BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Estudio del polimorfismo de los
genes de interferén

Rozenblum, Ester

1992

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Bioldgicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Rozenblum, Ester. (1992). Estudio del polimorfismo de los genes de interferén. Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2471_Rozenblum.pdf

Cita tipo Chicago:

Rozenblum, Ester. "Estudio del polimorfismo de los genes de interferén”. Tesis de Doctor.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1992.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2471_Rozenblum.pdf

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2471_Rozenblum.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2471_Rozenblum.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

Tema de tesis

ESTUDIO DEL POLIMORFISMO DE LOS GENES DE INTERFERON

Autora

ESTER ROZENBLUM

Director de tesis

Dr. JOSE LA TORRE

Lugar de trabajo
—

LABORATORIO BIOSIDUS [es1S

24 4

7%

Tesis presentada para optar al titulo de Doctora

en Ciencias Biolégicas

ANO 1882



Para Alberto y Andrés con todo

mi cariiio



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. José La Torre por la direccién de este trabajo, por
su gran generosidad, su estimulo, ayuda y sus muy buenos
consejos.

Quiero agradecer muy especialmente al Lic. Marcelo Arguelles
por generosamente facilitarme su laboratorio, asi como
colaborar con todo lo necesario para el desarrollo de esta
tesis doctoral.

Al Dr. Marcelo Criscuolo y a todos 1los compafieros de
BioSidus, por su colaboracién, especialmente a Andrés
Bercovich.

Al Dr. Norberto Judewitz por su estimulo constante, sus
ideas, sus buenos consejos y su muy buen humor que hizo que
la tarea de investigacidén sea aun mas agradable.

A mis compaiieras y amigas Daniela Centrdén Garcia y Silvia
Pifieiro, por su constante estimulo, comprensidén y ayuda, en
todo momento.

Al Dr. Leonardo Satz por sus valiosos consejos y por el
aporte de algunas muestras de pacientes leucémicos, que
fueron utilizadas durante el desarrollo de esta tesis.

A la Dra. Irene Larripa, a la Dra. Lucia Barazzutti y al Dr.
Pablo Rendo por el aporte de muestras de pacientes
leucémicos, asi como por el intercambio de informacién uatil
para el desarrollo de la tesis.

Al Dr. Juan H.Hunziker, a la Dra. Lidia Poggio, al Dr.
Carlos A. Naranjo, al Dr. Juan Vilardi y a la Dra. Beatriz
Saidman por su confianza y apoyo.

A la Sra. Maria Esther Origioni quien con sus cuidados vy
atenciones hizo que trabajar en el laboratorio sea mucho méas
facil.

A mi marido y mi hijo por su enorme paciencia, su carifio vy
apaoya en todo momento. A mi hermanas Sara, Susana y Pnina
por su carifio y estimulo. A mis amigas Celina, Viviana,
Clara, Adriana y Sara por tantos afios de amistad y cariro.



INDICE

INTRODUCCION

Caracteristicas generales

Evolucion de los genes de interferédn

Familia multigénica de Alpha-IFN y el gen

Beta-1-IFN

Multiplicidad de interferones-Alpha

Multiplicidad de interferones-Beta

El gen Gamma-interferén

Polimorfismo de la longitud de los

fragmentos de restricciodn

Localizacidén de genes responsables de

enfermedades humanas

Polimorfismo de la longitud de 1los

fragmentos de restriccién y cancer

Leucemia y genes de interferdn

Objetivo de la tesis

Pag.



MATERIALES Y METODOS

Sondas moleculares

ADN humano

Extraccidén de ADN humano

Purificacidén de ADN humano

Digestion de ADN humano con endonucleasas

de restriccidn

Electroforesis en gel de agarosa

Transferencia de geles

Formacién de ADN recombinante: ligacién

Transformacién de Escherichia coli

Extraccion de plasmidos

Purificacidn de ADN plasmidico

Digestion de ADN plasmidico con endonucleasas

de restricecion

Electroelucidn de fragmentos de ADN

Marcacién radioactiva de sondas moleculares

II

.10

.10

.13

.15

.15

.16

.17



Nick translation

Random primers

Hibridacién molecular

Autorradiografia

RESULTADOS

Subclonacién de ADN codificante para

Alpha-2, Beta-1 y Gamma-IFN

Hibridacién molecular

Hibridacién de ADN de Alpha-2-IFN con

con ADN humano

Hibridacién de ADN de Beta-1-IFN con

ADN humano

Hibridacidn de ADN de Gamma-IFN con

ADN humano

Haplotipos

Desequilibrio gamético

III

.17

.19

.19

.22

.14

.19

.43

.68

.78

.90



DISCUSION 4.1

Tamario de la muestra 4.1
Loci polimérficos 4.1
Segregacidén de los loci 4.5

RFLPs de los genes de interferén en

otra poblacién 4.5
Equilibrio de Hardy y Weinberg 4.7
Haplotipos y desequilibrio gamético 4.10
Contenido de informacién polimérfico (P.I.C.) 4.11

Polimorfismo a nivel génico y a

nivel proteico 4.11
Reaccidén en cadena de la polimerasa (P.C.R.) 4,15
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 5.1

N.B.: En este trabajo se utilizan términos en idioma inglés

que son de uso corriente y cuya traduccién es dificil.

Iv



INTRODUCCION

EL SISTEMA INTERFERON
CARACTERISTICAS GENERALES:

Los interferones (IFNs) son proteinas presentes en todos los
mamiferos y también en muchos vertebrados (Wilson et al. 1983)
Hasta el presente se han aislado e identificado un gran nimero de
secuencias de ADN correspondientes a varias especies ademds de
los 1interferones humanos. Estas secuencias codificantes fueron
clonadas y expresadas en bacterias y en otros huéspedes
heterdlogos.

Los interferones humanos poseen un amplio espectro de
actividades biolégicas (Pestka et al., 1987). Presentan actividad
antiviral y antitumoral. Son ademéds moléculas regulatorias
naturales que Jjuegan un rol muy importante en los procesos de
crecimiento, diferenciacién vy desarrollo celular (Romeo et al.
1989).

Existen tres tipos diferentes de interferén: Alpha. Beta y
Gamma IFN gque se diferencian antigénicamente en ensayos de
neutralizacién. No obstante Alpha-2 y Beta-1-IFN poseen un
epitope en comun (Kontsek et al 1990) lo que indicaria que la
distincidén antigénica entre estos dos tipos de IFNs no es
absoluta.

Estas proteinas son inducibles, a&aunque existen algunas
evidencias de que hay una pequeila sintesis constitutiva (Tovey et
al., 1987; Duc-Goiran et al., 1985). Los virus, ARN de doble
cadena, entre otras moléculas, inducen la sintesis de los Alpha y
Beta-1-IFNs. Los Alpha-IFNs se denominan también IFNs
leucocitarios vy el Beta-1-IFN se denomina interferdn
fibroblastico, debido a las células en las que originalmente se
los encontro, pues luego se los hallé en otros tipos celulares
también.

Estas proteinas salen de las células productoras y se unen a
receptores de otras células, como paso inicial de su mecanismo de
accidén. Los Alpha-IFNs y el Beta-1-IFN comparten un mismo
receptor, éste estd codificado por un gen que se encuentra en el
cromosoma 21. Por su parte el Gamma-IFN se une a un receptor
diferente, formado a su vez por dos componentes que se encuentran
codificados por los cromosomas 6 y 21, cada uno de ellos. Existen



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

Los tres tipos de interferones presentan actividad
inmunomodulatoria, aunque es el IFN-Gamma el que mds participa de
la respuesta inmune. Este IFN se produce en los linfocitos T,
como respuesta a la induccidén por antigenos o mitdégenos.

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 9pl13-p21, muy prdximos al gen Beta
1-IFN que se halla en 1la banda 9p22. Es decir se ubica
distalmente con respecto a los genes Alpha (Diaz et al. 1986;
Diaz et al. 1890a); ninguno de ellos posee intrones.

El gen Beta-2-IFN, que se encuentra ubicado en el cromosoma
7 (Sehgal et al. 1986), posee 4 intrones y no presenta homologia
con el gen Beta-1l; sdélo 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 homologia con los otros interferones descriptos.

EVOLUCION DE LOS GENES DE INTERFERON:

Como ya se menciond al comienzo 1los interferones estan
presentes en todos los mamiferos y en muchos vertebrados. No
se han encontrado estos genes en los invertebrados.

La familia de genes Alpha-IFN presenta un ndamero similar de
bandas en la mayoria de los mamiferos estudiados (Wilson et al.,
1883), lo que sugeriria una complejidad genética similar para
todos ellos, es decir aproximadamente igual nimero de genes. En
las otras clases de vertebrados sé6lo se detectd una serial débil
cuando se hibridé ADN de Alpha-IFN humano con el ADN de aves vy
reptiles y no se observé sefial al hibridar con peces y anfibios.

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



En esta dos especies se observé una familia de genes Beta-
IFN, de complejidad similar a la familia de genes Alpha-IFN
humana. Estos 1investigadores postularon la aparicién de esta
familia de genes (Beta-IFN), por duplicacidén génica, ocurrida en
algain momento posterior a la radiacidén de los mamiferos, pues el
resto de los mamiferos poseen un gen de copia uUnica, y anterior
a la divergencia entre vaca y antilope en los Artiodactyla.

A diferencia de los genes de Alpha-IFN, uno o méds genes de
Beta-IFN parecen estar presentes en todas 1las clases de
vertebrados: peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos.

Las familias de genes de IFN tenderian a estabilizarse en
tamafio y organizacién a lo largo de 1los periodos evolutivos
(Wilson et al., 1983).

Esto apoyaria 1la hipdétesis de Taniguchi et al. (1980)
quienes postularon que 1los genes de interferdén derivarian de un
gen ancestral existente antes de que surgieran los vertebrados,
hace 500 a 1.000 millones de afios, Yy 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 ADN como a nivel de la proteina.
Sugirieron entonces una duplicacién a partir de un gen ancestral
que did origen a los genes Alpha y Beta-1-IFN. Posteriormente
Alpha se duplicé para dar origen a la familia de genes Alpha-IFN.
El hecho de que estos genes se encuentren agrupados en un mismo
cromosoma y no posean intrones, favorece esta hipdtesis.

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
contradeciria el postulado de Taniguchi et al. (1880) acerca de
la existencia de estos genes en todos los vertebrados.

La comparacidn en una especie dada, de las homologias entre
genes paréalogos, es decir entre genes gque se originaron por
duplicacidén a partir de un gen ancestral, permite establecer una
filogenia génica (Ayala, 1980).



Es asi que Alpha y Beta-IFN fueron originalmente genes
pardlogos, pues habrian surgido por duplicacién 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, pardalogos entre si.

El anédlisis se complica ain mAs cuando se comparan genes
pertenecientes a esta familia en diferentes especies, pues a
veces es dificil distinguir secuencias ortélogas, es decir,
procedentes de un gen ancestral comin a ambas especies Yy que
luego divergieron, de secuencias paralogas, 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 (sindénimos) en la zona codificadora, en el
gen Gamma-IFN humano y en el murino la encuentra muy alta, 7,2 x

-9
10 , siendo la tasa promedio para los mamiferos mucho menor.
Una de las explicaciones posibles para este fendmeno seguin
estos 1investigadores es que se trate de genes pardalogos y no
ortélogos.

La tasa evolutiva v = Ka /(2t), fue calculada considerando
Ka como el 1indice de diferencias entre dos secuencias de ADN
codificadoras (codogénicas) comparadas, es también llamado indice
de sustitucidén de aminodcidos; t es el tiempo de divergencia
entre estas dos secuencias. También calcularon la tasa evolutiva
para las mutaciones silenciosas o sindnimas, aquellas que no
modifican la secuencia aminoacidica de la proteina. Fue
llamativamente alta la tasa de evolucidon en la zona 3 prima no
codificadora de los genes Alpha (Miyata et al., 1985).

Ambas tasas evolutivas eran similares a las descriptas para

los genes de 1las inmunoglobulinas. Es decir, los genes de
interferén en la especie humana en particular y en los mamiferos
en general parecen evolucionar rapidamente con una tasa de

evolucién 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 HMiyata et al. (1985) siguiendo 1la teoria
neutralista, proponen la existencia de un reloj molecular para
los genes de interferon, es decir la acumulacién de mutaciones
silenciosas en las 2zonas codificadoras o bien mutaciones en
secuencuas de las 2zonas 5 prima y 3 prima no esenciales para 1la
transcripecidén y traduccidén, a lo largo del tiempo geoldgico.
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Es decir que existiria una relacién lineal entre el tiempo
de divergencia de dos secuencias que provienen de una ancestral
y la acumulacidén de mutaciones en ambas secuencias.

Fue asi que calcularon el origen de 1la familia de genes
Alpha-IFN humanos a partir de un inico antecesor hace 40
millones de arfios. Los resultados descriptos por Wilson et al.
(1983) ponen en duda esta fecha, pues como ya se dijo més arriba,
la familia de genes Alpha esta presente en todos los mamiferos,
cuya radiacidén se estima que ocurridé hace 85 millones de afios.

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

Es decir se habrian producido fendémenos de conversion
génica o0 entrecruzamiento desigual pero homélogo, entre genes
duplicados divergentes, o sea que ya habian acumulado mutaciones.
Como consecuencia de estos fendmenos de recombinacidén genética,
los genes de la familia tenderian a homogeneizarse, es decir a
exhibir secuencias en comin. Esto aumentaria artificialmente el
grado de homologia entre estas secuencias, Yy si no se toman en
cuenta estos fenomenos de homogeinizacién, se concluiria que 1la
divergencia entre estas secuencias fue relativamente reciente.

Este tipo de evolucién, la evolucidén concertada fue
propuesta para explicar la diversificacién de otras familias
multigénicas ( Dover et al., 1982; Jeffreys, 1882).

Asi es que la divergencia entre dos secuencias de ADN de una
familia génica estd determinada por el tiempo de la duplicacidn
génica original, por la acumulacidén de mutaciones y por eventos
de homogenizacién entre varias regiones de los genes duplicados
(Wilson et al., 1983)

Con respecto al gen de IFN-Gamma (clase 1II), 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 halldé cierta homologia entre ambas clases,
cuando se alinearon sus secuencias aminoacidicas tomando en
cuenta su estructura secundaria (De Grado et al., 1882; Epstein,
1982). Epstein (1982), encontré que esta homologia se hallaba



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

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

Estos investigadores encontraron también una mayor homologia
protéica, agrupada en una zona, entre Gamma y Beta-1-IFN que
entre Gamma Yy una secuencia consenso de Alpha-IFN. Sugirieron
entonces que el gen Gamma-IFN se separ6é del gen Beta-1-IFN con
posterioridad a la divergencia de Alpha y Beta-1-IFN a partir de
la duplicacién de un gen ancestral.

Luego de su separacién del gen Beta-1-IFN, esta pequerlia
secuencia homéloga agrupada (Gamma-IFN) se habria 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-IFN
presentaria exones (3ro. y 4to.)gue poseen cierta homologia con
los genes de clase I (Alpha y Beta-1-IFN) vy 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-1-IFN, al comparar
secuencias consenso en las zonas promotoras de la transcripcion
asi como en el extremo opuesto, en 1la 2zona cercana a la
poliadenilacién del ARN mensajero.

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

Es decir 1la identidad de secuencias, es una condicién
necesaria, pero no suficiente para determinar un origen en comuan,
o sea para determinar homologias.

FAMILIA MULTIGENICA DE ALPHA-IFN Y EL GEN BETA-1-IFN:

Desde 1los primeros trabajos publicados ubicando a los genes
Alpha y Beta-IFN en el brazo corto del cromosoma 8 humano
(Owerbach et al., 1981; Trent et al., 1982; Henry et al., 1984),
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se ha avanzado mucho, para determinar el nimero y la estructura
de estos genes. Es asi que de 8 a 10 genes Alpha IFN descriptos
originalmente (Nagata et al. 1980a) se pasé 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 préximos al gen Beta-IFN.

Habria aproximadamente 15 interferones Alpha activos (Henco
et al., 1985).La familia de genes Alpha-IFN esta formada por 2
subfamilias (Capon et al. 1985; Feinstein et al. 1885; Henco et
al. 1985%5): 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
aminoacidos.

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 aminoéacidos.

Ambas subfamilias poseen un 70% de homologia a nivel
nucleotidico y un 58% de homologia a nivel protéico, entre si.
Como se dijo mds arriba, esta familia esta agrupada vy 1los
miembros de las dos subfamilias se intercalan entre si.

Los genes de ambas subfamilias se expresan coordinadamente
como respuesta a una infeccidn viral.

Resulta interesante destacar la presencia de ambas clases de
Alpha-1FN en los bovinos (Capon et al. 1985) La subfamilia I de
genes Alpha posee un numero similar de miembros en ambas
especies, mientras gque la subfamilia II posee un mayor numero,
entre 15 y 20, en los bovinos.

La subfamilia I de ambas especies, presenta mas homologia
entre si que con la otra subfamilia de la misma especie. Lo
mismo ocurre con la subfamilia II. Es probable, entonces, que
hayan ocurrido procesos de duplicacidén y homogenizacion dentro de
cada subfamilia como por ejemplo entrecruzamiento desigual o
algun tipo de conversidn génica, como se mencioné anteriormente.



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

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

Genes con 1identica secuencia codificadora y distinta
secuencia flanqueante. Por ejemplo IFN-Alpha-1 e IFN-
Alpha-13 (Todokoro et al., 1984).

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

Windass, 1989).

También se detectaron secuencias codificantes con sdélo un
nucleétido 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., 1888).

La determinacidon exacta del nimero de genes y grupos de
ligamiento la familia Alpha-IFN humana aun no se ha completado vy
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-1-IFN, se puede ilustrar asi:

Los genes clase I de Alpha IFN humanos poseen mas de un 85%
de homologia nucleotidica y de 77-84% de homologia a nivel de
aminodcidos, entre ellos.

Estos genes a su vez muestran un 28% aproximadamente de
homologia protéica con Beta-1-IFN. En la especie humana este
gen es de copia unica, aunque se encontré una duplicacidén en
algunas familias (Ohlsson et al. 1985).

Por otra parte la homologia es mayor , en zonas altamente
conservadas de la regidén codificadora. Por ejemplo entre los aa
115 y 151:
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Los IFN Alpha I comparten 30 de 37 residuos.

Los Alpha IFN I y el Beta IFN humanos comparten 17 de 37
aminoacidos, 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
homélogas al gen Beta IFN, es decir genes adicionales Beta (Capon
et al., 1985).

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

I1I
y otras homélogas de esta clase, 1la clase II, se encontrd que
poseian 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.

S6lo hibrida una clase con la otra en condiciones de poca
exigencia de homologia, 70%Z o mas de homologia.

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

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-1-IFN (Ohlsson et al., 1985). Esto parece ser
16gico debido a la proximidad entre ambos tipos de genes (Diaz et
al., 1986).
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MULTIPLICIDAD DE INTERFERONES-ALPHA:

La existencia de varias especies de IFN-Alpha en el hombre
se confirmé cuando se realizé el clonado de mas de 10 ADN
complementarios (cADN) asi como también de ADN genodmicos, 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 IFN-Alpha wutilizando
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (Revel, 1983).
Estas diferentes especies de IFN-Alpha pueden ser sintetizadas
por una misma célula, como se observa en cultivos de células
leucémicas que derivan de una uUnica c¢élula, pues son una
poblacién clonal.

Los IFN-Alpha poseen un 80% o mas de homologia, a nivel de
sus aminodcidos y un 90% de homologia a nivel nucleotidico. Un
unico cADN puede corresponder a mas de un polipéptido debido al
hecho de que algunas proteinas naturales purificadas (IFNs) sélo
varian en el extremo 3 'carboxiterminal, teniendo menos
aminodcidos. Estos interferones poseen casi todos, 166 residuos,
correspondientes a la proteina madura, precedidos por un péptido
sefial de 23 residuos en el pre-1FN-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 estédn glicociladas (Rubinstein et al. 1881; Revel,
1983).

Hiscott y <colaboradores (1984) estudiaron 1la expresiodn
diferencial de 1los genes de interferén 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); 1los diferentes
tipos celulares eran: células Namalwa (linfoblastoideas), células
HeLa (células tumorales de cuello de Gtero), fibroblastos,
leucocitos (linfocitos y monocitos) de sangre periférica.

Estos 1investigadores cuantificaron ARN mensajeros (mARN) de
Alpha vy Beta-1-IFN. La proporcién de ambos mensajeros variaba
mucho con el tipo celular. La especie predominante en
fibroblastos y celulas Hela inducidas fue el Beta-IFN; leucocitos
de sangre periférica asi como células linfoblastdideas contenian
ambos tipos de transcriptos.



Con respecto al 1IFN de tipo Alpha, en todos 1los tipos
celulares estudiados 1los transcriptos predominantes eran IFN-
Alpha-1, IFN-Alpha-2 y IFN-Alpha-4, mientras que los IFN-Alpha-5,
IFN-Alpha-7, IFN-Alpha-8 e IFN-Alpha-14 estaban presentes en
niveles 5-20 veces menores.

Por otra parte los niveles de los diferentes mARN de Alpha-
IFN también variaban mucho con el tipo celular y no parecian ser
afectados por diferencias en el tipo de inducciodn.

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

La producciéon de IFN medida en ensayos de actividad
bioldégica como reduccién del efecto citopdtico, no resulté ser
proporcional a la cantidad de mARN de IFN presentes, por ejemplo
en leucocitos se detectd un nivel alto de transcriptos para Beta-
1-1FN mientras que a nivel protéico casi no se registré IFN.

Goren et al., (1986 a) observaron que monocitos y linfocitos
producian una mezcla diferente de subtipos Alpha-IFN. Cuando
ambos tipos celulares eran inducidos de igual manera, los
monocitos producian un IFN-Alpha de alto peso molecular, 26.000,
similar al I[FN-Alpha-8, en cambio los linfocitos producian IFN-
Alpha-1 e IFN-Alpha-2.

Es decir el tipo celular es el que determina qué genes de
interferon se expresaran.

Uno de 1los colaboradores de Goren, Rubinstein (1987)
reflexioné acerca de la existencia de miltiples subtipos de IFN-
Alpha 1legando a la conclusién que 1la regulacidén génica es
diferente en los miembros de esta familia, dependiendo del tipo
de inductor Yy de otros parametros que podrian reflejar 1la
severidad de 1la infeccién viral. Por otra parte todos estos
subtipos presentarian la misma actividad biolégica aunque con
diferente potencia (Rubinstein, 1887).

Ademas de la sintesis inducida de los distintos
interferones, se describié también la sintesis constitutiva de
estas proteinas en bazo, higado y rinén extraidos de dadores para
su transplante (Tovey et al., 1887).



Estos investigadores detectaron ARN mensajero sé6lo de Alpha-
1-IFN y de Alpha-2-IFN en un nimero muy pequefio de copias en
relacién a las que se producen luego de una infececién viral. El
bajo nimero de copias Junto con el patrén de transcripciodn
diferente al de leucocitos de sangre periférica infectados por
virus, 1indicarian que ésta sintesis seria constitutiva y no
producto de virus no detectados o algin otro factor de
crecimiento (Tovey et al., 1987).

Duc-Goiran et al. (1885) previamente hallaron IFN-Alpha vy
IFN-Beta en sangre de placenta humana alrededor de la 37 semana
de embarazo. Estos interferones presentaban pesos moleculares mas
altos «gque 1los hallados en general, entre 15 y 80 kilodaltons.
Serian constitutivos, pues se hallaron en una alta frecuencia, 29
de 37 nmuestras, lo que descartaria una infeccién accidental
viral, sumado al hecho de que normalmente no se detectan virus ni
bacterias en ninguna de las muestras de liquido amniético. Ademas
si bien se informé acerca de la presencia de viriones del tipo de
retrovirus, éstos normalmente no inducen 1la sintesis de
interferon.

