosómicas dominantes o
recesivas ligadas al cromosoma X que interfieren con la
reproducción de los individuos portadores de las mismas, es
probable que se mantengan en la población debido a la aparicion
de eventos mutacionales nuevos.

2- Diagnostico indirecto:

Se realiza en enfermedades de las que se sabe que tienen
una base genética, es decir son heredables, pero se
desconoce la proteina o mensaje defectuoso. En esta clase
se encuentran la mayoría de las enfermedades genéticas
humanas. El diagnóstico puede realizarse a nivel del
ADN, mediante ligamiento genético a un marcador no
involucrado en la enfermedad. Cuanto más polimórfico sea
este marcador mas útil será en el diagnóstico.



Como se explicó anteriormente los desórdenes monogenéticos
se pueden dividir en los que muestran un fenotipo dominante y
aquellos que muestran un fenotipo recesivo.

Las enfermedades de herencia recesiva son debidas en muchos
casos a deficiencias enzimáticas (Gusella, 1986). Las
enfermedades de herencia dominante parecen tener relación con
alteraciones en proteinas estructurales, receptores, genes
reguladores y en menor medida con deficiencias enzimáticas.

Esta distinción entre fenotipos dominantes y recesivos es un
poco artificial debido a que en muchos casos, los individuos
homocigotas para un fenotipo dominante muestran efectos más
severos de la enfermedad que los individuos heterocigotas. Es
decir parece haber un efecto de dosis. Del mismo modo, en las
enfermedades recesivas, a veces, gracias a pruebas bioquímicas se
pueden distinguir los tres fenotipos posibles para un sistema
dialélico: homocigotas defectuosos, heterocigotas con un alelo
defectuoso y uno normal y homocigotas normales (Gusella, 1988).

Es decir, en los dos casos anteriores (enfermedades
dominates y recesivas) la herencia es en realidad, codominante.
Este es el caso de la mayoria de los RFLPs, cuya herencia es
también codominante; en algunos casos la herencia parece ser
dominante, es decir se habla de presencia versus ausencia de
bandas. Se considera un fenotipo dominante cuando la banda está
presente y recesivo cuando está ausente.

Si el alelo defectuoso y un alelo determinado del locus
marcador (que exhibe el RFLP) se encuentran en diferentes
cromosomas o lo suficientemente lejos en un mismo cromosoma, se
transmitirán a la progenie en forma independiente y por lo tanto
no mostrarán correlación en la herencia. Si por el contrario se
encuentran ubicados cercanos en un mismo cromosoma, ambos alelos
se transmitirán en forma no idependiente y se observa entonces,
una correlación en su herencia.

Conocer la ubicación cromosómica del marcador genético
permitirá inferir la ubicación del locus defectuoso, pues deberá
estar próximo a éste.

El análisis de ligamiento genético arriba mencionadose basa
en el intercambio de información genética o recombinación entre
el par de cromosomas homólogos, uno de origen paterno y el otro
de origen materno, que se produce durante la división meiótica



que dará lugar a la formación de gametas o células germinales.
Cuánto más cerca estén los dos loci, el marcador y el presunto
locus defectuoso, menor será la probabilidad de recombinaciónentre ellos.

La distancia genética entre dos marcadores se mide en
centimorgans (cM.). Un centimorgan representa una probabilidad 1
en 100 (1%) de recombinación por generación. Esta distancia
genética de 1 CM corresponde a una distancia fisica de
aproximadamente 1.000.000 de pares de bases de ADN.

Esta relación entre el mapagenetico y el mapa fisico no
siempre es lineal; es decir 1% de recombinación puede
corresponder a menos o a más de 1.000.000 pares de bases, debido
a la existencia de sitios preferenciales de recombinación (Kobori
et al., 1988).

9
Por otra parte el genoma humano posee 3 10 pares de bases

que equivalen a 3300 cM (centiHorgans), dado que 1 CM: 1%de
6

recombinación, que a su vez representa 10 pares de bases. Si
el locus polimórfico que exhibe el RFLPse encuentra dentro de
los lÜ 0Ma un lado o al otro de la zona defectuosa, entonces,
este locus defectuoso podrá probablemente ser ubicado. Es decir
que con aproximadamente 150 marcadores genéticos dispersos a lo
largo del genoma se podria construir un mapa de ligamiento
genetica (Botstein et al., 1980).

En la última década muchos genes, secuencias repetidas y
secuencias únicas de ADNhan sido clonados pero aún se esta lejos
de la concrecion del mapa humanode ligamiento genético arriba
propuesto (Claiborne Stephens et al., 1990).

Botstein et al. (1980) describieron una manera de medir el
grado de polimorfismo de los RFLPS, el Contenido de lnformacióm
polimórfica (PIC) de un gen o locus como:

n 2 n-í n 2 2
1 ( E pi ) E E 2 pi pj

“¿34 «¿:4 Jai-H

Siendo p = frecuencia alelica



De esta formula se deduce que cuanto mayor sea el número de
alelos de un locus y mayor sea la uniformidad de las frecuencias
alélicas, mayor sera el valor de este indice, es decir será
más informativo, siendo entonces mejor "candidato" para encontrar
ligamiento con algun otro gen responsable de una enfermedad. Se
considera que:

PIC > 0.5 es altamente informativo

0.5 > PIC > 0.25 es razonablemente informativo

PIC < 0.25 es levemente informativo

Los loci mas altamente polimórficos descriptos con valores
de PIC > 0.97, son los de HLA-A, HLA-By los minisatelites de
secuencias de ADN repetidas en tandem que son regiones
hipervariables (Jeffreys et al., 1985.(a)). Usandocomo sonda
molecular los minisatelites se pueden construir "huellas
digitales" individuales con el ADNhumano(Jeffreys et al.,
1985b).

Por otra parte, el concepto de PIC fue originalmente
descripto para loci codominantes autosómicos (Botstein et al.,
1980) y luego fue extendido por Hillard et al. (1985) a los loci
codominantes ligados al cromosomaX, aclarando que en este caso
era idéntico a la frecuencia de heterocigotas en las hembras.
Para aquellos sistemas que son dominantes (presencia vs. ausencia
de bandas) la determinación del PIC supone que el investigador
pueda distinguir heterocigotas de homocigotas por medio de la
intensidad relativa de las bandas. Si esto no pudiese realizarse
el PIC seria en realidad una sobreestimación del contenido
polimórfico. (Pearson et al., 1987).

En las enfermedades genéticas cuya causa se desconoce, los
polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restricción
juegan entonces, un papel clave.

En estos casos, para determinar si la causa de la
enfermedad reside en un gen se pueden realizar estudios de
ligamiento genético, para determinar la ubicación cromosómicadel
mismo.Esto se lleva a cabo buscando otra característica genética
o marcador genético que se herede conjuntamente con el alelo
defectuoso responsable de la enfermedad.



La posibilidad de aplicar el análisis de ligamiento genético
depende de cuan informativo sea el marcador, o sea de su
contenido de información polimórfica (PIC) (Botstein et al.,
1980), arriba descripto. Por otra parte la precisión del análisis
dependerá de la ubicación, es decir de la proximidad del marcador
al locus defectuoso (Gusella, 1988).

Ademássegún Gusella (1986), es muy importante determinar la
heterogeneidad no alélica, es decir la posibilidad de la
existencia de un segundo locus en juego, responsable también de
la enfermedad. Esta posibilidad debe ser eliminada si se quiere
aplicar análisis de ligamiento genético, pues de lo contrario se
puede llegar a falsas conclusiones en el diagnóstico de esta
enfermedad.

Esto significa que, tomando todas las precauciones
anteriores, se pueden realizar predicciones en familias
afectadas por una enfermedad genética, aun cuando no se conozca
la naturaleza de la mutación o ni siquiera la identidad del gen o
proteina involucrados. Comoya se dijo, esto puede llevarse a
cabo por análisis de ligamiento a marcadores genéticos.

El proceso de identificar y aislar un gen, sin que se sepa
para que proteína o ARNcodifica, basándose en su ubicación
cromosómica se denomina "genética inversa“ (Orkin, 1988).

Primero se establece la posición cromosómica aproximada del
gen y luego se identifica un gen dentro de esta zona cuyas
mutaciones se correlacionen estricatamente con la enfermedad. Es
decir se identifica un marcador genético cuyos alelos se hereden
junto con el candidato a gen defectuoso.

Para ello se puede utilizar el polimorfismo de la longitud
de los fragmentos de restricción (RFLP) en combinación con
métodos citogenéticos. Se puede asi ubicar al gen de interés en
el mapa cromosómico, con una resolución de hasta varios millones
de pares de baSes.

Orkin (1986) consideró que la identificación de un ARN
transcripto o su ADNcomplementario y el hallazgo de una rotura o
desorganización del mismo, es decir una expresión alterada en una
enfermedad, es suficiente comopara suponer que se encontró el
locus defectuoso.



Gracias a la “genética inversa" se determinaron, entre
otros, los genes de las siguientes enfermedades: la distrofia
muscular de Duchenne, la granulomatosis crónica, el
retinoblastoma y la fibrosis quística.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD)es una enfermedad
ligada al cromosomaX que se caracteriza por un debilitamiento u
agotamiento progesivo de los músculos. Afecta aproximadamente 1
de cada 3.000 hombres. Mediante el análisis de ligamiento usando
RFLPs por un lado y las anormalidades cromosómicas que se
detectaron citológicamente por otro, se pudo asignar el gen
defectuoso a la banda Xp21 en el brazo corto del cromosoma sexual
X. Las translocaciones X-autosómicas serían responsables de la
aparición de esta enfermedad en las mujeres (Orkin, 1986).

Las anormalidades cromosómicas arriba mencionadas son
entonces, deleciones y translocaciones que involucran al
cromosoma X y a un cromosoma autosómico. Estudios de segregación
en familias, determinaron que las deleciones estaban
estrechamente ligadas a la enfermedad (Orkin, 1988; Koenig et
al., 1989).

Se pudo correlacionar polimorfismos del ADN para las
endonucleasas Pst I y Taq I, que involucraban una deleción del
exon 51 de este largo gen (Laing et al., 1990), con esta
enfermedad. El gen posee más de 2 millones de pares de bases
(Innis & Gelfand, 1990).

Otro ejemplo de “genetica inversa“ es el caso de la fibrosis
quística, que es una enfermedad muy común en las poblaciones de
origen caucasiano. Se trata de una disfunción pancreática que se
detecta prenatalmente por el descenso de dos peptidasas, la
alpha-glutamil transpeptidasa y la aminopeptidasa Men el liquido
amniótico proveniente de fetos afectados por fibrosis quística.

Se ha podido llegar al gen gracias a la presencia de un
polimorfismo del ADN (RFLP) estrechamente asociado a esta
enfermedad. Se hallaron pues, marcadores genéticos flanqueantes
al gen defectuoso, responsable de la enfermedad en el cromosoma
7.

Gracias a la información obtenida por el análisis de
ligamiento genético se llegó a la conclusión que el gen
responsable de la fibrosis quística, se encuentra entre las zonas
7q31 y 7q32. (Duncan et al., 1988)



Por último, otro ejemplo interesante de la aplicación de la
"genética inversa" es el del retinoblastoma. El retinoblastoma es
una enfermedad maligna rara —se desarrolla un tumor maligno en
la retina - que se produce en 1a infancia, generalmente antes de
los 5 años de edad. Tiene una alta tasa de curación, lo que
permite detectar tempranamente la aparicion de descendientes
afectados en algunos de los sobrevivientes de esta enfermedad
(Knudson, 1985).

Se ha asociado a esta enfermedad la deleción de una banda
cromosómica, la 13q14, presente en el brazo largo del cromosoma
13. El gen rb (retinoblastoma) se encuentra en esta zona. Se han
encontrado una forma heredable autosómica y una forma
esporádica, no heredable, debida a una mutación somática (Orkin,
1986). Ambostipos de mutaciones afectan al mismo gen.

Se aisló y clonó una secuencia que detectaba deleciones en
la zona de interés del cromosoma 13 y se encontró que un
fragmento inmediatamente vecino a esta secuencia hibridaba con un
ARN de 4,7 kb. Este ARNse encontraba en baja frecuencia en
tejidos normales, incluyendo la retina, pero estaba ausente de la
zona tumoral retinal.

A partir de este ARNse aisló el ADNcodificante genómico de
más de VUkb de largo, en donde se encuentra el gen defectuoso
(Orkin, 1986).

También se descubrió un marcador genético estrechamente
ligado al gen defectuoso, el gen de la esterasa D. Los
resultados observados con los RFLPs sugeririan la existencia de
fenómenos tales comodeleciones o no disyunciones mitóticas, es
decir no separación de las dos cromátidas hermanas en la división
celular con la consiguiente pérdida de un cromosomaen una de las
dos células hijas. Esto llevaria a un estado de hemicigosis de
parte o todo el cromosoma, en el tumor.

Por el contrario una mutación somática o una recombinación
mitótica. que también se cree que puede ocurrir, conduciria a la
homocigosis, en parte, de ambos cromosomas homólogos. La
recombinación mitótica es un fenómeno raro que consiste en el
intercambio de información genética entre dos cromosomas
homólogos durante la división mitótica. Este intercambio sólo
ocurre normalmente, en la división meiótica que dará origen a las
gametas.



Es asi que el estudio del marcador genético estrechamente
ligado al locus defectuoso, el gen de la esterasa D, más arriba
mencionado, determinó la existencia de un mosaico, pues
coexistian en un paciente de esta enfermedad: en los tejidos
normales cromosomasheterocigotas para este locus (esterasa D) y
en las células tumorales de la retina, cromosomas homocigotas
para el mismo locus (Heinberg, 1989). Esto podría deberse a una
mutación somática o a una recombinación mitótica.

Se propuso (Knudson, 1985) que la secuencia alterada seria
en su forma normal un gen supresor de tumores que al estar en
heterocigocis, determina el desarrollo normal celular. Es decir
es dominante. Si por alguno de los mecanismos anteriores este
alelo se pierde o muta hacia la forma alterada, y el otro alelo
en el cromosoma homólogo ya estaba alterado,entonces se
desarrolla un tumor en la retina. Esto indicaria una herencia
autosómica recesiva, pues se necesita que el gen alterado esté
en doble dosis para el desarrollo del tumor.

Es decir que bajo circunstancias normales, debe producirse
una mutación deletérea en uno de los cromosomas y luego
eliminarse el otro alelo normal, en el cromosomahomólogo por
los mecanismos previamente mencionado (mutación somática, no
disyunción mitótica, recombinación mitótica). La baja
probabilidad con la que se darían estos dos eventos
simultáneamente, explicaría porque sólo rara vez se observa un
desarrolo bilateral de retinoblastomas, es decir la aparición en
un mismo individuo de dos tumores a la vez.

Resumiendo, en todos los casos anteriores, distrofia
muscular de Duchenne, fibrosis quística y retinoblastoma, el
aporte realizado por los polimorfismos para la longitud de los
fragmentos de restricción en dilucidar la ubicación y la
identificación del gen defectuoso, fue fundamental.

Resulta interesante destacar el aporte a la identificación
génica, de la oitogenética, gracias al bandeo cromosómicoy a la
observación citológica de grandes reordenamientos comodeleciones
y translocaciones comose vió en los casos del retinoblastoma y
la distrofia muscular de Duchenne.

En todos estos casos, estos reordenamientos cromosómicos se
ponían de manifiesto también, alterando el patrón de bandas de
los polimorfismos para la longitud de los fragmentos derestricción.



Los polimorfismos del ADN (RFLP) pueden por lo tanto,
utilizarse para determinar el origen de anomalías tales como
trisomias, monosomias, deleciones y translocaciones, es decir
grandes alteraciones numéricas y estructurales, comparando los
patrones de digestión normales y alterados (Gusella, 1986).

Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción y
cancer:

Si bien la etiología de todas las formas de cáncer, aún no
es conocida, se puede decir, en general, que el cáncer es una
enfermedad genética (Weiss & Marshall, 1984). El ADN alterado
responsable de la transformación oncogénica puede ser el
resultado de una o más mutaciones somáticas, no heredables, o
bien germinales, heredables. Un mismo tipo de cáncer puede ser
heredable o no heredable, en cuyo caso los mismos genes se
encuentran alterados de la misma manera. Este es el caso del
retinoblastoma, donde el 35 a 40%de los casos es heredable y el
resto no, debido a mutaciones somáticas (Knudson, 1985).

Los oncogenes son formas alteradas de genes normales,
llamados protoncogenes, que presentan alteraciones en su
estructura o en su expresión. Comoconsecuencia de ello, se
vuelven oncogénicos y de ahí sale su nombre. Muchos de estos
oncogenes presentan una gran homología con genes presentes en
retrovirus oncogénicos. Se cree que estos genes serían de origen
celular y se insertaron en los retrovirus, adquiriendo en
muchos casos mutaciones (Bishop, 1987). La nomenclatura es c­
oncogene para las secuencias encontradas en el genoma humano
normal, y v-oncogene para las halladas en los genomas virales.

Se supone que habria dos maneras por las cuales estos v­
oncogenes, celulares en su origen, se volverian tumorigénicos.
Una seria una expresión muy abundante de este gen. Es decir una
síntesis aumentada de la proteina normal, codificada por el
mismo, que en gran cantidad impulsaria un desarrollo oncogénico
de la célula hospedante del retrovirus.

La otra manera seria que el gen adquiriese mutaciones nuevas
que lo convirtieran en oncogénico debido a la sintesis de una
proteina alterada. Parecen haber ejemplos de ambos tipos de
mecanismos (Bisphop, 1987).



En algunos casos, un retrovirus que no porta oncogenes,
puede insertarse en el genoma humano, desencadenando una
transformación oncogénica. Este fenómeno se denomina inserción
mutagénica, pues al insertarse el retrovirus puede activar un
gen, al ponerlo bajo el control de sus poderosos promotores
virales, haciendo que se exprese en forma desmedida, fuera del
control celular. Este es el caso de los linfomas de pollo, en los
cuales el c-myc se activa por la inserción de ADNretroviral 5
prima o 3 prima del gen.

La inestabilidad cariotípica de las células cancerosas es
un fenómeno muy comun, que podría en muchos casos, representar un
efecto más que una causa. Sin embargo existen evidencias de que
las translocaciones que involucran oncogenes, asi como
deleciones y otros tipos de alteraciones cromosómicas,tendrían
que ver con la etiología del cáncer y no son meramente un efecto
del mismo.

Los oncogenes se relacionan en muchos casos con
reordenamientos cromosómicos tales como translocaciones,
inversiones, deleciones y amplificaciones de grandes dominios
intracromosómicos (Bishop, 1987).

La nomeclatura de las translocaciones recíprocas es poner
entre paréntesis los cromosomasinvolucrados por ejemplo (8:14) y
luego las bandas que se translocaron en el mismo orden:
(q24;q32). Es significa que se translocó la banda q24 del
cromosoma 8 al cromosoma 14 y la banda q32 del cromosoma 14 al
cromosoma 8. Cuando la banda se encuentra en el brazo largo del
cromosoma se indica con una q y cuando se encuentra en el brazo
corto se indica con una p.

Ejemplos de translocaciones son el linfoma de Burkitt,
(BL) con t(8;14) (q24;q32) algunos otros No-Hodgkin linfomas y la
leucemia mieloide (granulocitica) crónica (LHC). En el primer
caso (linfoma de Burkitt y algunos No-Hodgkin linfomas) se
produce una translocación entre los genes de inmunoglobulinas de
los cromosomas 2, 14 y 22 y el gen myc del cromosoma 8.

En el segundo caso, LHC, se produce una translocación entre
el cromosoma9 (q34) y el 22 (qll). Esta translocación sólo se
produce en las células mieloides y es entonces, un ejemplo de una
mutación o alteración somática en el origen de un tumor maligno.



Comoresultado de las translocaciones, asi comoen el caso
de la inserción de retrovirus en el genoma humano, pueden
producirse un exceso de proteinas normales, es decir una gran
expresión del gen o bien una proteina bioquímicamente alterada,
como es el caso más arriba descripto de la leucemia mieloide
cronica.

En algunos tumores se han observado también, amplificación
de oncogenes. No está claro que función cumple esta
amplificación, parece tener relación en la progresión del tumor y
no en la transformación maligna inicial.

Los oncogenes celulares se pueden dividir en nucleares y
citoplasmáticos. Esto se refiere en realidad, a las
oncoproteinas. Es decir, si los oncogenes codifican para
proteínas que actúan en el núcleo se denominan oncogenes
nucleares, si poseen información para la sintesis de proteinas
que actuan en el citoplasma se llaman oncogenes citoplasmáticos.

