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

Genética molecular de la porfiria
aguda intermitente : primer estudio
en la poblacién argentina

De Siervi, Adriana

1998

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Quimicas 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 bibliogréfica 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:

De Siervi, Adriana. (1998). Genética molecular de la porfiria aguda intermitente : primer estudio
en la poblacién argentina. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3043_DeSiervi.pdf

Cita tipo Chicago:

De Siervi, Adriana. "Genética molecular de la porfiria aguda intermitente : primer estudio en la
poblacion argentina”. Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 1998. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3043_DeSiervi.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_3043_DeSiervi.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3043_DeSiervi.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

BEUEYIEd WotEstitdl bE La
PUbribld detibd INYEBWIYELYLE.

PHINES EETURIE EO L6 POBLOGINE CEBEDVING.

Adriana De Siervi

TESIS DOCTORAL
Buenos Aires, 1998



TESIS DOCTORAL

BEUEYIBE WUteBULAE bE Ld
PLUbribld esbbd INYEEHIvELYE.

PEIEE COVULIE B L0 PECLOBICY GEBELYING

Adriana De Siervi

Directora: Prof. Dra. Marfa Victoria Rossetti

Buenos Aires, 1998

Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias (CIPYP),
Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FCEYN),
Universidad de Buenos Aires (UBA), Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET).






A mio Padnes 4 Esposo






Agradecimientos
Abreviaturas
Abreviaturas de los aminoacidos

Cadigo genético

INDICE

e

n
cee
mn

Parte 1. INTRODUCCION 1
Capitulo 1. Camino metabélico del hemo 2
I.1. Porfirinas 2

I.1.1. Importancia biologica 2

I.1.2. Estructura y propiedades de precursores y porfirinas 2

1.2. Biosintesis del hemo 4

1.3. Porfobilinégeno deaminasa: estructura y mecanismo de reaccion 5

1.4. Regulacion del camino biosintético del hemo 9

L.5. Referencias 12

Capitulo 11. Desérdenes en la biosintesis del hemo 16
II.1. Las porfirias y su clasificacion 16

I1.2. Generalidades de las Porfinas 18

I1.3. Porfiria Aguda Intermitente 20

I1.3.1. Sintomatologia 20

I1.3.2. Diagnostico bioquimico 22

I1.3.3. Tratamiento 23

I1.4. Referencias 24



Capitulo 111. Biologia molecular de la PBG-D 28
III.1. Localizaciéon cromosomica 28

II1.2. Isoformas de la PBG-D y cDNAs correspondientes 29

I11.3. Organizacion del gen de la PBG-D humana 31

II1.4. Elementos repetidos Alu 33

IIL.5. Polimorfismos en el gen de la PBG-D 33

II1.6. Mutaciones en el gen de la PBG-D 35

I11.7. Diagnostico molecular de familias con PAI 40

I11.8. Referencias 40

Parte 2. OBJETIVOS 46
Parte 3. MATERIALES Y METODOS 48
Capitulo 1. Estudios bioquimicos 49
I.1. Pacientes 49