Por otra parte se detecta IFN de tipo Alpha desde la semana
16 de embarazo en adelante. Tal vez estos interferones
interverngan en la tolerancia inmune, es decir en la proteccién
del feto de la reaccidén inmune de rechazo por parte de la madre
(Duc-Goiran et al., 1885).

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

Preble et al. (1982) descubren un IFN tipo Alpha, pero
acido-1abil, caracteristica que no comparten el resto de los IFNs
Alpha, en el suero de pacientes que sufrian 1lupus sistemico
eritrematoso, que es una enfermedad autoinmune.

Se detecté también, la presencia de un IFN de tipo Alpha,
dcido-18dbil en células mononucleares de 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 hallé un IFN-Alpha dcido-1d4bil en el suero de

pacientes que sutrian 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-Gamma en su superficie en
un namero significativamente mayor que el hallado en individuos
normales (Caruso et al. 1990).

Cuando se indujo la sintesis de ADN con un mitégeno y un
promotor de tumores en leucocitos mononucleares de sangre humana
periférica, como era 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 mas extrano de este IFN fue que sélo
inducia una respuesta antiviral en células trisémicas para el
cromosoma 21, las cuales, se sabe, son mas sensibles a 1los
interferones que otras células, debido a que producen un mayor
numero de receptores para Alpha y Beta-1- IFN, pues tienen el gen
que codifica para la sintesis de este receptor en triple dosis.

Dianzani vy 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 Gamma IFN y de un peso molecular
de aproximadamente 7.000 daltons. Esta proteina denominada por
ellos: ‘“proteina similar a IFN" (IFN like protein, ILP), seria
diferente a 1la descripta por Wilkinson y Morris (1886), entre
otras caracteristicas por su peso molecular y por su mecanismo de
induceidn.

Kesumiendo, 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 c¢romosoma 9
cerca del agrupamiento de genes Alpha-IFN (Trent et al., 1882;
Diaz et al., 1986).

Los 1leucocitos infectados por virus producen ambos tipos de
interferén, Alpha vy Beta-IFN. Los fibroblastos asi como otros
tipos celulares sélidos, al ser infectados por virus, producen



principalmente Beta-IFN, aunque también producen Alpha-IFN en
pequefia cantidad (Revel, 1883).

Sin embargo, cuando se inducen células fibrobldsticas con
ARN de doble cadena, como por ejemplo poly (rI).(rC), sélo se
sintetiza Beta-IFN. La mayoria (30 %) de este interferédén es el
Beta-1-IFN y el resto (10 %) parecen ser otras formas de Beta-IFN
(Revel, 1883).

Una de esas formas o especies de interferén es el IFN-Beta-
2 (Weissenbach et al., 1980). En ensayos de neutralizacidn este
interferén es neutralizado tanto por anticuerpos policlonales
como monoclonales, <contra el IFN-Beta-1 purificado. Lo mismo
ocurre cuando se realiza el ensayo de neutralizacién entre
anticuerpos contra IFN-Beta-2 y el IFN-Beta-1. Es decir se
produce una neutralizacién cruzada (Sehgal, 1982).

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

Esto Wltimo se ve reforzado por el hecho de que los dos ARN
mensajeros, a partir de los cuales se traducen ambas proteinas

(IFN-Beta-1 e 1FN-Beta-2) no presentan casi homologia. No
hibridan entre si, (cuando se usa como sonda molecualar sus ADN
complementarios), aun en condiciones de poca exigencia de

homologia (Sehgal, 1882).

Es decir ambos son interferones Beta, por ser inducida su
sintesis, en los fibroblastos, por los mismos inductores, por su
actividad antiviral y por ser neutralizados del mismo modo. Pero
se diferencian por su secuencia aminoacidica y por 1lo tanto
nucleotidica, teniendo sé6lo algunos epitopes en comin, lo que
explicaria la ausencia de inmunoprecipitacién cruzada arriba
mencionada.

Si bien el IFN-Beta-1 y el IFN-Beta-2 son inducidos por ARN
de doble cadena, se observé una induccidén diferencial de ambos
interferones cuando se inducia su sintesis con cicloheximida y
actinomicina D. En estas condiciones s6lo se producia el Beta-2-
IFN en pegqueria cantidad y no se producia el Beta-1-IFN (Revel,
1983) lo que llevdé a pensar gque ambos interferones cumplirian tal
vez, funciones diferentes.



Desde ese entonces hasta ahora, se avanzé mucho en la
investigacién del IFN-Beta-2. Es asi que diferentes grupos de
investigacén que desarrollaban distintas lineas de trabajo, no
relacionadas entre si, 1llegaron a la conclusién de que todos
ellos estaban analizando la misma molécula: el IFN-Beta-2 (Van
Snick, 1990). Es decir todos habian clonado y purificado la misma
proteina, que parecia tener miltiples efectos, siendo muy
pleiotrépica.

La nomenclatura de esta molécula ahora llamada IL-8 o sea
interleuquina 6 era (Van Snick, 1980):

IFN-Beta-2 26 K BSF-2 PCT-GF IL-HP1
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-2-1IFN.

BSF-2 Es el factor de estimulacidén de los linfocitos B,
que induce la produccidn de inmunoglobulinas en
ellos.

PCT-GF Es es el factor de crecimiento de plasmacitomas

purificados a partir de sobrenadantes de
cultivos de macré6fagos en ratones.

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

de ratodn.

IL-HP1 Es el factor de crecimiento de hibridoma,
purificado a partir de ciertas lineas celulares
T, en ratones.

HSF Es el factor estimulador de 1los hepatocitos,
producido por monocitos.

CDF Es el factor de diferenciacién de las células T
citotdxicas.

El hallazgo de que una sola molécula era responsable de
todas estas funciones, es decir que poseia un efecto
pleiotrépico, simplificé mucho la nomenclatura usada (VYan Snick,
1890).



El IFN-Beta-2, es decir la IL-6, es producido por una gran
variedad de células: fibroblastos, células endoteliales,
monocitos o macréfagos, lineas de células T y diferentes lineas
celulares tumorales entre otras.

Cumple en ellas diferentes funciones, como lo ilustra 1la
nomenclatura arriba presentada.

Las infecciones, dafios a los tejidos, tumores malignos y una
diversidad de desordenes inmunoldégicos desencadenan una reaccién
del organismo que se denomina: respuesta de la fase aguda (Van

Snick, 1880). Estos tejidos dafiados, producen la liberacién de
IL-6. Esta actia como:
- Factor de diferenciacién y de crecimiento de los

linfocitos T y de células precursoras hematopoyéticas.

- Induce 1la 1liberacién de la hormona adrenocorticotrépica
por parte de la gldndula pituitaria.

- Estimula 1la sintesis de proteina de la fase aguda en el
higado

- Estimula también la produccién de anticuerpos.

La IL-6 s6lo en ciertas circunstancias actia como
interferén, (por ejemplo como antiviral), no siendo ésta su Gnica
funcién.

May et al., (1988) propusieron como hipétesis que 1la

interleuquina-6 sufriria modificaciones posteriores a su
traduccidn que determinarian diferentes conformaciones
moleculares. S6lo algunas de estas conformaciones funcionarian

como interferén. Esto explicaria las contradicciones registradas
en la bibliografia, acerca de la actividad antiviral del IFN-
Beta-2, pues no siempre fue posible detectarla.

La IL-6 se une a un receptor especifico en la superficie
celular, al 1igual que los interferones. Este receptor es
diferente del receptor para Alpha y Beta-1-IFN y del receptor
para Gamma-IFN (Yamasaki et al., 1988).



Como era de esperar, los receptores para IL-6 se encuentran
en un gran numero de células diferentes.

El gen de 1la IL-6 se encuentra en el cromosoma 7 humano
(Sehgal et al., 189868), como ya habia sido descripto para Beta-
IFN-2, en la banda 7p21 (Van Snick, 1980). No se encuentra por 1lo
tanto, 1ligado al gen de Beta-1-IFN, el cual se encuentra en el
cromosoma 9.

Pousee 4 intrones, 3 sitios de iniciacidén de la transcripcidn
y 3 secuencias promotoras del tipo TATA. Esto podria explicar el
hallazgo de miltiples mecanismos de regulacidén de este gen (Van
Snick, 1880).

Ademas del IFN-Beta-2 se han descripto otros interferones de
tipo Beta, IFN-Beta-3, 4 y 5. (Slate et al., 1981; Sehgal, 1882;
Revel, 1883).

Los genes de estos interferones estarian ubicados en 1los
cromosomas 2 (May et al., 1985; Sagar et al., 1985) y 5 (Revel,
1983). Presentan homologia a nivel nucleotidico y similitudes
conformacionales a nivel protéico. Si bien poseen actividad
antiviral, es probable que intervengan al igual que el IFN-Beta-2
en otros procesos fisioldégicos como la diferenciacién celular.

EL GEN GAMMA INTERFERON:

Como se dijo anteriormente, este gen se encuentra ubicado en
el cromosoma 12 (Trent et al., 1982; Naylor et al., 1983). Es
decir no esta ligado a los genes Alpha y Beta-1-IFN, que se
encuentran en el cromosoma 9 (Trent et al., 1882).

El gen de Gamma-IFN, o sea el del IFN clase II, es un gen
de copia uGnica que posee 3 intrones (Gray & Goeddel, 18982) 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 166
aminoacidos, siendo muchos de estos basicos. Esto podria

explicar la inestabilidad que posee el IFM-Gamma en soluciones de
pH acido (Revel, 1983).



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

No obstante, existe poca homologia entre ambas clases de
interferones. Al comparar Gamma con 7 u 8 Alpha-IFNs diferentes
se observo que la homologia se encontraba restringida a dos
zonas: la zona de clivaje del péptido sefial, con 5 aminodcidos en
comin y una zona mAas distante, hacia el extremo carboxilico, con
4 aminoacidos seguidos en comun (Gray et al., 1982).

Epstein (1982) describidé una mayor homologia si se tomaban
en cuenta aminoadcidos aislados en la misma posicién o en una
posicion muy cercana. Estos residuos estarian ubicados en la
mitad carboxilica de la proteina, en zonas importantes para la
conformacién espacial protéica.

Segun De Grado et al. (1982) esta conformacidén secundaria y
terciaria es similar en los tres tipos de interferon, Alpha, Beta
y Gamina.

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

La zona 5 prima, promotora de la transcripcidén, que posee
una gran homologia cuando se comparan Alpha y Beta-1-IFN (clase
I), no presenta homologia con la zona promotora del gen Gamma-
IFN (clase 11). Esto parece ser coherente con el hecho de que son
diferentes los inductores que activan a los genes de clase I y de
clase 11 (Gray & Goeddel, 1982).

Al igual que los Alpha-IFNs, el Gamma-IFN natural posee
heterogeneidad en el extremo carboxilo, coexistiendo proteinas
con la misma secuencia, pero de diferente 1largo. Es decir,
aparecen formas truncadas en el extremo carboxilo, tal vez
productos de digestién proteolitica durante o luego de 1la
secrecidén del Gamma-IFN (Rinderknecht et al., 1984; Pestka et
al., 1987).
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Parece haber mds de una proteina Gamma-IFN, con diferentes
pesos moleculares 15.500-17.000, 20.000 vy 25.000. Estas
diferencias en el peso, parecen deberse a un diferente grado de
g8licocilacidon, o sea unioén a azidcares, de una Unica especie
proteica de Gamma-IFN (Pestka et al., 1887).

Por ejemplo, Rinderknecht et al. (1884), describieron la
presencila de dos especies activas de IFN-Gamma de 20.000 y 25.000
daltons cada una de ellas, en ADN de sangre periférica. Ambas
especies tenian idéntica secuencia aminoacidica, pero distinto
namero de moléculas oligosacaridas unidas a ellas y por eso era
diferente su peso molecular.

El IFN-Gamma recombinante también exhibe diferentes grados
de glicocilacion, asi como un procesamiento proteolitico, es
decir la digestién del Gamma-IFN recombinante en dos =zonas
especificas de la molécula proteica (Curling et al., 1990).
También aqui aparecen proteinas truncadas en el extremo
carboxilico.

Los oligosacaridos arriba mencionados, no serian necesarios
para la actividad antiviral o antiproliferativa de del IFN-Gamma,
como lo manifiesta el hecho de que el IFN-Gamma recombinante
producido por Escherichia coli y que no se encuentra unido a
azlcares es igualmente activo. Sin embargo el IFN-Gamma unido a
oligosacdridos podria ser mas estable y menos susceptible a 1la
degradacion proteolitica (Rinderknecht et al., 1984 ) aumentando
entonces, su vida media.

El Beta-1-IFN también se encuentra unido a carbohidratos, no
asi la mayoria de los Alpha-IFNs.

En condiciones fisioldégicas el Gamma-IFN se encuentra como
dimero con peso molecular de 40.000 a 60.000. No obstante 1la
unidad funcional, wmedida en ensayos de actividad biolégica
antiviral, parece ser un tetramero, a diferencia de los Alpha-
IFNs c¢uya unidad funcional seria un monémero y de Beta-1-IFN,
cuya unidad funcional parece ser un dimero (Pestka et al., 1983).

La actividad especifica del IFN-Gamma, medida en ensayos
7
antivirales resultd ser de 1-25 x 10 unidades por miligramo de
proteina, mientras que la actividad especifica de los Alpha-IFNs
8 8
era de 2-4 x 10 y 1la de Beta-1-IFN de 2-5 x 10 unidades por



miligramo de proteina (Pestka et al., 18987). Esto puede tener

relacién con un diferente mecanismo de accidén molecular (Revel,
1983).

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

POLIMORFISMO EN LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCION:

El polimorfismo fue clasicamente definido como la existencia
en una poblacidon de dos o mas variantes genéticas (cromosdmicas o
alélicas), es decir de dos o mas formas diferentes heredables,
tal que la forma mas frecuente no excediese el 95 o el 98%, de
acuerdo al criterio que se eligiese.

Dobzhansky (1980) propuso cuales serian 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 mas o
menos estables, bajo presidén de seleccidn.

- Un polimorfismo transitorio puede manifestarse como una
etapa intermedia entre el origen de una variante atil
surgida por mutacidén y su fijacién en la poblacién (con
una frecuencia mayor a 95 o 99%) también en este caso
debido a la seleccién natural.

- Por Gltimo 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 1la
longitud de los fragmentos de restriccién (RFLPs)
descriptos.

Es asi que las variantes polimérficas arriba mencionadas
(RFLPs) se encuentran cominmente a una distancia de 2-20
kilobases (kb)) de 1la secuencia que presenta homologia con 1la
sonda molecular utilizada, en zonas no codificadoras. Es decir



estos alelos polimérficos no se expresan a nivel del ARN
wensajero o a nivel de la proteina. No sufririan presién de
seleccién y por lo tanto se acumularian las mutaciones, en los
mismos, a lo largo del tiempo (Wright, 13886).

Ahora, veamos que son los RFLP:

Si el ADN de una determinada especie, por ejemplo la humana,
se digiere con wuna enzima de restricecién, se corre en
electroforesis en un gel, se transfiere a una membrana y se
hibrida a una sonda molecular marcada, se observa un determinado
patrén de bandas.

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

Se observa entonces un polimorfismo en la longitud de 1los
fragmentos de restriccién (RFLP), el cual se describe para una
combinacién dada de enzima de restriccidén- sonda molecular de
hibridacidén. Cada fragmento o banda estd limitado por dos sitios
de restriccién. Si hubiera sitios internos y la digestién fuera
completa, el fragmento se subdividiria a su vez en mas
fragmentos.

S6lo se detectaran aquellas sustituciones que modificando el
sitio de reconocimiento (secuencia de 4 o 6 nucleotidos
generalmente) de una enzima de restricecioén, modifiquen el patrdn
de bandas observable.

Aproxiwmadamente 1 base de cada 250-500 difiere entre 2
cromosomas cualesquiera en una poblacién (Gusella, 1986). Estos
polimorfismos a nivel de 1la secuencia del ADN se deben
principalmente a sustituciones nucleotidicas dGnicas.

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, 1886).

De acuerdo con Skolnick & White (1882) hay 2 tipos
esenciales de polimorfismo:



- Polimorfismo de sustitucién de pares de bases:
Se debe a la sustitucidén de un par de bases o pequefias
deleciones o 1inserciones de secuencias, que alteren
el sitio de reconocimiento de una enzima de restriccidn.

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

Las 1inserciones de secuencias que no contengan sitios de

restriccién de la enzima en cuestiodn, aumentarédan la 1longitud
del fragmento de restriccién (banda). Las 1inserciones que
contengan sitios de restriccién disminuiran, aungue no

necesariamente, la 1longitud del fragmento (Botstein et al.,
1880).

Las deleciones de secuencias completamente 1internas del
fragmento de restriccidén, disminuiran la longitud del fragmento,
mientras que 1las deleciones que sélo abarquen uno de 1los dos
sitios de restriccidn (que limitan a cada fragmento o banda),
aumentaran o disminuirédn la longitud del fragmento dependiendo
del tamafio de 1la delecidén y de la ubicacidn del sitio de
restriccién méas cercano (Botstein et al., 1980).

Algunas estrategias utiles para detectar RFLPs (Skolnick &
White, 1882):

Para detectar polimorfismos debidos a la sustitucidén de
pares de bases, es conveniente digerir diferentes alicuotas de
ADN con un gran numero de enzimas de restriccién, a los efectos
de “barrer” la mayor cantidad de secuencias posibles. Esto es
porgue cada enzima reconoce una secuencia de nucledétidos
diferente.

Por el contrario, la estrategia utilizada para hallar
polimorfismos originados por reordenamientos cromosdémicos, no
requiere de un gran numero de enzimas, pues las inserciones vy

deleciones grandes, serdn detectadas por igual, por diferentes
enzimas de restriccidén, cuyos sitios se encuentren en la =zona
reordenada. Las sondas moleculares largas tienen una probabilidad
mayor de detectar deleciones o inserciones, que las sondas
cortas.



Convendria entonces usar enzimas que digieran frecuentemente
el ADN, (aquellas que reconocen un sitio de 4 nucledtidos) vy
otras que lo digieran menos frecuentemente (aquellas que

reconocen un sitio de 6 nucledétidos), para obtener distintos
tamafios de banda. De esta manera y con pocas enzimas, se podrian
detectar cambios en el tamano de 1las 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 més
frecuente que CG, en el genoma humano; de esta manera también se
logran fragmento de distinta longitud.

En todos 1los casos es importante realizar una digestién
completa y no parcial del ADN a analizar. Pues si no, se producen
artificios de la técnica, como por ejemplo la aparicién de bandas
u “"alelos"” que en realidad no lo son. Estas bandas desaparecen
luego de una digestioén exhaustiva del ADN.

Otro factor que debe considerarse es la aparicién o
desaparicién de bandas en un uUnico individuo debido a una senal
de hibridacién tenue, o debido a mucho "ruido” de fondo que no
permite wuna correcta deteccidén de 1la serfial.

También pueden, eventualmente, aparecer bandas nuevas, por
contaminacién de 1la muestra; otro motivo puede ser una
desnaturalizacién incompleta de un filtro de ADN que fue

previamente hibridado y por lo tanto quedé parcialmente la sonda
molecular unida al filto, emitiendo una sefial débil, cuando se 1lo
volvié a hibridar.

Con respecto a cuales son las enzimas mas convenientes para
utilizar en la bldsqueda 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 8.5 (First interim, Human Gene Mapping
Workshop, New Haven 1988), fueron encontrados utilizando como
enzimas de restriccion & Taq I, Msp I/Hpa II.

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



Estos tres sitios de reconocimiento poseen el dimero CG que
tendria una tasa de mutacion elevada por la presencia de 5-
metilcitocina 1la cual muta a timidina (transicion C --> T)
(Skolnick and White 1882; Gusella, 1986). Es por esto que se
utilizan Taq I y Msp 1 para hallar polimorfismos nuevos. Por
otra parte usando Msp I y Hpa II se puede detectar diferencias en
los patrones de metilacidn.

La probabilidad de encontrar un RFLP es en parte, funcién
del numero de enzimas utilizadas y del ndimero de individuos no
emparentados analizados (Gusella, 1886).

En relacion al ndimero de individuos a analizar, es decir al
tamano 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 tamafio de la muestra si s6lo se guieren
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 gendmicas.
Estas bibliotecas poseen secuencias de todo el genoma, por
lo tanto estaran alli representadas, secuencias Adnicas,
con pocas copias, medianamente repetidas y altamente
repetidas; éstas a su vez pueden ser secuencias
codificadoras o no codificadoras.

- ADN complementario gque 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§ % del ADN
total gendémico.

- ADN anénimo de copia uUnica, se lo denomina asi pues no se
sabe si posee informacidén para algun mensaje; obtenido a
partir de bibliotecas gendmicas. También pueden
construirse bibliotecas cromosdémicas a partir de lineas



celulares somaticas hibridas entre humano y ratén, por
ejemplo, que contienen un dnico cromosoma humano.

- Secuencias repetidas de ADN también se obtienen a partir
de bibliotecas genédmicas.

Localizacidn de genes responsables de enfermedades humanas:

g
Como se menciond mas atras sélo 2 a 5% de las 3.10 pares de
bases del genoma humano contiene secuencias codificadoras, esto
representa aproximadamente 100.000 genes. Varios de estos genes
forman familias multigénicas, las cuales a veces estdn agrupadas
vy cuyos miembros estdn estructural y o funcionalmente
relacionados (Landegren et al., 1988; Wright, 1986).

Estas secuencias se distribuyen en los 24 cromosomas, 22
autosdémicos 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 1los 100.000 genes humanos
presenta un defecto importante heredable, en las células
germinales, o bien somatico, en células no germinales, y tomando
en cuenta el grado de penetracién del mismo y la interaccidén con
su medio ambiente, se producira una enfermedad genética.

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

1- Diagnostico directo:

Es necesario demostrar una anormalidad especifica en un
paciente a nivel del producto génico (ARN mensajero,
proteina).Son en general enfermedades o desordenes
monogenéticos, de herencia mendeliana: autosdémicas
dominantes, autosdémicas recesivas o bien recesivas
ligadas al cromosoma sexual X. En todos estos casos se
descubrié la proteina defectuosa responsable de la
enfermedad y gracias a ella y mediante técnicas de
ingenieria genética se pudo acceder al gen responsable.
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Se ha determinado con mayor o menor precisién 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 restriccidn 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 delecidén que puede observarse
también como un polimorfismo para la longitud de los fragmentos
de restriccidén (Gusella, 1986).

Como ya se dijo, ademéds de las mutaciones o defectos
heredables, existen evidencias de la aparicion de mutaciones
somaticas que aumentarian la susceptibilidad a ciertas
enfermedades asociadas con el envejecimiento tales como el cancer
y algunas degeneraciones neuronales y cardiovasculares ( Weiss &
Marshall, 1984).

8
La tasa de mutacién germinal humana es aproximadamente 10

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

Se supone que las enfermedades autosdmicas dominantes o
recesivas ligadas al cromosoma X que interfieren con la
reproduccién de los individuos portadores de las mismas, es
probable que se mantengan en la poblacidn debido a la apariciodn
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 mayoria de las enfermedades genéticas
humanas. El1 diagnéstico puede realizarse a nivel del
ADN, mediante 1ligamiento genético a un marcador no
involucrado en la enfermedad. Cuanto mads polimérfico sea
este marcador mas Util sera en el diagnéstico.