Ambos tipos de oncogenes colaboran en el desarrollo de la
transformación tumoral. Se sugirió que ambos tipos de
oncoproteínas convergirian en un mismocamino metabólico, unas
actuando en el nücleo y otras en el citoplasma (Heinberg, 1989).
Es decir un oncogene activado, es capaz de controlar sólo un
conjunto limitado de circuitos regulatorios del crecimiento
celular. Esto último reflejaria la función que estos oncogenes
cumplirían en su forma normal, comoprotoncogenes: intervendrian
en el control del crecimiento celular (Weiss & Marshall, 1984;
Knudson, 1985; Bishop, 1987; Weinberg, 1989).

Muchos de estos protoncogenes se expresan a nivel de
proteina en las células normales, en general se expresan en forma
regulada durante el desarrollo celular. Se comprobóque algunos
son factores de crecimiento comoel oncogen sis y otros son
probablemente receptores celulares comoel erb (Weiss & Marshall,
1984).

La siguiente tabla extraída de Weinberg (1989, tabla 1)
ilustra la colaboración entre los dos tipos de oncogenes:



Clasificación funcional de oncogenes cooperativos en fibroblastos
de embrión de rata

Esta clasificación se basa en la capacidad de los oncogenes
de colaborar en la transformación. Por ejemplo un oncogene ras
puede colaborar con myc, p53, adenovirus ElA para transformar
oncogénicamente a los fibroblastos de embrión de rata.

Oncogenes Oncogenes
citoplásmicos nucleares

Ha-ras myc
Ki-ras N-myc
N-ras L-myc
src p53
Polyoma MT Adeno ElA

Polyoma LT
SV4Ü LT
Papillomavirus E7

En células de la médula ósea de aves

erbB myc
src myb
fps
mil
Ha-ras
ros
ves
sea

La tumorigénesis seria en la mayor parte de los casos, un
proceso gradual, con varios pasos. El hecho de que muchos tumores
aparezcan relacionados con la edad, en general con la adultez o
con la vejez, seria una evidencia de que se requiere un proceso
de acumulación de alteraciones genéticas (Bishop, 1987; Weinberg,
1989).

La mutagénisis por inserción de retrovirus y las mutaciones
puntuales en protoncogenes debidas a carcinógenos quimicos
podrian ser ejemplos de pasos iniciales en la tumorigénesis. La



amplificación de protoncogenes ha sido asociada, en cambio con
la progresión de los tumores malignos. Finalmente la
tumorigénesis puede requerir también, la pérdida de parte o todo
un cromosoma (Bishop, 1987).

Además de los oncogenes, se ha postulado un mecanismo de
acción distinto, a traves de los genes supresores de tumores.
Estos genes fueron también llamados antioncogenes por Knudson
(1985), pero Heinberg (1989) considera que es mejor llamarlos
genes supresores de tumores o genes supresores del crecimiento
celular, pues esto reflejaría mejor su función fisiológica normal.

Los genes supresores de tumores, son genes que ejercen una
regulación negativa del crecimiento celular. Son especificos de
tejidos. Se observó que fusionando células tumorales con células
normales frecuentemente se revertia, el fenotipo tumoral. Esto
apoya la noción de pérdida o alteración de genes controladores
del crecimiento en las células tumorales, pues cuando el gen se
encuentra en su forma normal, se inhibe el desarrollo tumoral
(Heinberg, 1989).

Resumiendo, habria dos mecanismosdiferentes responsables de
la transformación maligna, uno debido a oncogenes y otro debido a
genes supresores de tumores. Se ha encontrado que en general los
oncogenes sufren mutaciones dominantes, mientras que los genes
supresores de tumores sufren mutaciones recesivas o bien pérdida
de parte o todo el cromosomacomo en el caso del retinoblastoma
más arriba descripto (Knudson,1985). Ambos mecanismos podrian
interactuar en algunos tumores.

Vineis & Caporaso (1991) realizaron una reseña desde el
punto de vista epidemiológico de los polimorfismos para la
longitud de los fragmentos de restricción, en los oncogenes L-myc
y Ha-ras. Describieron una asociación entre ciertos alelos de
estos genes y ciertas formas de cáncer. Por ejemplo ciertos
alelos raros, con una frecuencia menor a 0,005, del oncogen Ha­
ras, estaban asociados con cancer de pulmón.

Sugimura y colaboradores (1990) investigaron la relación
entre alelos raros de repeticiones en tandem de número variable
(VTR) y la predisposición heredable a tener cancer de pulmón.
Analizaron si habia o no diferencias debidas a la edad, raza
(negros y blancos) y al hábito de fumar presente o pasado, en
grupos de control. Llegaron a la conclusión que ciertos alelos
raros representan un factor de riesgo en algunos tipos de cáncer



de pulmón. Esta asociación era más fuerte en la raza negra que en
la raza blanca. Es decir el factor de riesgo era más elevados
para negros que para blancos. De todos los factores arriba
mencionadosel más significativo resultó el factor étnico.

Resulta interesante destacar que el grupo control del
trabajo anterior (Sugimura et al., 1990) no estaba formado por
individuos sanos, sino por pacientes que no sufrían de cáncer de
pulmón sino de otro tipo de enfermedades. Sugimura y
colaboradores hicieron notar este hecho, sugiriendo un estudio
más amplio en una muestra poblacional de individuos sanos.

Por otra parte los alelos de VTRdel gen Ha-ras arriba
mencionados, podrian ser sitios preferenciales de recombinación
genética. Por lo tanto podrían ser blancos potenciales de los
efectos de los carcinógenos quimicos de muchos contaminantes
ambientales comopor ejemplo los componentes de los cigarrillos.

Leucemias y genes de interferon:

Los genes Alpha y Beta-1 interferón están involucrados
(participan) en reordenamientos cromosómicos en algunas
leucemias. Diaz et al. (1986) hallaron que la translocación
(9;11) (p22;q23) se hallaba presente en alrededor del 10%de los
pacientes con leucemia monocitica aguda.

Diaz y colaboradores (1986) realizaron hibridación in situ
en células de pacientes con esta leucemia, que mostraban la
translocación, usando como sonda de hibridación a ADNde Alpha o
Beta-1-IFN. Descubrieron que sólo se translocaba del brazo corto
del cromosoma 9 al brazo largo del 11, el gen Beta-l-IFN y no el
resto del agrupamiento de genes Alpha-IFN. De esta forma
precisaron el sitio de ubicación del gen Beta-l-IFN en la banda
p22, por bandeo Giemsa.

También analizaron el ADNgenómico de pacientes con leucemia
monocítica aguda, mediante hibridación a membranasde Southern
con las mismas sondas moleculares, Alpha y Beta-l-IFN. El ADN
genómico fue digerido con las endonucleas BamHI y Hind III. No
se observaron diferencias en el patrón de bandas con respecto al
ADN de individuos normales, usados como control. Ellos
concluyeron que las secuencias regulatorias de la transcripción
se translocarian junto con el gen Beta-l-IFN y por lo tanto no se
observarian reordenamientos, por lo menospara los sitios de
restricción BamHI y Hind III (Díaz et a1., 1986).

1.39



Por otra parte, se hibridó también in situ a las células de
estos mismos pacientes con la sonda molecular v-ets, pues
previamente se halló que en las bandas 11q23-q24 se hallaba el
protoncogen c-ets. Se encontró que se había translocado al brazo
corto del cromosoma 9.

Al igual que en el caso de las sondas moleculares Alpha y
Beta-l- IFN, tampoco se detectaron rearreglos al analizar el
patrón de bandas, luego de hibridar membranas de Southern,
conteniendo ADN genómico normal y de pacientes con la sonda v­ets.

No estaba claro cual era el rol de los genes de IFN y del
gen c-ets en la etiología o el desarrollo de este tipo de
leucemia. Diaz y colaboradores (1986) consideraron que tal vez
el protoncogen c-ets a1 translocarse, quedase sometido a los
mismos mecanismos regulatorios que los genes Alpha-IFN, por estar
ubicado muypróximo a ellos. Es decir se transcribiria el c-ets-l
y esto activaría un camino alternativo de proliferación celular,
que tuviese relación con la etiología de esta leucemia.

Se hallaron anomalías en el brazo corto del cromosoma9, en
el sitio en dónde se encuentra el agrupamiento de genes Alpha y
el gen Beta-l-IFN, en la leucemia linfoblástica aguda y en
neoplasias linfoides. Estas alteraciones consistían en la pérdida
de un cromosoma 9 entero (monosomía), la deleción de sólo el
brazo corto de un cromosoma9 o la translocación desbalanceada de
esta misma zona (Díaz et al., 1990a).

Diaz et al. (1988). hallaron deleciones homocigotas de los
genes de interferón, es decir que a diferencia de lo hallado
anteriormente, involucraban a ambos cromosomas homólogos 9. Esto
se halló en líneas celulares que se establecieron a partir de
sangre de pacientes con leucemia linfoblástica aguda.

Estas deleciones a veces, en algunas líneas celulares, no
eran detectables citológicamente, con el microscopio óptico, pero
si mediante hibridación molecular a membranasde Southern con las
sondas de Alpha y Beta-1-IFN. Dado que una banda cromosómica es
de aproximadamente 5.000 kb de largo, es probable que la deleción
sea menor que 2.000 kb (Díaz et al., 1988).

Estas deleciones no sólo iunvolucraban a los genes de IFN,
sino también al gen de la 5'—metiltioadenosina fosforilasa



(MTAP). Es decir los genes de IFN y de la HTAP estarían
ligados. Ambos podrian ser candidatos a genes supresores de
tumores, interviniendo como tales, en la etiología de las
leucemias linfoblásticas agudas (Díaz et al., 1988).

Estos resultados logrados in vitro, en líneas celulares,
fueron confirmados posteriormente (Díaz et al., 1990a) en
muestras de células de pacientes de esta enfermedad. Se
observaron en algunos pacientes, translocaciones entre el 9 y el
cromosoma 11, t(9;11) (p21;q25).

El análisis de sangre periférica de pacientes con remisión
completa de la enfermedad, reveló un número normal de genes de
interferón Alpha y Beta-1. Es decir se revirtió al genotipo y al
fenotipo normal celular.

De un 7 a un 13%de los pacientes mostraban estas
deleciones que involucraban al cromosoma9. Diaz y colaboradores
(1990b), no consideraron que las deleciones fuesen el único
mecanismo responsable de la tumorigénesis en todos los casos de
leucemia linfoblástica aguda, sino sólo en algunos casos.

Los interferones Alpha y Beta-1 endógenos inhiben la
proliferación de fibroblastos y monocitos, previamente inducidos
por factores de crecimieto, como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas o el factor estimulador de la formación de
colonias de los macrófagos. La deleción de los genes de IFN
permitiría la aparición de un clon de células, con una ventaja
adaptativa mayor en cuanto a la proliferación celular, al no
estar sometidas al control negativo ejercido por los IFNs. (Diaz
et al., 1988).

Pitha-Rowe (1890), ha propuesto que los genes de interferón,
en particular Alpha y Beta-1-IFN podrían ser una nueva clase de
genes supresores de tumores.

Otro mecanismo supresor de tumores, propuesto por Díaz et
al., (1988), podria ser el incremento de la sensibilidad de las
células tumorales,debido al efecto citotóxico mediado por los
linfocitos T.



Objetivo de la tesis:

Resumiendolo anterior, los genes de interferón de clase I
(Alpha y Beta-1) tendrían un rol importante en la etiología y el
desarrollo de algunas leucemias linfoblásticas agudas y de
algunos linfomas.

El panorama no es tan claro en otros tipos de leucemia. Los
distintos tipos de leucemias crónicas han respondido en forma
diversa a los tratamientos con interferones exgenos. Por
ejemplo, el tratamiento con Alpha-IFN en pacientes con
tricoleucemia es en general muyexitoso (Quesada et a1.,1984;
Hofmann et a1., 1985; Coci et a1., 1987; Golomb & Ratain, 1987),
con más de 90 X de los pacientes con remisión parcial o total, de
la enfermedad.

Tambien se han descripto buenos resultados en el tratamiento
de las leucemias mieloides cronicas, si bien no son tan evidentes
comoen el caso de las tricoleucemias.

La tricoleucemia representa el 2 Z de las leucemias y en
general los adultos, la sufren en mayor proporción. Se ha
propuesto para esta enfermedad (Quesada et a1., 1984), que tal
vez el interferón exógeno sea tan exitoso debido a la deficiencia
en interferón endógeno. Es decir podria tratarse de una terapia
de reemplazo, se reemplaza la deficiencia de interferón endógeno
suministrando interferón a los enfermos de tricoleucemia.

Por otra parte, parece haber polimorfismo en los genes Alpha
asi como en el gen Beta-1-IFN (Riggin & Pitha, 1982; Sagar et
a1., 1983; Ohlsson et a1., 1985; Von Gabain et a1.,1988). Parecen
ser buenos marcadores genéticos del brazo corto del cromosoma
9. El gen Gamma-IFN parece ser monomórfico (Gray & Goeddel,
1982).

El uso de las diferencias en las secuencias mas arriba
mencionadas, ha incrementado enormemente el potencial para
investigar las enfermedades geneticas. Comoya se vió, el
sistema de interferón esta íntimamente ligado a la primera linea
de defensas antivirales y antitumorales.

Seria interesante, entonces, investigar las consecuencias
terapéuticas de las variaciones geneticas de los genes de



interferón, que además son buenos marcadores genéticos, Es por
esto que nos propusimos comoobjetivo de la tesis doctoral el
estudio del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restricción, en una muestra de individuos sanos y en una muestra
de individuos leucémicos crónicos, en función de descubrir
alguna correlación o asociación entre los genes de interferón y
las leucemias.

Es necesario aclarar que esta asociación no significa que
los interferones sean genes "candidatos", o sea causantes de las
leucemias en estudio. Puede haber asociación por estar algún o
algunos alelos de los genes de interferón, ligados al locus
“candidato” o bien ligados a un gen regulatorio.

En el caso de las leucemias mieloides crónicas, se sabe que
la causa se encuentra en la translocación 9 a 22 (ver más
arriba), pero tal vez pueda a llegar a determinarse poblaciones
de riezgo, en relación a ciertos alelos de los genes de
interferón.

Por otra parte, para las tricoleucemias tal vez pueda
descubrirse alguna alteración en los genes de interferón, pues se
desconoce la etiología de esta enfermedad.



MATERIALES Y METODOS

Sondas moleculares:

Alpha-Z-IFN humano:

Al comenzar esta investigación, el gen Alpha-Z-IFN humanose
hallaba inserto en el plásmido pBR322. La secuencia usada se
aisló a partir de una biblioteca de ADNgenómico reoombinante, en
el bacteriófago LambdaCharon 4a, según la metodologia de Lawn et
al. (1981). Un subfragmento de 900 pb fue subclonado en el sitio
Cla I del pBR322.

Posteriormente. el Alpha-Z-IFN fue insertado en el plásmido
pTZlQ (Pharmacia), subclonándoselo. Se lo digirió con Eco RI y
Hind III y se electroeluyó la banda correspondiente al gen de
interferón, para usarla comosonda de hibridación molecular.

Beta-l-IFN:

La secuencia del gen Beta-l-IFN humanotambién se hallaba
inserta en otro plásmido, el pAT153, derivado del pBR322. Se
obtuvo el ADNcomplementario por transcripción reversa a partir
del ARNmensajero del gen de Beta-1-IFN según la metodologia de
Derynck et al. (1981). Esta secuencia de 730 pb aproximadamente
fue insertada en el pAT153.

Luego, el Beta-l-IFN fue insertado en el plásmido pTZ19,
subclonándolo. Se lo digirió con BamHI y Sal I y se electroeluyó
la banda correspondiente al gen de interferón, para usarla como
sonda molecular. '

Gamma-IPN:

El ADNcomplementario o copia, que codifica para el Gamma­
IFN aislado de una biblioteca de cADN, siguiendo la metodologia
de Gray et al. (1982), fue insertado en el plásmido pAT153. Posee
1.200 pb.

Al comenzarse esta investigación, se subclonó el Gamma-IPN.
Se inserto el cADNde Gamma-IPN, en el plásmido pTZ19. Se lo



digirió con Pst I y se electroeluyó la banda correspondiente a
la secuencia de ADNde Gamma-IPN, en función de usarla como sonda
de hibridación molecular

ADN humano:

El ADN humano normal, se extrajo de muestras de sangre
periférica, de dadores voluntarios, provenientes de los centros
hematológicos de 1a Academia Nacional de Medicina y del Hospital
Escuela Gral. San Martin.

En los centros hematológicos, la sangre fue analizada para
comprobar ausencia de HIV, hepatitis B, mal de Chagas, sífilis y
en algunos casos brucelosis. Sólo se extrajo ADNde muestras de
sangre sin estas enfermedades.

Las muestras de sangre leucémica, fueron obtenidas de
pacientes con tricoleucemia, leucemia mieloide crónica, leucemia
linfocitica crónica y leucemia linfocitica aguda y cedidas
gentilmente por la Dra. Irene Larripa, por la Dra. Lucía
Barazutti y por el Dr. Leonardo Satz.

Los pacientes de leucemia mieloide crónica, se encontraban
en la fase estable de la enfermedad. Presentaban un cariotipo los
de sexo masculino de 46 XY, cromomosomaFiladelfia positivo (Phi
+) y los de sexo femenino de 46 XX, cromosoma Phi +, sin otros
reordenamientos cromosómicos. Dos pacientes eran Phi -. Ninguno
recibió tratamiento previo.

En el caso de los pacientes de tricoleucemia, algunos fueron
tratados con interferón, otros recibieron otros tratamientos,
Uno tenia remisión completa, sin recibir tratamiento hace mucho
tiempo. Se tomaron muestras de sangre periférica, salvo en un
caso en el que se tomó una muestra de bazo, pues se lo habian
sacado, comoparte del tratamiento, al paciente.

Extracción de ADNhumano:

Se recolectaron muestras de sangre periférica provenientes
de distintos centros hematológicos de la Capital Federal.



Se centrifugaron las muestras 15 min. a 4.000 g y se recogió
la interfase de leucocitos (que arrastra eritrocitos y plasma) a
la que se agregó el anticoagulante.

Muestras de 5 ml. fueron centrifugadas durante 15 min. a
3.000 g, descartándose la fase superior (plasma). Por cada
volumen de muestra se agregaron 18 volúmenes de cloruro de amonio
0,83 Z. Se agitó y se dejó reposar 15 min. a 4 C. Luego se
centrifugaron 15 min. a 3.000 g, descartándose el sobrenadante
con el lisado de eritrocitos. Se repitió el lavado y la posterior
centrifugación con cloruro de amonio 0,83 z.

Se resuspendió el precipitado de cada muestra de leucocitos
en 2 m1. de PBS pH=7,4 transfiriendo la suspensión a dos tubos
Eppendorf (de 1,5 ml. de volumen c/u). Se centrifugó 15 seg. a
13.000 g, descartándose el sobrenadante.

La lisis de leucocitos se realizó de diferentes maneras:

1: Se resuspendió el precipitado de leucocitos en 1 ml.
de buffer de lisis de glóbulos blancos (1) y se agitó a 50 C
durante 3 horas (Maniatis et al, 1982, modificado).

Z: Se resuspendió el precipitado en l ml. de buffer de
lisis de glóbulos blancos (2) agitándose durante la noche a 37 C.

Qaag a: Se resuspendió el precipitado en 1 ml. de buffer de
lisis de glóbulos blancos (2). Se agitó 15 min. a 65 C y luego
toda la noche a 37 C

A algunas muestras se les extrajo el ADNcon el siguiente
procedimiento:

Se centrifugaron las muestras de sangre periférica,
descartándose el plasma (fase superior).

Se agregó a cada muestra 1 volumen de buffer de lisis de
glóbulos rojos y se centrifugó 10 min. a 1.500 g. Se descartó el
sobrenadante con el lisado de eritrocitos.



Se resuspendió el precipitado en el doble del volumen
original de buffer de lisis de glóbulos rojos, repitiendo el pasoanterior.

Se resuspendió el último precipitado de leucocitos en 2 ml.
del mismo buffer, se agitó y se agregó rápidamente 15 ml. de
buffer de lisis de glóbulos blancos (3). Los volumenes anteriores
se refieren a muestras de 30 ml. de sangre periférica.

La lisis se realizó a 42 C durante la noche.

En todos los casos, si no se purificó el ADNse inmediato se
almacenó a -20 C

Reactivos:

Anticoagulante: Citrato fosfato dextrosa

ClNH4 0,83 Z
PBS pH=7,4
Tris pH=7,8 1 M
Tris pH=8 l M
EDTA pH=8 0,25 H
SDS 10 Z
NaCl 5 M
MgClZ
Proteinasa K lÜ mg/ml

Buffer de lisis de glóbulos blancos (1):

Tris pH=7,4 10 mM
EDTA pH=8 10 mH
SDS l %
Proteinasa K 200 ug/ml

Buffer de lisis de glóbulos blancos (2):

Tris pH=7,4 10 mM
EDTA pH=8 lO'mM
NaCl 150 mM
SDS 0,4 Z (Se agrega último)
Proteinasa K 400 ug/ml



Buffer de lisis de glóbulos blancos (3):

Tris pH=7,8 10 mM
EDTA pH=8 10 mM
NaCl 50 mH
SDS 0,2 Z
Proteinasa K 200 ug/ml

Buffer de lisis de glóbulos rojos:

Tris pH=7,8 10 mM
MgClZ 5 mH
NaCl 50 mM

Purificación de ADNhumano:

A cada volumen de muestra se le agregó un volumen igual de
fenol-cloroformo frio y se agitó bien. Se centrifugó 5 min. a
13.000 g, recuperándose la fase superior acuosa con los ácidos
nucléicos y dejando la interfase protéica. Se repitió este paso
dos veces más (Maniatis et al., 1982).