1.2. Determinacion de ALA y PBG urinarios 49

1.3. Determinacion de porfirinas totales urinarias 51

1.4. Determinacion de la PBG-D en eritrocitos 51

[.5. Referencias 52

Capitulo II. Estudios genéticos 53
I1.1. Metodologia partiendo de RNA 53

I1.1.1. Separacion de linfocitos 54

I1.1.2. Aislamiento de RNA total 54

I1.1.3. Retrotranscripcion y amplificacion por PCR 56

I1.1.4. Elucion del cDNA amplificado 57

I1.1.5. Amplificacion asimétrica por PCR 57

I1.1.6. Purificacion del DNA simple cadena 57

II.1.7. Secuenciacion directa del cDNA 58



I1.1.8. Polimorfismo de conformacion en simple cadena (SSCP) 59

I1.2. Metodologia partiendo de DNA 60

I1.2.1. Extraccion de DNA genomico 61

I1.2.2. "Long range" PCR 61

I1.2.3. Secuenciacion 62

I1.3. Deteccion rapida de mutacion G111R por primer-ASO 64

I1.4. Referencias 65

Capitulo 111. Expresion procaridtica 66
III.1. Metodologia de expresion 66

I11.2. Mutagénesis sitio dirigida 67

II1.2.1. Mutacién Q34P 67

I11.2.2. Mutacién G335S 67

II1.3. Digestion del plasmido y del inserto 68

II1.3.1. Mutaciéon Q34P 68

I11.3.2. Mutacion G335S 68

II1.4. Purificacion y cuantificacion del plasmido e inserto 69

III.5. Ligacion del vector con el inserto 69

I11.6. Preparacion de células competentes 70

II1.7. Transformacion 70

I11.8. Minipreparacion del DNA plasmidico 71

II1.9. Secuenciacion de los clones 71

II1.10. Medicion de la actividad enzimatica especifica de la PBG-D 71

II1.11. Referencias 72
Parte 4. RESULTADOS Y DISCUSION 74

Capitulo 1. Anailisis de la poblacién argentina con PAI.

Estudios bioquimicos 75

I.1. Estudios bioquimicos 75

1.2. Analisis de la poblacion argentina con PAI 77



1.3. Referencias

Capitulo I1. Estudios genéticos. Desarrollo y optimizacién de las técnicas

I1.1. Metodologia partiendo de RNA

I1.1.1. Separacion de linfocitos

I1.1.2. Aislamiento del RNA total

I1.1.3. Retrotranscripcion y amplificacion por PCR

I1.1.4. Amplificacion asimétrica

I1.1.5. Secuenciacion directa

I1.1.6. Condiciones finales elegidas para la metodologia

partiendo de RNA

I1.2. Metodologia partiendo de DNA

I1.2.1. "Long range" PCR

I1.2.2. Secuenciacion directa

I11.2.3. Deteccion rapida de mutacion G111R por primer-ASO

I1.3. Referencias

Capitulo 1II. Estudios genéticos. Diagnéstico de pacientes con PAI
ITII.1. Diagnostico de la PAI
II1.2. Mutacion Q34P
II1.3. Mutacion G111R
II1.4. Mutacion Q204X
[IL.5. Mutacion R173W
II1.6. Mutacion R201W
II1.7. Mutaciéon R173Q
II1.8. Insercion A (666)

II1.9. Delecion CT (728)

111.10. Mutaciéon IVS12™

III.11. Delecion AGGA (815)
I11.12. Delecién A (948)

II1.13. Insercion C (913)

II1.14. Mutacién G335S

I11.15. Delecion TTGGCTG (985)

79

80
80
80
81
84
87
88

89
90
90
93
94
98

99

99

99

103
114
116
118
119
120
122
123
125
127
128
130
132



I11.16. Polimorfismos neutros 133
II1.17. Conclusiones 135
II1.17.1. Eficiencia y rapidez de la metodologia empleada
para el diagnostico genético en pacientes con PAI 135
I11.17.2. Mutaciones y polimorfismos neutros encontrados
en la poblacion argentina 136
I11.17.3. Importancia del diagnostico genético en pacientes
con PAI 139
I11.18. Referencias 139
Capitulo 1V. Anilisis de la mutacion mas frecuente en la poblacion
argentina con PAl 141
IV.1. Origen de las familias portadoras de la mutacion G111R 141
IV.2. Deteccion rapida de la mutacion G111R 142
IV.3. Relacion de los datos clinicos y bioquimicos con el tipo
de mutacion encontrada 143
IV.4. Referencias 145
Capitulo V. Expresion procariética de dos mutaciones puntuales nuevas.
Analisis de la estructura de los mutantes 146
V.1. Expresion procaridtica de las mutaciones: Q34P y G335S 146
V.2. Analisis de la estructura de los mutantes: Q34P y G335S 147
V.3. Otras mutaciones nuevas de la PBG-D: analisis de su estructura 148
V.4. Mutaciones de la PBG-D previamente publicadas:
analisis de su estructura 149
V.5. Referencias 150
Parte 5. CONCLUSIONES 152