Como se explicd anteriormente los desérdenes monogenéticos
se pueden dividir en los que muestran un fenotipo dominante vy
aquellos que muestran un fenotipo recesivo.

Las enfermedades de herencia recesiva son debidas en muchos

casos a deficiencias enzimaticas (Gusella, 1888). Las
enfermedades de herencia dominante parecen tener relacidén con
alteraciones en proteinas estructurales, receptores, genes

reguladores y en menor medida con deficiencias enzimaticas.

Esta distincidon entre fenotipos dominantes y recesivos es un
poco artificial debido a que en muchos casos, los individuos
homocigotas para un fenotipo dominante muestran efectos mas
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 bioquimicas 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, 1986).

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 presencila versus ausencia de
bandas. Se considera un fenotipo dominante cuando la banda esta
presente y recesivo cuando esta ausente.

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

Conocer la wubicacidén cromosémica del marcador genético
permitird inferir la ubicacidén del locus defectuoso, pues debera
estar préximo a éste.

El andlisis de ligamiento genético arriba mencionado se basa
en el intercambio de informacidén genética o recombinacidén entre
el par de cromosomas homélogos, uno de origen paterno y el otro
de origen materno, que se produce durante la divisién meidtica
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gue darda lugar a la formacidén de gametas o células germinales.
Cuadnto mas cerca estén los dos loci, el marcador y el presunto
locus defectuoso, menor serd la probabilidad de recombinacién
entre ellos.

La distancia genética entre dos marcadores se mide en
centimorgans (c¢cM.). Un centimorgan representa una probabilidad 1
en 100 (1%) de recombinacidén por generacién. Esta distancia
genética de 1 <cH corresponde a una distancia fisica de
aproximadamente 1.000.000 de pares de bases de ADN.

Esta relacidén entre el mapa genetico y el mapa fisico no
siempre es lineal; es decir 1% de recombinacidén puede
corresponder a menos o a mas de 1.000.000 pares de bases, debido
a la existencia de sitios preferenciales de recombinacidén (Kobori
et al., 1986).

9

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

que equivalen a 3300 cH (centiMorgans), dado que 1 cM= 1% de
6

recombinacidén, que a su vez representa 10 pares de bases. Si
el locus polimérfico que exhibe el RFLP se encuentra dentro de
los 10 ¢M a un lado o al otro de la zona defectuosa, entonces,
este locus defectuoso podréa probablemente ser ubicado. Es decir
que con aproximadamente 150 marcadores genéticos dispersos a 1lo
largo del genoma se podria construir un mapa de ligamiento
genetico (Botstein et al., 1980).

En 1la dltima década muchos genes, secuencias repetidas y
secuencias tnicas de ADN han sido clonados pero alin se esta lejos
de 1la concrecion del mapa humano de ligamiento genético arriba
propuesto (Claiborne Stephens et al., 1890).

Botstein et al. (1880) describieron una manera de medir el
grado de polimorfismo de los RFLPs, el Contenido de Informacidm
polimérfica (PIC) de un gen o locus como:

n-1 on

N
2 2 2
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Siendo p = frecuencia alelica



De esta formula se deduce que cuanto mayor sea el nimero de
alelos de un locus vy mayor sea la uniformidad de las frecuencias
alélicas, mayor sera el valor de este indice, es decir sera
wmas 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 1loci mas altamente polimérficos descriptos con valores
de PIC > 0.97, son los de HLA-A, HLA-B y los minisatelites de

secuencias de ADN repetidas en tandem que son regiones
hipervariables (Jeffreys et al., 1985.(a)). Usando como sonda
molecular los minisatelites se pueden construir "huellas
digitales” individuales c¢on el ADN humano (Jeffreys et al.,
1985b).

Por otra parte, el concepto de PIC fue originalmente
descripto para loci codominantes autosémicos (Botstein et al.,
1880) y luego fue extendido por Willard et al. (1985) a los loci
codominantes ligados al cromosoma X, 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 determinacidén del PIC supone que el investigador
pueda distinguir heterocigotas de homocigotas por medio de 1la

intensidad relativa de las bandas. Si esto no pudiese realizarse
el PIC seria en realidad una sobreestimacion del contenido
polimérfico. (Pearson et al., 1987).

En 1las enfermedades genéticas cuya causa se desconoce, los
polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccién
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 ubicacidén cromosémica del
mismo. Esto se lleva a cabo buscando otra caracteristica genética
o marcador genético que se herede conjuntamente con el alelo
defectuoso responsable de la enfermedad.



La posibilidad de aplicar el andlisis de ligamiento genético
depende de cuan informativo sea el marcador, o sea de su
contenido de informacién polimérfica (PIC) (Botstein et al.,
1880), arriba descripto. Por otra parte la precisién del analisis
dependera de la ubicacidén, es decir de la proximidad del marcador
al locus defectuoso (Gusella, 1886).

Ademds segin Gusella (1986), es muy importante determinar la
heterogeneidad no alélica, es decir la posibilidad de 1la
existencia de un segundo locus en juego, responsable también de
la enfermedad. Esta posibilidad debe ser eliminada si se quiere
aplicar analisis de ligamiento genético, pues de lo contrario se
puede llegar a falsas conclusiones en el diagnéstico 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 mutacién o ni siquiera la identidad del gen o
proteina involucrados. Como ya se dijo, esto puede llevarse a
cabo por andalisis de ligamiento a marcadores genéticos.

El proceso de identificar y aislar un gen, sin que se sepa
para gque proteine o ARN codifica, basandose en su ubicacidn
cromosdmica se denomina “genética inversa” (Orkin, 1986).

Primero se establece la posicidén cromosdémica 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.

IPara ello se puede utilizar el polimorfismo de la 1longitud
de los fragmentos de restriccidén (RFLP) en combinacién con
métodos citogenéticos. Se puede asi ubicar al gen de interés en
el mapa cromosdmico, con una resolucidn de hasta varios millones
de pares de bases.

Orkin (1988) consideré que la identificacién de un ARN
transcripto o su ADN complementario y el hallazgo de una rotura o
desorganizacién del mismo, es decir una expresién alterada en una
enfermedad, es suficiente como para suponer que se encontrd el
locus defectuoso.



Gracias a la "genética inversa” se determinaron, entre
otros, 1los ¢genes de las siguientes enfermedades: la distrofia
muscular de Duchenne, la granulomatosis crdénica, el
retinoblastoma y la fibrosis quistica.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad
ligada al cromosoma X que se caracteriza por un debilitamiento u
agotamiento progesivo de los misculos. Afecta aproximadamente 1
de cada 3.000 hombres. Mediante el andlisis de ligamiento usando
RFLPs por un lado y las anormalidades cromosémicas que se
detectaron citoldgicamente por otro, se pudo asignar el gen
defectuoso a la banda Xp2l en el brazo corto del cromosoma sexual
X. Las translocaciones X-autosdémicas serian responsables de 1la
aparicién de esta enfermedad en las mujeres (Orkin, 19886).

Las anormalidades cromosémicas arriba mencionadas son

entonces, deleciones y translocaciones que involucran al
cromosoma X y a un cromosoma autosdmico. Estudios de segregaciodn
en familias, determinaron que las deleciones estaban
estrechamente ligadas a la enfermedad (Orkin, 1886; Koenig et
al., 1889).

Se pudo correlacionar polimorfismos del ADN para las
endonucleasas Pst I y Taq I, que involucraban una delecidn del
exon Y1 de este largo gen (Laing et al., 1990), con esta
enfermedad. El1 gen posee mas de 2 millones de pares de bases

(Innis & Gelfand, 1980).

Otro ejemplo de "genética inversa” es el caso de la fibrosis
quistica, que es una enfermedad muy comin en las poblaciones de
origen caucasiano. Se trata de una disfuncidén pancreatica que se
detecta prenatalmente por el descenso de dos peptidasas, la
alpha-glutamil transpeptidasa y la aminopeptidasa M en el liquido
amniotico proveniente de fetos afectados por fibrosis quistica.

Se ha podido 1llegar 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 informacidén obtenida por el analisis de
ligamiento genético se 1llegé a la conclusién que el gen
responsable de la fibrosis quistica, se encuentra entre las zonas
7931 y 7932. (Duncan et al., 1988)



Por Gltimo, otro ejemplo interesante de la aplicacién de la
“"genética inversa” es el del retinoblastoma. El1 retinoblastoma es
una enfermedad maligna rara - se desarrolla un tumor maligno en
la retina - que se produce en la infancia, generalmente antes de
los 5 afios de edad. Tiene una alta tasa de curacidén, 1lo que
permite detectar tempranamente 1la aparicion de descendientes
afectados en algunos de los sobrevivientes de esta enfermedad
(Knudson, 1985).

Se ha asociado a esta enfermedad la delecidén de una banda

cromosdmica, la 13ql4, presente en el brazo largo del cromosoma
13. El gen rb (retinoblastoma) se encuentra en esta zona. Se han
encontrado una forma heredable autosdmica y una forma

esporadica, no heredable, debida a una mutacidén somatica (Orkin,
1986). Ambos tipos de mutaciones afectan al mismo gen.

Se aisld y clondé una secuencia que detectaba deleciones en
la 2zona de interés del cromosoma 13 y se encontré que un
fragmento inmediatamente vecino a esta secuencia hibridaba con un
ARN de 4,7 kb. Este ARN se encontraba en baja frecuencia en
tejidos normales, incluyendo la retina, pero estaba ausente de la
zona tumoral retinal.

A partir de este ARN se aisldé el ADN codificante gendémico de
mas de Y0 kb de largo, en donde se encuentra el gen defectuoso
(Orkin, 1986).

También se descubridé un marcador genético estrechamente
ligado al gen defectuoso, el gen de 1la esterasa D. Los
resultados observados con los RFLPs sugeririan la existencia de
fenémenos tales como deleciones o no disyunciones mitdéticas, es
decir no separacién de las dos cromatidas hermanas en la divisiodn
celular con la consiguiente pérdida de un cromosoma en 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 mutacidén somatica o una recombinacidn
mitética, que también se cree que puede ocurrir, conduciria a la
homocigosis, en parte, de ambos cromosomas homdélogos. La
recombinacion mitdética es un fendmeno raro que consiste en el
intercawmbio de informacién genética entre dos cromosomas
howologos durante 1la divisioén mitética. Este intercambio sélo
ocurre normalmente, en la divisidén meidética que darad origen a las
gametas.
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Es asi que el estudio del marcador genético estrechamente
ligado al locus defectuoso, el gen de la esterasa D, méas arriba
mencionado, determiné la existencia de un mosaico, pues
coexistian en un paciente de esta enfermedad: en los tejidos
normales cromosomas heterocigotas para este locus (esterasa D) y
en las células tumorales de la retina, cromosomas homocigotas
para el mismo locus (Weinberg, 1988). Esto podria deberse a una
mutacidén somatica o a una recombinacidén mitdtica.

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 homélogo ya estaba alterado,entonces se

desarrolla un tumor en la retina. Esto indicaria wuna herencia
autosdmica recesiva, pues se necesita que el gen alterado este
en doble dosis para el desarrollo del tumor.

Es decir que bajo circunstancias normales, debe producirse
una mutacion deletérea en uno de los cromosomas Yy luego
eliminarse el otro alelo normal, en el cromosoma homélogo por
los mecanismos previamente mencionado (mutacidn sowatica, no
disyuncién mitdética, recombinacidn mitdética). La baja
probabilidad con la que se darian estos dos eventos
simultdneamente, explicaria porque sélo rara vez se observa un
desarrolo bilateral de retinoblastomas, es decir la aparicién en
un miswo individuo de dos tumores a la vez.

Resumiendo, en todos los casos anteriores, distrofia
muscular de Duchenne, fibrosis quistica y retinoblastoma, el
aporte realizado por los polimorfismos para la longitud de 1los
fragmentos de restriccién en dilucidar 1la ubicacidén vy la
identitficacién del gen defectuoso, fue fundamental.

Resulta 1interesante destacar el aporte a la identificacién
génica, de la citogenética, gracias al bandeo cromosémico y a la
observaciodn citolégica de grandes reordenamientos como deleciones
y translocaciones como se vidéd en los casos del retinoblastoma y
la distrofia muscular de Duchenne.

En todos estos casos, estos reordenamientos cromosdémicos se
ponian de manifiesto también, alterando el patrén de bandas de
los polimorfismos para la 1longitud de 1los fragmentos de
restriccion.
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Los polimorfismos del ADN (RFLP) pueden por 1lo tanto,
utilizarse para determinar el origen de anomalias tales como
trisomias, monosomias, deleciones vy translocaciones, es decir
grandes alteraciones numéricas y estructurales, comparando los
patrones de digestién normales y alterados (Gusella, 1986).

Polimorfismo de 1la longitud de los fragmentos de restriccién vy
cancer:

Si bien la etiologia de todas las formas de cancer, adn no
es conocilida, se puede decir, en general, que el cancer es una
enfermedad genética (Weiss & Marshall, 1984). E1 ADN alterado

responsable de la transformacidén oncogénica puede ser el
resultado de una o mds mutaciones somaticas, no heredables, o
bien germinales, heredables. Un mismo tipo de céncer puede ser
heredable o© no heredable, en cuyo caso 1los 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 somdticas (Knudson, 1985).

Los oncogenes son formas alteradas de genes normales,

llamados protoncogenes, que presentan alteraciones en su
estructura o© en su expresioéon. Como consecuencia de ello, se
vuelven oncogénicos y de ahi sale su nombre. Muchos de estos
oncogenes presentan una gran homologia con genes presentes en

retrovirus oncogénicos. Se cree que estos genes serian de origen
celular y se insertaron en los retrovirus, adquiriendo en
muchos casos mutaciones (Bishop, 1887). 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 expresidn muy abundante de este gen. Es decir una
sintesis 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
transformacion oncogénica. Este fendmeno se denomina insercidn
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 insercién de ADN retroviral §
prima o 3 prima del gen.

La inestabilidad cariotipica de las células cancerosas es
un fendémeno muy comun, que podria en muchos casos, representar un
efecto més que una causa. Sin embargo existen evidencias de que
las translocaciones qQue involucran oncogenes, asi como
deleciones y otros tipos de alteraciones cromosdémicas,tendrian
que ver con la etiologia del cancer y no son meramente un efecto
del mismo.

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

La nomeclatura de las translocaciones reciprocas es poner
erntre paréntesis los cromosomas involucrados por ejemplo (8;14) vy
luego las bandas que se translocaron en el mismo orden:
(qQ24;932). Es significa que se translocd 1la banda q24 del
cromosoma 8 al cromosoma 14 y la banda 932 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) (q924;932) algunos otros No-Hodgkin linfomas y la
leucemia mieloide (granulocitica) crénica (LMC). En el primer
caso (linfoma de Burkitt y algunos No-Hodgkin 1linfomas) se
produce una translocacién entre los genes de inmunoglobulinas de
los cromosomas 2, 14 v 22 v el gen myc del cromosoma 8.

En el segundo caso, LMC, se produce una translocacidn entre
el cromosoma 9 (q34) y el 22 (qll). Esta translocacién sélo se
produce en las células mieloides y es entonces, un ejemplo de una
mutacidén o alteracidn somatica en el origen de un tumor maligno.



Como resultado de las translocaciones, asi como en el caso
de 1la 1insercién de retrovirus en el genoma humano, pueden
producirse un exceso de proteinas normales, es decir wuna gran
expresién del gen o bien una proteina bioquimicamente alterada,
como es el caso mas arriba descripto de la leucemia mieloide
crénica.

En algunos tumores se han observado también, amplificacion
de oncogenes. No estd claro que funcidn cumple esta
amplificacidén, parece tener relacién en la progresidén del tumor y
no en la transformacidén maligna inicial.

Los oncogenes celulares se pueden dividir en nucleares vy

citoplasmdticos. Esto se refiere en realidad, a las
oncoproteinas. Es decir, si los oncogenes c¢odifican para
proteinas que actidan en el nucleo se denominan oncogenes
nucleares, s1 poseen informacidén para la sintesis de proteinas

que actuan en el citoplasma se llaman oncogenes citoplasmaticos.

Ambos tipos de oncogenes colaboran en el desarrollo de 1la
transformacidn tumoral. Se sugirié que ambos tipos de
oncoproteinas convergirian en un mismo camino metabdlico, unas
actuando en el nicleo y otras en el citoplasma (Weinberg, 1889).
Es decir un oncogene activado, es capaz de controlar sélo un
conjunto limitado de <circuitos regulatorios del <crecimiento
celular. Esto Gltimo reflejaria la funcidn que estos oncogenes
cumplirian en su forma normal, como protoncogenes: intervendrian
en el control del crecimiento celular (Weiss & Marshall, 1984,
Knudson, 1885; 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 comprobdo gque algunos
son factores de crecimiento como el oncogen sis y otros son
probablemente receptores celulares como el erb (Weiss & Marshall,
1984).

La siguiente tabla extraida de Weinberg (1889, tabla 1)
ilustra la colaboracién entre los dos tipos de oncogenes:
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Clasificacién funcional de oncogenes cooperativos en fibroblastos
de embrién de rata

Esta clasificacidén se basa en la capacidad de los oncogenes
de colaborar en la transformacién. Por ejemplo un oncogene ras
puede colaborar con mye, p53, adenovirus ElA para transformar
oncogénicamente a los fibroblastos de embrién de rata.

Oncogenes Oncogenes

citoplasmicos nucleares

Ha-ras myc

Ki-ras N-myc

N-ras L-myc

src pd3

Polyoma MT Adeno E1lA
Polyoma LT
sSv4a0 LT

Papillomavirus E7

En células de la médula 6sea 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 gque se requiere un proceso
de acumulacidén de alteraciones genéticas (Bishop, 1987; Weinberg,
1989).

La mutagénisis por insercidén de retrovirus y las mutaciones
puntuales en protoncogenes debidas a carcindgenos quimicos
podrian ser ejemplos de pasos iniciales en la tumorigénesis. La
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amplificacidn de protoncogenes ha sido asociada, en cambio con
la progresion de los tumores malignos. Finalmente la
tumorigénesis puede requerir también, la pérdida de parte o todo
un cromosoma (Bishop, 1887).

Ademas de los oncogenes, se ha postulado un mecanismo de
accion distinto, a traves de los genes supresores de tumores.
Estos genes fueron también llamados antioncogenes por Knudson
(1985), pero Weinberg (1989) considera que es mejor llamarlos
genes supresores de tumores o genes supresores del crecimiento
celular, pues esto reflejaria mejor su funcidén fisiolégica normal.

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

Resumiendo, habria dos mecanismos diferentes responsables de
la transformacién 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 cromosoma como en el caso del retinoblastoma
mas arriba descripto (Knudson,1985). Ambos mecanismos podrian
interactuar en algunos tumores.

Vineis & Caporaso (19891) realizaron una reserna desde el
punto de vista epidemiolégico de los polimorfismos para la
longitud de los fragmentos de restriccidén, en los oncogenes L-myc
y Ha-ras. Describieron una asociacidén entre ciertos alelos de
estos genes vy ciertas formas de cancer. Por ejemplo ciertos
alelos raros, con una frecuencia menor a 0,005, del oncogen Ha-
ras, estaban asociados con cancer de pulmén.

Sugimura Yy colaboradores (1990) investigaron la relacion
entre alelos raros de repeticiones en tandem de nimero variable
(VI'R) vy 1la predisposicién heredable a tener cancer de pulmén.

Analizaron si habia o no diferencias debidas a la edad, ra:za
(negros vy blancos) y al hdbito de fumar presente o pasado, en
grupos de control. Llegaron a la conclusidon que ciertos alelos

raros representan un factor de riesgo en algunos tipos de cancer
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de pulmén. Esta asociacién era mas fuerte en la raza negra que en
la raza blanca. Es decir el factor de riesgo era mas elevados
para negros que para blancos. De todos 1los factores arriba
mencionados el méas significativo resulté el factor étnico.

Resulta interesante destacar que el grupo control del
trabajo anterior (Sugimura et al., 1890) no estaba formado por

individuos sanos, sino por pacientes que no sufrian de cancer de
pulmén sino de otro tipo de enfermedades. Sugimura y
colaboradores hicieron notar este hecho, sugiriendo un estudio

mas amplio en una muestra poblacional de individuos sanos.

Por otra parte los alelos de VTR del gen Ha-ras arriba
mencionados, podrian ser sitios preferenciales de recombinacién
genética. Por 1lo tanto podrian ser blancos potenciales de 1los
efectos de los carcindégenos gquimicos de muchos contaminantes
ambientales como por ejemplo los componentes de los cigarrillos.

Leucemias y genes de interferon:

Los genes Alpha y Beta-1 interferén estdn involucrados
(participan) en reordenamientos cromosdémicos en algunas
leucemias. Diaz et al. (1986) hallaron que la translocacién
(9;11) (p22;923) se hallaba presente en alrededor del 10% de los
pacientes con leucemia monocitica aguda.

Diaz y colaboradores (1986) realizaron hibridacidén in situ
en células de pacientes con esta leucemia, gque mostraban la
translocacién, usando como sonda de hibridacidén a ADN de Alpha o
Beta-1-IFN. Descubrieron que sé6lo se translocaba del brazo corto
del cromosoma 9 al brazo largo del 11, el gen Beta-1-IFN y no el
resto del agrupamiento de genes Alpha-IFN. De esta forma
precisaron el sitio de ubicacidon del gen Beta-1-IFN en la banda
p22, por bandeo Giemsa.

También analizaron el ADN gendémico de pacientes con leucemia
monocitica aguda, mediante hibridacién a membranas de Southern
con las mismas sondas moleculares, Alpha y Beta-1-IFN. El1 ADN
gendémico fue digerido con las endonucleas Bam HI y Hind III. No
se observaron diferencias en el patrdon de bandas con respecto al
ADN de individuos normales, usados como control. Ellos
concluyeron que las secuencias regulatorias de la transcripciodn
se translocarian junto con el gen Beta-1-IFN y por lo tanto no se
observarian reordenamientos, por lo menos para los sitios de
restriccion Bam HI y Hind III (Diaz et al., 1986).
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Por otra parte, se hibriddé también in situ a las células de
estos mismos pacientes con la sonda molecular v-ets, pues
previamente se halld que en las bandas 11923-9q24 se hallaba el
protoncogen c-ets. Se encontrdé gque se habia translocado al brazo
corto del cromosoma 9.

Al igual que en el caso de las sondas moleculares Alpha vy
Beta-1- IFN, tampoco se detectaron rearreglos al analizar el
patrén de Dbandas, luego de hibridar membranas de Southern,
conteniendo ADN gendémico normal y de pacientes con la sonda v-
ets.

No estaba claro cual era el rol de los genes de IFN vy del
gen c-ets en la etiologia o el desarrollo de este tipo de
leucemia. Diaz vy colaboradores (1886) consideraron que tal vez
el protoncogen c-ets al translocarse, quedase sometido a los
mismos mecanismos regulatorios que los genes Alpha-IFN, por estar
ubicado muy proéoximo a ellos. Es decir se transcribiria el c-ets-1
y esto activaria un camino alternativo de proliferacidén celular,
que tuviecse relacidn con la etiologia de esta leucemia.

Se hallaron anomalias en el brazo corto del cromosoma 8, en
el sitio en donde se encuentra el agrupamiento de genes Alpha vy
el gen Beta-1-1FN, en la leucemia linfoblastica aguda y en
neoplasias linfoides. Estas alteraciones consistian en la pérdida
de un cromosoma 9 entero (monosomia), la delecidon de sélo el
brazo corto de un cromosoma 9 o la translocacidén desbalanceada de
esta misma zona (Diaz et al., 1880a).