A la última fase acuosa obtenida se le agregó un volumen
igual de éter frio. Se agitó y se centrifugó 2 min. a 13.000 g.
Se descartó 1a fase superior fenólica y se repitió este paso dos
veces más.

Luego se agregó NaCl para una concentración final de 250 mM,
se agitó y se agregó 2 volúmenes de etanol frio. Se agitó y se
enroscó el ADNen una varilla de plástico.

Cuando no se purifica el volumen entero proveniente de la
lisis (l m1), el mismose fracciona y luego se precipita cada
alícuota (100-200 ul) 15 min. a 13.000 g.

Otro procedimiento para purificar ADNfue:

A cada volumen de muestra se le agregó 0,5 volúmenes de
AcoNH4pH=7,3 7,5 M. Se agitó y se calentó 10 min. a 65 C, luego
se agregaron 2 volúmenes de etanol frio y se precipitó el ADN de
15 a 30 min. a 13.000 g (alicuotas ver más arriba).



Se resuspendió el ADNen agua destilada esteril y se repitió
el paso anterior con el AcoNH4y el etanol.

Se repite en algunos casos hasta 4 veces el paso anterior.
Se resuspendió el precipitado en T.E. pH=7,6 y se guardó el ADN
a -20 C.

Reactivos:

Fenol-cloroformo. Preparación (Maniatis et al., 1982,
modificado): Se destila el fenol y se satura con buffer
NEThasta formar las dos fases. Al fenol saturado se le agrega un
volumen igual de cloroformo (1:1). Se mezcla y se agrega 8 0H­
quinoleina al 0,1 X. Se mezcla y se fracciona.

Buffer NET pH = 7:

Tris 3,037 g
ClNa 2,92 g
EDTA 0,185 g
HCl 1,65 m1
agua c.s.p.

Etanol
Eter
AcoNH4 pH=7,3 7,5 M

TE pH=7,6

Tris-Cl 10 mH (pH-7,6)
EDTA 1 mM (pH=8)

Digestión de ADNhumanocon endonucleasas de restricción:

La digestión se realizó de acuerdo a las condiciones de
reacción óptimas especificadas para cada enzima por su
fabricante (BRL o NewEngland BioLab).

Las reacciones se llevaron a cabo en tubos Eppendorf (1,5
ml) con diferentes volumenes finales: 20, 50 y 100 ul,
digiriéndose en ellos 10 ug de ADNpurifiicado.



Los buffers utilizados, provistos por el fabricante, de
concentración 10x, se diluyeron hasta llegar a 1x.

Se aseguró que las enzimas de restricción representasen
menos de 1/10 del volumen final de la reacción, de manera tal que
la actividad enzimática no se inhibiera por el glicerol. En
general las enzimas de restricción se almacenan a -20 C en un
buffer que contiene 50 z de glicerol.

Electroforesis en gel de agarosa:

Se realizaron corridas electroforéticas de geles de agarosa
de diversa concentración 0.5; 0,8; 1 y 1,2 Z.

El buffer del gel y el buffer de corrida utilizados fueron
T.B.E. 1x, pH=8.

Las condiciones de corrida fueron variables: durante toda la
noche a 25 volts o bien aproximadamente 3 hs. a 100 volts.

El tamaño de los geles era de 11 x 14 cm.

Se utilizaron 5 ul. de buffer de carga por cada 20 ul. de
muestra sembrados en el gel.

Los geles se colorearon con bromuro de etidio 0,5 ug/ml. en
agua destilada después de la corrida electroforética, dejándose
de 20 a 30 min. a T ambiente. Se observaron a la luz
ultravioleta con un transiluminador y se fotografiaron con un
filtro adecuado.

Reactivos:

Bromuro de etidio 1 mg/ml

mmm:
Tris-borato 0,089 H
Acido bóríco 0,089 H
EDTA 0,002 M

pH: 8,3



Entierdagarga:
Azul de Bromofenol 0,07
Glicerol 33
SDS 7
en buffer T.B.E. 1x

NNN

Transferencia de geles:

Se realizó de acuerdo a la técnica de Southern (1975, modi­
ficada).

Se deja el gel unos minutos al UVpara producir cortes en el
ADNque favorezcan su transferencia a la membrana.

Se tomó el gel previamente cortado en un extremo identifica­
torio y se lo sumergió 30 minutos a T ambiente en una solución
desnaturalizadora.

Se lo sacó de la solución anterior, se lo lavó con agua y se
lo pasó a una solución neutralizadora. Se lo dejó 30 min.
sumergido a T ambiente.

Simultáneamente se cortó un filtro de nitrocelulosa
(Microfiltration Systems o Hicron Separations Inc.) o de nylon
Zetaprobe o Biodyne ( a los que se transferirá el ADN) y 2
papeles de filtro Whatman, del mismo tamaño del gel. Se identi­
ficó con un corte un extremo del nylon o de la nitrocelulosa. Se
depositó a todos los filtros en una solución de 2x SSC o bien
agua destilada, cuidando de que se embeban lentamente.

La tranferencia se realizó durante toda la noche a T ambien­
te. Se colocó un papel de filtro Hhatman previamente embebido en
2x SSC, sobre un vidrio que a su vez se encontraba en contacto
con una cuba en cada extremo del mismo. El papel de filtro era
suficientemente largo comopara sumergirse en el líquido de cada
cuba. Se depositó el gel invertido sobre este papel. Se colocó
el filtro de nylon o de nitrocelulosa sobre el gel. Se cubrió
este filtro con los dos papeles Hhatman.

Por encima se colocó gran cantidad de papel absorbente,
doblado y apilado, luego un vidrio y finalmente arriba de todo un
peso de 500 g.



El liquido de las cubas era 20x SSCpara nylon y nitrocelu­
losa y 10x SSCsolo para nitrocelulosa.

En lugar de cubas separadas, se utilizó también un recipien­
te de plástico en el que se colocaba la solución salina (20x SSC
o 10x SSC) y 2 paños esponja absbrbentes embebidos en esta solu­
ción. Sobre estos paños se colocó el gel invertido. El resto
del procedimiento fue igual que en el caso anterior.

Al dia siguiente se fijó el ADNal filtro de nylon (Pall
Biodyne) invertido sobre un transiluminador con luz ultravioleta
durante 8 minutos; o bien se fijó el ADNal filtro de nylon
(BioRad) 2 horas a 80 C.

Cuando se transfirió a nitrocelulosa, se fijó el dia si­
guiente 1.5 hs en una estufa a 80 C.

Los filtros se guardaron envueltos en un sobre de papel
Hhatman en un lugar seco, hasta el momentode ser usados.

Reactivos

Solución desnaturalizadora

OHNa 0.5 M

NaCl 1.5 H

Solución neutralizadora

Tris-Cl 1 H pH: 8

NaCl 1,5 M

lx SSC:

NaCl 0.15 M

Citrato de Trisodio 0.015 M



Formación de ADNrecombinante: ligación

La reacción se realizó durante toda la noche, en un baño a
15 C, en un volumen de 10 o 20 ul.

La relación molar inserto —vector utilizada fué de 10 a 1.

La enzima utilizada fue la ligasa.

Reactivos

Buffer de ligamiento:

Tris-HCl 25 mH pH: 7,6

MgClZ 10 mH

Dithiothreitol (DTT) 10 mM

ATP 0.4 mM

Ligasa 10 u/ul

Transformaciónde Escherichia lei:

A - Inducción de la competencia bacteriana:

Una alícuota de un ml. de un cultivo fresco de E.coli (DH5
Alpha o DHSAlpha F', BRL) se sembró en 100 ml. de caldo Psi. Se
incubó el cultivo durante 2 hs. a 37 C con agitación
controlándose periódicamente la absorbancia hasta que ésta
alcanzó un valor aproximado de 0,48 a 600 nm.

Las bacterias se recolectaron luego con centrifugación a 4
C y 5.000 rpm. El precipitado se resuspendió en 40 m1 de be I
manteniendo siempre el material en frío y se volvió a centrifugar
5 minutos a 5.000 rpm. El nuevo precipitado se resuspendió en 4
ml de be II y se mantuvo en hielo durante 5 minutos.

La suspensión de bacterias asi permeabilizadas se fraccionó
en tubos Eppendorf en alicuotas de 200 ul, las que se congelaron
a -7Ú C hasta su transformación.



B - Transformación de células competentes:

Se utilizó el método de Hanahan (1983).

Luego de descongelarlas y mantenerlas en hielo durante 10
minutos, 50 ul de células competentes se incubaron con 10 a 50 ng
de ADN plasmídico. Luego se calentó la suspensión a 42 C 90
segundos y se la enfrió en hielo inmediatamente por 2 minutos.

A cada tubo de suspensión sometido a los tratamientos térmi­
cos descriptos se agregaron 200 ul de caldo Luria y 1a mezcla se
incubó a 37 C con agitación durante una hora.

Como control de transformación se incluyeron tanto un tubo
sin ADN,como otro conteniendo 0,1 ng de vector.

C - Selección y plaqueo de células transformadas:

Se prepararon placas de agar Luria (caldo Luria con agregado
de agar DIFCO, 15 gr/l). Las placas contenían 100 ug/ml de
Ampicilina (SIGMA) ó 25 ug/ml de Tetraciclina (SIGMA) ó la
concentración de antibiótico que requiera el ensayo.

Una suspención de 50 ul de bacterias transformadas fueron
sembrados con espátula de Trigalsky en placas conteniendo uno u
otro antibiótico. Las placas se incubaron a 37 C toda la noche.

La eficiencia de transformación se calculó como:

E (unidades formadoras de colonias/ug de ADN):

= número de colonias/masa de ADNtransformada

Reactivos:

Medio Psi-b:

Bactoextracto de levadura 5 g/litro
Bacto-triptona 20 g/litro
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MgSO4 5 g/litro

Se ajusto el pH a 7,6 con KOH.

Se filtró a traves de un filtro de 45 micrones y se autocla­
vo

beI:

KAc 30 mM

RbC12 o KCl 100 mM

CaClZ 10 mM

MnClZ 50 mM

Se agregó glicerol hasta 15 Z.

Se ajustó el pH a 5,8 con 0,2 Mde ácido acético.

Se esterilizó por filtración.

beII:

MOPS o PIPES 10 mH

CaClZ 75 mH

RbC12 o KCl 10 mH

Glicerol 15 Z

Se ajustó el pH a 6,5 con KOHy se esterilizó por filtración.

Medio LB

Agar L: se prepara igual que el medio LB y se agrega 1,2 Z de
agar (1,2 g/lÜÜ m1 de medio LB).

Se ajusta a pH: 7,2 - 7,4 con OHNa4 N.
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Extracción de plásmidos:

Se utilizó 1a técnica de Birnboim y Doly (1979) con
modificaciones.

Para poder extraer el ADNplasmídico con los insertos Alpha,
Beta y Gamma-IPN humanos, se dejó crecer a las cepas
transformadas con una dilución 1/100, en 2 ml de LB (en tubos
Britania de 10 ml).

Las secuencias de Alpha-2 y Beta-l-IFN insertadas,
interrumpen el gen de resistencia a ampicilina de los plásmidos
pBR322y pAT153, respectivamente. Por su parte, la Secuencia de
Gamma-IPN,interrumpe el gen de resistencia a tetraciclina en el
plásmido pAT1533. Es por esto que se agregó al medio de cultivo
40 ug/ml de ampicilina en el caso de Alpha y en el de Beta y 15
ug/ml de tetraciclina en el caso de Gamma-IPN.

Luego de subclonarse los 3 insertos, cada uno, en un
plásmido pTZlQ, el gen de resistencia a ampicilina no se
interrumpia y se usó comomarcador de selección, también a una
concentración de 40 ug/ml

Los cultivos se agitaron aproximadamente 18 a 37 C. Se tomó,
luego, una alícuota de 200 ul y se inoculó a 20 ml del medio LB
(dilución 1/100, en erlenmeyers de 125 ml) que contenía la
concentración de antibióticos antes descripta. Se dejó agitándose
18 horas aproximadamente a 37 C.

Se fraccionó cada cultivo en cámara estéril. en Eppendorfs
(1,5 ml), o bien se colectó el cultivo entero en un tubo de
vidrio (Corex de 30 ml).

Cada ml de cultivo de células transformadas se oentrifugó en
tubo Eppendorf durante 5 minutos en microcentrifuga. El
precipitado se resuspendió en 100 ul de solución de lisis y se
incubó en hielo durante 30 minutos, agitándose cada 10 min con
“vortex”, para favorecer la lisis bacteriana.

Se agregaron luego a la suspensión 200 ul de solución
alcalina. Se mezcló por inversión y se incubó por otros 5 minutos
en hielo. Se agregaron luego 150 ul de AcONa 3 M pH = 4,8 —4,8 y
se incubó durante 30 minutos a la misma temperatura. La
suspensión se centrifugó luego 15 minutos en microcentrífuga.
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El sobrenadante se extrajo 3 veces sucesivas con 1 volumen
de fenol cloroformo 1:1 saturado con buffer TE conservándose la
fase acuosa. La misma se extrajo luego con 1 volumen de éter
etílico para eliminar los restos de fenol cloroformo. El ADN
plasmidico allí presente se precipitó luego con dos volúmenes de
etanol previo agregado de AcONH47,5 H hasta 2,5 H final y
centrifugación.

El precipitado obtenido se resuspendió en un volumen
adecuado de buffer TE evaluándose la cantidad y calidad del ADN
alli presente por electroforesis de una alícuota en gel de
agarosa 0.8 Z.

Reactivos:

Ampicilina 10 mg/ml

Tetraciclina 10 mg/ml

AcoNa pH=4,6 3 M

Etanol

Isopropanol

RNAsalibre de DNAsa, (SIGMA)de páncreas bovino. Se utilizó
una suspensión de 10 mg/ml, calentada a ebullición durante 10
minutos.

Solución de lisis:

Lisozima 2 mg/ml

Tris-Cl 25 mH

EDTA 10 mH

Glucosa 9 mg/ml

Solución alcalina:

OHNa 0,2 N

SDS 1 Z



Medio de cultivo LB (Luria Bertani):

Para 1 litro:

Bacto-triptona 10 g

Bacto-extracto de levadura 5 g

NaCL 10 g

Se ajustó el pH a 7,5 con OHNa.

Purificación de ADNplasmidico:

A cada volumen de muestra se le agregó un volumen igual de
fenol cloroformo frio y se agitó bien. Se centrifugó 5 minutos a
13.000 g, recuperándose la fase superior acuosa con los ácidos
nucléicos y dejando la interfase protéica. Se repitió este paso
dos veces más.

A la última fase acuosa obtenida se le agregó un volumen
igual de éter frio. Se agitó y se centrifugó 2 minutos a 13.000 g.
Se descartó la fase superior fenólica y se repitió este paso dos
veces más.

Después del último éter se agregó 0,5 volumenes de AcoNH4
pH: 7,3 - 7,5 My se dejó en hielo 10 minutos. Se centrifugó 10
minutos a 13.000 g recuperándose el sobrenadante y descartando el
precipitado protéico.

Se precipitó luego, el ADNcon 2 volúmenes de etanol o con
1 volumen de isopropanol, durante 15 minutos a 13.000 g. Se dejó
secar el precipitado y luego se resuspendió en T.E. pH: 7,6
guardándose en alicuotas a —20C.

Digestión de ADNplasmidico con endonucleasas de restricción:

Las reacciones se llevaron acabo de acuerdo a las indica­
ciones de los laboratorios que comercializan las enzimas.

El volumen final que se utilizó en las reaccciones fué
variable, entre 20 y 50 ml.



Los buffers utilizados, todos ellos 10x se diluyeron hasta
llegar a 1x.

Se aseguró que las enzimas de restricción representasen
menos de 1/10 del volumen final de la reacción de manera tal que
la actividad enzimática no se inhibiera por el glicerol.

En general las enzimas de restricción se almacenan a -20 C
en un buffer que contiene 50%de glicerol.

Electroelución de fragmentos de ADN:

Se digirió el ADNcon endonucleasas de restricción. Se
realizó una corrida electroforética en un gel de agarosa en
función de separar los fragmentos de ADNde acuerdo a su peso
molecular. Se tiñó el gel con bomurode etidio y se recortó la
banda correspondiente al fragmento que se deseaba electroeluir.

En la mayoría de los casos, se sembraba una alícuota de la
digestión enzimática, en una calle paralela. Se cortaba el gel
longitudinalmente y sólo se teñía esa calle. Luego se cortaba el
gel a la altura de la banda de interés. Esto se hace para no
irradiar al ADN,en cuestión, con

Se lavó brevemente el taco (trozo del gel) y se lo colocó en
una vesícula de diálisis. La vesícula fue previamente hervida
para despegarla e inactivar nucleasas. Se agregó de l a 2 m1de
buffer T.B.E. lx estéril. Se cerró con broches ambos extremos de
la bolsa.

Se realizó una corrida electroforética con la vesícula
sumergida en el buffer de corrida, a 300 V durante 20 minutos.

Se sacó el taco de la vesícula cuidadosamente, dejando el
buffer dentro de 1a misma. Se tiñó el taco con bromuro de etidio
para observar si quedó ADNsin electroeluir.

Se repitió la corrida electroforética a 300 V pero en
sentido inverso (del ánodo al cátodo) durante 3 minutos; Se
volvió a invertir el sentido de la corrida (de cátodo al ánodo) a
300 V durante l minuto. Se invirtió de nuevo el sentido de la
corrida a 300 V durante 30 segundos.



Finalmente se invirtió el sentido de la corrida a 300 V
durante 15 segundos.

Se recuperó el buffer de la vesícula, se lavó con 500 ul de
T.B.E. 1x estéril a la bolsita agregándose, al buffer recuperado
previamente.

Se centrifugó 10 min. a 13.000 RPM(microcentrífuga) y se
recuperó el sobrenadante.

Se repitió el paso anterior. Se agregó 0.5 volúmenes de
AcoNH47,5 M, se agitó y se dejó 10 minutos en hielo.

Se centrifugó a 13.000 RPM(microcentrifuga) y se recuperó el
sobrenadante descartándose el precipitado con restos de gel y
otros contaminantes.

Se agregaron 2 volumenes de etanol y se precipitó el ADN y
se guardó a -20 grados C.

Marcación radioactiva de sondas moleculares:

Nick translation:

Para realizar la marcación se siguieron las instrucciones
de Bethesda Research Laboratory (BRL), fabricante del kit de nicktranslation utilizado.

Por cada ug de ADNque se queria marcar radioactivamente se
agregó:

dCTP Alpha 32 P, 100 uCi/lÜ ul (400 Ci/mmol )

Buffer frio 5 ul

agua destilada estéril c.s.p. 45 ul

Se agitó y se agregó 5 ul de DNApolimerasa I/DNAsa I (BRL)
(DNApol. 0.4 U/ul; DNAsaI 40 pg/ul).



Se volvió a agitar y se centrifugó muybrevemente en función
de que esté todo el volumen junto. Se dejó en un baño a 16 C
durante una hora.

Luego se agregó agua destilada estéril hasta llegar a un
volumen final de 200 ul. Se precipitó el ADNcon los volumenes
correspondientes de AcoNH4y etanol durante 15 minutos a 13.000
g, dejándose secar el precipitado. De esta manera se eliminaron
los nucleótidos no incorporados durante la reacción.

Se midió la radioactividad incorporada con un contador
Geiger, se resuspendió el ADNen T.E. pH 7,6 o en agua destiladaestéril.

Se calentó 5 minutos a 100 C para desnaturalizar el ADN y
luego se dejó 5 minutos en hielo.

En algunos casos se usó de inmediato, mientras que en otros
casos se dejó 1 o 2 horas en hielo para luego utilizarlo.

Reactivos:

32
dNTP Alpha P 3000 Ci/mmol

Buffer frio:

dNTP 0.2 mH

Tris-Cl 500 mH pH: 7.8

MgClZ 50 mH

2-mercaptoetanol 100 mM

Albúmina sérica bovina

(libre de nucleasas) 100 ug/ml



RandomPrimers:

Se mezclaron 100 ng de sonda molecular, más 500 pg de
Lambda Hind III, en 5 ul de agua estéril. Se hirvió durante 3
minutos y luego se dejó en hielo 5 minutos.