Agradecimientos

Deseo expresar mi mas sincero agradecimiento:

¢ A mi esposo Eduardo, por haberme ayudado a tener confianza en mi misma en todos los
momentos dificiles de este trabajo y por sus incontables y alentadoras charlas que me
ayudaron a crecer profesionalmente. Porque sin su amor y comprension jamas hubiera
podido desarrollar esta Tesis.

¢ A mis padres, por su apoyo incondicional durante toda mi carrera. Porque me ensefiaron a
superarme dia a dia y, fundamentalmente, por quererme tanto como yo los quiero a ellos.

¢ A mi hija Camila, que desde la "pancita" me ayudo a redactar esta Tesis y hoy me da alegria
y amor todos los dias.

¢ A mi hermano, Claudio y su familia: Andrea, Melisa y Micaela, por estar siempre presentes;
y especialmente a Claudio por su inigualable ayuda con la computadora.

¢ A Alcira, por darme la oportunidad de desarrollar este trabajo en el CIPYP y en el
Departamento de Genética Humana del Hospital Mount Sinai, New York.

¢ A Maria Victona, por dirigir esta Tesis confiando en mi desde el principio. Por valorar mi
trabajo permanentemente, sobre todo en los momentos dificiles. Por compartir una gran
amistad siempre y, principalmente en USA, donde mas la necesité.

¢ A Vicky, por su importantisima contribucion con los estudios bioquimicos y la atencion de
los pacientes.

¢ Al Dr. Robert J. Desnick por permitirme desarrollar una parte muy importante de esta Tesis
en el Mount Sinai Hospital.

¢ A Cuqui, por su apoyo cientifico pero fundamentalmente, porque siempre pude contar con
su maravillosa amistad.

¢ A Manuel, por su amistad, porque me ayud6 a ingresar al CIPYP y por los tan agradables
momentos compartidos.

¢ A Laura, por los momentos lindos compartidos, por su paciencia y por sus consejos
referentes a la escritura de este trabajo.

¢ A Adniana, Carina, Alejandra y Marcelo por su invalorable amistad.

¢ A Alejandra, Leo, Marcela, Gustavo, Fernanda y Cuqui porque gracias a su amistad y sus
cartas me permitieron sobrellevar la estadia en USA.

¢ A Héctor Muramatsu, Laura Dato y Beatriz Riccilo por su valiosa colaboracion con la
atencion de los pacientes.

¢ A todo el personal del CIPYP por los gratos momentos compartidos durante esta Tesis.

¢ AlaUBAyal CONICET por los subsidios y becas otorgados.






Abreviaturas

A

ALA
ALA-D
ALA-S
C

cDNA
COPROgen
CPGasa
CPH
CRIM
Del
DGGE
DNA
DNAsc
dNTP

G

HMB
HMB-S
Ins
LR-PCR
mRNA
NPA
PA]
PBG
PBG-D
PCE
PCR
PCT
PHE
PPE
PPGox
PPL
primer-ASO
PROTO
PROTOgen
PV
RFLP
RNA
RNAsas
RT
RT-PCR
SSCP

T
URO-D
UROgen

Adecnina

Acido &-aminolevulico

Acido 8-aminolevilico dehidrasa

Acido §-aminolevulico sintetasa
Citosina

Acido desoxirribonucleico copia
Coproporfirinogeno
Coproporfirinogenasa

Coproporfiria Hereditaria

Material inmunoldgico de Reaccion Cruzada
Delecion

Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante
Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico simple cadena
Desoxinucleotido tri-fosfato