Diaz et al. (1888), hallaron deleciones homocigotas de los
genes de interferdn, es decir que a diferencia de 1lo hallado
anteriormente, involucraban a ambos cromosomas homélogos 9. Esto
se halléd en lineas celulares que se establecieron a partir de
sangre de pacientes con leucemia linfoblastica aguda.

Estas deleciones a veces, en algunas lineas celulares, no
eran detectables citoldgicamente, con el microscopio éptico, pero
51 wediante hibridacién molecular a membranas de Southern con las
sondas de Alpha y Beta-1-IFN. Dado que una banda cromosdémica es
de aproximadamente 5.000 kb de largo, es probable que la delecidn
sea menor que 2.000 kb (Diaz et al., 1888).

Estas deleciones no sé6lo iunvolucraban a los genes de IFN,
sino también al gen de la 5°'-metiltioadenosina fosforilasa
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(MTAP). Es decir 1los genes de IFN y de 1la MTAP estarian
ligados. Ambos podrian ser candidatos a genes supresores de
tumores, interviniendo como tales, en la etiologia de 1las
leucemias linfobléasticas agudas (Diaz et al., 1988).

Estos resultados logrados in vitro, en 1lineas celulares,
fueron confirmados posteriormente (Diaz et al., 1890a) 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;q925).

El anéalisis de sangre periférica de pacientes con remisién
completa de la enfermedad, reveldé un nimero normal de genes de
interferdén Alpha y Beta-1. Es decir se revirtidé al genotipo y al
fenotipo normal celular.

De un 7 a un 13% de los pacientes mostraban estas
deleciones que involucraban al cromosoma 9. Diaz y colaboradores
(1990b), no consideraron que las deleciones fuesen el A4nico
mecanismo responsable de la tumorigénesis en todos los casos de
leucemia linfoblastica aguda, sino s6lo en algunos casos.

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

Pitha-Rowe (1980), ha propuesto que los genes de interferén,
en particular Alpha y Beta-1-IFN podrian ser una nueva clase de
genes supresores de tumores.

Otro mecanismo supresor de tumores, propuesto por Diaz et
al., (1988), podria ser el incremento de la sensibilidad de las
células tumorales,debido al efecto citotdxico mediado por 1los
linfocitos T.
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Objetivo de la tesis:

Resumiendo lo anterior, los genes de interferdn de clase 1
(Alpha y Beta-1) tendrian un rol importante en la etiologia y el
desarrollo de algunas leucemias linfobldsticas agudas y de
algunos linfomas.

El panorama no es tan claro en otros tipos de leucemia. Los
distintos tipos de leucemias crénicas 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 muy exitoso (Quesada et al.,1984;
Hotmann et al., 1985; Coci et al., 1987; Golomb & Ratain, 1987),
con mas de 90 ¥ de los pacientes con remisién 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
como en el caso de las tricoleucemias.

La tricoleucemia representa el 2 % de las leucemias y en
general 1los adultos, la sufren en mayor proporcién. Se ha
propuesto para esta enfermedad (Quesada et al., 1884), que tal
vez el interferdén exdgeno sea tan exitoso debido a la deficiencia
en interferdn endégeno. Es decir podria tratarse de una terapia
de reemplazo, se reemplaza la deficiencia de interferdn enddgeno
suministrando interferon 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
al., 1983; Ohlsson et al., 1985; Von Gabain et al.,1988). Parecen
ser buenos marcadores genéticos del brazo corto del cromosoma
9. El gen Gamma-lFN parece ser monomérfico (Gray & Goeddel,
1982).

El uso de las diferencias en las secuencias was arriba
mencionadas, ha incrementado enormemente el potencial para
investigar las enfermedades geneticas. Como ya se vVvié, el
sistema de interferdén esta intimamente 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



intertferdén, que ademas son buenos marcadores genéticos, Es por
esto que nos propusimos como objetivo de la tesis doctoral el
estudio del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccidén, en una muestra de individuos sanos y en una muestra
de individuos leucémicos crénicos, en funcidén de descubrir
alguna correlacién o asociacidén entre los genes de interferén vy
las leucemias.

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

En el caso de las leucemias mieloides crénicas, se sabe que
la causa se encuentra en la translocaciéon 9 a 22 (ver més
arriba), pero tal vez pueda a llegar a determinarse poblaciones
de riezgo, en relacidén a ciertos alelos de los genes de
interferodn.

Por otra parte, para las tricoleucemias tal vez pueda
descubrirse alguna alteracion en los genes de interferén, pues se
desconoce la etiologia de esta enfermedad.



MATERIALES Y METODOS

Sondas moleculares:

Alpha-2-IFN humano:

Al comenzar esta investigacioén, el gen Alpha-2-IFN humano se
hallaba inserto en el plasmido pBR322. La secuencia wusada se
aisldé a partir de una biblioteca de ADN gendémico recombinante, en
el bacteridéfago Lambda Charon 4a, segun la metodologia de Lawn et
al. (1981). Un subfragmento de 800 pb fue subclonado en el sitio
Cla I del pBR322.

Posteriormente, el Alpha-2-IFN fue insertado en el plasmido
pTZ18 (Pharmacia), subclonandoselo. Se lo digirié con Eco RI y
Hind III1 vy se electroeluydé la banda correspondiente al gen de
interferén, para usarla como sonda de hibridacién molecular.

Beta-1-IFN:

La secuencia del gen Beta-1-IFN humano también se hallaba
inserta en otro plasmido, el pAT153, derivado del pBR322. Se
obtuvo el ADN complementario por transcripcion reversa a partir
del ARN mensajero del gen de Beta-1-IFN segin la metodologia de
Derynck et al. (1981). Esta secuencia de 730 pb aproximadamente
tfue insertada en el pAT1563.

Luego, el Beta-1-IFN fue insertado en el plasmido pTZ19,
subclonandolo. Se lo digirié con Bam HI yv Sal I y se electroeluyd
la banda correspondiente al gen de interferdén, para usarla como
sonda molecular. .

Gamma-IFN:

E1l ADN complementario 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 plasmido pAT153. Posee
1.200 pb.

Al comenzarse esta investigacioén, se subcloné el Gamma-IFN.
Se insertd el cADN de Gamma-IFN, en el plasmido pTZ19. Se lo



digiriéd con Pst I y se electroeluyd la banda correspondiente a
la secuencia de ADN de Gamma-IFN, en funcién de usarla como sonda
de hibridacidén molecular

ADN humano:

E1l ADN humano normal, se extrajo de muestras de sangre
periférica, de dadores voluntarios, provenientes de los centros
hematolégicos de la Academia Nacional de Medicina y del Hospital
Escuela Gral. San Martin.

En los centros hematoldégicos, la sangre fue analizada para
comprobar ausencia de HIV, hepatitis B, mal de Chagas, sifilis y
en algunos casos brucelosis. S6lo se extrajo ADN de muestras de
sangre sin estas enfermedades.

Las muestras de sangre leucémica, fueron obtenidas de
pacientes con tricoleucemia, leucemia mieloide crénica, leucemia
linfocitica <c¢rdénica y leucemia 1linfocitica aguda y cedidas
gentilmente por la Dra. Irene Larripa, por 1la Dra. Lucia
Barazutti y por el Dr. Leonardo Satz.

Los pacientes de leucemia mieloide c¢rénica, se encontraban
en la fase estable de la enfermedad. Presentaban un cariotipo los
de sexo masculino de 46 XY, cromomosoma Filadelfia positivo (Phi
+) y los de sexo femenino de 46 XX, cromosoma Phi +, sin otros
reordenamientos cromosdmicos. Dos pacientes eran Phi -. Ninguno
recibidé tratamiento previo.

En el caso de los pacientes de tricoleucemia, algunos fueron
tratados con interferén, otros recibieron otros tratamientos,

Uno tenia remisién completa, sin recibir tratamiento hace mucho
tiempo. Se tomaron muestras de sangre periférica, salvo en un
caso en el que se tomé una muestra de bazo, pues se lo habian

sacado, como parte del tratamiento, al paciente.

Extraccién de ADN humano:

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



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

Muestras de O ml. fueron centrifugadas durante 15 min. a
3.000 g, descartandose la fase superior (plasma). Por cada
volumen de muestra se agregaron 18 volimenes de cloruro de amonio
0,83 %. Se agitdé y se dejdé reposar 15 min. a 4 C. Luego se
centrifugaron 15 min. a 3.000 g, descartandose el sobrenadante
con el lisado de eritrocitos. Se repitidé el lavado y la posterior
centrifugacidén con cloruro de amonio 0,83 ¥%.

Se resuspendid el precipitado de cada muestra de 1leucocitos
en 2 ml. de PBS pH=7,4 transfiriendo la suspensidén a dos tubos
Eppendort (de 1,5 ml. de volumen c/u). Se centrifugd 15 seg. a
13.000 g, descartandose el sobrenadante.

La lisis de leucocitos se realizdé de diferentes maneras:

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

Caso 2: Se resuspendidé el precipitado en 1 ml. de buffer de
lisis de glébulos blancos (2) agitandose durante la noche a 37 C.

Casg 3: Se resuspendidé el precipitado en 1 ml. de buffer de
lisis de gldébulos blancos (2). Se agité 15 min. a 65 C y 1luego
toda la noche a 37 C.

A algunas muestras se les extrajo el ADN con el siguiente
procedimiento:

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

Se agregdé a cada muestra 1 volumen de buffer de lisis de
globulos rojos y se centrifugé 10 min. a 1.500 g. Se descarté el
sobrenadante con el lisado de eritrocitos.



Se resuspendié el precipitado en el doble del volumen
original de buffer de lisis de glébulos rojos, repitiendo el paso
anterior.

Se resuspendid el dltimo precipitado de leucocitos en 2 ml.
del mismo buffer, se agité y se agregé rédpidamente 15 ml. de
buffer de lisis de glébulos blancos (3). Los volumenes anteriores
se refieren a muestras de 30 ml. de sangre periférica.

La lisis se realizé a 42 C durante la noche.

En todos los casos, si no se purificé el ADN se inmediato se
almacené a -20 C.

Reactivos:

Anticoagulante: Citrato fosfato dextrosa

C1NH4 0,83 %
PBS pH=7,4

Tris pH=7,86 1M
Tris pH=8 1N
EDTA pH=8 0,25 M
SDS 10 %
NaCl S M
MgC1l2

Proteinasa K 10 mg/ml

Buffer de lisis de glébulos blancos (1):

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

Buffer de lisis de gldébulos blancos (2):

Tris pH=7,4 10 mM

EDTA pH=8 10 ‘mM

NaCl 150 mM

SDS 0,4 % (Se agrega dltimo)
Proteinasa K 400 ug/ml



Buffer de lisis de glébulos blancos (3):

Tris pH=7,6 10 mM
EDTA pH=8 10 mM
NaCl 50 mM
SDS 0,2 %
Proteinasa K 200 ug/ml

Buffer de lisis de glébulos rojos:

Tris pH=7,6 10 mM
MgC1l2 5 mM
NaCl 50 mM

Purificacién de ADN humano:

A cada volumen de muestra se le agregdé un volumen igual de
fenol-cloroformo frio y se agitdé bien. Se centrifugd & min. a
13.000 g, recuperandose la fase superior acuosa con los acidos
nucléicos y dejando la interfase protéica. Se repitié este paso
dos veces mas (Maniatis et al., 1982).

A l1la Adltima fase acuosa obtenida se le agregé un volumen
igual de éter frio. Se agitd y se centrifugd 2 min. a 13.000 g.
Se descartd la fase superior fendlica y se repitid este paso dos
veces mas.

Luego se agregé NaCl para una concentracion final de 250 mM,
se agité y se agregd 2 volimenes de etanol frio. Se agité y se
enrosco el ADN en una varilla de plastico.

Cuando no se purifica el volumen entero proveniente de 1la
lisis (1 ml), el mismo se fracciona y luego se precipita cada
alicuota (100-200 ul) 15 min. a 13.000 g.

Otro procedimiento para purificar ADN fue:

A cada volumen de muestra se le agregdéd 0,5 volamenes de
AcoNH4 pH=7,3 7,5 M. Se agito y se calenté 10 min. a 85 C, luego
se agregaron 2 volimenes de etanol frio y se precipité el ADN de
15 a 30 min. a 13.000 g (alicuotas ver mas arriba).



Se resuspendié el ADN en agua destilada esteril y se repitiéd
el paso anterior con el AcoNH4 y el etanol.

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

Reactivos:

Fenol-cloroformo. Preparacion (Maniatis et al., 1982,
modificado): Se destila el fenol vy se satura con buffer
NET hasta formar las dos fases. Al fenol saturado se le agrega un
volumen igual de cloroformo (1l:1). Se mezcla y se agrega 8 OH-

quinoleina al 0,1 %¥. Se mezcla y se fracciona.

Buffer NET pH = 7:

Tris 3,037 g
ClNa 2,92 g
EDTA 0,185 g
HC1 1,65 ml
agua c.s.p.
Etanol
Eter
AcoNH4 pH=7,3 7,5 M
TE pH=7,6
Tris-C1l 10 mM (pH-7,6)
EDTA 1 mM (pH=8)

Digestién de ADN humano con endonucleasas de restricecién:

La digestién se realizé de acuerdo a 1las condiciones de
reaccion 6ptimas especificadas para cada enzima por su
fabricante (BRL o New England 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 ADN purifiicado.



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

Se aseguré que las enzimas de restriccién representasen
menos de 1/10 del volumen final de la reaccién, de manera tal que
la actividad enzimatica no se inhibiera por el glicerol. En
general las enzimas de restriccidén se almacenan a -20 C en un
buffer que contiene 50 % de glicerol.

Electroforesis en gel de agarosa:

Se realizaron corridas electroforéticas de geles de agarosa
de diversa concentracién 0,5; 0,8; 1 y 1,2 %.

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 1la
noche a 25 volts o bien aproximadamente 3 hs. a 100 volts.

El tamario 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, dejandose
de 20 a 30 min. a T ambiente. Se observaron a la 1luz

ultravioleta con un transiluminador y se fotografiaron con un
filtro adecuado.

Reactivos:

Bromuro de etidio 1 mg/ml

Buffer T.B.E., 1x:

Tris-borato 0,088 M
Acido bérico 0,088 M
EDTA 0,002 M
pH= 8,3



Buffer de carga:

Azul de Bromofenol 0,07 %
Glicerol 33 %
sDS 7 %

en butfer T.B.E. 1x

Transferencia de geles:

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

Se deja el gel unos minutos al UV para producir cortes en el
ADN que favorezcan su transferencia a la membrana.

Se tomé el gel previamente cortado en un extremo identifica-
torio vy se lo sumergidé 30 minutos a T ambiente en una solucién
desnaturalizadora.

Se lo sacé de la solucién anterior, se lo lavé con agua y se
lo pasé a una solucioén neutralizadora. Se 1lo dejé 30 min.
sumergido a T ambiente.

Simultadneamente se corté6 un filtro de nitrocelulosa
(Microfiltration Systems o Micron Separations Inc.) o de nylon
Zetaprobe o Biodyne ( a los que se transferira el ADN) y 2
papeles de filtro Whatman, del mismo tamafio del gel. Se identi-
ficé con un corte un extremo del nylon o de la nitrocelulosa. Se
deposité a todos los filtros en una solucidén de 2x SSC o bien
agua destilada, cuidando de que se embeban lentamente.

La tranferencia se realizdé durante toda la noche a T ambien-
te. Se colocd un papel de filtro Whatman 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 como para sumergirse en el liquido de cada
cuba. Se depositdé el gel invertido sobre este papel. Se colocé
el filtro de nylon o de nitrocelulosa sobre el gel. Se cubriéd
este filtro con los dos papeles Whatman.

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



El liguido de las cubas era 20x SSC para nylon y nitrocelu-
losa y 10x SSC solo para nitrocelulosa.

En lugar de cubas separadas, se utilizé también un recipien-
te de plastico en el que se colocaba la solucidén salina (20x SSC
o 10x SSC) y 2 pariios esponja absbrbentes embebidos en esta solu-
cion. Sobre estos paifios se colocé el gel invertido. El resto
del procedimiento fue igual que en el caso anterior.

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

Cuando se transfirié a nitrocelulosa, se fijo el dia si-
guiente 1.5 hs en una estufa a 80 C.

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

Reactivos

Solucién desnaturalizadora
OHNa 0.5 M

NaCl 1.5 M

Solucién neutralizadora

Tris-Cl 1 M pH= 8

NaCl 1,5 M

1x SSC:

NaCl 0.15 M

Citrato de Trisodio 0.015 M



Formacién de ADN recombinante: ligacién

La reaccidén se realizdé durante toda la noche, en un bafio a
15 C, en un volumen de 10 o 20 ul.

La relacidén molar inserto - vector utilizada fué de 10 a 1.

La enzima utilizada fue la ligasa.

Reactivos

Buffer de ligamiento:
Trais-HC1 25 nM pH= 7,6
MgCl2 10 mM
Dithiothreitol (DTT) 10 mM
ATP 0.4 mM

Ligasa 10 u/ul

Transformacién de Escherichia coli:

A - Induccidén de la competencia bacteriana:

Una alicuota de un ml. de un cultivo fresco de E.coli (DHS
Alpha o DHSAlpha F°, BRL) se sembrdé en 100 ml. de caldo Psi. Se
incubé el cultivo durante 2 hs. a 37 C con agitaciédn
controlandose periédicamente la absorbancia hasta que ésta
alcanzé un valor aproximado de 0,48 a 600 nm.

Las bacterias se recolectaron luego con centrifugacidén a 4
C vy 5.000 rpm. El precipitado se resuspendidé en 40 ml de Tfb 1
manteniendo siempre el material en frio y se volvié a centrifugar
5 minutos a $.000 rpm. El nuevo precipitado se resuspendié en 4
ml de Tfb II y se mantuvo en hielo durante 5 minutos.

La suspensién de bacterias asi permeabilizadas se fraccionéd
en tubos Eppendorf en alicuotas de 200 ul, las que se congelaron
a -70 C hasta su transformaciodn.



B - Transformacién de células competentes:

Se utilizé 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 §0 ng
de ADN plasmidico. Luego se calentdé la suspensién a 42 C 90
segundos y se la enfrié en hielo inmediatamente por 2 minutos.

A cada tubo de suspensién sometido a los tratamientos térmi-
cos descriptos se agregaron 200 ul de caldo Luria y la mezcla se
incubé a 37 C con agitacidén durante una hora.

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

C - Selecciébn y plagqueo de células transformadas:

Se prepararon placas de agar Luria (caldo Luria con agregado
de agar DIFCO, 15 gr/1). Las placas contenian 100 wug/ml de
Ampicilina (SIGMA) o6 25 wug/ml de Tetraciclina (SIGMA) 6 1la
concentracioén de antibiético que requiera el ensayo.

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

La eficiencia de transformacién se calculé como:

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

= nimero de colonias/masa de ADN transformada

Reactivos:

Medio Psi-b:
Bactoextracto de levadura S g/litro
Bacto-triptona 20 g/litro
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MgS04 S5 g/litro

Se ajusto el pH a 7,6 con KOH.

Se filtré a traves de un filtro de 45 micrones y se autocla-

vo.
Tfbl:
KAc 30 mM
RbC1l2 o KC1 100 mM
CaCl2 10 mM
MnC12 50 mM
Se agregdé glicerol hasta 15 %.
Se ajustd el pH a 5,8 con 0,2 M de acido acético.
Se esterilizé por filtracién.
Tfbll:
MOPS o PIPES 10 mM
CaCl2 75 mM
RbC1l2 o KC1 10 mM
Glicerol 15 %
Se ajusto el pH a 6,5 con KOH y se esterilizdé por filtraciodn.
Medio LB

Agar L: se prepara igual que el medio LB y se agrega 1,2 % de
agar (1,2 g/100 ml de medio LB).

Se ajusta a pH= 7,2 - 7,4 con OHNa 4 N.
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Extraccién de pléasmidos:

Se wutilizé la técnica de Birnboim y Doly (1978) con
modificaciones.

Para poder extraer el ADN plasmidico con los insertos Alpha,
Beta v Gamma-IFN humanos, se dejé crecer a las cepas
transtformadas con una dilucidén 1/100, en 2 ml de LB (en tubos
Britania de 10 ml).

Las secuencias de Alpha-2 vy Beta-1-IFN insertadas,
interrumpen el gen de resistencia a ampicilina de los plédsmidos
pBR322 y pAT153, respectivamente. Por su parte, la secuencia de
Gamma~IFN, interrumpe el gen de resistencia a tetraciclina en el
plasmido pA11533. Es por esto que se agregdé al medio de cultivo
40 wug/ml de ampicilina en el caso de Alpha y en el de Beta y 15
ug/ml de tetraciclina en el caso de Gamma-IFN.

Luego de subclonarse 1los 3 insertos, cada uno, en un
plasmido pTZ19, el gen de resistencia a ampicilina no se
interrumpia y se usdé como marcador de seleccidén, también a una
concentracion de 40 ug/ml

Los cultivos se agitaron aproximadamente 18 a 37 C. Se tomd,
luego, una alicuota de 200 ul y se inoculé a 20 ml del medio LB
(dilucidén 1/100, en erlenmeyers de 125 ml) que contenia 1la
concentracidén de antibidticos antes descripta. Se dejé agitdndose
18 horas aproximadamente a 37 C.

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

Cada ml de cultivo de células transformadas se centrifugé en

tubo Eppendorf durante S minutos en microcentrifuga. El
precipitado se resuspendidé en 100 ul de solucién de lisis y se
incubé en hielo durante 30 minutos, agitdndose cada 10 min con
“"vortex”, para favorecer la lisis bacteriana.

Se agregaron luego a la suspensién 200 ul de solucién
alcalina. Se mezcld por inversién y se incubdé por otros 5 minutos
en hielo. Se agregaron luego 150 ul de AcONa 3 M pH = 4,6 - 4,8 vy
se 1incubdé durante 30 minutos a la misma temperatura. La
suspensidon se centrifugé luego 15 minutos en microcentrifuga.
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El sobrenadante se extrajo 3 veces sucesivas con 1 volumen
de fenol cloroformo 1:1 saturado con buffer TE conservandose 1la
fase acuosa. La misma se extrajo luego con 1 volumen de éter
etilico para eliminar los restos de fenol <cloroformo. El1 ADN
plasmidico alli presente se precipitd luego con dos volimenes de
etanol previo agregado de AcONH4 7,5 M hasta 2,5 M final vy
centrifugacién.

El precipitado obtenido se resuspendié en un volumen
adecuado de buffer TE evaluandose la cantidad y calidad del ADN
alli presente por electroforesis de una alicuota en gel de
agarosa 0.8 %.

Reactivos:

Ampicilina 10 mg/ml
Tetraciclina 10 mg/ml
AcoNa pH=4,6 3 M
Etanol

Isopropanol

RNAsa libre de DNAsa, (SIGMA) de pancreas bovino. Se utilizé
una suspensién de 10 mg/ml, calentada a ebullicidén durante 10
minutos.

Solucién de lisis:

Lisozima 2 mg/ml
Tris-Cl 25 mM
EDTA 10 mM
Glucosa S mg/ml

Solucién alcalina:

OHNa 0,2 N

SDS 1 %
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Medio de cultivo LB (Luria Bertani):

Para 1 litro:

Bacto-triptona 10 g
Bacto-extracto de levadura 5 g
NaCL 10 g

Se ajusté el pH a 7,5 con OHNa.

Purificacién de ADN plasmidico:

A cada volumen de muestra se le agregdé un volumen igual de
fenol cloroformo frio y se agité bien. Se centrifugd 5 minutos a
13.000 g, recuperandose la fase superior acuosa con los 4&acidos
nucléicos vy dejando la interfase protéica. Se repitidé este paso
dos veces mas.