Se centrifugó 10 segundos en la microcentrífuga, se agregó 5
ul de OLB5x. Luego 8,7 ul de agua estéril, 4 ul de Alpha P32
dCTP a 10 uCi/ul (>3000 Ci/mmol) y finalmente se agregó 1.3 ul
de la polimerasa Klenow (3 u/ul)

Se siguió estrictamente el orden anterior, obteniéndose como
volumen final 25 ul.

Se marcó la sonda a temperatura ambiente aproximadamente
durante 4 horas. Se eliminaron los nucleótidos no incorporados
filtrando la muestra a través de una columna de 2,5 ml de
Sephadex G100, en una pipeta de plastic; o bien filtrando la
muestra a través de una columna de 1 ml de Biogel P80, en una
tuberculina.

Hibridación molecular:

La solución de prehibridación e hibridación, varió de
acuerdo con 1a severidad del ensayo, es decir con el porcentaje
de homologia exigido. Se varió la temperatura y la concentración
de las sales para conseguir el nivel de homologia buscado.

La temperatura de fusión, Tm, es una medida de la
estabilidad térmica de los híbridos. Es la temperatura a 1a cual,
la mitad de las moleculas están asociadas y la otra mitad sin
asociarse. Es caracteristica de cada especie de ADNo ARN.(Hames
& Higgins, 1985).

Tm = 81,5 + 18,6 (log M) + 0,41 (Z G+C) - 0,72 (Z formamida)

M= molaridad del catión monovalente, que es el Na+.

SSC 1x = 0,15 M de ClNa y 0,0013 M de tricitrato de Na



Tm (0,1 x SSC) = 81,5 + (-3Ü,27) + 16,4 = 67,6

Tm (1 x SSC) 81,5 + (-13,70) + 16,4 = 84,2

Tm (2 x SSC) = 81,5 + (-8,7Ü) + 16,4 = 89,2

Tm (3 x SSC) = 81,5 + (-5,70) + 16,4 = 92,2

Tm (4 x SSC) = 81,5 + (-3,68) + 16,4 = 94,2

Tm (5 x SSC) = 81,5 + (-2,07) + 16,4 = 95,8

0000000
Tm (6 x SSC) = 81,5 + (-0,76) + 16,4 = 97,1

Temperatura de trabajo - Tm= Z de mal apareamiento permitido

65 C 60 C 55 C 50 C

Tm (0,1 x SSC) -2,6 -7,s —12,6 -17,6

Tm (1 x SSC) -19,2 -24,2 -29,2 -34,2

Tm (2 x SSC) -24,2 -29,2 —4,2 -39,2

Tm (3 x SSC) —27,2 —32,2 -37,2 -42,2

Tm (4 x SSC) -29,2 -34,2 —39,2 -44,2

Tm (5 x SSC) -30,8 -35,8 -4Ü,8 —45,8

Tm (S x SSC) —32,1 -37,1 -42,1 -47,1

Por ejemplo, si se híbrida a 65 C y con 1 x SSC, significa
que se permite hasta un 20 X de mal apareamiento. Cuanto menor
es la temperatura y mayor es la concentración de sales, más
estable será el hibrido y se tolerará mejor el mal apareamiento.

Cuando se desea obtener una hibridación con máxima
homologia, es conveniente hibridar a Tm-20 C, y luego lavar en
condiciones más estrictas, a Tm-3 C. Es decir, favorecer la
hibridación y luego exigir más en el lavado.



Solución de prehibridación:

SSCde acuerdo a la severidad del ensayo

SDS 0.5 Z cuando se usaba filtros de nitrocelulosa
SDS 1 Z cuando se usaba filtros de nylon

leche en polvo 0.3 Z

ADN de esperma de arenque sonicado 100 ug/ml

Se hervia 5 min y luego se dejaba en hielo otros 5 min.

Luego de 2 horas de prehibridación, se renovó 1a solucion de
prehibridación y se le agregó la sonda de ADN radioactivo,
previamente hervida 10 min y enfriada 5 min en hielo, cuidando
de lavar bien el Eppendorf para que toda la sonda pase a la
solución de hibridación.

Se dejó agitando durante aproximadamente 20 hs a la
temperatura deseada. Luego se lavan los filtros con solución de
lavado, durante aproximadamente 3 horas, renovando cada 30 min la
solución de lavado.

Solución de lavado:

SSCde acuerdo con la severidad del ensayo

SDS 0.5 Z para nitrocelulosa y 1 Z para nylon

La temperatura de lavado se eligió de acuerdo con el
porcentaje de homologia (ver tabla de Tm).

Reactivos:

SSC(ver transferencia de geles) 20 X

SDS 10

Leche en polvo 10 Z

Acida sódica 0.2 Z

ADNde esperma de arenque sonicado 10 mg/ml
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Autorradiografia:

Luegode lavados los filtros, se los colocó en un recipiente
metálico apropiado (holder). En algunos casos no se secaron los
filtros después del lavado en función de volverlos a hibridar.

Encima de los filtros se colocó una placa radiográfica,
luego una pantalla intensificadora. Se cerró herméticamente el
recipiente metálico y se dejó toda la noche a —200 56 C.

Se reveló generalmente a los 3 días y se colocó una nueva
placa radiográfica, dejándose a la mismatemperatura fria que
antes, durante un tiempo variable, de aproximadamente un mes, de
acuerdo a cada caso.

Reactivos:

Revelador para autoradiografia Kodak

Lavador: Agua y ácido acético puro, mezclados

Fijador KodaK



RESULTADOS

Subclonación de ADNcodificante para Alpha-2, Beta-1 y Gamma-IFN

A1 iniciarse la presente investigación, las secuencias de
ADNcodificantes para las proteinas Alpha-2, Beta-1 y Gamma-IPN
se encontraban insertas en el plásmido pBR322o bien en un
derivado del mismo.

Un fragmento de aproximadamente 900 pb de ADN genómico
correspondiente al gen Alpha-Z-IFNse hallaba inserto en el
pBR322. Una secuencia de 730 pb aproximadamente, del gen Beta-1­
IFN se encontraba inserta en el pAT153, que es un plásmido
derivado del pBR322. El ADNcomplementario que codifica para
Gamma-IPN, de alrededor de 1200 pb, se hallaba por su parte,
inserto también, en un plásmido pAT153 (ver materiales y
métodos).

Todos estos plásmidos poseían alrededor de 4,3 kb, sin el
inserto; los insertos eran de aproximadamente 1000 pares de bases
cada uno. Es decir representaban alrededor de un quinto de la
masa del plásmido recombinante.

Para aumentar la proporción de inserto a vector, se decidió
transferir cada inserto a un vector pTZlQR (Pharmacia), que
posee 2,9 kb. Este plásmido es un derivado del pUC19, que es a su
vez un derivado del pBR322.

E1 plásmido pTZ es un vector de funciones múltiples pues
permite clonar ADN, secuenciar ADN por el método de
dideoxinucleótidos, realizar mutagénesis in vitro y
transcripción in vitro.

Otra caracteristica muy importante, además de su bajo peso
molecular, (2,9 kb), es la presencia de un sitio de clonación
múltiple derivado del pUClQ. Este sitio es un ordenamiento de
sitios de restricción únicos, pues no se encuentran en ninguna
otra parte del plásmido, de ciertas enzimas, usadas comúnmenteen
experimentos de clonacion. El ordenamiento de sitios de
restricción se puede usar para clonar fragmentos de ADN, cuyos
extremos compartan algunos de estos sitios de restricción. Este
ordenamiento se encuentra inserto en el gen lacZ' comose observa
en la siguiente figura extraída del catálogo de Pharmacia:
Molecular Biologicals, de 1986.
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El lacZ' es el fragmento amino terminal del gen lacZ que
codifica para la enzima Beta-galactosidasa. Esta proteina
incompleta es capaz de complementarse intralélicamente (alpha)
con una forma defectuosa de la Beta-galactosidasa sintetizada por
la bacteria hospedadora.

En presencia de isopropilthio-Beta-D-galactosido (IPTG) se
induce la sintesis de ambos fragmentos de la enzima Beta­
galactosidasa. Cuando se cultiva a las bacterias portadoras de
este plásmido en un medio que contiene el sustrato cromogénico de
esta enzima: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-Beta-D-galactósido (X-gal)
y se las induce con IPTG, se observan colonias azules.

Si el gen lacZ' es interrumpido por la inserción de otra
secuencia, no se sintetiza el fragmento amino terminal de la
enzima, eliminándose asi, la alpha-complementación y en
consecuencia las colonias son blancas.



El pTZlQR posee además, al igual que el pBR322 un marcador
de selección, un gen que confiere resistencia al antibiótico
ampicilina.

Es decir se puede clonar una secuencia de ADN, insertándola
en el sitio de clonación múltiple, siempre que el inserto posea
en sus extremos, los mismossitios únicos de restricción que el
vector. Se observarán entonces colonias blancas en presencia de
IPTG y X-gal y se evitará la contaminación al seleccionar con
ampicilina. Es decir se usarán dos marcadores de selección, el
gen de la resistencia a la ampicilina y el gen lacZ' cuando se
interrumpe por la inserción de otra secuencia.

Se partió entonces, de los plásmidos recombinates:

—pBR322-A1pha-2-IFN

- pATlfi3-Beta-1-IFN

- pAT153-Gamma-IFN

Se extrajo el ADNplasmidico, se lo purificó por el método
del fenol cloroformo.Estos plásmidos eran todos de secuencia
conocida (Lawn et al, 1981; Derynck et a1., 1981 y Gray et a1.,
1982). Se corroboró la identidad de los mismos, digiriendo con
diferentes endonucleasasde restricción:

- pBRSZZ-Alpha-Z-IFN: Bgl II
Pvu II
Eco RI
Hind III

- pAT153-Beta-1-IFN: Bam HI
Sal I
Hinc II

—pAT153-Gamma—IFN: Pst I



Se digirió:

pBR322-Alpha-2-IFN pATl53-Beta-1-IFN pATlSS-Gamma-IFN

y pTZlQR con y pTZlQR con y pTZlSR con

Eco RI y Hind III Bam HI y Sal I Pst I

En todos los casos, comoproducto de la digestión se obtenía
el inserto con la zona codificante para Alpha-2, Beta-1 y Gamma­
IFN y el vector plasmidico (pBR322 o derivados). Luego se
electroeluia en función de tener el inserto de IFN puro, sin el
vector.

Simultáneamente, como se indicó arriba, el pTZlQRtambién
se digirió con las mismas enzimas, de manera de poseer extremos
compatibles. Estos extremos eran cohesivos y no romos.

Se realizó una reacción de ligación entre el inserto Alpha­
2-IFN con extremos Eco RI y Hind III y el pTZ19R también con
extremos Eco RI y Hind III, en una proporción de 10 : 1 de
inserto a vector, para favorecer la formación del plásmido
recombinante. Se usó 1 ng de vector y 10 ng de inserto en total.

Aproximadamente la misma relación de masas fue utilizada
para ligar Beta-l-IFN con extremos BamHI y Sal I y pTZlQR con
los mismos extremos. Gamma-IPN con extremos Pst I y pTZlQR
también con extremos Pst I, fueron ligados del mismo modo.

La masa se estimaba a partir de corridas electroforéticas en
geles de 1 o de 1,2 Z de agarosa (fig. 3 y 5) y también con un
fluorómetro.

Se transformó con A1pha-2-IFN-pTZlQR (fig. 1 y 2) y Beta-1­
IFN-pTZlQR(fig. 3 - 6) respectivamente, en cepas DH5A1paF' de
Escherichia coli; mientras que Gamma-IFN-pTZlQR(fig. 7 y 8)fue
utilizado para transformar una cepa Dh5A1phade Escherichia coli.



Alpha-2-IFN-PT219R:

Control de 0 ADN, o sea DH5AlphaF' solo: 0 colonias.

Control de transformación con 1 ng de pTZ sin digerir, es
decir circular: 138 colonias azules.

Transformación con el material ligado: 44 colonias blancas y
3 azules.

Eficiencia de la transformación:

E unidades formadoras de colonias / ug de ADN=
= número de colonias / masa de ADNtransformante

5
E = 138 colonias azules x 5.000 = 890.000 = 8,9 x 10

Se multiplica por 5.000, pues se transformó con un quinto
de la masa y además se usó 1 ng de pTZlQ para transformar y
la eficiencia se calcula por ug de ADN. O sea se multiplica
por 5 y luego por 1000.

Porcentaje de colonias recombinantes =

número de colonias recombinantes /

/ númerode colonias totales

Porcentaje de colonias recombinantes = 44 colonias blancas =

/ 47 colonias totales

= 0,94.

Beta-l-IFN-pTZIQR:

Control de 0 ADN:0 colonias.

Control de transformación con 1 ng de pTZlQ sin digerir: 8
colonias azules.

Transformación con material ligado: 53 colonias blancas y 1
colonia azul.



4
Eficiencia de 1a transformación = 8 x 5.000 = 4 x 10

Porcentaje de colonias recombinantes = 53 colonias blancas =

/ 54 colonias totales

= 0,98.

Gamma-IFN-pTZlQR:

Control de 0 ADN:0 colonias.

Control de transformación con 1 ng de pTZ19 sin digerir: 88
colonias azules.

Transformación con material ligado: 1 colonia blanca y 77
colonias azules.

Eficiencia de la transformación = 88 x 5.000 = 4,4 x 10

Porcentaje de colonias recombinantes = 1 colonia blanca

/ 78 colonias totales

= 0,01.

El bajo porcentaje de colonias recombinantes, puede deberse
al corte en un solo sitio (Pst I), lo que permite que el
plásmido se vuelva a circularizar.
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Fíg. 1: ADN plasmïdico de 10 clones luego de 1a
transformación con A1pha-2-IFN-pTZlSR. 1: ZÜÜ ng del
bacteriófago Lambda digerido con Hind III. 2: 250 ng de
Alpha-2-IFN-pBR322. 3: 25 ng de pTZlQR. 4-13: ADNde 10
clones transformados con A1pha-2-IFN-pTZ19R. Gel de agarosa
de 1%.
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Fig. 2: Comprobación por restricción de 1a subclonación de
A1pha-Z-IFN-pTZlQR. 1: pTZlSR digerido con Eco RI y Hind
III, ca. 50 ng. 2 y 3: Insertos de Beta-1, ca. 110 ng y.
Gamma-IPN ca. 60 ng previamente electroeluidos,
respectivamente. 4: ADNplasmidico del clon 4, sin digerir,
previamente transformado con A1pha-2-IFN-pTZlQR. 5:
Digestión enzimática con Eco RI y Hind III del ADN
plasmidico del clon de la calle 4. 8: Dilución 1/2 del ADN
de la calle 5. 7:ADNplasmidico del clon 5, previamente
transformado con A1pha—2—IFN-pTZlQR.8: Digestión enzimática
con Eco RI y Hind III del ADN plasmidico del clon de la
calle 7. 9: Dilución 1/2 del ADNde la calle 8. 10:
Digestión con las mismas enzimas del ADNplasmídico del clon
8. 11 y 12: ADN plasmídico de los clones 8 y 7
respectivamente. 13 y 14: Bacteriófago PhiXl74 digerido con
Hae III y Lambdadigerido con Hind III, respectivamente.
Los clones parecen contener el inserto A1pha-2-IFN, de ca.
1 kb, el clon 7 no de digirió. Gel de agarosa de 1%.
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Fig. 3: Calibración de la masa de ADN de Beta-l-IFN
electroeluído.1—6: pATlS3-Beta—1—IFNdigerido con Bam HI y
Sal I para liberar a1 inserto. En la calle 1 se sembraron
500 ng; en la 2, 250 ng; en 1a 3, 125 ng; en la 4, 82 ng;
en la 5, 31 ng y en 1a 8, 15 ng. 7: Beta-l-IFN
electroeluído, parece haber ca. 60 ng. 8: Una dilución 1/2
del ADNde ¿a calle anterior, parece haber ca. 30 ng. 9:
pTZlQR, ca. 125 ng. 10 Lambda Hind III, 250 ng. Gel de
agarosa de 1%.
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Fig. 4: ADN de 10 clones luego de la transformación con
Beta-l-IFN-pTZlS. 1-10: ADN de clones 1 a 10,
respectivamente. Se observa un peso molelcular mayor que el
del pTZlQ solo. 11: pTZlQ, 500 ng. Gel de agarosa de 1%.
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Fig. 5: Calibración de la masa de ADN
pBR322digerido con BamHI (sitio único). En la calle 1 se
sembraron 750 ng; en la 2, 500 ng; en la 3, 250 ng; en la 4,
125 ng; en 1a 5, 62 ng; en la 6, 31 ng y en 1a 7, 15 ng. 8
y 10: Dos extracciones diferentes de A1pha-2-IFN-pBR322
digeridos con Eco RI y Hind Ill. 12: Extracción de Beta-l­
IFN—pAT153 digerido con Bam HI y Sal I. 14: Gamma-IFN­
pATlSB digerido con Pst I. 16 y 18: Digestión Bam HI y Sal
I de los clones 1 y 6 respectivamente, transformados con
Beta-1—IFN—pTZlQR. Las calles 9, 11, 13, 15, 17 y 18 son
diluciones al 1/2 de las calles antecesoras,
respectivamente. 20: Lambda Hind III, ca. lÜÜ ng. 21: pTZlQR
digerido con Bam HI, ca. BÚÜng. 22: Dilución al 1/2 del
ADNde 1a calle anterior. Gel de agarosa de 1%.

plasmídico. 1-7:
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Fig. 8: Comprobaciónpor restricción de la subclonación de
Beta-1*IFN—pT219Ry además calibración de su masa plamídica.
1-8: pBRBZZdigerido con BamHI (sitio único). Se sembraron
en la calle 1, 500 ng; en la 2, 250 ng; en la 3, 125 ng; en
1a 4, 82 ng; en la 5, 31 ng y en 1a 8, 15 ng. 7 y 8: ADN
plasmídico del clon 1. 9 y 10: clon 4. 11 y 12: clon 5. 13 y
14: clon 8. 15 y 18: pTZ19R digerido con Bam HI (sitio
único). 17 y 18: pUC18 digerido con Bam HI (también es un
sitio único). 19: Lambda Hind III como marcador de peso
molecular. El segundo punto es Siempre una dilución al medio
del primero. Gel de agarosa de 1%.
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Fig. 7: Electroelución de Gamma-IFN. 1: Gamma-IFN-pAT153
digerido con Pst I, 500 ng. 2: Lambda Hind III, 200 ng. Se
electroeluyó una banda de 1 kb aproximadamente que
presuntamente estaba a la mismaaltura que la que señala la
flecha, pero que no fue irradiada al UV, para ello se cortó
el gel. Gel de agarosa de 1 %.

Fig. 8: Comprobaciónpor restricción de la subclonación del
Gamma-IFN-pTZlQRy además calibración de su masa plasmídica.
1, 2 y 3: PhiX174 digerido con Hae III, 800, 400 y 200 ng
respectivamente. 4 y 5: Gamma—IFN—pTZ19Rdigerido con Pst I,
que libera el inserto, 40 y 20 ng respectivamente. 6: pTZlSR
digerido con Pst I (sitio único), 50 ng. 7: Beta-1—IFN
electroeluido, o sea el inserto solo, de aproximadamente
1.000 pb, de similar tamaño a1 Gamma'IFN. La banda de 1 kb
de PhiX174 coincide con el tamaño de los insertos de Beta-1
y Gamma-IPN. Esta banda representa el 20% de 1a masa del
fago y se puede usar para calibrar 1a masa del inserto.
(Coincide con calibración hecha con fluorómetro). Gel de
agarosa de 1,2%.



Hibridación molecular:

Se realizó el estudio de los patrones de hibridación de ADN
de una muestra de individuos normales y de una muestra de
individuos leucémicos, usando como sondas de hibridación
molecular los genes Alpha-2, Beta-1 y Gamma-IFN previamente
olonados en pTZlQ.

El ADNhumanode diferentes muestras de sangre periférica
analizadas, provino de los centros hematológicos de la Academia
Nacional de Medicina y del Hospital Escuela Gral. San Martin.
Esta sangre proviene de dadores voluntarios sanos.

En los centros hematológicos la sangre fue analizada para
comprobar ausencia de HIV, hepatitis B, Chagas, sífilis y en
algunos casos brucelosis. Sólo se trabajó con muestras de sangre
sin estas enfermedades.

Las muestras de sangre leucémica fueron obtenidas de
pacientes con tricoleucemia, leucemia mieloide crónica, leucemia
linfocitica crónica y leucemia linfocitica aguda y cedidas
gentilmente por la Dra Irene Larripa, por la Dra. Lucia Barazuti
y por el Dr. Leonardo Satz (ver materiales y métodos)!