Guanina

Hidroximetilbilano

Hidroximetilbilano sintetasa

Insercion

Reaccion en cadena de la polimerasa Long range
Acido nbonucleico mensajero

Nueva porfiria aguda

Porfina aguda intermitente
Porfobilindgeno

Porfobilindgeno deaminasa

Porfinia congénita eritropovética
Reaccion en cadena de la polimerasa
Porfina cutanca tarda

Porfiria hepatoeritropoyética
Protoporfiria eritropoyética
Protoporfirinogeno oxidasa

Fosfato de piridoxal
primer-Oligonucleotido alelo especifico
Protoporfirina

Protoporfirinégeno

Porfiria vanegata

Polimorfismos en longitud de fragmentos de restriccion

Acido nbonucleico
Ribonucleasas
Retrotranscripcion

Retrotranscripcion- Reaccion en cadena de la polimerasa

Polimorfismos de conformacion en simple cadena
Timina

Uroporfirinogeno decarboxilasa
Uroporfirindgeno






Abreviaturas de los aminoacidos

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparragina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Glv G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lvs K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \Y
Cadigo genético
Primera posicion Segunda posicion Tercera posicion
(extremo S') U C A G (extremo 3')
U Phe | Ser | Tyr | Cys U
Phe | Ser | Tyr | Cys C
Leu | Ser | Stop | Stop A
Leu | Ser | Stop | Trp G
C Leu | Pro | His | Arg U
Leu | Pro | His | Arg C
Leu | Pro | GIn | Arg A
Leu | Pro | Gln | Arg G
A Ile Thr | Asn | Ser U
Ile Thr | Asn | Ser C
Ile Thr | Lys | Arg A
Met | Thr | Lys | Arg G
G Val | Ala | Asp | Gly U
Val | Ala | Asp | Gly C
Val | Ala [ Glu | Gly A
Val | Ala | Glu | Gly G







INTRODUCCION







CAPITULO I. | Camino metabélico del hemo.

I.1. Porfirinas
LI.1.1. Importancia biologica

Las porfirinas poseen un papel central en los sistemas vivientes. En la biosfera, estos
compuestos intervienen en procesos de captura y utilizacion de energia (Adler ef al., 1975). La
formacion abidtica de las porfirinas y, en particular de los uroporfirinogenos, hizo posible y aumento
la eficiencia de los procesos de 6xido-reduccion que ocurrian en la atmosfera primitiva anaerobica,
transformédndola en aerébica. La participacion de las porfirinas en estos cambios fundamentales de la
evolucion de nuestro planeta, destaca la significativa importancia de estos pigmentos.

Toda la energia consumida por los seres vivos procede de la energia solar capturada durante
la fotosintesis. El primer paso de este proceso es la absorcion de la luz por una molécula
fotorreceptora: la clorofila, una porfirina que contiene magnesio. En el proceso respiratorio de las
células eucariotes, el hemo, una porfirina que contiene hierro, cumple una funcién similar. En
consecuencia, el metabolismo de las porfirinas es uno de los atributos fundamentales de las células y,
hasta el momento, se ha establecido que todas las formas de vida emplean el mismo camino para
sintetizar los denominados pigmentos de la vida: hemoglobina y clorofila. Encontramos una
estructura parecida en la vitamina B12, en cuyo caso la porfirina estd formando un quelato con
cobalto.

I.1.2. Estructura y propiedades de precursores y porfirinas.

El acido S-aminolevilico (ALA) y el porfobilinogeno (PBG) (Figura I.1) se identifican

comunmente como los precursores de las porfirinas, y son en realidad entidades tinicas que llevan
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especificamente a la sintesis de los tetrapirroles. ALA y PBG son moléculas relativamente simples
que de acuerdo a su estructura quimica son altamente solubles en agua por lo cual se excretan sin
dificultad por orina. Estos compuestos son facilmente separables e identificables por medio de

cromatografia de intercambio ionico y simples reacciones de coloracion.