A la Gltima fase acuosa obtenida se le agregé un volumen
igual de éter frio. Se agitd y se centrifugd 2 minutos a 13.000 g.
Se descartdé la fase superior fendélica y se repitié este paso dos
veces mas.

Después del 1dltimo éter se agregd 0,5 volumenes de AcoNH4
pH= 7,3 - 7,5 M y se dej6é en hielo 10 minutos. Se centrifugd 10
minutos a 13.000 g recuperandose el sobrenadante y descartando el
precipitado protéico.

Se precipité luego, el ADN con 2 volimenes de etanol o con
1 volumen de isopropanol, durante 15 minutos a 13.000 g. Se dejéb
secar el precipitado y luego se resuspendié en T.E. pH= 7,6
guardandose en alicuotas a -20 C.

Digestién de ADN plasmidico con endonucleasas de restriccién:

Las reacciones se llevaron acabo de acuerdo a las 1indica-
ciones de los laboratorios que comercializan las enzimas.

El volumen final que se utilizé en 1las reaccciones fué
variable, entre 20 y 50 ml.



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

Se aseguré que las enzimas de restriccién representasen
menos de 1/10 del volumen final de la reaccidén de manera tal que
la actividad enzimdtica no se inhibiera por el glicerol.

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

Electroelucién de fragmentos de ADN:

Se digirié el ADN con endonucleasas de restriccidén. Se
realizé una corrida electroforética en un gel de agarosa en
funcién de separar los fragmentos de ADN de acuerdo a su peso
molecular. Se tindé el gel con bomuro de etidio y se recorté 1la
banda correspondiente al fragmento que se deseaba electroeluir.

En la mayoria de los casos, se sembraba una alicuota de la
digestidn enzimatica, en una calle paralela. Se cortaba el gel
longitudinalmente y s6lo se tefiia esa calle. Luego se cortaba el
gel a la altura de la banda de interés. Esto se hace para no
irradiar al ADN, en cuestién, con UV.

Se lavo brevemente el taco (trozo del gel) y se lo colocéd en

una vesicula de dialisis. La vesicula fue previamente hervida
para despegarla e inactivar nucleasas. Se agregdé de 1 a 2 ml de
buffer T.B.E. 1x estéril. Se cerrdé con broches ambos extremos de
la bolsa.

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

Se sacd el taco de la vesicula cuidadosamente, dejando el
buffer dentro de la misma. Se tifié el taco con bromuro de etidio
para observar si quedé ADN sin electroeluir.

Se repitié 1la corrida electroforética a 300 V pero en

sentido inverso (del 4&anodo al cdtodo) durante 3 minutos. Se
volvié a invertir el sentido de la corrida (de cdtodo al anodo) a
300 V durante 1 minuto. Se invirtié de nuevo el sentido de 1la

corrida a 300 V durante 30 segundos.



Finalmente se 1invirtié el sentido de la corrida a 300 V
durante 15 segundos.

Se recuperé el buffer de la vesicula, se lavé con 500 ul de
T.B.E. 1lx estéril a la bolsita agregdndose, al buffer recuperado
previamente.

Se centrifugdé 10 min. a 13.000 RPM (microcentrifuga) vy se
recuperé el sobrenadante.

Se repitié el paso anterior. Se agregé 0.5 volimenes de
AcoNH4 7,5 M, se agitd y se dejé 10 minutos en hielo.

Se centrifugé a 13.000 RPM (microcentrifuga) y se recuperd el
sobrenadante descartandose el precipitado con restos de gel vy
otros contaminantes.

Se agregaron 2 volumenes de etanol y se precipité el ADN vy
se guardé a -20 grados C.

Marcacion radioactiva de sondas moleculares:

Nick translation:

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

Por cada ug de ADN que se queria marcar radioactivamente se
agregd:

dCTP Alpha 32 P, 100 uCi/10 ul (400 Ci/mmol )
Buffer frio 5 ul

agua destilada estéril c.s.p. 45 ul

Se agité y se agregd 5 ul de DNA polimerasa I/DNAsa I (BRL)
(DNA pol. 0.4 U/ul; DNAsa I 40 pg/ul).



Se volvio a agitar y se centrifugé muy brevemente en funciédn
de que esté todo el volumen junto. Se dejé en un bafio a 16 C
durante una hora.

Luego se agregd agua destilada estéril hasta llegar a un
volumen final de 200 ul. Se precipité el ADN con los volumenes
correspondientes de AcoNH4 y etanol durante 15 minutos a 13.000
g, dejandose secar el precipitado. De esta manera se eliminaron
los nucledtidos no incorporados durante la reaccién.

Se midié 1la radioactividad incorporada con un contador
Geiger, se resuspendidé el ADN en T.E. pH 7,6 o en agua destilada
estéril.

Se calentd 5 minutos a 100 C para desnaturalizar el ADN vy
luego se dejé S5 minutos en hielo.

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

Reactivos:

32
dNTP Alpha P 3000 Ci/mmol

Buffer frio:

dNTP 0.2 mM
Tris-Cl 500 mM pH= 7.8
MgC1l2 50 ]yl
2-mercaptoetanol 100 mM

Albimina sérica bovina

(libre de nucleasas) 100 ug/ml



Random Primers:

Se mezclaron 100 ng de sonda molecular, mas 500 pg de
Lambda Hind III, en S ul de agua estéril. Se hirvié durante 3
minutos y luego se dejé en hielo 5 minutos.

Se centrifugé 10 segundos en la microcentrifuga, se agregd S
ul de OLB b5x. Luego 8,7 ul de agua estéril, 4 ul de Alpha P32
dCTP a 10 uCi/ul (>3000 Ci/mmol) y finalmente se agregd 1.3 ul
de la polimerasa Klenow (3 u/ul)

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

Se marcd la sonda a temperatura ambiente aproximadamente
durante 4 horas. Se eliminaron los nucledétidos 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 1la
muestra a través de una columna de 1 ml de Biogel P60, en una
tuberculina.

Hibridacién molecular:

La solucion de prehibridacion e hibridacién, varidé de
acuerdo con la severidad del ensayo, es decir con el porcentaje
de homologia exigido. Se varié la temperatura y la concentracion
de las sales para conseguir el nivel de homologia buscado.

La temperatura de fusién, Tm, es una medida de 1la
estabilidad térmica de los hibridos. Es la temperatura a la cual,
la mitad de las moleculas estan asociadas y la otra mitad sin
asociarse. Es caracteristica de cada especie de ADN o ARN. (Hames
& Higgins, 1985).

Tm = 81,5 + 16,6 (log M) + 0,41 (% G+C) - 0,72 (¥ formamida)

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

SSC 1x = 0,15 M de ClNa vy 00,0013 M de tricitrato de Na
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Tm (0,1 x SSC) = 81,5 + (-30,27) + 16,4 = 87,86
Tm (1 x SsC) = 81,5 + (-13,70) + 16,4 = 84,2
Tm (2 x §SSC) = 81,5 + (-8,70) + 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

I'm (5 x §8C) = 81,5 + (-2,07) + 16,4 = 95,8

aQa o o o aQ a Q

Tm (6 x SSC)

81,5 + (-0,76) + 16,4 = 97,1

Temperatura de trabajo - Tm = % de mal apareamiento permitido

85 C 60 C 55 C 50 C
Tm (0,1 x SSC) -2,6 -7,6 -12,8 -17,8
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 -40,8 -45,8
Tm (8 x SSC) -32,1 -37,1 -42,1 -47,1

Por ejemplo, si se hibrida a 65 C y con 1 x SSC, significa
que se permite hasta un 20 % de mal apareamiento. Cuanto menor
es la temperatura y mayor es la concentracidén de sales, mas
estable sera el hibrido y se tolerara mejor el mal apareamiento.

Cuando se desea obtener una hibridacién con maxima
homologia, es conveniente hibridar a Tm -20 C, y luego lavar en
condiciones mas estrictas, a Tm -3 C. Es decir, favorecer 1la

hibridacién vy luego exigir mas en el lavado.



Solucién de prehibridacién:

SSC de acuerdo a la severidad del ensayo

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

leche en polvo 0.3 %
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 prehibridacién, se renové la solucion de
prehibridacidén y se 1le agregdé la sonda de ADN radioactivo,
previamente hervida 10 min vy enfriada 5 min en hielo, cuidando

de 1lavar bien el Eppendorf para que toda la sonda pase a 1la
solucioéon de hibridacioén.

Se dejé agitando durante aproximadamente 20 hs a la
temperatura deseada. Luego se lavan los filtros con solucidén de
lavado, durante aproximadamente 3 horas, renovando cada 30 min la
solucién de 1lavado.

Solucién de lavado:

SSC de acuerdo con la severidad del ensayo

SDS 0.5 % para nitrocelulosa y 1 % para nylon

La temperatura de lavado se eligié 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 %
Acida sddica 0.2 %
ADN de esperma de arenque sonicado 10 mg/ml
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Autorradiografia:

Luego de lavados los filtros, se los colocd en un recipiente
metalico apropiado (holder). En algunos casos no se secaron 1los
filtros después del lavado en funcioén de volverlos a hibridar.

Encima de 1los filtros se colocdé una placa radiografica,
luego una pantalla intensificadora. Se cerrd herméticamente el
recipiente metdlico y se dejé toda la noche a -20 o 56 C.

Se reveld generalmente a los 3 dias y se colocé una nueva
placa radiografica, dejandose a la misma temperatura fria que
antes, durante un tiempo variable, de aproximadamente un mes, de
acuerdo a cada caso.

Reactivos:

Kevelador para autoradiografia Kodak
Lavador: Agua y dcido acético puro, mezclados

Fijador KodakK



RESULTADOS

Subclonacién de ADN codificante para Alpha-2, Beta-1 y Gamma-IFN

Al 1iniciarse la presente investigacidén, las secuencias de
ADN codificantes para las proteinas Alpha-2, Beta-1 y Gamma-IFN
se encontraban insertas en el plasmido pBR322 o bien en un
derivado del mismo.

Un fragmento de aproximadamente 800 pb de ADN genémico
correspondiente al gen Alpha-2-IFN se 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 plasmido

derivado del pBR322. El ADN complementario que codifica para
Gamma-1FN, de alrededor de 1200 pb, se hallaba por su parte,
inserto también, en un plasmido pAT153 (ver materiales vy
métodos).

Todos estos plasmidos poseian 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 1la
masa del plasmido recombinante.

Para aumentar la proporcidén de inserto a vector, se decidiéd
transferir cada inserto a un vector pTZ19F (Pharmacia), que
posee 2,9 kb. Este plasmido es un derivado del pUCl9, gque es a su
vez un derivado del pBR322.

El plédsmido pTZ es un vector de funciones miltiples pues
permite clonar ADN, secuenciar ADN por el método de
dideoxinucledtidos, realizar mutagénesis in vitro y
transcripcioén in vitro.

Otra caracteristica muy importante, ademds de su bajo peso
molecular, (2,9 kb), es la presencia de un sitio de clonacién
maltiple derivado del pUC1l9. Este sitio es un ordenamiento de
sitios de restriccidn GUnicos, pues no se encuentran en ninguna
otra parte del pléasmido, de ciertas enzimas, usadas cominmente en
experimentos de clonacion. El ordenamiento de sitios de
restriccién se puede usar para clonar fragmentos de ADN, cuyos
extremos compartan algunos de estos sitios de restriccion. Este
ordenamiento se encuentra inserto en el gen lacZ’ como se observa
en la siguiente figura extraida del catdlogo de Pharmacia:
Molecular Biologicals, de 1986.



DNA Synthesis

‘—_
pUC-19  ACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTG
(M13mp19)
Sph | Sall T ) EcoR |
Hind I Pst1 Al xba| BamH| Smal Kpnl Ssti
Hinc i Xmal
Polylinker 4
pUC 18 or 19 #2253 Reverse
220 (+1) Primer
L A T7 Promoter
8gl1 (15)
Nae 1 pBR322
(2533)
Xmn !
Bgl ) (1607)
El 1lacZ’ es el fragmento amino terminal del gen 1lacZ 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 ba¢teria hospedadora.

En presencia de isopropilthio-Beta-D-galactosido (IPTG) se
induce la sintesis de ambos fragmentos de 1la enzima Beta-
galactosidasa. Cuando se cultiva a las bacterias portadoras de
este plasmido en un medio que contiene el sustrato cromogénico de
esta enzima: S5-bromo-4-cloro-3-indolil-Beta-D-galactésido (X-gal)
y se las induce con IPTG, se observan colonias azules.

Si el gen lacZ’ es interrumpido por la insercién de otra
secuencia, no se sintetiza el fragmento amino terminal de 1la
enzima, eliminandose asi, la alpha-complementacidén vy en
consecuencia las colonias son blancas.



El pTZ19R posee ademas, al igual que el pBR322 un marcador
de seleccidén, un gen que confiere resistencia al antibiético
ampicilina.

Es decir se puede clonar una secuencia de ADN, insertandola
en el sitio de clonacidén miltiple, siempre que el inserto posea
en sus extremos, los mismos sitios Gnicos de restriccién que el

vector. Se observaran entonces colonias blancas en presencia de
1PTG y X-gal y se evitara la contaminacidén al seleccionar con
ampicilina. Es decir se usaran dos marcadores de seleccidn, el

gen de 1la resistencia a la ampicilina y el gen lacZ’ cuando se
interrumpe por la insercidén de otra secuencia.

Se partidé entonces, de los plasmidos recombinates:
- pBR322-Alpha-2-IFN
- pAT153-Beta-1-IFN

- pAT153-Gamma-IFN

Se extrajo el ADN plasmidico, se lo purificdé por el método
del fenol cloroformo.Estos plasmidos eran todos de secuencia
conocida (Lawn et al, 1881; Derynck et al., 1981 1y Gray et al.,
1982). Se corrobord la identidad de los mismos, digiriendo con
diferentes endonucleasas de restriccidn:

- pBR322-Alpha-2-IFN: Bgl II
Pvu II
Eco RI
Hind III

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

- pAT153-Gamma-IFN: Pst 1



Se digirié:

pBR322-Alpha-2-1IFN pAT153-Beta-1-1IFN pAT153-Gamma-IFN
v pTZ18R con y pTZ19R con y pTZ19R con
Eco RI y Hind III Bam HI y Sal 1 Pst I

En todos los casos, como producto de la digestidn se obtenia
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 funcién de tener el inserto de IFN puro, sin el
vector.

Simultaneamente, como se indicé arriba, el pTZ19R también
se digirid con las mismas enzimas, de manera de poseer extremos
compatibles. Estos extremos eran cohesivos y no romos.

Se realizdé una reaccién de ligacién entre el inserto Alpha-
2-IFN con extremos Eco RI y Hind III y el pTZ18R también con
extremos Eco RI y Hind III, en una proporcién de 10 : 1 de
inserto a vector, para favorecer la formacién del pléasmido
recombinante. Se usé 1 ng de vector y 10 ng de inserto en total.

Aproximadamente la misma relacién de masas fue utilizada
para ligar Beta-1-IFN con extremos Bam HI y Sal I vy PpTZ19R con
los mismos extremos. Gamma-IFN con extremos Pst I y PpTZ18R
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 % de agarosa (fig. 3 y §) y también con un
f luordémetro.

Se transformé con Alpha-2-IFN-pTZ18R (fig. ly 2) y Beta-1-
IFN-pTZ19R (fig. 3 - B) respectivamente, en cepas DHSAlpa F~° de
Escherichia coli; mientras que Gamma-IFN-pTZ19R (fig. 7 y 8)fue
utilizado para transformar una cepa DhSAlpha de Escherichia coli.



Alpha-2-IFN-PTZ19R:
Control de 0 ADN, o sea DHS5Alpha F° solo: O colonias.

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

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

Eficiencia de la transformacién:

E = unidades formadoras de colonias / ug de ADN =
= naimero de colonias / masa de ADN transformante
5
E = 138 colonias azules x §.000 = 690.000 = 6,9 x 10

Se multiplica por 5.000, pues se transformé con un quinto
de la masa y ademds se usé 1 ng de pTZ18 para transformar y
la eficiencia se calcula por ug de ADN. O sea se multiplica
por S5 y luego por 1000.

Porcentaje de colonias recombinantes =

nimero de colonias recombinantes /

/ nimero de colonias totales

Porcentaje de colonias recombinantes 44 colonias blancas =
/ 47 colonias totales

0,94.

Beta-1-IFN-pTZ19R:
Control de O ADN: O colonias.

Control de transformacién con 1 ng de pTZ19 sin digerir: 8
colonias azules.

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



4
Eficiencia de la transformacion = 8 x §.000 = 4 x 10

853 colonias blancas =

Porcentaje de colonias recombinantes

/ 54 colonias totales

g,98.

Gamma-IFN-pTZ18R:

Control de 0 ADN: 0O colonias.

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

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

6
Eficiencia de la transformacién = 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
plasmido se vuelva a circularizar.
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Fig. 335 ADN plasmidico de 10 clones 1luego de la
transformacidn con Alpha-2-IFN-pTZ18R. 1: 200 ng del
bacteriéfago Lambda digerido con Hind III. 2: 250 ng de
Alpha-2-IFN-pBR322. 3: 25 ng de pTZ1BR. 4-13: ADN de 10
clones transformados con Alpha-2-IFN-pTZ18R. Gel de agarosa
de 1%.
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Fig. 2: Comprobacidén por restricecién de la subclonacidn de
Alpha-2-IFN-pTZ19R. 1: pTZ1SR digerido con Eco RI vy Hind
{508 140 ca. S50 ng. 2y 3: Insertos de Beta-1, ca. 110 ng y

Gamma-IFN ca. 60 ng previamente electroeluidos,
respectivamente. 4: ADN plasmidico del clon 4, sin digerir,
previamente transformado con Alpha-2-IFN-pTZ18R. His
Digestidn enzimatica con Eco RI v Hind III del ADN
plasmidico del clon de la calle 4. 6: Dilucidén 1/2 del ADN
de 1la calle 5. 7:ADN plasmidico del clon S5, previamente

transformado con Alpha-2-IFN-pTZ19R. 8: Digestidén enzimédtica
con Eco RI y Hind III del ADN plasmidico del clon de 1la
calle 7. 8: Dilucién 1/2 del ADN de la calle 8. 10:
Digestidén con las mismas enzimas del ADN plasmidico del clon
B. 3 551 S, A 13- ADN plasmidico de los c¢clones 6 y 7
respectivamente. 13 vy 14: Bacteriofago PhiX174 digerido con
Hae III1 y Lambda digerido con Hind III, respectivamente.
Los clones parecen contener el inserto Alpha-2-IFN, de ca.
1 kb, el clon 7 no de digirié. Gel de agarosa de 1%.
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Fig. 3: Calibracién de la masa de ADN de Beta-1-IFN
electroeluido.1-6: pAT153-Beta-1-IFN digerido con Bam HI vy
Sal I para liberar al inserto. En la calle 1 se sembraron
500 ng; en la 2, 250 ng; en la 3, 125 ng; en la 4, 62 ng;
en la 5, 31 ng y en la B, 19 ng- 7: Beta-1-1IFN
electroeluido, parece haber ca. 60 ng. 8: Una dilucidn 1/2
del ADN de ia calle anterior, parece haber ca. 30 ng. 8:

pTZ18R, ca. 120 N 10 Lambda Hind III, 250 ng. Gel de
agarosa de 1%.
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Fig. 4: ADN de 10 clones luego de la transformacidn
Beta-1-IFN-pTZ18. 1-10: ADN de clones 1 a 10,
respectivamente. Se observa un peso molelcular mayor que el
del pTZ18 solo. 11: pTZ19, 500 ng. Gel de agarosa de 1%.
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Fig. 5: Calibracién de la masa de ADN plasmidico. 1-7:
pBR322 digerido con Bam HI (sitio unico). En la calle 1 se
sembraron 750 ng; en la 2, 500 ng; en la 3, 250 ng; en la 4,
125 ng; en la §, 62 ng; en la 6, 31 ng y en la 7, 15 ng. 8
y 10: Dos extracciones diferentes de Alpha-2-IFN-pBR322
digeridos con Eco RI y Hind III. 12: Extraccidén de Beta-1-
IFN-pAT153 digerido con Bam HI y Sal 1I. 14: Gamma-IFN-
pAT153 digerido con Pst I. 16 vy 18: Digestidén Bam HI y Sal

I de los clones 1 y 6 respectivamente, transformados con
Beta-1-IFN-pTZ18R. Las calles 9, 2 [ 13, 195, 17 v 18 son
diluciones al 1/2 de las calles antecesoras,

respectivamente. 20: Lambda Hind III, ca. 100 ng. 21: pTZ19R
digerido con Bam HI, ca. 600 ng. 22: Dilucidén al 1/2 del
ADN de la calle anterior. Gel de agarosa de 17%.
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Fig. 6: Comprobacidén por restricecién de la subceclonacidn de
Beta-1-IFN-pTZ18R y ademés calibracidén de su masa plamidica.
1-8: pBR322Z2 digerido con Bam HI (sitio Gnico). Soe sembraron

en la calle 1, 500 ng; en la 2, 250 ng; en la 3, 125 ng; en
la 4, 62 ng; en la §, 31 ng v en la b, 15 ng. 7 y 8: ADN
plasmidico del clon 1. 9 y 10: clon 4. 11 y 12: clon 5. 13 vy
14: clon 6. 15 y 186: pTZ19R digerido con Bam HI (sitio
unico). 17 vy 18: pUC18 digerido con Bam HI (también es un
sitio uGnico). 18: Lambda Hind III como marcador de peso
molecunlar. 21 segundo punto es siempre una dilucidén al medio
del primero. Gel de agarosa de 1%.




2,9 Ko
1,0 ko

1,350 Ko
1,078
0,872 L

0,603

0,310
FBg. 7 Fig. 8

Fig. 7: Electroelucién de Gamma-IFN. 1: Gamma-IFN-pAT153
digerido con Pst I, 500 ng. 2: Lambda Hind III, 200 ng. Se

electroeluyod una banda de 1 kb aproximadamente que
presuntamente estaba a la misma altura que la gue sefiala la
flecha, pero que no fue irradiada al UV, para ello se cortéd

el gel. Gel de agarosa de 1 %.

Fig. 8: Comprobacién por restriccién de la subclonacidén del
Gamma-IFN-pTZ18R vy ademéds calibracién de su masa plasmidica.
167 2 v 3: PhiX174 digerido con Hae III, 800, 400 y 200 ng
respectivamente. 4 y 5: Gamma-IFN-pTZ19R digerido con Pst I,
que libera el inserto, 40 y 20 ng respectivamente. 6: pTZ18R
digerido con Pst I (sitio Gnico), S50 ng. 7: Beta-1-IFN
electroeluido, o sea el inserto solo, de aproximadamente
1..000 pb; de similar tamario al Gamma-IFN. La banda de 1 kb
de PhiX174 coincide con el tamafio de los insertos de Beta-1

y Gamma-IFN. Esta banda representa el 20% de la masa del
fago vy se puede usar para calibrar la masa del 1inserto.
(Coincide con calibracién hecha con fluordémetro). Gel de
agarosa de 1,2%.
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Hibridacién molecular:

Se realizd el estudio de los patrones de hibridacién de ADN
de wuna muestra de individuos normales y de una muestra de
individuos leucémicos, usando como sondas de hibridacioén
molecular los genes Alpha-2, Beta-1 y Gamma-IFN previamente
clonados en pTZ19.

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

En 1los centros hematolégicos la sangre fue analizada para
comprobar ausencia de HIV, hepatitis B, Chagas, sifilis y en
algunos casos brucelosis. Sdélo se trabajd con muestras de sangre
sin estas enfermedades.