Se extrajo y purificó el ADNde estas muestras. Se determinó
su concentración con un fluorómetro o con un espectrofotómetro y
también por aproximación comparando con ADNde masa conocida en
geles de agarosa de 0,5%, o sea en codiciones de mejor resolución
de ADNde alto peso molecular. En los geles se comprobó además la
integridad del ADN, pues se considera un ADNintegro o muy poco
degradado cuando se encuentra por encima de 1a banda de 23 kb
del bacteriófago Lambdadigerido con Hind III (fig. 9).

Se lo digirió con diferentes enzimas de restricción. Se
digirieron aproximadamente 10 ug de ADN por individuo. Una
pequeña alícuota de aproximadamente 0,5 ug se corrió en un gel
en forma rápida, para observar si la digestión fue completa. Si
era necesario se agregaba más enzima y se dejaba unas horas más
para que se completase la digestión. En algunos casos fue
necesario volver a limpiar el ADN, pues casi no se habia
digerido.

Se corrieron geles de agarosa y luego se transfirió el ADN
de los geles a membranasde nylon (Southern, 1975, modificado).



Antes de fijar por calor el ADNa la membrana, se observó al
UV la misma. Se observa el ADNdigerido como un "chorreado" de
color debido al bromuro de etidio remanente. También se observa
al UVsi los geles están vacíos. Luego, se fija el ADN a losfiltros.

Estas membranas o filtros de nylon fueron posteriormente
prehibridadas e hibridadas con la sonda correspondiente, o bien
se guardaron en un lugar seco.

Para hibridar sólo se utilizó el inserto con el ADNde
Alpha, Beta o Gamma-IPNy no el plásmido recombinante entero. Por
ello, se digería en cada caso al plásmido con las enzimas que
liberan al inserto, las mismas que fueron utilizadas para
subclonar en pTZlQ. Luego se corría un gel para electroeluír la
banda de interés, o sea la del ADNde interferón.

Se decidió hibridar sólo con el inserto para evitar la
hibridación cruzada que se produce entre el vector y el ADN
humano, cuando éste esta contaminado con ADN de origen
bacteriano (Ambinder et al., 1986). Si bien las muestras no
estaban contaminadas, se decidió evitar el riesgo de aparición de
bandas espurias.

El ADN del inserto solo, o sea la sonda de hibridación
molecular, fue radioactivamente marcado por el método de
extensión por "random primers". En la mayoría de los casos este
ADNfue marcado conjuntamente con el ADNdel bacteríofago Lambda
digerido previamente con la endonucleasa Hind III. Esto se hizo
para que hibridase con el marcador de peso molecular también
presente en el filtro (sembrado en el gel). El marcador usado fue
una mezcla de Lambda Hind III y de Lambda Sma I, 5 ng de cada
uno.

Se utilizaba 100 a 200 ng de sonda radioactivamente marcada
por cada 10 ml de solución de hibridación.

La hibridación se realizaba durante aproximadamente 20 horas
con agitación, a 65 C y l x SSC, lo que determinaba un Tm = —
20, o sea se exigía 80 Z o más de homología.

Luego se lavaba de acuerdo a la homología requerida. Cuando
se utilizaba Beta-1 o Gamma-IFN,se exigía máxima homología, Tm ­
3, pues estos son genes de copia única. Cuando se hibridaba con
Alpha-Z-IFN, se exigía en el lavado la misma homología que al
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hibridar, o sea 80%o más de homologia. Esto se hacia en función
de detectar a los otros miembros de la familia Alpha, en
particular a los de la clase I, pues con 1a clase II hay menor
homologia.

Se exponian placas de radiografía a los filtos y se dejaban
a —20 C o a —58C, durante 3 dias. Luego se revelaban las placas
y generalmente se volvia a exponer otra placa radiográfica
durante aproximadamente un mes a la misma temperatura.

Se sembraron en algunos geles, controles positivos de
hibridación, 10 ng y 1 ng de sonda molecular sin marcar
radioaotivamente.

Se controló 1a identidad de las sondas al controlar el
patrón de hibridación con nuestras sondas, con patrones de
hibridación conocidos, de ADNdigerido con ciertas enzimas de
restricción. Esto se realizaba con cada preparativa nueva de
sonda molecular.
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Fig. 9a: Comprobación de la identidad del ADN genómioo
humano. 1-17: ADNde 17 muestras diferentes, luego de su
purificación. 18 y 19: ADNde timo de ternera (BRL), 1 y 5
ug respectivamente, un poco degradado. 20: LambdaHind III,
200 ng. El ADNgenómico debe ubicarse por encima de la banda
de 23 kb, o sea la banda superior, del LambdaHind III, para
ser oonsederado ADN íntegro, o poco degradado. Bb: 18
muestras de ADNhumanodiferentes, luego de su purificación.
Geles de 0,5%.
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Hibridación de ADNde A1pha-2-IFN con ADNhumano:

Bgl II:

Se digirió el ADNcon diferentes enzimas, en función de
descubrir polimorfismos nuevos. Comoya se dijo antes, los genes
Alpha-IPN forman una familia multigénica, formada a su vez por
dos subfamilias o clases: I y II. La sonda molecular aquí
utilizada Alpha-Z-IFN, pertenece a la clase I.

Se hibridó el ADNa Tm -20 o sea exigiendo como mínimo un 80
Z de homologia. En esas condiciones sólo hibridan los miembros
de la clase I, pues las clases I y II tienen un 70 z de
homologia, entre ellas.

Se halló un polimorfismo nuevo, al digerir el ADN, con la
endonucleasa Bgl II (fig. 10 a). En algunos individuos se observó
la ausencia de una banda de aproximadamente 5,3 kb y en otros se
observó la ausencia de una banda de alrededor de 2,7 kb. Por
último, en algunos individuos se observaba ausencia de las dos
bandas (fig. 11 y 13). La mayoría de los individuos analizados
presentaban ambas bandas (fig. 12).

El tamaño de las bandas fue estimado a partir de una curva
de calibración, realizada con los pesos moleculares del Lambda
Hind III más LambdaSma I (ver página anterior).

Parecen ser dos loci polimórficos diferentes. Ambossegregan
en forma dominante, es decir que el polimorfismo se manifiesta
como presencia o ausencia de bandas. Por otra parte no se pudo
distinguir entre los homocigotas 5,3 +/5,3 + kb y los
heterocigotas 5,3 +/5,3 — L0 mismo sucedió con el locus de 2,7
kb.

Se analizaron 62 individuos normales y 22 individuos
leucémicos. De los 22 leucémicos estudiados, 8 eran
tricoleucémicos y el resto poseían leucemia mieloide crónica.

Se realizó para cada locus, una prueba de contingencia para
determinar si la diferencia entre las frecuencias genotipicas era
significativa.



Locus de 5,3 kb

Normales Leucémicos

5,3 +/—— kb + 59 a 21 c 80 a + c

5,3 -/5,3 - kb 3 b 1 d 4 b + d

62 a + b 22 c + d 84 = N

N = tamaño de la muestra

2
X = ((ad-bc) - 0,5 N) N / (a + b) (a+ c) (c + d) (b +d) =

2 2
X = ((59 - 21 x 3) - 42) 84 / 62 x 80 x 22 x 4 = 0,2779

La chi cuadrado calculada, es inferior al valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significación del 5%:
0,2779 < 3,84

No rechazo la hipótesis que dice que las frecuencias no son
significativamente diferentes.

Para estar seguros que las muestras de leucémicos y normales
no son significativamente diferentes, luego de realizar la prueba
de contingencia, es conveniente realizar una prueba de
heterogeneidad, para determinar si las muestras son homogéneas.
Puede ocurrir que dos muestras posean las mismas frecuencia
alélicas, pero diferentes frecuencias genotipicas, es decir son
muestras heterogéneas.

Para poder aplicar la prueba de heterogeneidad, es
necesario discriminar las diferentes clases genotipicas,
homocigotas y heterocigotas. En este caso no fue posible
distinguir entre la clase homocigota dominante, cuando la banda
estaba presente con los dos alelos, uno de cada cromosoma, de
la clase heterocigota, que es cuando solo un alelo estaba
presente.



No obstante, se decidió agrupar en una sola clase a
leucémicos y normales, tomando en cuenta solo la prueba de
contingencia, en función de aumentar el tamaño de la muestratotal.

5,3 +/-- kb 5,3 -/5,3 - kb

80 4 N 84

N = 84

Suponiendo que hubiera un equilibrio de Hardy Heinberg,
se calculó las frecuencias alélicas:

“2 ‘ 1/2
q = 4 / 84 = 0,0476 o sea que q = (0,0478) = 0,2182

q = frecuencia del alelo de 5,3 kb —

p = l — q = 0,78

p = frecuencia del alelo de 5,3 kb +

1/2
E.S. = Error standard = ((p x q) / 2N)

E.S. = 0,03

Una vez estimadas las frecuencias, se puede calcular el
contenido de información polimórfico (P.I.C.).

P.I.C. = contenido de información polimórfico =

2 2 2 2
P I C = 1 - p - p - 2 p p

1 2 1 2

2 2 2 2
1 - 0,78 - 0,22 - 2 (0,78) (0,22) = 0,28



P.I.C. = 0,28

Si 0,5 > P.I.C. > 0,25 el P.I.C. es considerado como
razonablemente informativo. Es decir que en este caso lo es.

Locus de 2,7 kb

Se realizó 1a prueba de contingencia para el locus de 2,7
kb.

Normales Leucémicos

2,7 +/-- kb 57 19 76

2,7 -/2,7 - kb 5 3 8

62 22 84 = N

2
X = 0,1171

La chi cuadrado calculada, es menor que el valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significación del 5%:
0,1171 < 3,84

No rechazo la hipótesis que dice que las frecuencias no son
significativamente diferentes.

A1 igual que con el locus anterior, se agrupan juntas ambas
muestras, aumentándose asi el tamaño total y se las trata comoa
una sola muestra

2,7 +/-— kb 2,7 -/2,7 —kb

76 8 N = 84

N = tamaño de la muestra



Suponiendo que estuviesen en equilibrio de Hardy Heinberg,
calculo las frecuencias alélicas:

62 A
q = B / 84 = 0,0952 0 sea q = 0,3085

q = frecuencia del alelo de 2,7 kb ­
A A

1 - q = 0,8915'U ll

p = frecuencia del alelo de 2,7 kb +

E.S. = Error Standard = 0,03

P.I.C. = 0,34.

E1 P.I.C. es también en este caso, razonablemente
informativo.
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Fig. 10 a: ADNhumano digerido con Bgl II. 1 y 2: ADN
del individuo nro.: 80, el mismo ADNen ambas calles. 3:
Mezcla de Lambda Hind III y de Lambda Sma I. Gel de agarosa
de 0,5%. 10 b: ADNhumano digerido con Msp I. 1-11: ADNde
individuos 332-342. 12: Beta-IPN, inserto solo, 10 ng. 13:
Lamda Hind III, ZÜÜng. Gel de agarosa de 0,8%.
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Fig. 11:
entre A1pha-2-IFN y ADNhumano normal, restringido con
II. llaz“ Southern” correspondiente a1 gel de la figura
1 yZ: ADNde individuo nro.: 80. 3: Lambda Hind III
Lambda Sma I, como control de peso molecular. 11b:
de individuos nro.: 84, 105, 126,127, 128, 148 y
respectivamente. Observese presencia o ausencia de
bandas de 5,3 y 2,7 kb. Geles de agarosa de 0,5%.

1-7:

Autorradiografias correspondientes a la hibridación
Bgl

10a.
más
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150,
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Fig. 12: Autorradiografias correspondientes a la hibridación
entre Alpha-2-IFN y ADNhumano normal, digerido con Bgl II.
12a: 1-4: ADN de individuos nro.: 383, 385, 358 y 360
respectivamente. 5: Lambda Hind III, 5 ng, más Lambda Sma I,
5 ng, como control de peso molecular. 1: El mismo control de
peso molecular que en 11a. 12h: 2-5 ADNde individuos nro.:
108, 117, 39 y 118, respectivamente. Observese el patrón de
bandas más frecuente, con la presencia de las bandas de 5,3
y 2,7 kb. Geles de agarosa de 0,5%.
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Fig. 13: Autorradiografias correspondientes a la hibridación
de ADN humano de pacientes leucemicos digerido con Bgl II
con Alphae2-IFN. 13 a: 1: Control de peso molecular, Lambda
Hind III, 5 ng, más Lambda Sma I, 5 ng. 2-4: ADN de
pacientes con leucemia mieloide crónica (LHC), individuos
nro.: 850, 889 y 579. 13b: 1: Lambda Hind III como control
de peso molecular 2-4: ADNde pacientes con LMC, individuos
nro.: 820, 449 y 684. 5-9: ADN de pacientes con
tricoleucemia, individuos nro. l, 2, 3, 4 y 5. 10: ADNde un
individuo normal nro.: 238. El patrón de bandas observado no
difiere significativamente del de los individuos normales.
Observese presencia o ausencia de las bandas de 2,7 y 5,3
kb. Geles de agarosa de 0,5%.



Msp I:

Se confirmaron para nuestra población, 3 loci polimórficos
previamente descriptos para MspI (fig. 10 b) y Alpha-Z-IFN
(Ohlsson et al., 1985; Von Gabain et al., 1986).

Se analizaron 41 individuos normales (fig. 14 y 15) y 26
individuos leucémicos (fig. 18 y 17). De los 26 leucémicos
estudiados, 8 eran tricoleucémicos, 3 sufrían de leucemia
linfocitica crónica y 17 sufrían de leucemia mieloide crónica.

Se realizó para cada locus, una prueba de contingencia para
determinar si la diferencia entre las frecuencias alélicas
observadas, entre leucémicos y normales, era significativa. En
los casos en que fue posible se realizó una prueba de
heterogeneidad, entre las 2 muestras.

Locus 8,6 y 7,5 kb:

Normales Leucémicos

8,6 kb 50 29 79

7,5 kb 32 23 55

82 52 134 = 2 N

N = tamaño de la muestra

2
X = 0,1738

La chi cuadrado calculada es inferior al valor de tablas,
con un grado de libertad y par un nivel de significación del 5%:
0,1738 < 3,84.

No rechazo la hipótesis que dice que las frecuencias
alélicas no son significativamente diferentes.



Como ya se explicó más arriba, para el polimorfismo
hallado con Bgl II, es necesario realizar una prueba de
heterogeneidad antes de juntar los datos de los individuos
normales y de los individuos leucémicos.

Este locus parece segregar en forma codominante. Por otra
parte, tanto en normales comoen leucémicos, estaba ausente la
clase homooigota para el alelo de 7,5 kb. Se aplicó entonces, el
indice F de Nei (1987, pág 166), que se utiliza cuando una de las
clases homocigotas es menor que 1.

F = (He - Ho) / He

He = nro. de heterooigotas

Ho = nro. de homocigotas de la clase que esté presente

Individuos normales:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas

8,8/8,6 kb 8,8/7,5 kb 7,5/7,5 kb

9 32 0

N = 41

F = (32-9) / 32 = 0,7187

2 2 2
X normales N x F = 41 (0,7187) = 21,1777

(1 grado de libertad)
individuos leucémicos:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas

8,6/8,8 kb 8,8/7,5 kb 7,5/7,5 kb

3 23 0



N = 26

F = 0,8695

2 2
X leucémicos = 26 x (0,8695) = 19,6568

(1 grado de libertad)

Agrupando juntos normales y leucémicos:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas

8,6/8,6 kb 8,6/7,5 kb 7,5/7,5 kb

12 55 0

N = 67

F = 0,7818

2 2
X global = 67 x (0,7818) = 40,9511

(1 grado de libertad)

2 2 2
X total = X normales + X leucémioos = 21,1777 + 19,6568

(2 grados de libertad)

X total 40,8345

(2 grados de libertad)

2 2
X heterogeneidad = X total X global

X heterogeneidad = 40,8345 40,9511 = - 0,1166

Se restan los grados de libertad.



La chi cuadrado calculada, con un grado de libertad y para
un nivel de significación del 5 z, es inferior al valor
tablas: —0,1188 < 3,84.

No rechazo la hipótesis que dice que las frecuencias
alélicas no son significativamente diferentes.

Agrupo normales y leucémicos y calculo las frecuenciasalelicas:

frec (8,8 kb) frec de 8,8/8,8 kb + 1/2 free de 8,8/7,5 kb

frec (8,8 kb) = 0,1791 + 0,5 x 0,8208 = 0,5894

frec (7,5 kb) = 1 - frec (8,8 kb) = 0,4108

E.S. = 0,04

Según la ley de Hardy Heinberg:

2 2
p 2 p q q

2 2
(0,5894) 2 (0,5894) (0,4106) (0,4106)

0,3474 0,4840 0,1688

Nro. de genotipos esperado:

2
p = 87 (0,3474) = 23,2758

2 p q = 87 (0,484) = 32,428

q = 87 (0,1888) = 11,2982

>< Il 32.4703



La chi cuadrado calculada es mucho mayor que el valor de
tablas, con un grado de libertad y para un nivel de significación
del 5 X : 32,4703 > 3,84.

La muestra no está en equilibrio de Hardy Weinberg.

Por su parte, el contenido de información polimórfico
resultó ser razonablemente informativo.

2 2 2 2
P I C 1 — p - p — 2 p p

1 2 2 2

p = free (8,6 kb) p = free (7,5 kb)
1 2

P.I.C. = 0,37

Este valor indica un contenido de información polimórfico
razonablemente informativo.

Locus 11,3 y 3,1 kb:

Prueba de contingencia:

Normales Leucémicos

11,3/-— kb 31 23 54

3,1/3,l kb 10 3 13

41 28 67 = N

N = tamaño de la muestra total



No se pudo distinguir entre los individuos que eran
homocigotas para 11,3 kb y los heterocigotas 11,3/3,1 kb y por
ello se los agrupó en la categoria 11,3/-- kb.

2
X = 0,9591

La chi cuadrado calculada, es inferior al valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significación del 5
Z: 0,9591 < 3,84.

No rechazo la hipotesis que dice que las frecuencias
genotipicas (fenotípicas) de leucémicos y normales, no son
significativamente diferentes.

No se pudo realizar la prueba de heterogeneidad pues no se
podían distinguir las 3 clases genotípicas en juego. Se decidió
agrupar juntos normales y leucémicos, para aumentar el tamaño de
la muestra total.

11,3/-— kb 3,1/3.1 kb

54 13 N = 87

N = tamaño de la muestra

Suponiendo que hubiera equilibrio de Hardy Heinberg:

2
q = frec (3,1/3,1 kb) = 0,1940

1/2
q = free (3,1 kb) = (0,1940) = 0,4404

p = frec (11,3 kb) = 1 —q = 0,5596

E.S. = 0,0429



P.I.C. = 0,37

Este valor indica un contenido de información polimórfico
razonablemente informativo.

Locus 7,1 + y 7,1 - kb:

Prueba de contingencia:

Normales Leucémicos

7,1 +/—— kb 17 16 33

7,1 —/?,1 - kb 24 10 34

41 10 67 = N

N = tamaño de la muestra total

No se pudo distinguir entre los individuos que eran
homocigotas 7,1 +/7,1 + kb y los heterocigotas 7,1 +/7,1 —kb
y por eso se los agrupó en la categoría 7,1 +/—- kb.

2
X = 1,8251

La chi cuadrado calculada, es inferior al valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significación del 5%:
1,8251 < 3,84,

No rechazo la hipótesis que dice que las frecuencias
genotipicas (fenotipicas) no son significativas.

No se pudo realizar la prueba de heterogeneidad por la
imposibilidad de distinguir las 3 clases genotipicas. Se juntaron
entonces los resultados de las dos muestras en una sola.



7,1 +/-— kb 7,1 -/7,1 - kb

33 34 N = 67

N = tamaño de la muestra

Suponiendo que hubiese equilibrio de Hardy Heinberg:

2
q = free. (7,1 —/7,1 - kb) = 0,5075

1/2
q frec. (7,1 - kb) = (0,5075) = 0,7124

p free. (7,1 + kb) = 1 - q 0,2876

E.S. = 0,0391

P.I.C. = 0,3258

Nuevamente, el contenido de información polimórfico es
razonablemente informativo.