C[OO CoO
. |
CIH" COO CH;
H, l |
C, i CHZ CHZ
C =:Q
|
H— C — NH;
I
H CH, N
i
"HsN
Acido 5-aminoleviilico Porfobilinogeno

Figura L1. Estructura de los precursores de las porfirinas: ALA y PBG.

Las porfirinas son, en cambio, tetrapirroles ciclicos que contienen cuatro anillos pirrolicos

designados como A, B, C y D, unidos por puentes metilenos c, 3, y y & (Figura 1.2).

FIGURA 1.2. Niicleo de la porfirina.

La existencia de dobles enlaces conjugados en la molécula la transforma en plana, resonante
y altamente resistente a las modificaciones quimicas. Esta rigida estructura planar contiene 8 cadenas

laterales unidas en las posiciones [3-carbono de cada anillo pirrélico, que segin la nomenclatura de




Fischer, son numeradas del I al 8 desde el anillo A (Figura I.2). El tipo de cadena lateral determina

las caracteristicas fisicas de la porfirina resultante.

Los intermediarios normales en la célula no son las porfirinas, sino los porfirindgenos, en los
cuales los 4 puentes metilénicos estan reducidos. Asi, mientras las porfirinas exhiben una estructura
altamente conjugada de dobles ligaduras alternadas y por ello presentan una notable coloracion y
emiten una intensa fluorescencia roja a la luz UV; los porfirindgenos son incoloros y no fluorescen.
Estas propiedades son sumamente utiles para su deteccion, identificacion y cuantificacion en

muestras biologicas.

1.2. Biosintesis del hemo

Los primeros estudios sobre estos pigmentos provienen de la escuela de Hans Fischer, quien
logro sintetizar quimicamente hemina (Fischer er al., 1937). Posteriormente vanos grupos de

investigadores contribuyeron a la elucidacion de este camino biosintético.

El primer paso en la biosintesis de porfirinas es la condensacion de glicina y Succinil CoA
para formar acido &-aminolevulico (ALA) (Figura 1.3). Esta reaccion esta catalizada por la enzima
mitocondrial d-aminolevulico sintetasa (ALA-S) que requiere fosfato de piridoxal (PPL) como
cofactor. En la mayoria de los organismos estudiados esta etapa es la limitante, existiendo un control

por retroinhibicion y represion ejercido por el producto final hemo, sobre el ALA-S.

La biosintesis procede a través del ALA hacia la formacion del monopirrol no saturado
heterociclico, porfobilinogeno (PBG), en presencia de la enzima citoplasmatica ALA Dehidrasa
(ALA-D). Esta es una proteina octamérica y requiere cuatro atomos de znc para expresar su
actividad. Para que esta reaccion se produzca, el ALA debe atravesar las membranas mitocondriales
mediante un sistema de transporte activo (Bermudez Moretti ef al., 1993; 1996), lo que constituiria

otro paso regulatorio en este camino metabolico.

Una etapa critica es la unién posterior de cuatro moléculas de PBG para formar el

uroporfirinogeno (UROgen) de la serie III, por accion combinada de dos enzimas citoplasmaticas,



PBG Deaminasa (PBG-D), también llamada Hidroximetilbilano Sintetasa (HMB-S), y UROgen III
cosintetasa o0 Isomerasa. La primera une 4 unidades de PBG en el sentido "cabeza-cola",
produciendo un tetrapirrol lineal 0 HMB que en ausencia de la segunda enzima, se cicla
espontaneamente a UROgen I, pero en su presencia, la Isomerasa rota el anillo pirrolico D y luego

tiene lugar la ciclacion, formando el UROgen III.