Las muestras de sangre leucémica fueron obtenidas de
pacientes con tricoleucemia, leucemia mieloide crénica, leucemia
linfocitica cronica y leucemia 1linfocitica 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 purificé el ADN de estas muestras. Se determinéd
su concentracién con un fluordémetro o con un espectrofotémetro y
también por aproximacién comparando con ADN de masa conocida en
geles de agarosa de 0,5%, o sea en codiciones de mejor resoluciodn
de ADN de alto peso molecular. En los geles se comprobé ademas la
integridad del ADN, pues se considera un ADN integro o muy poco
degradado cuando se encuentra por encima de la banda de 23 kb
del bacteriéfago Lambda digerido con Hind III (fig. 9).

Se lo digiridé con diferentes enzimas de restriccién. Se
digirieron aproximadamente 10 ug de ADN por individuo. Una
pequefia alicuota de aproximadamente 0,5 ug se corridé en un gel

en forma rapida, para observar si la digestién fue completa. Si
era necesario se agregaba mads enzima y se dejaba unas horas méas
para que se completase la digestién. En algunos casos fue
necesario volver a limpiar el ADN, pues casi no se habia
digerido.

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



Antes de fijar por calor el ADN a la membrana, se observé al
UV la misma. Se observa el ADN digerido como un "chorreado"” de
color debido al bromuro de etidio remanente. También se observa
al UV si los geles estan vacios. Luego, se fija el ADN a 1los
filtros.

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 sélo se utilizé el inserto con el ADN de
Alpha, Beta o Gamma-IFN y no el plasmido recombinante entero. Por
ello, se digeria en cada caso al plasmido con las enzimas Qque
liberan al inserto, 1las mismas que fueron utilizadas para
subclonar en pTZ18. Luego se corria un gel para electroeluir 1la
banda de interés, o sea la del ADN de interferdn.

Se decidié hibridar sdélo con el insertoc para evitar la
hibridacién 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 decidié evitar el riesgo de aparicidén de
bandas espurias.

E1 ADN del inserto solo, o sea la sonda de hibridacién
molecular, fue radioactivamente marcado por el método de
extension por “random primers”. En la mayoria de los casos este
ADN fue marcado conjuntamente con el ADN del bacteriofago 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, & ng de cada
uno.

Se utilizaba 100 a 200 ng de sonda radicactivamente marcada
por cada 10 ml de solucién de hibridaciédn.

La hibridacién se realizaba durante aproximadamente 20 horas
con agitacién, a 65 C y 1 x SSC, 1lo que determinaba un Tm = -
20, o sea se exigia 80 % o mas de homologia.

Luego se lavaba de acuerdo a la homologia requerida. Cuando
se utilizaba Beta-1 o Gamma-IFN, se exigia maxima homologia, Tm -
3, pues estos son genes de copia unica. Cuando se hibridaba con
Alpha-2-IFN, se &exigia en el lavado la misma homologia que al
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hibridar, o sea 80% o mads de homologia. Esto se hacia en funciodn
de detectar a los otros miembros de la familia Alpha, en
particular a los de la clase I, pues con la clase II hay menor
homologia.

Se exponian placas de radiografia a los filtos y se dejaban
a - 20 C o a -56 C, durante 3 dias. Luego se revelaban las placas
y generalmente se volvia a exponer otra placa radiografica
durante aproximadamente un mes a la misma temperatura.

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

Se controléo la identidad de las sondas al controlar el
patrén de hibridacién con nuestras sondas, con patrones de
hibridacién conocidos, de ADN digerido con <ciertas enzimas de
restriccién. Esto se realizaba con cada preparativa nueva de
sonda molecular.
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Fig. Qa: Comprobacién de la identidad del ADN gendmico
humano. 1-17: ADN de 17 muestras diferentes, luego de su
purificacidn. 18 y 18: ADN de timo de ternera (BRL), 1y 8
ug respectivamente, un poco degradado. 20: Lambda Hind III,
200 ng. E1 ADN gendémico debe ubicarse por encima de la banda
de 23 kb, o sea la banda superior, del Lambda Hind III, para
ser consederado ADN integro, o poco degradado. 8b: 19
muestras de ADN humano diferentes, luego de su purificacidn.
Geles de 0,58%.
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Hibridacién de ADN de Alpha-2-IFN con ADN humano:

Bgl II:

Se digirié el ADN con diferentes enzimas, en funcién de
descubrir polimorfismos nuevos. Como ya se dijo antes, los genes
Alpha-IFN forman una familia multigénica, formada a su vez por
dos subfamilias o c¢lases: I y II. La sonda molecular aqui
utilizada Alpha-2-IFN, pertenece a la clase I.

Se hibridé el ADN a Tm -20 o sea exigiendo como minimo un 80
% de homologia. En esas condiciones sé6lo hibridan los miembros
de 1la <clase I, pues 1las clases I y II tienen un 70 % de
homologia, entre ellas.

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

El tamarfio de las bandas fue estimado a partir de una curva
de calibracién, realizada con los pesos moleculares del Lambda
Hind III mas Lambda Sma I (ver péagina anterior).

Parecen ser dos loci polimérficos diferentes. Ambos segregan
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 vy los
heterocigotas 5,3 +/56,3 - Lo mismo sucedidé con el locus de 2,7
kb.

Se analizaron 62 individuos normales y 22 1individuos
leucémicos. De los 22 leucémicos estudiados, 6 eran

tricoleucémicos y el resto poseian leucemia mieloide croénica.

Se realizdé 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 + 58 a 21 c 80 a + ¢
5,3 -/5,3 - kb 3 b 1 d 4 b+d
62 a + b 22 ¢ +d 84 = N
N = tamafio de la muestra
2 2

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

2 2
X = ((b9 - 21 x 3) - 42) B84 / 62 x 80 x 22 x 4 = 0,2779

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

No rechazo la hipotesis 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 1los dos alelos, uno de cada cromosoma, de
la clase heterocigota, que es cuando solo un alelo estaba
presente.



No obstante, se decidié agrupar en una sola clase a
leucémicos y normales, tomando en cuenta solo 1la prueba de
contingencia, en funcién de aumentar el tamafio de la muestra
total.

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

80 4 N

84

N = 84

Suponiendo que hubiera un equilibrio de Hardy Weinberg,
se calculé las frecuencias alélicas:

~2 - 1/2
qQ =4 /7 84 = 0,0476 o sea que q = (0,0476) = 00,2182

frecuencia del alelo de 5,3 kb -

0
1]

~ ~

1l -q=20,78

o]
I

frecuencia del alelo de 5,3 kb +

o
i

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

2]
w
"

E.S. = 0,03

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

P.I.C. = contenido de informacién polimérfico =
2 2 2 2
P.I.C. = 1 - p -p -2p p
1 2 1 2
2 2 2 2
1 -0,7 -0,22 -2 (0,78) (0,22 = 0,28



p.I1.Cc. = 0,28

si 0,5 > P.I.C. > 0,25 el P.I.C. es considerado

razonablemente informativo. Es decir que en este caso lo es.

Locus de 2,7 kb

Se realizé la prueba de contingencia para el locus de

kb.
Normales Leucémicos
2,7 +/-- kb 57 18 76
2,7 -/2,7 - kb 5 3 8
62 22 84 = N
2
X =0,1171

como

La chi cuadrado calculada, es menor que el valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significacién del 5%:

0,1171 < 3,84

No rechazo la hipdétesis que dice que las frecuencias no son

significativamente diferentes.

Al igual que con el locus anterior, se agrupan juntas

ambas

muestras, aumentdandose asi el tamafio total y se las trata como a

una sola muestra

2,7 +/-- kb 2,7 -72,7 - kb
76 8 N = 84
N = tamario de la muestra



Suponiendo que estuviesen en equilibrio de Hardy Weinberg,

calculo las frecuencias alélicas:

~

;2= 8 / 84 = 0,0852 o sea q = 0,3085
; = frecuencia del alelo de 2,7 kb -
; =1- ; = 0,6915

; = frecuencia del alelo de 2,7 kb +

E.S. = Error Standard = 0,03

P.I.C. = 0,34.

El p.I.C. es también en este
informativo.

caso,

razonablemente
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Fig. 10a Fig. 10 b
Fig. 10 a: ADN humano digerido con Bgl II. 1 yv 2: ADN
del individuo nro.: 80, el mismo ADN en ambas calles. 5 S

Mezcla de Lambda Hind III y de Lambda Sma I. Gel de agarosa
de 0,5%. 10 b: ADN humano digerido con Msp I. 1-11: ADN de
individuos 332-342. 12: Beta-IFN, inserto solo, 10 ng. 13:
Lamda Hind III, 200 ng. Gel de agarosa de 0,87%.
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bandas de §,3 v 2,7 kb.
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11: Autorradiografias correspondientes a la hibridacién

entre Alpha-2-IFN y ADN humano normal, restringido con Bgl
11la:” Southern” correspondiente al gel de la figura 10a.

y2: ADN de individuo nro.: 80. 3: Lambda Hind III més
Lambda Sma I, como control de pesc molecular. 11lb: 1-7: ADN
individuos nro.: 64, 105, 126,127, 128, 148 y 1580,
respectivamente. Observese presencia o ausencia de 1las

Geles de agarosa de 0,5%.
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Fig. 12: Autorradiografias correspondientes a la hibridacién
entre Alpha-2-IFN y ADN humano normal, digerido con Bgl II.
12a: 1-4: ADN de individuos nro.: 383, 385, 356 y 360
respectivamente. 5: Lambda Hind 1II, 5 ng, mas Lambda Sma I,
5 ng, como control de peso molecular. 1: El mismo control de

peso molecular que en 1lla. 12b: 2-5 ADN de individuos nro.:
108, 117, 39 y 116, respectivamente. Observese el patrdn de
bandas mas frecuente, con la presencia de las bandas de 5,3

vy 2,7 kb. Geles de agarosa de 0,5%.
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Fig. 13a Fig. 13

Fig. 13: Autorradiografias correspondientes a la hibridacién
de ADN humano de pacientes leucémicos digerido con Bgl 1II
con Alpha-2-IFN. 13 a: 1: Control de peso molecular, Lambda
Hind III, & ng, méas Lambda Sma I, & ng. 2-4: ADN de

pacientes con leucemia mieloide crdénica (LMC), individuos
nro.: 65860, 688 y 5%9. 13b: 1: Lambda Hind II1 como control
de peso molecular 2-4: ADN de pacientes con LMC, individuos
nro.: 620:; 449 v 684. 5-8: ADN de pacientes con

tricoleucemia, individuos nro. 1, 2, 3, 4 y 5. 10: ADN de un
individuo normal nro.: 238. El patrén de bandas observado no
difiere significativamente del de los individuos normales.
Observese presencia o ausencia de las bandas de 2,7 y 5,8
kb. Geles de agarosa de U,5%.
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Msp I:

Se confirmaron para nuestra poblacién, 3 loci polimérficos
previamente descriptos para Msp I (fig. 10 b) y Alpha-2-IFN
(Ohlsson et al., 19885; Von Gabain et al., 1886).

Se analizaron 41 individuos normales (fig. 14 y 15) y 26
individuos leucémicos (fig. 18 vy 17). De los 26 1leucémicos
estudiados, 6 eran tricoleucémicos, 3 sufrian de leucemia
linfocitica crdnica y 17 sufrian de leucemia mieloide croénica.

Se realizdé para cada locus, una prueba de contingencia para

determinar si 1la diferencia entre las frecuencias alélicas
observadas, entre leucémicos y normales, era significativa. En
los casos en que fue posible se realizé 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 = tamafioc 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 significacién del 5%:
0,1738 < 3,84.

No rechazo 1la hip6tesis que dice que las frecuencias
alélicas no son significativamente diferentes.



Como vYya se explicd mds arriba, para el polimorfismo
hallado con Bgl 1II, es necesario realizar una prueba de
heterogeneidad antes de Jjuntar los datos de 1los individuos
normales y de los individuos leucémicos.

Este 1locus parece segregar en forma codominante. Por otra
parte, tanto en normales como en leucémicos, estaba ausente la
clase homocigota para el alelo de 7,5 kb. Se aplicé entonces, el
indice F de Nei (1987, pag 168), que se utiliza cuando una de las
clases homocigotas es menor que 1.

F = (He - Ho) / He

He = nro. de heterocigotas

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

Individuos normales:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas
8,6/8,6 kb 8,6/7,5 kb 7,5/7,5 kb
9 32 0
N = 41
F = (32-9) / 32 = 0,7187
2 2 2
X normales NxF =41 (0,7187) = 21,1777

(1 grado de libertad)

Individuos leucémicos:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas
8,6/8,6 kb 8,6/7,5 kb 7,5/7,5 kb
3 23 0



L
"

0,8685

2 2

X leucémicos = 26 x (0,8695) 18,6568

(1 grado de libertad)

Agrupando juntos normales y leucémicos:

Homocigotas Heterocigotas
8,6/8,86 kb 8,6/7,5 kb
12 556
N = 67
F = 00,7818
2 2
X global = 67 x (0,7818) = 40,9511
(1 grado de libertad)
2 2 2
X total = X normales + X leucémicos
(2 grados de libertad)
2
X total 40,8345
(2 grados de libertad)
2 2 2
X heterogeneidad = X total X global
2
X heterogeneidad = 40,8345 40,9511

Se restan los grados de libertad.

Homocigotas

7,8/7,5 kb

0

21,1777 +

- 0,11866

19,6568



La chi cuadrado calculada, con un grado de libertad y para
un nivel de significacién del § %, es inferior al wvalor

tablas: - 0,1166 < 3,84.

No rechazo 1la hipdétesis que dice que 1las frecuencias

alélicas no son significativamente diferentes.

Agrupo normales y leucémicos y calculo las frecuencias

aléelicas:

frec (8,6 kb) frec de 8,6/8,6 kb + 1/2 frec de 8,6/7,5 kb

frec (8,6 kb) 0,1781 + 0,5 x 0,8208 = 0,5884

frec (7,5 kb)

1 - frec (8,6 kb) = 0,4106

E.S. = 0,04

Segin la ley de Hardy Weinberg:

2 2
p 2paq q
2 2
(0,5894) 2 (0,5894) (0,4106) (0,4106)
00,3474 0,4840 00,1686

Nro. de genotipos esperado:

2
p = 67 (0,3474) = 23,2758

2 pq =87 (0,484) = 32,428

N

67 (0,1686) = 11,2862

o
]

=
i

32,4703



La c¢hi cuadrado calculada es mucho mayor que el valor de
tablas, con un grado de libertad y para un nivel de significacién
del 5 % : 32,4703 > 3,84.

La muestra no esta en equilibrio de Hardy Weinberg.

Por su parte, el contenido de informacién polimérfico
resultdé ser razonablemente informativo.

2 2 2 2
P.I.C l1-p -p -2p p
1 2 2 2
p = frec (8,86 kb) p = free (7,5 kb)
1 2
P.I.C. = 0,37

Este wvalor 1indica un contenido de informacién polimérfico
razonablemente informativo.

Locus 11,3 y 3,1 kb:

Prueba de contingencia:

Normales Leucémicos
11,3/-- kb 31 23 54
3,1/3,1 kb 10 3 13
41 26 867 = N
N = tamafio de la muestra total



No se pudo distinguir entre 1los individuos que eran
homocigotas para 11,3 kb y 1los heterocigotas 11,3/3,1 kb y por
ello se los agrupd 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 significacién del 5
%: 0,9581 < 3,84.

No rechazo 1la hipotesis que dice que las frecuencias
genotipicas (fenotipicas) de leucémicos y normales, no son
significativamente diferentes.

No se pudo realizar la prueba de heterogeneidad pues no se
podian distinguir las 3 clases genotipicas en juego. Se decidié
agrupar juntos normales y leucémicos, para aumentar el tamafio de
la muestra total.

11,3/-- kb 3,1/3,1 kb
54 13 N = 67
N = tamafno de la muestra

Suponiendo que hubiera equilibrio de Hardy Weinberg:

5
q = Irec (3,1/3,1 kb) = 0,1840

1/2
q = freec (3,1 kb) = (0,19840) = 0,4404
p = frec (11,3 kb) =1 - q = 0,5586

E.5. = 0,0428

P.I.C. 1 -p -p -2 p p



p.1.c. = 0,37

Este valor indica un contenido de informacién polimérfico
razonablemente informativo.

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

Prueba de contingencia:

Normales Leucémicos
7,1 +/-- kb 17 16 33
7,1 -/7,1 - kb 24 10 34
41 10 67 = N
N = tamafo de la muestra total
No se pudo distinguir entre 1los individuos que eran
homocigotas 7,1 +/7,1 + kb y los heterocigotas 7,1 +/7,1 - kb

Y por eso se los agrupo en la categoria 7,1 +/-- kb.

X =1,8251

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

No rechazo 1la hipdétesis que dice que las frecuencias
genotipicas (fenotipicas) no son significativas.

No se pudo realizar la prueba de heterogeneidad por 1la
imposibilidad de distinguir las 3 clases genotipicas. Se juntaron
entonces los resultados de las dos muestras en una sola.

3.34



7,1 +/-- kb 7,1 -/7,1 - kb

33 34 N = 867

N = tamafio de la muestra

Suponiendo que hubiese equilibrio de Hardy Weinberg:

2
q = free. (7,1 -/7,1 - kb) = 00,5075
1/2
q free. (7,1 - kb) = (0,5075) = 0,7124
P free. (7,1 + kb) = 1 - q 0,2876

E.5. = 0,0391

p.I.C. = 0,3258

Nuevamente, el contenido de informacidén polimérfico es
razonablemente informativo.

Se digirié el ADN humano normal, con otras enzimas en busca
de polimorfismo. Se digirié ADN de 8 individuos aproximadamente,
con las endonucleasas Becl I, Eco RV, Xba I y Sst I. Todos estos
sistemas resultaron ser monomérficos cuando se usé como sonda
molecular de hibridacién, Alpha-2-IFN (fig. 18 y 19).



Fig. 14a Fig. 14b Fig. 14c

Fig. 14: Autorradiografias correspondientes a la hibridacién
entre Alpha-2-IFN y ADN humano normal, digerido con Msp I.
14da: 1 y 2: ADN de individuos nro.: 217 y 189. 14b: 1-2: ADN

de un individuo normal, nro.: 82 y ADN de un paciente de
tricoleucemia, respectivamente, ambos digeridos con MspI. 3
v 4: los mismos individuos digeridos con Sst I, que resulté
ser monomérfica para Alpha-IFN. l4c: 1 y 2: ADN de

individuos nro.: 321 y 333. Geles de agarosa de 0,5 %.
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Fig. 15: Autorradiografias correspondientes a la hibridacién
entre Alpha-2-IFN y ADN humano normal, digerido con Msp I
15a: 1: Control de peso molecular, Lambda HInd II1II, 5 ng,
mas Lambda Sma I 5 ng. 2-4: ADN de individuos nro.: 362,

363, 364 y 366.

394 .

14d . Observese
agarosa de 0,5

4: Control de peso

15b: 1-3: ADN de individuos nro.: 390, 381 y

las bandas de 11,3,

% .

molecular igual al de la fig.

7,1y 7,5 kb. Geles de
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Fig. 16: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
entre Alpha-2-IFN y ADN humano leucémico digerido con Msp I.
1-9: ADN de individuos con leucemia mieloide crénica, nro.:
655, 820, 610, 652, 639, 449, 588, 6 y §79. E1 patrdn de
bandas no difiere significativamente, del hallado en los
individuos normales. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 17: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
entre ADN humano leucémico, digerido con Msp I y Alpha-2-IFN
1-5: ADN de pacientes de tricoleucemia, nro.: 1, 2, 3, 4 y
5. B8 y 7: ADN de pacientes de leucemia mieloide crénica,
nro.: 448 y 620. 8 y 9: ADN normal de individuos nro.: 203 y
224. 10-12: ADN de pacientes de leucemia linfocitica crénica
nro. L1997, L188 y L204. No se observan diferencias
significativas con respecto a los individuos normales. Gel
de agarosa de 0,5%.

3.39
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Fig. 18: Autorradiografias correspondientes a la hibridacién
de Alpha-2-IFN y ADN humano normal, digerido con diferentes
enzimas, dando como resultado un patron monomérfico. 18a: 1:
ADN digerido con Bel I, individuo nro.: 78. 18b: ADN
digerido con Eco RV, individuo nro.: 216. 17c¢c: 1-4: ADN
digerido con Xba I, individuos nro.: 333. 335, 356 y 357. 5:
Control de peso molecular, Lambda Hind III, 5 ng, mas Lambda
Sma I, 5 ng. Geles de agarosa de 0,5%.
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Fig. 18: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
entre Alpha-2-IFN y ADN humano normal, digerido con Sst I,
dando como resultado un patrén monomérfico. 1: Control de
peso molecular, 5 ng de Lambda Hind III mds 5 ng de Lambda
Sma I. 2-8: ADN de individuos nro.: 80, 154, 230, 203, 235,
208, 224 y B82. Gel de agarosa de 0,5%.
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Hibridacién de ADN de Beta-1-IFN con ADN humano:

Sst I:

Se halldé un polimorfismo nuevo, al digerir ADN humano con
Sst I (fig. 20) e hibridarlo con Beta-1-IFN. Si bien Ohlsson et
al. (1985) vya se habian referido al reconocimiento por parte de
esta enzima de un sitio polimérfico para Beta-1-IFN, el tamarfio de
las bandas no coincide (ver discusién).

Este 1locus parece segregar en forma codominante, con dos
alelos de <ca. 12,5 kb y ca. 2,45 kb, respectivamente.

El tamafio de las bandas se estimé a partir de una curva de
calibracidén, similar a la realizada para Bgl II (ver péagina
anterior).

Se analizaron 48 individuos normales (fig. 21 - 23) y 286
leucémicos (fig. 24 y 25). De los 26 leucémicos estudiados, 5
eran tricoleucémicos, 2 sufrian de leucemia linfocitica crénica y
19 sufrian de leucemia mieloide crénica.

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

Normales Leucémicos
2,45 kb 82 37 119
12,5 kb 14 15 28
96 52 148 = 2 N
N = tamario de la muestra total

N

X = 3,4970



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

Cuando se compararon las frecuencias entre individuos
normales y pacientes de leucemia mieloide crénica (L.M.C.) 1la
diferencia resultdé ser significativa.

Normales L.M.C.
2,45 kb 82 24 106
12,5 kb 14 12 26
96 36 132 = 2 N
N = tamafio de la muestra total
2
X = 4,6942

La chi cuadrado calculada resulté ser superior al valor de
tablas, con un grado de libertad y para un nivel de
significacidén del 5 % : 4,6842 > 3,84.

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

Se calcularon las frecuencias alélicas para normales vy
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 = tamafio de la muestra

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

frec. de los heterocigotas = 00,1458

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

E.5. = 0,036

Se analizdé si estaban en equilibrio de Hardy Weinberg:

[\\]
N

P 2p q qQ
2 2
(0,8542) 2 (0,8542) (0,1458) (0,1458)
00,7296 00,2491 0,0212

Nro. de genotipos esperados es:

2
p = 48 (0,7286) = 35,0208

2 pq =48 (0,2491) = 11,9568

2

q = 48 (0,0212) = 1,0176
2 2
X Sumatoria de (nros. observados - nros. esperados)/
/nros. esperados
2
X = 21,1165

La chil cuadrado calculada es mayor que el valor de tablas,
con un grado de libaertad y para un nivel de significacidén del 5§
%4 : 21,1165 > 3,84.