Se digirió el ADNhumano normal. con otras enzimas en busca
de polimorfismo. Se digirió ADNde 9 individuos aproximadamente,
con las endonucleasas Bcl I, Eco RV, Xba I y Sst I. Todos estos
sistemas resultaron ser monomórficos cuando se usó como sonda
molecular de hibridación, Alpha-Z-IFN (fig. 18 y 19).
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Fig. 14: Autorradiografias correspondientes a la hibridación
entre Alpha-Z-IFN y ADNhumano normal, digerido con Msp I.
14a: 1 y 2: ADNde individuos nro.: 217 y 199. 14b: 1-2: ADN
de un individuo normal, nro.: 82 y ADNde un paciente de
tricoleucemia, respectivamente, ambosdigeridos con MspI. 3
y 4: los mismos individuos digeridos con Sst I, que resultó
ser monomórfica para Alpha-IFN. 14o: 1 y 2: ADN de
individuos nro.: 321 y 333. Geles de agarosa de 0,5 %.
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Fig. 16: Autorradiografia correspondiente a la hibridación
entre A1pha-2-IFN y ADNhumano leucémico digerido con Msp I
1—9:ADNde individuos con leucemia mielcide crónica, nro.:
855, 820, 810, 852, 839, 449, 589, 8 y 579. El patrón de
bandas no difiere significativamente, del hallado en los
individuos normales. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 17: Autorradiografía correspondiente a la hibridación
entre ADNhumano leucémico, digerido con Msp I y A19ha-2-IFN
1-5: ADNde pacientes de tricoleucemia, nro.: 1, 2, 3, 4 y
5. 8 y 7: ADNde pacientes de leucemia mieloide crónica,
nro.: 449 y 620. 8 y 9: ADNnormal de individuos nro.: 203 y
224. 10-12: ADNde pacientes de leucemia linfocítica crónica
nro. L197, L198 y L204. No se observan diferencias
significativas con respecto a los individuos normales. Gel
de agarosa de 0,5%.
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Fig. 18: Autorradiografías correspondientes a la hibridación
de Alpha-2-IFN y ADNhumano normal, digerido con diferentes
enzimas, dando como resultado un patrón monomórfico. 18a: 1:
ADN digerido con Bol I, individuo nro.: 78. 18h: ADN
digerido con Eco RV, individuo nro.: 218. 17o: 1-4: ADN
digerido con Xba I, individuos nro.: 333. 335, 358 y 357. 5:
Control de peso molecular, Lambda Hind III, 5 ng, más Lambda
Sma I, 5 ng. Geles de agarosa de 0,5%.
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Fig. 18: Autorradiografia correspondiente a la hibridación
entre Alpha-Z-IFN y ADNhumano normal, digerido con Sst I,
dando como resultado un patrón monomórfico. 1: Control de
peso molecular, 5 ng de Lambda Hind III más 5 ng de Lambda
Sma I. 2-9: ADNde individuos nro.: 80, 154, 230, 203, 235,
208, 224 y 82. Gel de agarosa de 0,5%.
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Hibridación de ADN de Beta-1-IFN con ADNhumano:

Sst I:

Se halló un polimorfismo nuevo, a1 digerir ADNhumano con
Sst I (fig. 20) e hibridarlo con Beta-l-IFN. Si bien Ohlsson et
al. (1985) ya se habían referido al reconocimiento por parte de
esta enzima de un sitio polimórfico para Beta-1-IFN, el tamaño de
las bandas no coincide (ver discusión).

Este locus parece segregar en forma codominante, con dos
alelos de ca. 12,5 kb y ca. 2,45 kb, respectivamente.

El tamaño de las bandas se estimó a partir de una curva de
calibración, similar a la realizada para Bgl II (ver página
anterior).

Se analizaron 48 individuos normales (fig. 21 - 23) y 26
leucémicos (fig. 24 y 25). De los 26 leucémicos estudiados, 5
eran tricoleucémicos, 2 sufrían de leucemia linfocítica crónica y
19 sufrían de leucemia mieloide crónica.

Se realizó una prueba de contingencia, para determinar si
la diferencia entre las frecuencias alélicas de los individuos
normales e individuos leucémicos era estadísticamente
significativa.

Normales Leucémicos

2,45 kb 82 37 119

12,5 kb 14 15 29

98 52 148 = 2 N

N = tamaño de 1a muestra total

X = 3,4970



La chi cuadrado calculada, es levemente inferior a la de
tablas, con un grado de libertad y para un nivel de significación
del 5%.

Cuando se compararon las frecuencias entre individuos
normales y pacientes de leucemia mieloide crónica (L.M.C.) la
diferencia resultó ser significativa.

Normales L.M.C.

2,45 kb 82 24 106

12,5 kb 14 12 26

96 36 132 = 2 N

N = tamaño de la muestra total

2
X = 4,6942

La chi cuadrado calculada resultó ser superior al valor de
tablas, con un grado de libertad y para un nivel de
significación del 5 Z : 4,6942 > 3,84.

Rechazo la hipótesis que dice que las diferencias no son
significativamente diferentes.

Se calcularon las frecuencias alélicas para normales y
leucémicos.

Normales:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas

12,5/12,5 kb 12,5/2,45 kb 2,45/2,45 kb

5 4 39 N = 48



N = tamaño de la muestra

free. (12,5 kb) = frec. de homocigotas para 12,5 kb + 1/2 de la

frec. de los heterocigotas = 0,1458

free. (2,45 kb) = 1 - frec. (12,5 kb) = 0,8542

E.S. = 0,038

Se analizó si estaban en equilibrio de Hardy Heinberg:

2 2
p 29 q q

2 2
(0,8542) 2 (0,8542) (0,1458) (0,1458)

0,7298 0,2491 0,0212

Nro. de genotipos esperados es:

2
p = 48 (0,7298) = 35,0208

2 p q = 48 (0,2491) = 11,9588

2
q = 48 (0,0212) = 1,0178

2
X Sumatoria de (nros. observados - nros. esperados)/

/nros. esperados

X = 21,1185

La chi cuadrado calculada es mayor que el valor de tablas,
con un grado de libaertad y para un nivel de significación del 5
z : 21,1185 > 3,84.

Es decir no están en equilibrio de Hardy Heinberg.

3.45



Leucémicostotales:

Homocigotas Heterocigotas Homocígotas

12,5/12,5 kb 12,5/2,45 kb 2,45/2,45 kb

4 6 16 N = 26

N = tamaño de la muestra

free. (12,5 kb) = 0,2692

frec. (2,45 kb) = 0,7308

E.S. = 0,0615

Se analizó si estaban en equilibrio de Hardy Heinberg:

2 2
p 2 p q q

2 2
(0,7308) 2 (0,7308) (0,2692) (0,2692)

0,5341 0,3935 0,0725

Nro. de genotipos esperados:

2
p = 26 (0,5341) 13,8886

2 p q 26 (0,3935) 10,231

2
q = 26 (0,0725) 1,885

2
X = 4,6591



La chi cuadrado calculada es mayor que el valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significación del 5
Z : 4,6591 > 3,84.

Es decir, no están en equilibrio de Hardy Heinberg.

Leucémicos mieloides crónicos:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas

12,5/12,5 kb 12,5/2,45 kb 2,45/2,45 kb

3 6 10 N = 19

N = tamaño de la muestra

frec. (12,5 kb) = 0,3158

free. (2.45 kb) = 0,8842

E.S. = 0,0754

Se analizó si estaban en equilibrio de Hardy Heinberg:

2 2p qu q

2 2
(0,6842) 2 (0,8842) (0,3158) (0,3158)

0,4881 0,4321 0,0997

Nro. de genotipos esperados:

2
p = 19 (0,4881) = 8,8939

2 p q 19 (0,4321) = 8,2099



q = 19 (0,0997) = 1,8943

X = 1,3777

La chi cuadrado calculada es menor que el valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significación del 5
% : 1,377 < 3,84.

Es decir, están en equilibrio de Hardy Heinberg.

Por otra parte el contenido de información polimórfico
resultó ser levemente informativo para los individuos normales,
pues los P.I.C.s menores de 0,25 son considerados levemente
informativos.

Por lo contrario, el P.I.C. para los leucémicos resultó ser
razonablemente informativo.

P.I.C. = 0,32

El P.I.C. calculado sólo para los individuos que sufrían de
leucemia mieloide crónica resultó ser un poco superior, siendo
también razonablemente informativo.

P.I.C. = 0.34
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Fig. 20: Digestión de ADNhumano normal con Sst I. 1-11: ADN
de individuos nro.: 88, 99, 98, 100, 24, 39, 17,15, 19, 115
y 37. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 21: Autorradiografía correspondiente a 1a hibridación
de Beta-1-IFN con ADNhumano normal, dígerido con Sst I.
1: Control de peso molecular, Lambda Hind III, 5 ng, más
Lambda Sma I, 5 ng. 2-9: ADNde individuos nro.: 80, 154,
230, 203, 235, 206, 224 y 82. Gel de agarosa de 0,5 %.
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Fig. 22: Autorradiografía correspondiente a la hibridación
de Beta-1-IFN con ADNhumano normal, digerido con Sst I.
1-8: ADNde individuos nro.: 81, 145, 20, 80, 116, 117, 60 y
120. Se observan 2 bandas, una de ca. 12,5 kb y la otra de
ca. 2,45 kb. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 23: Autorradiografía correspondiente a la hibridacion
de Beta-l-IFN con ADNhumano normal, digerido con Sst I. 1 y
12: Controles de peso molecular, LambdaHind III, 5 ng, más
Lambda Sma I, 5 ng. 1-10: ADNde individuos nro.: 98, 88,
100, 24, 38, 17, 15, 19, 115 y 37. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 24: Autorradiografía correspondiente a la hibridación
de ADNhumano leucémico, digerido con Sst I, con Beta-l-IFN.
1 y 12: Controles de peso molecular, Lambda Hind III, 5 ng y
Lambda Sma I, Sng. 2-11: ADNde individuos nro.: 817, 658,
L197, 731, 589, 852, 579, 889, 850 y 853. Son todos
pacientes de leucemia mieloide crónica, salvo L197 que es un
paciente. de leucemia linfocitica crónica. Se observa una
mayor frecuencia de 1a banda superior, de 12,5 kb, con
respecto a los individuos sanos. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 25: Autorradiografía correspondiente a la hibridación
de Beta-l-IFN con ADNhumano leucémico, digerido con Sst I.
1 y 11: Controles de peso molecular, Lambda Hind III, 5 ng
más Lamda Sma l, 5 ng. 2-10: ADNde pacientes de leucemia
mieloide crónica, individuos nro.: 884, 583, 872, 485, 486,
855, 449, 810 y 877. Se observa una mayor frecuencia de la
banda de 12,5 kb, con respecto a los individuos normales.
Gel de agarosa de 0,5%.



Msp I:

Se confirmó, en nuestra población, el polimorfismo para Hsp
l y Beta-l-IFN, previamente descripto por Ohlsson et al (1985).
Se trata de un locus polimórfico con 2 alelos, de 4,5 y 2,5 kb,
que segrega en forma codominante (fig. 26 - 30). Ohlsson y
colaboradores describieron un locus dialélico de 3,9 y 2,5 (ver
discusión).

Se analizaron 188 individuos normales y 31 leucémicos. De
los 27 leucémicos estudiados, 5 eran tricoleucémicos, 5 poseían
linfoma, 2 sufrían de leucemia linfocitioa crónica, 2 de leucemia
linfocitioa aguda y 17 de leucemia mieloide crónica.

Se realizó una prueba de contingencia para determinar si la
diferencia entre las frecuencia alélicas de los individuos
leucémicos y los individuos normales era significativa
estadísticamente:

Normales Leucémicos

4,5 kb 227 47 274

2,5 kb 109 15 124

336 82 398 = 2 N

N = tamaño de la muestra

2
X = 1,2975

La chi cuadrado calculada es menor que el valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significación del 5%:
1,2975 < 3,84.

No rechazo la hipotesis que dice no hay diferencias
significativas entre normales y leucémicos.

Se realizó luego, una prueba de heterogeneidad, entre las
dos muestras.



Normales:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas

4,9/4,5 kb 4,5/2,5 kb 2,5/2,5 kb

78 71 19

N = tamaño de la muestra

free. (4,5 kb) 0,6756

free. (2,5 kb) 0,3244

1/2
E.S. = ((P q)/2 N)

E.S. = 0,0255

De acuerdo con la ley de Hardy Heinberg:

2 2
(0,6756) 2 (0,6758) (0,3244) (0,3244)

0,4564 0,4383 0,1052

Nro. de genotipos esperado:

p = 168 (0,4564) = 76,6752

2 p q = 188 (0,4383) = 73,6344

q = 168 (0,1052) = 17,6736

168 N



2
X normales 0,2166

La chi cuadrado calculada es menor que el valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significación del 5%:
0,2186 < 3,84.

La muestra está en equilibrio de Hardy Heinberg.

Leucémicos:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas

4,5/4,5 kb 4,5/2,5 kb 2,5/2,5 kb

18 11 2 31 = N

N = tamaño de 1a muestra

free. (4,5 kb) = 0,758

free. (2,5 kb) = 0,242

E.S. = 0,0544

De acuerdo con la

2
(0,7580)

0,5746

ley de Hardy Heinberg:

2
2 p q q

2
2 (0,758) (0,242) (0,2420)

0,3669 0,0586



Nro. de genotipos esperado:

p = 31 (0,5746) = 17,8128

2 p q = 31 (0,3889) = 11,3739

2
q = 31 (0,0588) = 1,8166

2
X leucémicos = 2,0024

La chi cuadrado calculada es menor que el valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significación del 5
z : 2,0024 < 3,84.

La muestra está en equilibrio de Hardy Heinberg.

Normales y leucémicos juntos:

Homocigotas Heterocigota Homocigotas

4,5/4,5 kb 4,5/2,5 kb 2,5/2,5 kb

96 82 21 199 = N

N = tamaño de la muestra

frec. (4,5 kb) = 0,8885

free. (2,5 kb) = 0,3115

E.S. = 0,0232



De acuerdo con la ley de Hardy Heinberg:

2 2p qu q

' 2
(0,8885) 2 (0,6885) (0,3115) (0,3115)

0,4740 0,4289 0,0970

Nro. de genotipos esperado:

p = 199 (0,4740) = 94,3260

2 p q = 199 (0,4289) = 85,3511

2
q = 199 (0,0970) = 19,3030

2
x global = 0,3105

La chi cuadrado calculada es menor que el valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significación del 5
Z : 0,3105 < 3,84.

La muestra se encuentra en equilibrio de Hardy Heinberg.

2 2
X total = X normales + X leucémicos

X total = 0,2168 + 2,0024 = 2,219

2 2
X heterogeneidad = X total —X global

X heterogeneidad = 2,219 - 0,3105 = 1,9085

Se restan los grados de libertad: 2 - 1 = 1

3.59



La chi cuadrado calculada es menor que el valor de tablas,
on un grado de libertad y para un nivel de significación del 5

1,9085 < 3,84.NC)

Las muestras son homogeneas. Se pueden agrupar juntas y
calcular el contenido de información polimórfico que resultó ser
razonalblemente informativo

P.I.C. = 0,34

Se digirió el ADNhumano normal con otras enzimas en busca
de polimorfismo. Se digirió ADN de 9 individuos, con las
endonucleasas BamHI, Hinc II, Kpn I y Xba I (fig. 31). Todos
estos sistemas resultaron ser monomórficospara Beta-1-IFN (fig.
32).
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Fig. 28: Autorradiografía correspondiente a la hibridación
de Beta-l-IFN con ADNhumano digerido con Msp I. 1-11: ADN
humano normal, individuos nro.: 320, 321, 322, 324, 325,
328, 327, 328, 329, 330 y 331. 12: 10 pg de Beta-1-IFN. Gel
de agarosa de 0,8%.
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Fig. 27: Autorradiografia correspondiente a 1a hibridación
de Beta-1-IFN con ADNhumano digerido con Msp I. 1: ADN
humano normal, individuo nro.: 335. 2-4: ADNde pacientes de
leucemia mieloide crónica, individuos nro.: 820, 839 y 852.,
digerídos con un exceso de enzima 5: Control de. peso
molecular Lambda Hind III, 5 ng, más Lambda Sma I, 5 ng. Se
observan 2 bandas, una de ca. 4,5 kb y otra de ca. 2,5 kb
Las bandas superiores son debidas a una digestión parcial.
Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 28: Autorradiografía correspondiente a la hibridación
de ADNhumano normal, digerido con Msp I y Beta-l-IFN. 1-10:
ADNde individuos nro : 230, 231, 232, 233, 234, 235, 237,
238, 239 y 240. 11: 10 pg de Beta’1—IFN. Se observan 2
bandas de ca. 4,5 y ca. 2,5 kb. Gel de agarosa de 0,8%.
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Fig. 29: Autorradiografia correspondiente a la hibridación
de ADN humano digerido con Msp I y Beta-l-IFN. ly 2: ADN
humano normal, individuos nro.: 82 y 78. 3y 4: ADN de
pacientes de leucemia linfocitica aguda, individuos nro.:
L185 y L2533. 5 y 6: ADN de pacientes de leucemia
linfocitica crónica, individuos nro.: LZÜZy LZÜ4. Gel de
agarosa de 0,8%.
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Fig. 30: Autorradiografia correspondiente a la hibridación
de ADN humano digerido con Hsp I y Beta-l-IFN: 1 y 12:
Controles de peso molecular, LambdaHind III, 5 ng, más
Lambda Sma I, 5 ng. 2: ADNnormal de individuo nro.: 365. 3­
11: ADN de pacientes de leucemia mieloide crónica,
individuos nro.: 810, 839, 855, 820, 449, 589, 579, 852, y
6. No se observan diferencias significativas con respecto a
los individuos normales. Las bandas de alto peso molecular,
que se observan, corresponden a digestión parcial. Comparese
individuos 82D, 839 y 852 con los mismos individuos de la
fig. 27, las bandas superiores desaparecen al digerir el ADN
con un exceso de Msp I. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 31: Digestión de ADNhumano normal, con Kpn I y Xba I
1: Control de peso molecular, LambdaHind III, 250 ng. 2-4:
ADN humano digerido con Kpn I, individuos nro.: 44,130 y
428. 5-13: ADNhumano digerido con Xba I, individuos nro.:
387, 438, 162, 168, 129, 43, 44, 130 y 428. Observese el ADN
satélite con ambas enzimas. Gel de agarosa de 0,8%.
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32: Autorradiografía correspondiente a 1a hibridacién¿u

ADN humano normal digerido con Xba I y Kpn I y Beta-1-.
dando como resultado un patrón monomórfíco. 1-12: ADN

correspondiente a la figura 31, pero con el ADN invertido,
es decir a la izquierda se observa Xba I y a la derecha
KpnI.



Hibridación de ADNde Gamma-IFN con ADNhumano:

Se digirió ADN de 9 individuos con las enzimas de
restricción: BamHI, Eco RI, Hinc II, Kpn I, Pvu II y XbaI (fig.
36, 37 y 41 a), que resultaron ser monomórficos para Gamma-IFN
(34b, 38 —40 y 41b).

Se encontró un polimorfismo para Gamma-IFN y Hind III
(fig. 33 y 34a) con una banda de aproximadamente 8,3 kb,
mayoritariamente presente y una banda adicional de alrededor de
2,3 kb, en sólo 2 individuos (fig. 34b y 35).

Se analizaron 33 individuos normales y 23 individuos
leucémicos. De los 23 leucémicos, 18 sufrían de leucemia mieloide
crónica, 2 de tricoleucemia, y 3 de leucemia linfocitica crónica.