Es decir no estan en equilibrio de Hardy Weinberg.
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Leucémicos totales:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas
12,5/12,5 kb 12,5/2,45 kb 2,45/2,45 kb
4 6 16 N = 26
N = tamafio de la muestra

freec. (12,5 kb) 0,2692

frec. (2,45 kb)

00,7308

E.5. = 0,0615

Se analizé si estaban en equilibrio de Hardy Weinberg:

2 2
p 2paq q
2 2
(0,7308) 2 (0,7308) (0,2692) (0,2682)
0,5341 0,3835 0,0725

Nro. de genotipos esperados:

2

p = 26 (0,5341) 13,8866

2 paq 26 (0,393%5) 10,231
2

qQ = 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 significacidén del §
% : 4,6591 > 3,84.

Es decir, no estédn en equilibrio de Hardy Weinberg.

Leucémicos mieloides crénicos:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas
12,5/12,5 kb 12,5/2,45 kb 2,45/2,45 kb
3 6 10 N = 19
N = tamafio de la muestra

frec. (12,5 kb)

0,3158

freec. (2,45 kb) 00,6842

E.S. = 0,0754

Se analizé si estaban en equilibrio de Hardy Weinberg:

2 2
P 2pagq q
2 2
(0,6842) 2 (0,6842) (0,3158) (0,3158)
00,4681 00,4321 00,0987

Nro. de genotipos esperados:

2
p = 19 (0,4681) = 8,8939

2 pag 19 (0,4321) = 8,2088



19 (0,0887) = 1,8943

o]
H

>
n

1,3777

La chi cuadrado calculada es menor que el valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significacidén del &
4 : 1,377 < 3,84.

Es decir, estan en equilibrio de Hardy Weinberg.

Por otra parte el contenido de informacién polimérfico
resulté ser levemente informativo para los individuos normales,
pues los P.I.C.s menores de 0,25 son considerados 1levemente
intformativos.

P.1.C. = 1 -p - p 2 p p

p.I1.C. = 0,23

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

p.1.C. = 0,32

El P.I.C. calculado s6lo para los individuos que sufrian de
leucemia mieloide crdénica resultd ser un poco superior, siendo
también razonablemente informativo.

P.I.C. = 0,34
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Fig. 20: Digestidén de ADN humano normal con Sst I. 1-11: ADN
de individuos nro.: 86, 99, 98, 100, 24, 39, 17,15, 18, 115
y 37. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 21: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
de Beta-1-IFN con ADN humano normal, digerido con Sst 1I.
1: Control de peso molecular, Lambda Hind III, & ng, méas
Lambda Sma I, 5 ng. 2-8: ADN de individuos nro.: 80, 154,
230, 203, 235, 208, 224 y B82. Gel de agarosa de 0,5 %.
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Fig. 22: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
de Beta-1-IFN con ADN humano normal, digerido con Sst 1I.
1-8: ADN de individuos nro.: 61, 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: Autorradiografia correspondiente a la hibridacion

de Beta-1-IFN con ADN humano normal, digerido con Sst I. 1 vy
12: Controles de peso molecular, Lambda Hind III, 5 ng, mas
Lambda Sma I, 5 ng. 1-10: ADN de individuos nro.: 99, 98,
100, 24, 39, 17, 15, 18, 115 y 37. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 24: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
de ADN humano leucémico, digerido con Sst I, con Beta-1-IFN.
1 y 12: Controles de peso molecular, Lambda Hind III, 5 ng y
Lambda Sma I, 5ng. 2-11: ADN de individuos nro.: 817, 658,
L1987, 731, 589, 652, 579, 689, 650 y B53. Son todos
pacientes de leucemia mieloide crénica, salvo L197 que es un
paciente de leucemia linfocitica crénica. Se observa una
mayor frecuencia de la banda superior, de 12,5 kb, con
respecto a los individuos sanos. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 25: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
de Beta-1-IFN con ADN humano leucémico, digerido con Sst I.
1 y 11: Controles de peso molecular, Lambda Hind III, 5 ng
mas Lamda Sma I, 5 ng. 2-10: ADN de pacientes de leucemia
mieloide crénica, individuos nro.: 684, 583, 672, 465, 466,
855, 449, 610 y 6877. 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 confirmé, en nuestra poblacién, el polimorfismo para Msp
1 vy Beta-1-IFN, previamente descripto por Ohlsson et al (1885).
Se trata de un locus polimérfico con 2 alelos, de 4,5 y 2,5 kb,
que segrega en forma codominante (fig. 26 - 30). Ohlsson vy
colaboradores describieron un locus dialélico de 3,8 y 2,5 (ver
discusion).

Se analizaron 168 individuos normales y 31 leucémicos. De
los 27 leucémicos estudiados, 5 eran tricoleucémicos, 5 poseian
linfoma, 2 sufrian de leucemia linfocitica crénica, 2 de leucemia
linfocitica aguda y 17 de leucemia mieloide crodnica.

Se realizé una prueba de contingencia para determinar si 1la
diferencia entre 1las frecuencia alélicas de 1los individuos

leucémicos y los individuos normales era significativa
estadisticamente:
Normales Leucémicos
4,5 kb 227 47 274
2,5 kb 109 15 124
336 62 388 = 2 N

N = tamarfio 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 significacién del 5%:
1,2975 < 3,84.

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

Se realizdé luego, una prueba de heterogeneidad, entre las
dos muestras.
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Normales:

Homocigotas Heterocigotas Homocigotas
4,9/4,5 kb 4,5/2,5 kb 2,%/2,5 kb
78 71 19
N = tamafio de la muestra
frec. (4,5 kb) 0,6756
free. (2,5 kb) 0, 3244
1/2

E.5. = ((p 9)/2 N)
E.5. = 0,0255

De acuerdo con la ley de Hardy Weinberg:

2 2
P 2paq q
2 2
(0,6756) 2 (0,8756) (0,3244) (0,3244)
0,4564 00,4383 0,1052

Nro. de genotipos esperado:
2
p = 168 (0,4564) = 76,8752

2 pq =168 (0,4383) = 73,6344

2
q = 168 (0,10582) = 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 significacién del 5%:
0,2186 < 3,84.

La muestra estda en equilibrio de Hardy Weinberg.

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 = tamario de la muestra

frec. (4,5 kb)

0,758

frec. (2,5 kb) 0,242

E.S. = 0,0544

De acuerdo con la ley de Hardy Weinberg:

2 2
P 2 pagqg q
2 2
(0,7580) 2 (0,758) (0,242) (0,2420)
0,5746 0, 3669 0,0586



Nro. de genotipos esperado:

p = 31 (0,5746) = 17,8126

2 pgq=31(0,3668) = 11,3738

2
q = 31 (0,0886) = 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 significacién del 5
% : 2,0024 < 3,84.

La muestra estda en equilibrio de Hardy Weinberg.

Normales y leucémicos juntos:

Homocigotas Heterocigota Homocigotas
4,5/4,5 kb 4,5/2,5 kb 2,5/2,5 kb
g6 82 21 199 = N
N = tamaifio de la muestra

frec. (4,5 kb) 0,6885

frec. (2,5 kb) 0,3115

E.S. = 0,0232



De acuerdo con la ley de Hardy Weinberg:

2 2
P 2 pgq q
2 2
(0,6885) 2 (0,6885) (0,3115) (0,3119%5)
00,4740 00,4288 0,0870

Nro. de genotipos esperado:
2
p = 189 (0,4740) = 94,3260

2 pq = 189 (0,4289) = 85,3511

5
qQ = 199 (0,0870) = 18,3030

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 significacién del 5
4 : 0,3105 < 3,84.

La muestra se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg.

2 2 2

X total = X normales + X leucémicos
2

X total = 0,2168 + 2,0024 = 2,218
2 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
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La c¢chil cuadrado calculada es menor que el valor de tablas,
con un grado de libertad y para un nivel de significacidén del §
% : 1,9U85 < 3,84.

Las muestras son homogeneas. Se pueden agrupar Jjuntas y
calcular el contenido de informacidén polimérfico qQue resulté ser
razonalblemente informativo

P.I.C. = 0,34

Se digirio el ADN humano normal con otras enzimas en busca
de polimorfismo. Se digirié ADN de 8 individuos, con las
endonucleasas Bam HI, Hinec II, Kpn I y Xba I (fig. 31). Todos
estos sistemas resultaron ser monomérficos para Beta-1-IFN (fig.
32).
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26: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién

de Beta-1-IFN con ADN humano digerido con Msp I. 1-11: ADN

humano normal, individuos nro.:

3286,
de

327, 328, 329, 330 y 331.
agarosa de 0,8%.

320, 321, 322, 324, 325;
12: 10 pg de Beta-1-IFN. Gel
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Fig. 27: Autorradiografia correspondiente a la hibridaciodn
de Beta-1-IFN con ADN humano digerido con Msp I. 1: ADN
humano normal, individuo nro.: 335. 2-4: ADN de pacientes de
leucemia mieloide crdénica, individuos nro.: 820, 833 y 652.,
digeridos con un exceso de enzima 5: Control de peso
molecular Lambda Hind III, 5 ng, mas 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 digestién parcial.
Gel de agarosa de 0,5%.




| 4,5k

2,5

1 2 3 4 5 8§ 78 @ g 1t

-

Fig. 28: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
de ADN humano normal, digerido con Msp I y Beta-1-IFN. 1-10:
ADN de individuos nro.: 230, 231, 232, 233, 234, 235, 237,
238, 2389 vy 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. 28: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
de ADN humano digerido con Msp I y Beta-1-IFN. 1y 2: ADN
humano normal, individuos nro.: 62 y 78. 3y 4: ADN de
pacientes de leucemia linfocitica aguda, individuos nro.:
L1885 v L2538 S5 y 6: ADN de pacientes de 1leucemia
linfoecitieca crénica, individuos nro.: L202 y L204. Gel de
agarosa de 0,8%.
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Fig. 30: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
de ADN humano digerido con Msp I y Beta-1-IFN: 1 y 12:
Controles de peso molecular, Lambda Hind III, § ng, més
Lambda Sma I, 5 ng. 2: ADN normal de individuo nro.: 365. 3-
15107 ADN de pacientes de leucemia mieloide crdnica,
individues nro.: 610, 639, 655, 620, 448, 589, 578, 652, ¥y
6. No se observan diferencias significativas con respecto a
los individuos normales. Las bandas de alto peso molecular,
que se observan, corresponden a digestidon parcial. Comparese
individuos 620, 638 y 652 con los mismos individuos de 1la
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: Digestién de ADN humano normal, con Kpn I y Xba I
1: Control de peso molecular, Lambda Hind III, 250 ng. 2-4:
ADN humano digerido con Kpn I, individuos nro.: 44,130 vy
428. 5-13: ADN humano 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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Fig. 32: Autorradiografia correspondiente a la hibridacidn
de ADN humano normal digerido con Xba I y Kpn I y Beta-1-
IFN, dando como resultado un patrén monomérfico. 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
Kpnl.




Hibridacién de ADN de Gamma-IFN con ADN humano:

Se digirié ADN de 9 1individuos con las enzimas de
restriccién: Bam HI, Eco RI, Hinec II, Kpn I, Pvu II y Xbal (fig.
36, 37 y 41 a), que resultaron ser monomdrficos para Gamma-IFN
(34b, 38 - 40 y 41b).

Se encontré un polimorfismo para Gamma-IFN vy 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 sdélo 2 individuos (fig. 34b y 35).

Se @analizaron 33 1individuos normales y 23 individuos
leucémicos. De los 23 leucémicos, 18 sufrian de leucemia mieloide
crénica, 2 de tricoleucemia, y 3 de leucemia linfocitica crénica.

Es decir de los 56 individuos estudiados, s6lo el 0,03 % (2
individuos) mostraron bandas adicionales.
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Fig. 33:

7

Autorradiografia correspondiente a la hibridacién

de Gamma-IFN y ADN humano normal,

13: Controles de peso molecular,
Lambda Sma I,
360, 356, 268,
de ca. 8,3 kb. Gel de agarosa de 0,5%.

366, 383,
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digerido con Hind III.
Lambda Hind III,
Individuos nro.:
385, 225 y 288. Observese una banda

364, 249, 398,
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Fig. 34a: Digestidén de ADN humano normal con Hind III. 1-3:
Individuos nro.: g8, 100 y 96. Observese el ADN satélite.
Gel de agarosa de 0,5%. Fig. 34b: Autorradiografia

correspondiente a la hibridacion de Gamma-IFN y ADN humano
normal digerido con HInd III y con Pvu II. 1: Control de

peso molecular, Lambda Hind I11, 5 ng, mas Lambda Sma 1, 5
ng . 2-6: ADN humano digerido con Hind III, individuos nro.:
281, 269, 80, 22 y 230 respectivamente. Observese la
presencia de una banda adicional de 2,3 kb en las calles 2 y
3.7-10: ADN humano digerido con Pvu II, individuos nro.: 80,

230, 203 y 206. Gel de agarosa de U,8%.
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Fig. 35: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
de ADN humano leucémico, digerido con Hind III. 1 y 14:
Controles de peso molecular, Lambda Hind III, 5 ng, méas
Lambda Sma I, 5 ng. 2-13: ADN de pacientes con leucemia
mieloide crénica, individuos nro.: 86810, 449, 485, 817, 468,
652, 731, 653, 581, 589, B58 y 579. Se observa la misma
banda de ca. 8,3 kb, mayoritariamente presente en 1los
individuos normales. Gel de agarosa de 0,5%.
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Fig. 36:
TL 1-5 y
42 164,
satélite.
nro.: 428,

Control de
agarosa de

123 45 6 7 89 1011 12 13

Digestién de ADN humano normal con Kpn I y Hine
7: ADN digerido con Kpn I, individuos nro.: 43,
169, 187" v 387, respectivamente. Se observa ADN
6, 8-12: ADN digerido con Hine II, individuos

130, 44, 43, 42 y 1684, respectivamente. 13:
peso molecular, Lambda Hind III, 250 ng. Gel de
0;8%.
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Fig. 37: ADN humano normal, digerido con Hinc II y Bam HI.

1-3: ADN digerido con Hine II, individuos nro.: 168, 434 y
397. 4-12: ADN digerido con Bam HI, individuos nro.: 428,
130, 44, 43, 42 , 167, 232, 168 y 397, respectivamente.
Observese ADN satelite. 13: Control de peso molecular,

Lambda Hind II1, 250 ng. Gel de agarosa de 0,8%.
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Fig. 38: Autorradiografia correspondiente a la hibridacidn
de Gamma-IFN vy ADN humano normal, digerido con Hine II vy
Bam HI. "Southern"” correspondiente al gel de la fig 33. Se
observa un patrén monomérfico, para ambas enzimas.
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Fig. 38: Autorradiografia correspondiente a la hibridacién
de Gamma-IFN y ADN humano normal, digerido con Kpn I y Hine
101 “Southern” correspondiente al gel de la fig. 36. Se
observa un patrdén monomérfico.
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Fig. 40: Autorradiografia correspondiente a la hibridacidn
de Gamma-IFN y ADN humano normal, digerido con Xba I y Kpn
I. Se observan algunas calles correspondientes al gel de la

fig. 31. 40a: 1-4 ADN digerido con Xba I, individuos nro.:
428, 130, 44 y 43, respectivamente. 40b: 1-3: ADN digerido
con Kpn I, individuos nro.: 428, 130 y 44, respectivamente.
Se observa un patrdén monomérfico.
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Fig. 41la: Digestién de ADN humano normal con Eco RI y Bam
Hl 1y 2: ADN digerido con Eco RI, individuos nro.: 428 y

397. 3-6: ADN digerido con Bam HI, individuos nro.: 387,
130, 428 mas 130 y 428 solo, en funcidén de resolver una
supuesta diferencia en el tamano de las bandas, al
hibridarlo. Gel de agarosa de 0,5%. 7: Control de peso
molecular, Lambda Hind 111, 250 ng. 41b: Autorradiografisa

correspondiente a la hibridacidén de Gamma-IFN con el ADN del
"Southern” de la fig. 4la. Se observa un patrdén monomérfico.
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Haplotipos:

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

Para reconstruir los haplotipos, se analizan ADN de familias
en funcidén de observar su segregacién. Cuando no hay ADN de
familias disponible como en este caso, se puede recurrir a un
método de estimacién, por aproximacidén e iteracioén disefiado por
Ceppellini et al., ( ). Este método fue utilizado en 1la
presente investigacién para Alpha y Beta-1-IFN.

Los genes de Alpha-IFN y el gen Beta-1-IFN se encuentran
ligados en el brazo corto del cromosoma 9 (Ohlsson et al., 1985).
El gen de Gamma-IFN se encuentra en el brazo largo del cromosoma
12 y por lo tanto no esta ligado a los genes Alpha y Beta-1-IFN.

Se reconstruyeron los haplotipos para Alpha y Beta-1-IFN,
utilizando 1los marcadores genéticos polimérficos mas arriba
descriptos: Bgl 1II y Msp I para Alpha-IFN y Sst I y Msp I para
Beta-1-IFN. Se calculé la frecuencia de los haplotipos tomados de
a dos. Debajo de cada enzima figura el naimero de loci
polimérficos:

1 - Msp I (Alpha-IFN)

2 loci entre si.

2 - Msp I (Alpha-IFN) vy HMsp I (Beta-1-IFN)

2 loci 1 locus

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

2 loci 1 locus

4 - Bgl 11 (Alpha-IFN) vy Msp 1 (Beta-1-1IFN)

2 loci 1 locus

3.78



S5 - Msp 1 (Beta-1-1IFN) vy Sst 1 (Beta-1-IFN)

1 locus 1 locus

6 - Bgl II (Alpha-IFN) vy Sst I (Beta-1-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
polimorficos descriptos para Msp I y Alpha-IFN, sélo habian
suficientes datos de 2 loci., del tercero no se podian
discriminar bien, varias clases genotipicas.

Se disefid un programa con la planilla de cdlculos del Lotus
(programa de IBM). Se da como ejemplo desarrollado, el caso de
uno de los dos loci de Bgl II (Alpha-IFN) y el locus de Msp 1
(Beta-1-IFN):

Genotipos (fenotipos):

Bgl II (Alpha-IFN) Msp I (Beta-1-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 2,5/72,5 kb n = 3
3
4 - 5,3 -/4,5 kb 4,5/4,5 kb n = 1
4
5,3 -/4,5 kb 4,5/2,5 kb n = 1
5
6 - 5,3 -/4,5 kb 2,5/2,5 kb n = 0
6
N 21
N = tamafio 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 fenotipica 5,3 +/-- kb.

Gametas:

Bgl II Msp I

(Alpha-IFN) (Beta-1-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

frec. 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:

frecuencias gaméticas:

p 0,4008
1

p 0,3810
2

P 0,2182
3

p 0]

4

frec. alélica (4,5 kb) = (n + n
1 4
frec. alélica (4,5 kb) = 0,6180
frec. alélica (2,5 kb) = (n + n
3 6
frec. alélica (2,5 kb) = 0,3810
p = frec. alélica (4,5 kb) - p
1 3
p = frec. alélica (2,5 kb) - p
2 4
Es decir de los valores

+

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

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

0,4008

0,3810

observados se estiman

.81

las



Genotipos esperados

Genotipo 1:

frec.
esperada

0,1607

0,0875

frec.

frec.
esperada
relativa

0,6474

0,3525

esperadas

0,1607

0,1527

0,0875

0, 0000

0, 1451

0,0831

00,0000

0,0476

00,0000

0, 0000

nro
p

1

de

nro
P

1

3

fenotipos

de



Suma 0,2482 0,9999
nro. de (frec. esperada nro. de (frec. esperada
P relativa) p relativa)
1 3
P P 2 (0,6474) 0
1 1
p p 1 (0,35825) 1 (0,3525)
1 3
Suma 1,6474 0,3525
Fenotipo 1: n =17 7 (1,6474) = 11,5318 gametas p
1 1
7 (0,35285) = 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 mismos cdlculos para cada fenotipo y 1luego
se suman el nro. de gametas p , pPp , P Y P por separado. Es
1 2 3 4
decir, cuantas p hay (a ) cuantas p (a ), etec.
1 1 2 2
En este caso:
a = 17,3590 p 17,3580 / 42 0,4133
1 1
a = 15 p 15 / 42 00,3571
2 2
a = 8,6400 p 8,6400 / 42 0,20587
3 3
a = 1 p 1 / 42 00,0238
4 4

3.83



Suma 42 (el doble del tamafio muestral)

Los resultados de 1las frecuencias haplotipicas de esta
primera ronda, se utilizan para calcular los genotipos esperados
nuevamente vy continuar los cdlculos para estimar las frecuencias
en varias rondas mds, en forma iterativa. ©Se dejé de 1iterar,
cuando variaba sé6lo a partir del tercer decimal.

Se resumen las frecuencias haplotipicas estimadas:

1 - Msp I (Alpha-IFN): N = 87
a—
8,6 kb 7,1 + kb o} 0,0341
1
7,5 kb 7,1 + kb p 0,2270
2
8,6 kb 7,1 - kb o) 0,5554
3
7,5 kb 7,1 - kb P 0,1834
4
b_
8,6 kb 11,3 kb o) 0,3418
1
7,5 kb 11,3 kb p 0,2363
2
8,6 kb 3,1 kb p 0,2477
3
7,5 kb 3,1 kb p 0,1740
4




2 - Msp I (Alpha-IFN) vy

a—

Msp I (Beta-1-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
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-IFN) 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-1-IFN)

P = 0,0004
1

o] 0,6082
2

p = 0,1870
3

o) 0,2042
4

o = 0,1875
1

P 0,1623
2

P 0,0000
3

P 0,6501

N



4 - Bgl II

(Alpha-IFN)

y Mspl (Beta-1-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
b -
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

00,1740

0,0558

0,3355

00,2886

0,2834

0,0923



y Sst I (Beta-1-IFN):

5 - Msp I (Beta-1-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-IFN) vy

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

e
H

he)
1l

0,0835

0,0002

0,4689

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, pag 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
Es decir
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
signitficativamente distinto de cero.

2 2

X = (2N D) / (x x x x )
1 2 3 4

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

frec. alelo 2 del gen 2

frec. alelo 1 del gen 1 X

x
It

frec. alelo 1 del gen 2 X frec. alelo 2 del gen 2

X
I



Se construyé una matriz con los valores de desequlibrio
gamético y sus correspondientes chi cuadrado, que se muestran
entre paréntesis.

Loci 7,5/8,6 7,1 3,1 5,3 2,7 4,5/2,5 12,5/2,45

7,5/8,6 0,1199 0,001
X

(38,84) (0,002)

7,1 0,0024 0,1219
X

(0,0045) (9,3216)

3,1 0.11586 0,1136
b 3 X

(7,0338) (6,7264)

5,3 00,0317 0,0130
(1,1487) (0,4764)

2,7 0,0511 0,0191
(2,3786) (0,8233)

4,5/2,5 0,0408
(1,9814)
12,5/2,45
2

¥ X significativa no sélo para un nivel de significacién del 5

%, sino que también para un nivel de significacién del 1



DISCUSION

Se estudidé el polimorfismo de la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP) de la clase I de la familia de genes Alpha-
1FN, del gen Beta-1-1IFN y del gen Gamma-IFN.

Se analizdé ADN de una muestra de individuos normales y de
utia muestra de 1individuos leucémicos.

Tamarno de la muestra:

Se agruparon juntas las muestras normales y de leucémicos
para cada locus polimérfico, salvo para Sst I y Beta-1-1FN, pues
no pauarecié haber diferencias estadisticamente significativas
entre los 1individuos normales y los leucémicos. Esto permitio
aamentar el tamano de la muestra, el cual fue diferente para 1los
distintos locl estudiados.

Aumentar el tamafio de la muestra permite estimar mejor 1las
frecuencias alélicas, pues la muestra es mas representativa de la
poblacién de la que se la extrajo. Es decir los estimadores
nuestrales se acercan mas a los parametros poblacionales.