Es decir de los 58 individuos estudiados, sólo el 0,03 z (2
individuos) mostraron bandas adicionales.
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Fig.. 33: Autorradiografía correspondiente a la hibridación
de Gamma-IPN y ADNhumano normal, digerido con Hind III. 1 y
13: Controles de peso molecular, LambdaHind III, 5 ng, más
Lambda Sma I, 5 ng. 2-12: Individuos nro.: 364, 249, 358,
380, 358, 288, 388, 383, 385, 225 y 286. Observese una banda
de ca. 8,3 kb. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 34a: Digestión de ADNhumano normal con Hind III. 1-3:
Individuos nro.: 88, lÚUy 96. Observese el ADNsatélite.
Gel de agarosa de 0,5%. Fig. 34h: Autorradiografía
correspondiente a 1a hibfidacion de Gamma-IPNy ADN humano
normal digerido con HInd III y con Pvu II. 1: Control de
peso molecular, Lambda Hind 111, ó ng, más Lambda Sma I, 5
ng. 2-6: ADNhumano digerido con Hind III, individuos nro.:
281, 289, 80, 22 y 230 respectivamente. Observese la
presencia de una banda adiciona} de 2,3 kb en las calles 2 y
3.7-10: ADNhumanodigerido con Pvu Il, individuos nro.: 80,
230, 203 y 208. Gel de agarosa de 0,8%.
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Fig. 35: Autorradiografía correspondiente a la hibridación‘
de ADN humano leucémico, digerido con Hind III. 1 y
Controles de peso molecular, LambdaHind III, 5 ng, más
Lambda Sma I, 5 ng. 2-13: ADNde pacientes con leucemia

— mieloide crónica, individuos nro.: 610, 449, 485, 817, 488,
852, 731, 653, 581, 588, 858 y 579. Se observa la misma
banda de ca. 8,3 kb, mayoritariamente presente en los
individuos normales. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 38: Digestión de ADNhumano normal con Kpn I y Hinc
II. 1-5 y 7: ADNdigerido con Kpn I, individuos nr0.: 43,
42, 184, 168, 167 y 397, respectivamente. Se observa ADN
satélite. 8, 8-12: ADNdigerido con Hinc II, individuos
nro.: 428, 130, 44, 43, 42 y 184, respectivamente. 13:
Control de peso molecular, LambdaHind III, 250 ng. Gel de
agarosa de 0,8%.
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Fig. 37: ADNhumano normal, digerido con Hinc II y Bam HI.
1-3: ADNdigerido con Hino II, individuos nro.: 168, 434 y
387. 4-12: ADNdigerido con BamHI, individuos nro.: 428,
130, 44, 43, 42, 167, 212, 169 y 397, respectivamente.
Observese ADN satélite. 13: Control de peso molecular,
Lambda Hind III, 250 ng. Gel de agarosa de 0,8%.
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Fig. 38: Autorradiografía correspondiente a la hibridación
de Gamma-IFN y ADNhumano normal, digerido con Hinc II y
BamHI. “Southern” correspondiente al gel de 1a fig 33. Se
observa un patrón monomórfico, para ambas enzimas.
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Fig. 39: Autorradiografía correspondiente a la hibridación
de Gamma-IFN y ADNhumano normal, digerido con Kpn I y Hinc
II. "Southern" correspondiente al gel de la fíg. 38. Se
observa un patrón monomórfico.
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Fig. 40: Autorradiografia correspondiente a la hibridación
de Gamma-IPN y ADNhumano normal, digerido con Xba I y Kpn
I. Se observan algunas calles correspondientes al gel de la
fig. 31. 40a: 1-4 ADNdigerido con Xba I, individuos nro.:
428, 130, 44 y 43, respectivamente. 4Gb: 1-3: ADNdigerido
con Kpn I, individuos nro.: 428, 130 y 44, respectivamente.
Se observa un patrón monomórfico.
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Fig 41a: Digestión de ADNhumano normal con Eco RI y Bam
HI. 1 y 2: ADNdigerido con Eco RI, individuos nro.: 428 y
387. 3-8: ADNdigerido con BamHI, individuos nro.: 397,
130, 428 más 130 y 428 solo, en función de resolver una
supuesta diferencia en el tamaño de las bandas, al
hibridarlo. Ge] de agarosa de 0,5%. 7: Control de peso
molecular, LambdaHind III, ZbÜng. 41h: Autorradiografía
correspondiente a la hibridación de Gamma-IPNcon el ADNdel
“Southern” de 1a fig. 41a. Se observa un patrón monomórfioo.
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Haplotipos:

Un haplotipo es la ordenación espacial lineal que tienen los
alelos de los genes que están ligados en un cromosoma, representa
a la disposición de los genes (alelos), en las gametas. Es decir
son el producto de la meiosis, ya sea que haya o no ocurrido
recombinación genética. Es decir por cada individuo diploide como
nuestra especie, hay 2 haplotipos.

Para reconstruir los haplotipos, se analizan ADNde familias
en función de observar su segregación. Cuando no hay ADN de
familias disponible comoen este caso, se puede recurrir a un
método de estimación, por aproximación e iteración diseñado por
Ceppellini et al., ( ). Este método fue utilizado en la
presente investigación para Alpha y Beta-l-IFN.

Los genes de Alpha-IFN y el gen Beta-1-IFN se encuentran
ligados en el brazo corto del cromosoma9 (Ohlsson et al., 1985).
El gen de Gamma-IFNse encuentra en el brazo largo del cromosoma
12 y por lo tanto no está ligado a los genes Alpha y Beta-l-IFN.

Se reconstruyeron los haplotipos para Alpha y Beta-l-IFN,
utilizando los marcadores genéticos polimórficos más arriba
descriptos: Bgl II y Msp I para Alpha-IFN y Sst I y Msp I para
Beta-1-IFN. Se calculó 1a frecuencia de los haplotipos tomados de
a dos. Debajo de cada enzima figura el número de loci
polimórficos:

1 - Msp I (Alpha-IPN)

2 loci entre si.

2 —Msp I (Alpha-IFN) y Msp I (Beta-1-IFN)

2 loci 1 locus

3 - Msp I (Alpha-IFN) y Sst I (Beta-1-IFN)

2 loci 1 locus

4 —Bgl II (Alpha-IPN) y Msp I (Beta-l-IFN)

2 loci 1 locus

3.78



5 - Hsp I (Beta-l-IFN) y Sst I (Beta-l-IFN)

1 locus 1 locus

8 - Bgl II (Alpha-IFN) y Sst I (Beta-l-IFN)

2 loci 1 locus

Los otros haplotipos posibles no pudieron ser reconstruidos
por falta de datos. Por este motivo, por ejemplo de los 3 loci
polimórficos descriptos para MspI y Alpha-IFN, sólo habían
suficientes datos de 2 loci., del tercero no se podian
discriminar bien, varias clases genotipioas.

Se diseñó un programa con la planilla de cálculos del Lotus
(programa de IBM). Se da como ejemplo desarrollado, el caso de
uno de los dos loci de Bgl II (Alpha-IPN) y el loous de Msp I
(Beta-l-IFN):

Genotipos (fenotipos):

Bgl II (Alpha-IPN) Msp I (Beta-l-IFN) Nro. de
individuos

1 - 5,3 +/——kb 4,5/4,5 kb n = 7
1

2 — 5,3 +/-- kb 4,5/2,5 kb n = 9
2

3 — 5,3 +/—- kb 2,5/2,5 kb n = 3
3

4 - 5,3 —/4,5 kb 4,5/4,5 kb n = 1
4

5,ó -/4,5 kb 4,5/2,5 kb n = 1
5

8 - 5,3 -/4,5 kb 2,5/2,5 kb n = 0
6

N 21
N = tamaño de la muestra



Recuérdese que no se pudo distinguir entre el genotipo
homocigota 5,3 +/5,3 + kb y el genotipo heterocigota 5,3 +/5,3 ­
kb, por ello se los agrupa en la clase fenotípica 5,3 +/-- kb.

Gametas:

Bgl II Msp I

(Alpha-IPN) (Beta-l-IFN) frec. de haplotipos

5,3 + kb 4,5 kb P
1

5,3 + kb 2,5 kb p
2

5,3 - kb 4,5 kb P
3

5,3 - kb 2.5 kb P
4

free. alélica (4,5 kb) = p + p
1 3

frec. alélica (2,5 kb) = p + p
2 4

* 1/2
P (n / N) 0,2182

3 3

“ 1/2
p (n /N) 0

4 5



Por conteo:

frec.

frec.

frec.

frec.

frecuencias gaméticas:

p 0,4008
1

p 0,3810
2

p 0,2182
3

p 0
4

(n + n + 0,5 (n + n )) / N
1 4 2 5

alélica (4,5 kb) =

alélica (4,5 kb) = 0,6190

alélica (2,5 kb) = (n + n
3 6

alélica (2,5 kb) = 0,3810

frec. alélica (4,5 kb) - p

frec. alélica (2,5 kb) - p
4

Es decir de los valores

0,5 (n + n )) / N
2 5

= 0,4008

= 0,3810

observados se estiman las

.81



Genotipos esperados

Genotipo 1:

free.
esperada

0,1607

0.0875

free. esperadas
0,1607

0,1527

0,0875

0,0000

0,1451

0,0831

0,0000

0,0476

0,0000

0,0000

free. nro. de
esperada p
relativa 1

0,6474 2

0,3525 1

fenotipos
1

nro. de



Suma 0,2482 0,9999

nro. de (frec. esperada nro. de (free. esperada
p relativa) p relativa)

1 3

p p 2 (0.6474) 0
1 1

p p 1 (0,3525) 1 (0,3525)
1 3

Suma 1,8474 0,3525

Fenotipo 1: n = 7 7 (1,6474) = 11,5318 gametas p
1 1

A

7 (0,3525) = 2,4675 gametas p
3

Obsérvese que el nro. de gametas para cada fenotipo es el
doble del nro. de individuos de esa clase fenotipica.

Se realizan los mismoscálculos para cada fenotipo y luego
se suman el nro. de gametas p , p , p y p por separado. Es

1 2 3 4

decir, cuántas p hay (a ) cuántas p (a ), etc.
1

En este caso:

a = 17,3590 p 17,3590 / 42 0,4133
1 1

a = 15 p 15 / 42 0,3571
2 2

a = 8,8400 p 8,8400 / 42 0,2057
3 3

a = 1 p 1 / 42 0,0238
4 4



Suma 42 (el doble del tamaño muestral)

Los resultados de las frecuencias haplotipicas de esta
primera ronda, se utilizan para calcular los genotipos esperados
nuevamente y continuar los cálculos para estimar las frecuencias
en varias rondas más, en forma iterativa. Se dejó de iterar,
cuandovariaba sólo a partir del tercer decimal.

Se resumen las frecuencias haplotípicas estimadas:

1 - Msp I (Alpha-IPN): N = 67

a­

8,8 kb 7,1 + kb p 0,0341
1

7,5 kb 7,1 + kb p 0,2270
2

8,6 kb 7,1 - kb p 0,5554
3

7,5 kb 7,1 - kb p 0,1834
4

b­

8,6 kb 11,3 kb p 0,3418
1

7,5 kb 11,3 kb p 0,2363
2

8,8 kb 3,1 kb p 0,2477
3

7,5 kb 3,1 kb p 0,1740
4



2 - Hsp I (Alpha-IFN) y Hsp I (Beta-l-IFN):

11,3 kb 4,5 kb

11,3 kb 2,5 kb

3,1 kb 4,5 kb

3,1 kb 2,5 kb

b _

7,1 + kb 4,5 kb

7,1 + kb 2,5 kb

7,1 — kb 4,5 kb

7,1 - kb 2,5 kb

.85

0,3031

0,0718

0,1968

0,4281

0,1540

0,1492

0,3459

0,3507



3 Msp I (Alpha-IPN) y Sst I

11,3 kb 12,5 kb

11,3 kb 2,45 kb

3,1 kb 12,5 kb

3,1 kb 2,45 kb

7,1 + kb 12,5 kb

7,1 + kb 2,45 kb

7,1 - kb 12,5 kb

7,1 —kb 2,45 kb

(Beta-l-IFN)

P = 0,0004
1

p 0,6082
2

P = 0,1870
3

p 0,2042
4

p = 0,1875
1

p 0,1623
2

p 0,0000
3

p 0,6501

N



4 - Bgl II (Alpha-IPN) y' HspI (Beta-l-IFN):

5,3 kb 4,5 kb

5,3 kb 2,5 kb

5,3 kb 4,5 kb

5,3 kb 2,5 kb

2,7 kb 4,5 kb

2,7 kb 2,5 kb

2,7 kb 4,5 kb

2,7 kb 2,5 kb

.87

0,4449

0,3251

0,1740

0.0558

0,3355

0,2886

0.2834

0,0923

21



5 - Msp I (Beta-l-IFN) y Sst I (Beta-l-IFN):

4,5 kb 12,5 kb

2,5 kb 12,5 kb

4,5 kb 2,45 kb

2,5 kb 12,5 kb

6 - Bgl II (Alpha-IPN) y

a _

5,3 + kb 12,5 kb

5,3 + kb 2,45 kb

5,3 - kb 12,5 kb

5,3 - kb 2,45 kb

'U II

0.0935

0,0002

0,4688

0,4372

Sst I (Beta-1-IFN):

0,1000

0,7691

0,0000

0,1308

16

30



2,7 kb 12,5 kb

2,7 kb 2,45 kb

2,7 kb 12,5 kb

2,7 kb 2,45 kb

0,1000

0,7091

0,0000

0,1908



Desequilibrio gamético:

Luego de calcular las frecuencias de los diversos
haplotipos, se calcularon los desequilibrios gaméticos (Hedrick,
1983, pág 342) para cada caso.

Desequilibrio gamético = D x x —x x
1 4 2 3

Siendo:

x = p X = P X = P x = P
1 1 2 3 3 2 4 4

bs de01r

D p p - p p
1 4 3 2

Para cada valor de desequilibrio gamético, se calcula el
valor de chi cuadrado para ver si el desequilibrio es
significativamente distinto de cero.

2 2
X = (2 N D) / (x x x x )

1 2 3 4

Suponiendo 2 genes, gen 1 y gen 2. cada uno con dos alelos(ly2):

x = frec. alelo 1 del gen 1 x = frec. alelo 2 del gen 2
1 2

x = frec. alelo 1 del gen 2 x = frec. alelo 2 del gen 2
3 4



Se construyó
gamético y
entre paréntesis.

7.5/8,6 0,1199
*

(38,84)

3,1

4,b/2,5

12,5/2,45

2
* X

una matriz
sus correspondientes chi cuadrado,

3,1

0,001

(0,002)

con

5,3

los valores de

2,7 4,5/2,5

0,0024

(0,0045)

0.1156
*

(7,0338)

0,0317

(1,1467)

0,0511

(2,3796)

que
desequlibrio

muestran

12,5/2,45

0,1219
*

(9,3216)

0,1136
*

(6,7264)

0,0130

(0,4764)

0,0191

(0,8233)

0,0408

(1,9814)

significativa no sólo para un nivel de significación del
Z, sino que también para un nivel de significación del 1

.91



DISCUSION

Se estudió el polimorfismo de la longitud de los fragmentos
de restricción (RFLP)de la clase I de 1a familia de genes Alpha­
lFN, del gen Beta-l-IFN y del gen Gamma-IPN.

Se analizó ADNde una muestra de individuos normales y de
una muestra de individuos leucémicos.

Tamaño de la muestra:

Se agruparon juntas las muestras normales y de leucémicos
para cada locus polimórfico, salvo para Sst I y Beta-1-IFN, pues
no pareció haber diferencias estadísticamente significativas
entre los individuos normales y los leucémicos. Esto permitió
aumentar el tamaño de la muestra, el cual fue diferente para los
distintos loci estudiados.

Aumentar el tamaño de la muestra permite estimar mejor las
frecuencias alélicas, pues la muestra es más representativa de 1a
población de la que se la extrajo. Es decir los estimadores
muestrales se acercan más a los parámetros poblacionales.

Por otra parte es importante estudiar un número grande de
individuos no emparentados, en función de descrubir
polimorfismos, que es lo que se hizo.

Loci polimórficos:

Se hallaron 2 loci polimórficos para Bgl II. Los 2 loci
parecen ser dominantes, es decir se observa presencia o ausencia
de bandas. Unode los loci se definía por la presencia o ausencia
de una banda de 5,3 kb y el otro locus se definía por la
presencia o ausencia de una banda de 2,7 kb.

En ambos casos no se pudo discriminar entre los homocigotas
5,3 +/5,3 + kb o 2,7 +/2,7 + kb, o sea cuando la banda estaba en
doble dosis y los heterocigotas 5,3 +/5,3 - kb o 2,7 +/2,7— kb,
o sea cuando la banda estaba en simple dosis. Esto suele ocurrir
con los loci que segregan en forma dominante.



El tamaño de la muestra fue de 84 individuos. Se supuso que
la muestra se hallaba en equilibrio de Hardy y Heinberg para
poder estimar las frecuencias alélicas y luego, el contenido de
información polimórfico:

free. (5,3 + kb) = 0,78

free. (5,3 —kb) = 0,22 P.I.C. = 0,28

E.S. = 0,03

free. (2,7 + kb) = 0,69

frec. (2,7 - kb) = 0,31 P.I.C. = 0,34

E.S. = 0,03

Se confirmaron los 3 loci polimórficos previamente
descriptos (Ohlsson et a1., 1985) para Hsp I y Alpha-IPN. Los
loci eran:

1 — Locus de 8,8/7,5 kb, con una segregación codominante.

2 - Locus de 11,3/3,1 kb también codominante, aunque no
siempre se pudo distinguir entre las 3 clases
genotipicas, por lo que se agruparon juntas las
clases: 11,3/11,3 kb y 11,3/3,1 kb, en la clase
fenotipica 11,3/—- kb.

La) Locus de 7,1 +/7,1 - kb, que segrega en forma
dominante. En este caso también se agruparon juntas a
las clases genotipicas: 7,1 +/7,1 + kb y 7,1 +/7,1 -,
en la clase fenotípica 7,1 +/-- kb.

El tamaño de la muestra fue de 67 individuos. Para poder
estimar las frecuencias de los loci de 11,3/3,1 kb y de 7,1
+/7,1 — kb, se supuso que 1a muestra estaba en equilibrio de
Hardy y Heinberg. En cambio para el locus de 8,6/7,5 kb se pudo
investigar si el equilibrio existia y se concluyó con que no
existia. La muestra no se hallaba en equilibrio de Hardy y
Weinberg.



Las frecuencias estimadas y los contenidos de información
polimórficos fueron:

frec. (8,6 kb) = 0,59

frec. (7,5 kb) = 0,41 P.I.C. = 0,37

E.S. = 0,04

free. (11,3 kb) = 0,56

frec. (3,1 kb) = 0,44 P.I.C. = 0,37

E.S. = 0,04

frec. (7,1 + kb) = 0,29

free. (7,1 - kb) P.I.C = 0,32ll O ü H

E.S. = 0,04

Se halló un RFLPpara Sst I y Beta-l-IFN. Ohlsson et a1.
(1985), describieron un polimorfismo para Sst I y Beta-1-IFN,
para una muestra normal. El locus era de 9,4/2,6 kb. En cambio
el hallado durante la presente investigación resultó ser de
12,5/2,45 y segregaba en forma codominante.

Las frecuencias alélicas resultaron ser diferentes
significativamente, entre la muestra normal y la leucémica, para
nuestra población.

Las frecuencias alélicas y los contenidos de información
polimórficos para la muestra normal y para la leucémica, se
detallan a continuación (N = tamaño de la muestra):

- Normales: N = 48

free. (12,5 kb) = 0,14

frec. (2,45 kb) = 0,86 P.I.C. = 0,23

E.S. = 0,04



—Leucémicos totales: N = 26

(5 tricoleuoémicos, 2 sufrían de leucemia linfocitica crónica y
19 de leucemia mieloide crónica)

frec. (12,5 kb) = 0,27

free. (2,45 kb) = 0,73 P.I.C. = 0,32

E.S. = 0,08

—Leucémicos mieloides crónicos: N = 19

free. (12,4 kb) = 0,32

free. (2,45 kb) = 0,88 P.I.C. = 0,34

E.S. = 0,07

Cuando se investigó si las muestras se hallaban en
equilibrio de Hardy y Weinberg se encontró con que la muestra
normal y la de leucémicos totales se hallaba en equilibrio, pero
la muestra de enfermos de leucemia mieloide crónica no estaba
en equilibrio de Hardy Heínberg (se discute más adelante este
punto).

Se confirmó un locus polimórfico previamente descripto por
Ohlsson et al. (1985) para Msp I y Beta-1-IFN como 3,9/2,5 kb. El
locus aqui descripto, era de 4,5/2,5 kb y segregaba en forma
oodominante (vease más adelante). El tamaño de la muestra fue de
N : 199. Sus frecuencias alélicas asi como el contenido de
información polimórfico fueron:

free. (4,5 kb) = 0,89

free. (2,5 kb) = 0,31 P.I.C. = 0,34

E.S. = 0,02

Se comprobó que estaban en equilibrio de Hardy y Heinberg
asi comola población estudiada por Ohlsson et al. (1985).



Para Gamma-IFNsólo se halló un polimorfismo raro con Hind
III. De 56 individuos estudiados, todos mostraban una banda de
ca. 8,3 kb y sólo 2, o sea el 0,03 z, mostraron una banda
adicional de ca. 2,3 kb.

Segregación de los loci:

Para averiguar comosegrega un locus es necesario analizar
ADN de familias y observar segregación de bandas u alelos. En
nuestro caso esto no fue posible y solo se compararon
intensidades de bandas.

De todas maneras, como se estudiaron un gran número de
individuos no emparentados, es de esperar que aparezcan los
diferentes alelos, o por lo menos los que no son muy raros
(frecuencia menor que 1 %.).

Sería interesante corroborar algunas de las segregaciones
propuestas, estudiando familias, en especial para Bgl II y Alpha­
IFN y Sst I y Beta-l-IFN.

RFLPsde los genes de interferón en otra población:

La población estudiada por Ohlsson y colaboradores (1985)
estaba formada por caucásicos del Norte. La población aqui
investigada estaba formada por caucásicos latinoamericanos, que
es la población mayoritaria de la Argentina.

Se compararon las frecuencias alélicas de Msp I y Alpha-IFN,
para el locus de 8,6/7,5 kb y las genotipicas o mejor dicho
fenotipicas, pues hubo que agrupar dos clases en una, para los
otros 2 loci.

Para el locus de 8,8/7,5 kb las diferencias no fueron
2

significativas (X = 3,38 < 3,84, valor de tablas para un grado
de libertad y con un nivel de significación del 5 Z). Por lo
contrario, las diferencias fueron significativas para los loci
de 11,3/3,l kb y 7,1 +/7,1 - kb, a juzgar por los valores de chi

2 2
cuadrado (X = 5,42 y X = 15,38, respectivamente).