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

Loci polimérficos:

Se hallaron 2 loci polimérficos para Bgl II. Los 2 1loci
parecen ser dominantes, es decir se observa presencia o ausencia
de bandas. Uno de los loci se definia por la presencia o ausencia
de una banda de 5,3 kb vy el otro locus se definia por la
prescnclia o ausencia de una banda de 2,7 kb.

En ambos casos no se pudo discriminar entre los homocigotas
5,3 +/5,3 + kb 0o 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,
v sea cuando la banda estaba en simple dosis. Esto suele ocurrir
con los loci que segregan en forma dominante.



El tamafio de la muestra fue de 84 individuos. Se supuso que
la muestra se hallaba en equilibrio de Hardy y Weinberg para
poder estimar las frecuencias alélicas y luego, el contenido de
informacién polimérfico:

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

frec. (5,3 - kb) = 0,22 P.I.C. = 0,28

E.&. = 0,03

frec. (2,7 + kb) = 0,868

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

E.S. = 0,03

Se confirmaron los 3 1loci polimérficos previamente

descriptos (Ohlsson et al., 1985) para Msp I vy Alpha-IFN. Los
loci eran:

1 - Locus de 8,6/7,5 kb, con una segregacién 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 1la clase
fenotipica 11,3/-- kb.

3 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 fenotipica 7,1 +/-- kb.

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



Las frecuencias estimadas y los contenidos de informacién
polimérficos fueron:

frec. (8,6 kb)

0,59

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

E.5. = 0,04

free. (11,3 kb) = 0,58

free. (3,1 kb) .I.C. = 0,37

"
o
N
N
as)

E.S. = 0,04

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

frec. (7,1 - kb) p.I.C = 0,32

1]
o
~
[

E.5. = 0,04

Se hallé un RFLP para Sst I y Beta-1-IFN. Ohlsson et al.
(1985), describieron un polimorfismo para Sst I y Beta-1-IFN,
para una wuestra normal. El locus era de 8,4/2,6 kb. En cambio
el hallado durante la presente investigacién resulté 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 poblacion.

Las frecuencias alélicas y los contenidos de informacién
polimérficos para la muestra normal y para la leucémica, se

detallan a continuacidén (N = tamafio de la muestra):
- Normales: N = 48
frec. (12,5 kb) = 0,14
frec. (2,45 kb) = 0,86 p.I.C. = 0,23

E.5. = 0,04



- Leucémicos totales: N = 26

(5 tricoleucémicos, 2 sufrian de leucemia linfocitica crénica vy
19 de leucemia mieloide crénica)

freec. (12,5 kb) = 0,27
frec. (2,45 kb) = 0,73 p.I1.C. = 0,32
E.S. = 0,06
- Leucémicos mieloides crénicos: N = 18
free. (12,4 kb) = 0,32
trec. (2,45 kb) = 0,88 P.I.C. = 0,34
E.S. = 0,07
Cuando se 1investigd si las muestras se hallaban en

equilibrio de Hardy y Weinberg se encontrdé con que la muestra
normal y la de leucémicos totales se hallaba en equilibrio, pero
la muestra de entermos de leucemia mieloide cronica no estaba
enn equilibrio de Hardy Weinberg (se discute mas adelante este
punto).

Se contirmé un locus polimérfico previamente descripto por
Ohlsson et al. (1985) para Msp I y Beta-1-IFN como 3,9/2,5 kb. El1
locus agqui descripto, era de 4,5/2,5 kb y segregaba en forma
codominante (vease mads adelante). El1 tamario de la muestra fue de
N = 199. Sus frecuencias alélicas asi como el contenido de
informacién polimérfico fueron:

frec. (4,5 kb) 0,69

trec. (2,5 kb)

0,31 P.I.C. = 0,34

E.S. = 0,02

Se comprobd que estaban en equilibrio de Hardy y HWeinberg
asi como la poblacidén estudiada por Ohlsson et al. (1985).



Para Gamma-IFN sélo se halldé un polimorfismo raro con Hind
III. De 56 individuos estudiados, todos mostraban una banda de
ca. 8,3 kb y sé6lo 2, o sea el 0,03 %, mostraron una banda
adicional de ca. 2,3 kb.

Segregacién de los loci:

Para averiguar como segrega un locus es necesario analizar
ADN de familias y observar segregacién 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 numero de
individuos no emparentados, es de esperar que aparezcan 1los
diferentes alelos, o por 1lo menos los que no son muy raros
(frecuencia menor que 1 %.).

Seria 1interesante corroborar algunas de las segregaciones
propuestas, estudiando familias, en especial para Bgl II y Alpha-
IFN vy Sst I y Beta-1-IFN.

RFLPs de los genes de interferén en otra poblacién:

La poblacién estudiada por Ohlsson y colaboradores (1985)
estaba formada por caucasicos del Norte. La poblacidén aqui
investigada estaba formada por caucédsicos latinoamericanos, que
es la poblacidn 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 wuna, para los
otros 2 loci.

Para el locus de 8,6/7,5 kb 1las diferencias no fueron

2
significativas (X = 3,36 < 3,84, valor de tablas para un grado
de 1libertad y con un nivel de significacidén del § %). Por 1lo

contrario, las diferencias fueron significativas para los loci
de 11,3/3,1 kb y 7,1 +/7,1 - kb, a juzgar por los valores de chi
2 2

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



Los contenidos de informacién polimérficos, fueron (Ohlsson
et al., 1887):

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.I1.C.s coincide con el aqui descripto,
pero los otros dos, son menores que los aqui presentados. Como ya

se aclaré en la introducciodn, los contenidos de informacidn
polimérficos, 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 a4ltimos loci.

Las diferencias en las frecuencias yv en los P.I1.C.s puede
deberse a el hecho de provenir las dos muestras de poblaciones
diferentes. 51 bien ambas son de origen caucasico, 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. O bien pudieron haber sido
originalmente iguales y luego con el tiempo, por deriva genética
(ver mas abajo) y también, al mezclarse con 1la poblacidn
previamente existente en el pais, se modificaron las frecuencias
alélicas.

Con respecto al locus Sst I y Beta-1-IFN, como se dijo més
arriba habia una diferencia en el tamano de uno de los dos alelos
entre ambas poblaciones, la investigada por Ohlsson et al (1885)
y la nuestra. Ohlsson y colaboradores sélo analizaron una muestra
normal y no leucémica.

Los tamanos de las bandas, aqui presentados, fueron
calculados mediante una curva de calibracién. Ademas la banda
de 12,5 kb aqui descripta coincidia casi perfectamente con 1la
banda de 12,2 kb del marcador de peso molecular Lambda Swma I, en
todos los geles analizados. Este marcador se sembraba junto con
Lambda Hind III en las calles marginales del gel, al 1lado del
ADN humano. Luego se 1lo hibridaba con Lambda Hind III,
radiocactivamente marcado junto con la sonda molecular humana.
Es decir se pudo determinar con mucha precision.



No obstante, la diferencia entre el tamario de las bandas,
puede deberse a un error de medicidén en cualquiera de las dos
poblaciones. Si asi no fuera, se trataria 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 la de
2,45 kb, aqui hallada.

51 se considerase a las bandas de 12,5 y 9,4 kb como
iguales, la diferencia entre las frecuencias alélicas entre ambas
2
poblaciones resultaria ser significativa (X = 15,88 P > 1 %.

En el caso del locus polimérfico para Msp I y Beta-1-1IFN, no

hubo diferencias alélicas significativas entre 1la poblaciodn
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 significacidén del
5 4). 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 informacién polimérfico, presentado por
Ohlsson et al. (1987) fue menor gque el de nuestra poblaciodn
(U,34):

En este caso, asi como para Sst I y Beta-1-IFN, existid una
discrepancia en el tamafo de las bandas, pues Ohlsson et al.
inrormuron acerca de una banda de 3,9 kb y de otra de 2,5 kb.

Esta ultima coincide con la nuestra, en cambio la banda de mayor
peso molecular difiere, de 1la banda de ca. 4,5 kb, aqui
presentada. De todos modos la diferencia en este caso es menor
que en el de Sst 1. Resulta interesante destacar que la

discrepancia se produce en la 2zona de relativo alto peso
mwolecular.

Equilibrio de Hardy y Weinberg:

El principio de Hardy y Weinberg establece que las
frecuencias genotipicas para un locus, después de una generacioén
de apareamiento al azar, pueden ser representadas por una funciodn
binomial ( para un locus dialélico) o multinomial (para un locus
multialélico) (Hedrick, 1883).



funcidén binomial:
2 2
p + 2pg + 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 funecidn multinomial, se extiende la binomial, aclarando que:

P P + 1/2 P

p = frecuencia alélica
i
N
2
H= 1 Z_p
~z4 1
H = frecuencia de heterocigotas

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

Ademas, en ausencia de factores que alteren las tfrecuencias
génicas o alélicas y si se mantiene el apareamiento al azar en la
poblacion, las proporciones genotipicas propuestas por Hardy vy
Heinberg no se alteraran a lo largo del tiempo (Hedrick, 1983).
veria necesario ademdas que la poblacidon fuese infinitamente
grande, lo cual sélo se cumpliria en una poblacién ideal
(Dobzhansky, 1980a).

lLas frecuencias alélicas pueden ser alteradas por factores
deterministicos o sea dirigidos, o por factores estocasticos, es
decir aleatorios. La mutacidén recurrente, la migracidén recurrente
y la seleccion serian procesos deterministicos. La deriva
geneética, en cambio, seria un proceso estocdstico (Dobzhansky,
1980b).



Como lo explica muy bien Dobzhansky (1980b), las
fluctuaciones en las tasas de mutacidén, migracidén y selecciédn
natural, los sucesos Wnicos como una mutacién nueva favorable, el
desarrollo de wuna poblacién nueva a partir de uno o unos pocos
individuos (efecto fundacional), los incidentes selectivos dnicos
y los cruzamientos Gnicos, constituyen también fendémentos
estocasticos.

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

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

Otra alternativa seria que el pequerno (relativamente
hablando) grupo migratorio que llegd, tenia frecuencias alélicas
distintas, tal vez con algunos alelos con mayor y otros con menor
frecucencia que la poblacidén grande original e incluso con alguno
o algunos alelos ausentes.

Una generacidn se forma a partir de una muestra de gametas
tumadas del acervo génico o gamético, de la generacidén anterior.

£n una poblacidn pequeila, como puede ser el caso de una
poblacidén fundadora, los errores de muestreo seran mayores, es
decir, no estaran igualmente representadas todas las gametas de

la generacidén anterior (Dobzhansky, 1880b).

Por todo 1o anterior, no es raro que la poblacidén aqui
estudiada, de caucasicos latinoamericanos y la del norte, de
caucdasicos europeos (Ohlsson et al., 198%), tengan en algunos
casos frecuenclas génicas o genotipicas, diferentes.



Haplotipos y desequilibrio gamético:

Se reconstruyeron 1los haplotipos mediante el método de
aproximacidén por iteracion de Ceppellini et al. (189 ). De los 11
desequilibrios gaméticos estimados, 4 resultaron ser
significativamente distintos de 0, con un nivel de significacién
del 1 %.

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

- El1 locus de 7,1 +/7,1 - kb y el locus de 7,5/8,6 kb, ambos
para Msp I y Alpha-IFN.

- E1 1locus 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-1-IFN.

- El1 locus de 11,3/3,1 kb para Alpha-IFN y el de 4,5/2,5 kb
para Beta-1-IFN, ambos loci con Msp I.

- E1 1locus de 11,3/3,1 kb para Msp I y Alpha-IFN y el locus
de 12,5/2,45 para Sst I y Beta-1-IFN.

Esto significa que habria desequilibrio de ligamiento dentro
de la familia de genes Alpha-IFN y entre Alpha y Beta-1-IFN.
Ademds, si dos loci se encuentran en desequilibrio de ligamiento,
cualquiera de los dos no aportara informacién adicional al otro.

Por otra parte el desequilibrio gamético, corrobora la
cercania fisica entre estos genes. Sin embargo, es necesario
aclarar que la recombinacidén no depende solo de 1la distancia,
sino también de ciertas areas ("puntos calientes”) cromosémicas.
En estas zonas, la recombinacién se produce mas frecuentemente.
(Kobori et al., 1986).



Contenido de informacién polimérfico (P.I.C.):

Recordemos que el contenido de informacidén polimérfico que
se explicdé en la introduccidén (Botstein et al., 1980), se podia
clasificar 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 demas loci fueron
razonablemente informativos.

Resulta 1interesante destacar que el P.I.C. para la muestra
normal de Sst I y Beta-1-IFN era levemente informativo, mientras
que para las muestras leucémicas (una general y otra solo de
leucémicos mieloides cronicos), el P.I.C. resulté ser
razonablemente informativo, lo que lo convertiria en un marcador
genético interesante.

Polimorfismo a nivel génico y a nivel protéico:

Como ya se dijo (ver introduccidn), 1la mayor parte de 1los
polimorfismos para la longitud de los fragmentos de restriccidn
(RFLPs) descriptos para un gran numero de loci, en diferentes
especies, parecen ser neutros. Esto parece ser asi, pues las
mutaciones se encuentran en 2zonas no codificadoras vy no
regulatorias del gen, generalmente lejos, en pares de bases, del
mismo.

En algunos de los loci polimérficos aqui analizados, las
diferencias parecen ser neutras, no se expresan a nivel de las
proteinas. Esto parece ocurrir con Msp I y Beta-1-IFN y Sst I y
Beta-1-IFN, pues este gen no tiene sitios internos de restriccidn
para ambas enzimas.

Para Alpha-IFN, el tema es mds complicado, pues si Dbien
Alpha-2-IFN, que es el gen que se utilizé como sonda molecular,



no tiene sitios internos para Msp I, puede ser que 1los otros
genes de la familia si posean algin sitio interno de
reconocimiento de Msp I. En el caso de Bgl II, el gen Alpha-2-IFN
posee 2 sitios internos y por ejemplo el gen Alpha-1-IFN posee
un solo sitio Msp I interno.

Como ya se dijo, los polimorfismos a nivel del ADN para IFN,
hallados por Ohlsson et al (1985), 1los llevaron a proponer el
estudio de las diferencias individuales en 1la produccidn de
interferdén y en la resistencia a enfermedades, controlada por 1los
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 bioldégico neutro.

- Cada subtipo cumpliria una funcidén especifica en el
cuerpo.

Finter (1991), propone para resolver esta cuestién, estudiar
qué suptipos particulares de IFN-Alpha se producen en diferentes
circunstancias; determinar si los interferones difieren mucho en
sus propiedades biolégicas 1in vitro o si tienen actividades
unicas y por Q0ltimo comparar, en estudios clinicos, el
comportamiento de subtipos individuales y de mezclas de subtipos.

Kawade (1891) enfatiza el hecho de la falta de informaciédn
suficiente sobre el funcionamiento de los interferones en forma
fisioldégica, en un animal intacto ¥y no in vitro. Si bien 1lo
anterior ya se estd realizando, audn falta investigar mucho, para
responder a estos interrogantes.

Por otra parte, especialmente en las tricoleucemias (Quesada
et al., 1884; Coci et al., 1887; Golomb & Ratain, 1987), pero
también en las leucemias mieloides c¢rénicas, el interferdn
exégeno cumple un papel terapéutico importante (Ogura et al.,

1980), que deja interrogantes acerca del interferdén endégeno y
fisiolégico. Cabe preguntarse si los polimorfismos génicos
(Alpha, Beta-1 y Gamma-IFN), jJuegan algin rol en estas
entfermedades.



En células linfoides derivadas de pacientes con
tricoleucemia o con leucemia linfdtica crénica, no se pudieron
detectar receptores celulares para Gamma- IFN (Pestka et al.,
1887).

En 1la presente investigacién no se hallaron diferencias
significativas entre normales y leucémicos, en todos los casos,
saulvo en uno (Sst I y Beta-1-IFN). No obstante es necesario
recalcar que la expresién de un gen tiene varios niveles de
regulacién, sobre todo en eucariontes donde hay
compartimentalizacién. Aqui solo se analizdé el nivel genédmico,
aclarando también que s6lo se pudieron detectar diferencias que
alterasen a los sitios de restriccién investigados. Es decir, hay
una subestimacidén de la variabilidad genética existente.

Ademds, aun en el caso en que no se hallaran diferencias
significativas en las frecuencias alélicas, ni la aparicion de
alelos nuevos (patrdn de hibridacidén diferente), es necesario
investigar citoldégicamente las células, en especial la de 1los
pacientes leucémicos.

Diaz et al., (1986) investigaron pacientes de leucemia
monocitica aguda y descubrieron una translocacidén del gen Beta-1-
IFN del brazo corto del cromosoma 8 en donde se halla
normalwente, al brazo largo del cromosoma 22, t(8;11)(p22;923).
El agrupamiento de genes Alpha-IFN, permanecia en su sitio
original.

Cuando analizaron las muestras mediante Southerns,
observaron al hibridar con Alpha y c¢on Beta-1-IFN que los
patrones de hibridacidén permanecian inalterados. Esto implicaba

que las secuencias regulatorias de la transcripcidén del gen Beta-
1-IFN, se translocaron junto con éste, al cromosoma 11.

De lo anterior se deduce que pueden ocurrir reordenamientos
cromosomicos que no se manifiesten en un andlisis de hibridacidn
molecular en membranas de Southern. Se ponen de manifiesto, en
cambio, con una hibridacién in situ, es decir citolégica. Es por
ello que para completar el presente estudio, seria interesante
realizar una investigaciodon citolégica que por distintos motivos
no pudo realizarse hasta ahora. De todas maneras, hasta ahora no
se han descripto alteraciones citolégicas visibles, que afecten
al cromosoma 9, en las tricoleucemias.

No obstante, pueden descartarse grandes reordenamientos como
deleciones o inserciones, dentro del agrupamiento de genes Alpha
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y el gen Beta-1-IFN, pues se hubiesen detectado modificaciones en
el patrén de hibridacidén para varias enzima estudiadas. Esto
parece ser asi tanto para los individuos normales como para 1los
leucémicos.

Con respecto al sistema Sst I y Beta-1-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 estad
formada por menos de 50 individuos, es necesario tomar con
precaucidén los resultados que de alli se extraigan (Hedrick,
1483). Lo mismo ocurre si alguna clase analizada posee menos de 5
individuos. Esto ocurre con este sistema.

Es necesario entonces, aumentar el tamafio de la muestra. Si
bien en la presente investigacion esto no se pudo realizar, seria
importante tomarlo en cuenta para un futuro. De todas maneras, la
misma muestra, 1igualmente pequena fue analizada para los otros
sistemas y no se encontraron para ellos, diferencias
significativas entre normales y leucénicos.

Las diferencias halladas entre normales y leucémicos para
este locus podrian deberse a errores de muestreo, es decir 1la
muestra estaria desviada. Este punto es més importante de lo que
en principio parece. Vineis & Caporaso (1991), en un trabajo
reclente, muy interesante, sobre RFLPs y céancer humano, llaman 1la
atencidén sobre falsas conclusiones a las que se pueden arribar
debido a falta de informacidén. Se transcribe traducido, un
parrafo de su trabajo (Vineis & Caporaso, 1991, pag.: 29) por la
claridad de conceptos:

"Las poblaciones normales deben ser estudiadas en funcién de
tener claro la ditribucién alélica en los subgrupos étnicos. Esta
informacién es absolutamente esencial en funcién de interpretar
en forma valedera, cualquier asociacién observada, debido a que
es un axioma que los grupos étnicos exhibiradn variaciones
genéticas. La incidencia de cancer de muchos, sino todos 1los
tipos tumorales, variard por motivos relacionados tanto con
factores ambientales como genéticos y es posible que se produzcan
confusiones si se ignora la variabilidad de los grupos étnicos”.

A l1la 1luz del parrafo anterior, se entiende porque son
importantes 1los 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 poblacidn caucésica
latinoamericana.



Para resolver esta situacidén es importante, en primer
término, ampliar el tamafio de la muestra normal, de manera de
tener una representacién mayor de la poblacidén, que englobase a
los diferentes subgrupos. Luego o simultédneamente, ampliar la
muestra de leucémicos, sobre todo la de leucémicos mieloides
crénicos, que es donde las diferencias resultaron ser altamente
significativas.

Hechas estas salvedades, volvamos ahora, al locus
polimorfico Sst I y Beta-1-IFN. Como se dijo mas arriba, 1la
muestra normal y la leucémica total (tricoleucémicos, leucémicos

linfociticos «crénicos y 1leucémicos mieloides crénicos) no se
liallaban en equilibrio de Hardy y Weinberg. Cuando se analizaban
sé6lo los individuos que sufrian leucemia mieloide crénica 1la
muestra parecia estar en equilibrio de Hardy y Weinberg.

Esto 14ltimo parece extrarnio, pues si hubilera errores de
muestreo que explicasen el desvid del equilibrio de Hardy vy
Weinberg, es de esperar que estos errores se produjesen en una
muestra menor como la de los leucémicos mieloides crénicos y no
en las muestras mayores, sobre todo en la normal.

Una explicacidon posible podria ser que por algin motivo
desconocido, el alelo minoritario en la poblacidn normal
estuviese sufriendo algan tipo de presién de seleccidn, que
diminuyese su frecuencia. Esto explicaria en parte, el desvio del
equilibrio de Hardy vy Weinberg, de la muestra normal. Esta
presiéon no se estaria ejerciendo en los individuos luecémicos
mieloides crdénicos y tal vez si, en leucémicos en general. Pero,
es neceasrio reiterar que estas conclusiones deben ser revisadas,
cuando se amplie el tamafio muestral.

Reaccidén en cadena de la polimerasa (P.C.R.):

La reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain
reaction) permite amplificar moléculas de ADN dnicas o en muy
pocas coplas que se encuentran inmersas en un conjunto de
secuencias gendmicas (Innis & Gelfand, 1980). Por ejemplo
mediante este método se puede detectar una célula tumoral dentro
de un milldén de células normales, siempre que se disponga de los
“primers” especificos adecuados. Por el contrario para poder
detectar un gen de copia uUnica de aproximadamente 1 kb, es
necesario digerir 10 ug de ADN humano, de esta manera se detectan
3 pg del ADN de interés. Es decir hay una gran diferencia en la
sensibilidad de los métodos.



El método de P.C.R. se utiliza mucho en el diagnéstico de
las enfermedades genéticas como por ejemplo en los casos de la
hemofilia A y de la distrofia muscular de Duchenne.

El método de hibridacién en membranas de Southern, permite
una "vista panordmica” sobre el genoma, en partircular sobre los
polimorfismos para la longitud de los fragmentos de restriccidn
para un gran nimero de enzimas.

Una vez hallado un polimorfismo interesante, con un
contenido de informacidén polimérfico, por lo menos razonablemente
informativo y hallada una asociacién o correlacién con alguna
enfermedad, tal vez resulte Gtil utilizar la técnica del P.C.R.,
en algunos casos.

Como se dijo mas arriba, esto requiere de la sintesis de los
“primers” especificos. Es decir es posterior al descubrimiento de
el o los polimorfismos de interés.

Para concluir diremos, gque no resulté sencillo encontrar
REFLP en los genes de interferoén, pero se pudo hallar
polimorfismos nuevos Yy confirmar para nuestra poblacion,
polimortismos descriptos en otras latitudes.

Gamma-IFN resulté particularmente dificil en esta bulasqueda
de polimorfismo, Yy 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 polimérfico
de Sst 1 vy Beta-1-IFN. También seria uUtil estudiar

segregacion de los loci polimdérficos, en familias informativas.

mk.  feeleclew
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