Los contenidos de información polimórficos, fueron (Ohlsson
et al., 1987):

P.I.C. 0,37 para el locus de 8,6/7,5 kb

P.I.C. = 0,26 para el locus de 11,3/3,1 kb

P.I.C. = 0,18 para el locus de 7,1 +/7,1 - kb

El primero de estos P.I.C.s coincide con el aqui descripto,
pero los otros dos, son menores que los aqui presentados. Comoya
se aclaró en la introducción, los contenidos de información
polimórficos, calculados para loci dominantes (presencia vs.
ausencia de bandas), son sobreestimaciones del polimorfismo. Es
decir que es necesario tomar con prudencia, los valores para los
dos últimos loci.

Las diferencias en las frecuencias y en los P.I.C.s puede
deberse a el hecho de provenir las dos muestras de poblaciones
diferentes. Si bien ambas son de origen caucásico, pudieron haber
llegado originalmente a la Argentina, por azar, un grupo de
individuos, cuyas frecuencias alélicas eran distintas de las que
se establecieron en el Norte. 0 bien pudieron haber sido
originalmente iguales y luego con el tiempo, por deriva genética
(ver más abajo) y también, al mezclarse con la población
previamente existente en el pais, se modificaron las frecuenciasalélicas.

Con respecto al locus Sst I y Beta-1-IFN, como se dijo más
arriba habia una diferencia en el tamaño de uno de los dos alelos
entre ambas poblaciones, la investigada por Ohlsson et al (1985)
y la nuestra. Ohlsson y colaboradores sólo analizaron una muestra
normal y no leucémica.

Los tamaños de las bandas, aqui presentados, fueron
calculados mediante una curva de calibración. Ademásla banda
de 12,5 kb aquí descripta coincidía casi perfectamente con la
banda de 12,2 kb del marcador de peso molecular Lambda Sma I, en
todos los geles analizados. Este marcador se sembraba junto con
LambdaHind III en las calles marginales del gel, al lado del
ADN humano. Luego se lo hibridaba con Lambda Hind III,
radioactivamente marcado junto con la sonda molecular humana.
Es decir se pudo determinar con mucha precisión.



No obstante, la diferencia entre el tamaño de las bandas,
puede deberse a un error de medición en cualquiera de las dos
poblaciones. Si asi no fuera, se trataría entonces de alelos
diferentes: 12,5 y 9,4. La otra banda en juego de 2,6 kb,
descripta por Ohlsson et al. (1985), parece coincidir con 1a de
2,45 kb, aqui hallada.

Si se considerase a las bandas de 12,5 y 9,4 kb como
iguales, la diferencia entre las frecuencias alélicas entre ambas

2
poblaciones resultaría ser significativa (X = 15,59 P > 1 Z.

En el caso del locus polimórfico para Msp I y Beta-1-IFN, no
hubo diferencias alélicas significativas entre la población

2
estudiada por Ohlsson et al. (1985) y la estudiada aqui,(X = 0,22
< 3,84 para un grado de libertad y un nivel de significación del
5 Z). Esto es asi si se considerasen idénticas las bandas de 3,9
y 4,5 kb, descriptas para la poblaciones del Norte y del Sur,
respectivamente.

El contenido de información polimórfico, presentado por
Ohlsson et al. (1987) fue menor que el de nuestra población
(0,34):

P I C. = 0,25

En este caso, asi comopara Sst I y Beta-1-IFN, existió una
discrepancia en el tamaño de las bandas, pues Ohlsson et al.
informaron acerca de una banda de 3,9 kb y de otra de 2,5 kb.
Esta última coincide con la nuestra, en cambio la banda de mayor
peso molecular difiere, de la banda de ca. 4,5 kb, aqui
presentada. De todos modos la diferencia en este caso es menor
que en el de Sst I. Resulta interesante destacar que la
discrepancia se produce en la zona de relativo alto peso
molecular.

Equilibrio de Hardy y Heinberg:

El principio de Hardy y Heinberg establece que las
frecuencias genotipicas para un locus, después de una generación
de apareamiento al azar, pueden ser representadas por una función
binomial ( para un locus dialélico) o multinomial (para un locus
multialélico) (Hedrick, 1983).



función binomial:

2 2P+qu+q=1
2

p = frecuencia genotipica de un homocigota

2 p q = frecuencia genotipica de los heterocigotas

2
q = frecuencia genotipica del otro homocigota

La función multínomial, se extiende la binomial, aclarando que:

p P + 1/2 P

p = frecuencia alélica

n
2

H = l É . P

«¿:4 1

H = frecuencia de heterocigotas

j es diferente de i, n = nro. de alelos

Además, en ausencia de factores que alteren las frecuencias
génicas o alélicas y si se mantiene el aparcamiento al azar en la
población, las proporciones genotipícas propuestas por Hardy y
Heinberg no se alterarán a lo largo del tiempo (Hedrick, 1983).
Seria necesario además que la población fuese infinitamente
grande, lo cual sólo se cumpliria en una población ideal
(Dobzhansky, 1980a).

Las frecuencias alélicas pueden ser alteradas por factores
deterministicos o sea dirigidos, o por factores estocásticos, es
decir aleatorios. La mutación recurrente, la migración recurrente
y la selección serían procesos determinísticos. La deriva
genética, en cambio, seria un proceso estocástico (Dobzhansky,
1980b).



Como lo explica muy bien Dobzhansky (lQBÜb), las
fluctuaciones en las tasas de mutación, migración y selección
natural, los sucesos únicos comouna mutación nueva favorable, el
desarrollo de una población nueva a partir de uno o unos pocos
individuos (efecto fundacional), los incidentes selectivos únicos
y los cruzamientos únicos, constituyen también fenómentos
estocásticos.

La deriva genética parece ser un proceso estocástico muy
importante, debido a accidentes de muestreo en poblaciones
pequeñas. Este puede ser el caso de muchas poblaciones
originales pequeñas, que colonizaron nuevos lugares geográficos,
en especial si permanecen aisladas y en ausencia de factores como
la selección natural.

Inicialmente la frecuencia de muchos genes es uniforme,
luego de generación en generación la varianza estadistica
crecerá. Es decir se produce un desplazamiento genético al azar,
una deriva genética, que hace que con el tiempo las frecuencias
alélicas varíen, llegando incluso, en algunos casos, a fijarse
algún alelo en la población (frecuencia igual a 1)

Utra alternativa seria que el pequeño (relativamente
hablando) grupo migratorio que llegó, tenia frecuencias alélicas
distintas, tal vez con algunos alelos con mayor y otros con menor
frecuencia que la población grande original e incluso con alguno
o algunos alelos ausentes.

Una generación se forma a partir de una muestra de gametas
tomadas del acervo génico o gamético, de la generación anterior.
En una población pequeña, como puede ser el caso de una
población fundadora, los errores de muestreo serán mayores, es
decir, no estarán igualmente representadas todas las gametas de
la generación anterior (Dobzhansky, 1980b).

Por todo lo anterior, no es raro que la población aqui
estudiada, de caucásicos latinoamericanos y la del norte, de
caucasicos europeos (Ohlsson et a1., 1985), tengan en algunos
casos frecuencias génicas o genotipicas, diferentes.



Haplotipos y desequilibrio gamético:

Se reconstruyeron los haplotipos mediante el método de
aproximación por iteración de Ceppellini et al. (19 ). De los 11
desequilibrios gaméticos estimados, 4 resultaron ser
significativamente distintos de 0, con un nivel de significación
del 1 °

Los desequilibrios gaméticos o de ligamiento significativos,
se producían entre:

—El locus de 7,1 +/7,1 - kb y el locus de 7,5/8.8 kb, ambos
para Msp I y Alpha-IFN.

- El locus de 7,1 +/7,1 - kb de Msp I y Alpha-IFN y el
locus de 12,5/2,45 para Sst I y Beta-l-IFN.

- El locus de 11,3/3,1 kb para Alpha-IFN y el de 4,5/2,5 kb
para Beta-l-IFN, ambos loci con Hsp

—El locus de 11,3/3,1 kb para Hsp I y Alpha-IFN y el locus
de 12,5/2,45 para Sst I y Beta-l-IFN.

Esto significa que habría desequilibrio de ligamiento dentro
de la familia de genes Alpha-IFN y entre Alpha y Beta-l-IFN.
Además,si dos loci se encuentran en desequilibrio de ligamiento,
cualquiera de los dos no aportará información adicional al otro.

Por otra parte el desequilibrio gamético, corrobora la
cercanía fisica entre estos genes. Sin embargo, es necesario
aclarar que la recombinación no depende solo de la distancia,
sino también de ciertas áreas (“puntos calientes”) cromosómicas.
En estas zonas, la recombinación se produce más frecuentemente.
(Kobori et al., 1986).



Contenido de información polimórfico (P.I.C.):

Recordemos que el contenido de información polimórfico que
se explicó en la introducción (Botstein et al., 1980), se podíaclasificar en:

P.I.C. > 0,5 es altamente informativo

0,5 > P.I.C. > 0,25 es razonablemente informativo

P.I.C. < 0,25 es levemente informativo

Salvo el locus de 5,3 +/5,3 - kb para Bgl II y Alpha-2-IFN y
el locus de 12,5/2,45 para Sst I y Beta-1-IFN que resultaron ser
levemente informativos, todos los demás loci fueron
razonablemente informativos.

Resulta interesante destacar que el P.I.C. para la muestra
normal de Sst I y Beta-l-IFN era levemente informativo, mientras
que para las muestras leucémicas (una general y otra solo de
leucémicos mieloides crónicos), el P.I.C. resultó ser
razonablemente informativo, lo que lo convertiría en un marcador
genético interesante.

Polimorfismo a nivel génico y a nivel protéico:

Como ya se dijo (ver introducción), la mayor parte de los
polimorfismos para la longitud de los fragmentos de restricción
(RFLPs) descriptos para un gran número de loci, en diferentes
especies, parecen ser neutros. Esto parece ser asi, pues las
mutaciones se encuentran en zonas no codificadoras y no
regulatorias del gen, generalmente lejos, en pares de bases, del
m1smo.

En algunos de los loci polimórficos aqui analizados, las
diferencias parecen ser neutras, no se expresan a nivel de las
proteinas. Esto parece ocurrir con MspI y Beta-l-IFN y Sst I y
Beta-1-IFN, pues este gen no tiene sitios internos de restricción
para ambas enzimas.

Para Alpha-IFN, el tema es más complicado, pues si bien
A1pha-2-IFN, que es el gen que se utilizó como sonda molecular,



no tiene sitios internos para MspI, puede ser que los otros
genes de la familia si posean algún sitio interno de
reconocimiento de Msp I. En el caso de Bgl II, el gen Alpha-Z-IFN
posee 2 sitios internos y por ejemplo el gen Alpha-l-IFN posee
un solo sitio MspI interno.

Comoya se dijo, los polimorfismos a nivel del ADNpara IFN,
hallados por Ohlsson et al (1985), los llevaron a proponer el
estudio de las diferencias individuales en la producción de
interferón y en la resistencia a enfermedades, controlada por los
interferones. Es decir tal vez estos polimorfismos o por lo menos
alguno de ellos no fuesen neutros.

Finter (1991), en una conferencia dictada, acerca de por qué
hay tantos subtipos diferentes de Alpha-IFN, dijo que habria dos
explicaciones alternativas:

- Los diferentes subtipos serian el resultado de accidentes
evolutivos de significado biológico neutro.

—Cada subtipo cumpliría una función especifica en el
cuerpo.

Finter (1991), propone para resolver esta cuestión, estudiar
que suptipos particulares de IFN-Alphase producen en diferentes
circunstancias; determinar si los interferones difieren muchoen
sus propiedades biológicas in vitro o si tienen actividades
únicas y por último comparar, en estudios clínicos, el
comportamiento de subtipos individuales y de mezclas de subtipos.

Kawade (1991) enfatiza el hecho de la falta de información
suficiente sobre el funcionamiento de los interferones en forma
fisiológica, en un animal intacto y no in vitro. Si bien lo
anterior ya se está realizando, aún falta investigar mucho,para
responder a estos interrogantes.

Por otra parte, especialmente en las tricoleucemias (Quesada
et al., 1984; Coci et al., 1987; Golomb& Ratain, 1987), pero
también en las leucemias mieloides crónicas, el interferón
exógeno cumple un papel terapéutico importante (Ogura et al.,
1990), que deja interrogantes acerca del interferón endógeno y
fisiológico. Cabe preguntarse si los polimorfismos génicos
(Alpha, Beta-1 y Gamma-IPN), juegan algún rol en estas
enfermedades.



En células linfoides derivadas de pacientes con
tricoleucemia o con leucemia linfática crónica, no se pudieron
detectar receptores celulares para Gamma-IFN (Pestka et al.,
1987).

En la presente investigación no se hallaron diferencias
significativas entre normales y leucémicos, en todos los casos,
salvo en uno (Sst I y Beta-l-IFN). No obstante es necesario
recalcar que la expresión de un gen tiene varios niveles de
regulación, sobre todo en eucariontes donde hay
compartimentalización. Aqui solo se analizó el nivel genómico,
aclarando también que sólo se pudieron detectar diferencias que
alterasen a los sitios de restricción investigados. Es decir, hay
una subestimación de la variabilidad genética existente.

Además, aun en el caso en que no se hallaran diferencias
significativas en las frecuencias alélicas, ni la aparición de
alelos nuevos (patrón de hibridación diferente), es necesario
investigar citológicamente las células, en especial la de los
pacientes leucémicos.

Diaz et al., (1988) investigaron pacientes de leucemia
monocitica aguda y descubrieron una translocación del gen Beta-1­
IFN del brazo corto del cromosoma 9 en donde se halla
normalmente, al brazo largo del cromosoma22, t(9;ll)(p22;q23).
El agrupamiento de genes Alpha-IFN, permanecía en su sitio
original.

Cuando analizaron las muestras mediante Southerns,
observaron al hibridar con Alpha y con Beta-l-IFN que los
patrones de hibridación permanecían inalterados. Esto implicaba
que las secuencias regulatorias de la transcripción del gen Beta­
l-IFN, se translocaron junto con éste, al cromosoma11.

De lo anterior se deduce que pueden ocurrir reordenamientos
cromosómicos que no se manifiesten en un análisis de hibridación
molecular en membranas de Southern. Se ponen de manifiesto, en
cambio, con una hibridación in situ, es decir citológica. Es por
ello que para completar el presente estudio, seria interesante
realizar una investigación citológica que por distintos motivos
no pudo realizarse hasta ahora. De todas maneras, hasta ahora no
se han descripto alteraciones citológicas visibles, que afecten
al cromosoma9, en las tricoleucemias.

No obstante, pueden descartarse grandes reordenamientos como
deleciones o inserciones, dentro del agrupamiento de genes Alpha

4.13



y el gen Beta-l-IFN, pues se hubiesen detectado modificaciones en
el patrón de hibridación para varias enzima estudiadas. Esto
parece ser asi tanto para los individuos normales comopara los
leucémicos.

Conrespecto al sistema Sst I y Beta-l-IFN, las diferencias
alélicas y genotipicas, entre normales y leucémicos parecian ser
significativas, a juzgar por las pruebas de contingencia y de
heterogeneidad. Es importante aclarar que cuando la muestra está
formada por menos de 50 individuos, es necesario tomar con
precaución los resultados que de alli se extraigan (Hedrick,
1983). Lo mismo ocurre si alguna clase analizada posee menos de 5
individuos. Esto ocurre con este sistema.

Es necesario entonces, aumentar el tamaño de la muestra. Si
bien en 1a presente investigación esto no se pudo realizar, seria
importante tomarlo en cuenta para un futuro. De todas maneras, la
misma muestra, igualmente pequeña fue analizada para los otros
sistemas y no se encontraron para ellos, diferencias
significativas entre normales y leucémicos.

Las diferencias halladas entre normales y leucémicos para
este locus podrian deberse a errores de muestreo, es decir la
muestra estaria desviada. Este punto es más importante de lo que
en principio parece. Vineis & Caporaso (1991), en un trabajo
reciente, muy interesante, sobre RFLPSy cáncer humano, llaman 1a
atención sobre falsas conclusiones a las que se pueden arribar
debido a falta de información. Se transcribe traducido, un
párrafo de su trabajo (Vineis & Caporaso, 1991, pag.: 29) por la
claridad de conceptos:

"Las poblaciones normales deben ser estudiadas en función de
tener claro la ditribución alélica en los subgrupos étnicos. Esta
información es absolutamente esencial en función de interpretar
en forma valedera, cualquier asociación observada, debido a que
es un axioma que los grupos étnicos exhibirán variaciones
genéticas. La incidencia de cancer de muchos, sino todos los
tipos tumorales, variará por motivos relacionados tanto con
factores ambientales comogenéticos y es posible que se produzcan
confusiones si se ignora la variabilidad de los grupos étnicos".

A la luz del párrafo anterior, se entiende porque son
importantes los errores de muestreo. Es decir, no se puede
descartar a priori, que haya diferencias de subgrupos étnicos en
juego, aun cuando se trate de la misma población caucásica
latinoamericana.



Para resolver esta situación es importante, en primer
término, ampliar el tamaño de la muestra normal, de manera de
tener una representación mayor de la población, que englobase a
los diferentes subgrupos. Luego o simultáneamente, ampliar la
muestra de leucémicos, sobre todo la de leucémicos mieloides
crónicos, que es donde las diferencias resultaron ser altamente
significativas.

Hechas estas salvedades, volvamos ahora, al locus
polimorfico Sst I y Beta-l-IFN. Comose dijo más arriba, la
muestra normal y la leucémica total (tricoleucémicos, leucémicos
linfocíticos crónicos y leucémicos mieloides crónicos) no se
hallaban en equilibrio de Hardy y Heinberg. Cuando se analizaban
sólo los individuos que sufrían leucemia mieloide crónica la
muestra parecía estar en equilibrio de Hardy y Heinberg.

Esto último parece extraño, pues si hubiera errores de
muestreo que explicasen el desvió del equilibrio de Hardy y
Weiuberg, es de esperar que estos errores se produjesen en una
muestra menor como la de los leucémicos mieloides crónicos y no
en las muestras mayores, sobre todo en la normal.

Una explicación posible podría ser que por algún motivo
desconocido, el alelo minoritario en la población normal
estuviese sufriendo algún tipo de presión de selección, que
diminuyese su frecuencia. Esto explicaría en parte, el desvío del
equilibrio de Hardy y Heinberg, de la muestra normal. Esta
presión no se estáría ejerciendo en los individuos luecémicos
mieloides crónicos y tal vez si, en leucemicos en general. Pero,
es neceasrio reiterar que estas conclusiones deben ser revisadas,
cuando se amplíe el tamaño muestral.

Reacción en cadena de 1a polimerasa (P.C.R.):

La reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain
reaction) permite amplificar moléculas de ADN únicas o en muy
pocas copias que se encuentran inmersas en un conjunto de
secuencias genómicas (Innis & Gelfand, 1990). Por ejemplo
mediante este método se puede detectar una célula tumoral dentro
de un millón de células normales, siempre que se disponga de los
“primers” específicos adecuados. Por el contrario para poder
detectar un gen de copia única de aproximadamente 1 kb, es
necesario digerir 10 ug de ADNhumano, de esta manera se detectan
3 pg del ADNde interés. Es decir hay una gran diferencia en la
sensibilidad de los métodos.



El método de P.C.R. se utiliza mucho en el diagnóstico de
las enfermedades genéticas comopor ejemplo en los casos de la
hemofilia A y de la distrofia muscular de Duchenne.

El método de hibridación en membranas de Southern, permite
una "vista panorámica“ sobre el genoma, en partircular sobre los
polimorfismcs para la longitud de los fragmentos de restricción
para un gran número de enzimas.

Una vez hallado un polimorfismo interesante, con un
contenido de información polimórfico, por lo menos razonablemente
informativo y hallada una asociación o correlación con alguna
enfermedad, tal vez resulte útil utilizar la técnica del P.C.R.,
en algunos casos.

Comose dijo más arriba, esto requiere de la sintesis de los
"primers" especificos. Es decir es posterior al descubrimiento de
el 0 los polimorfismos de interés.

Para concluir diremos, que no resultó sencillo encontrar
RFLP en los genes de interferón, pero se pudo hallar
polimorfismos nuevos y confirmar para nuestra población,
polimorfismosdescriptos en otras latitudes.

Gamma-IFNresultó particularmente dificil en esta búsqueda
de polimorfismo, y ya habia sido descripto en la literatura como
un gen altamente conservado. No obstante se pudo hallar un
polimorfismo nuevo (Gray & Goeddel, 1982).

Seria interesante ampliar las muestras de individuos
normales y de leucémicos, en especial para el locus polimórfico
de Sst I y Beta-l-IFN. También seria útil estudiar la
segregación de los loci polimórficos, en familias informativas.
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