El esqueleto de la porfirina ya esta formado. Las reacciones siguientes alteran las cadenas
laterales y el grado de saturacion del anillo de porfirina. La proxima etapa es la decarboxilacion
secuencial de las cuatro cadenas laterales de acido acético del UROgen III por accion de la UROgen
decarboxilasa (URO-D) citosolica para formar el coproporfirinogeno III (COPROgen III). La
URO-D puede actuar sobre el UROgen I produciendo el COPROgen I. Sin embargo, aunque se
pueden encontrar porfirinogenos con 8 a 4 carboxilos de la serie I, solamente el COPROgen III se
decarboxila oxidativamente a protoporfirinogeno IX (PROTOgen IX) por medio de la
coproporfirinogenasa (CPGasa) mitocondrial. En consecuencia, cuando bajo ciertas condiciones se
forman isomeros de la serie I, entre UROgen I y COPROgen I, éstos necesariamente se acumulan y
excretan. La protoporfirinogeno oxidasa (PPGox) elimina luego seis atomos de hidrogeno para
formar la protoporfirina IX (PROTO IX). La ultima etapa de la secuencia implica la insercion del
hierro en el anillo porfirinico, por accion de la Ferroquelatasa, formando el hemo, que es el grupo
prostético de varias proteinas, entre ellas, la mioglobina, hemoglobina, catalasa, peroxidasa y
citocromo c (Batlle & Magnin 1988).

1.3. Porfobilinégeno deaminasa: estructura y mecanismo de reaccion

La PBG-D cataliza la deaminacion y la polimerizacién de cuatro moléculas de PBG para
formar el intermediario de cadena abierta HMB mediante una secuencia ordenada de reacciones en
la cual la primer molécula de PBG forma el anillo A, las siguientes el B, el C y finalmente el D
(Battersby er al., 1979).

La importancia de esta enzima radica en ser la que genera la primer estructura tetrapirrolica.

Por una deficiencia primaria de esta proteina se produce una disminucion en la sintesis de hemo y
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CHs CHs : HIDROXIMETILBILANO
: ISOMERASA
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Figura L.3. Camino biosintético del hemo. En verde se indica la enzima involucrada en cada etapa: ALA-S= 3-aminolewviilico
sintetasa, ALA-D= &-aminolevilico dehidrasa, PBG-D= Porfobilinogeno deaminasa, URO-D= Uroporfirinbgeno
decarboxilasa, CPGasa= Coproporfirinogenasa, PPGox= Protoporfirinogenasa. En azul se indica la porfiria asociada a cada
falla enzimatica: NPA= Nueva Porfiria Aguda; PAI= Porfiria Aguda Intermitente; PCE= Porfiria Congénita Eritropoyética:
PCT= Porfiria Cutanea Tarda; PHE= Porfiria Hepatoeritropoyética; CPH= Coproporfiria Hereditaria; PV= Porfiria Variegata;

P P
COPROPORFIRINOGENO Il

PPE = Protoporfiria Eritropoyética. A = -CH;COOH; P = -CH,CH,COOH; V =-CH=CH..




una acumulacion de precursores. Por otro lado, la PBG-D cumpliria un rol regulatorio secundario
en la biosintesis de porfirinas, ya que en ciertas condiciones la actividad de la misma se convierte en
otro paso limitante de la velocidad de sintesis de hemo debido a su baja actividad en higado (Moore

etal., 1980).

La PBG-D se purifico tanto de organismos procariotas como de eucariotas incluyendo
eritrocitos de pollo (Llambias & Batlle, 1971a), eritrocitos humanos (Anderson & Desnick, 1980;
Fumagalli es al., 1985), higado bovino (Sancovich et al., 1969), callos de soja (Llambias & Batlle,
1971b), higado de rata (Mazzetti & Tomio, 1988), glandula de Harder (Cardalda, 1996), Euglena
gracilis (Rossetti et al., 1980, Williams er al., 1981), Rhodopseudomonas sphaeroides (Jordan &
Shemin, 1973), Rhodopseudomonas palustris (Kotler et al., 1987 a,b; 1990), Scenedesmus obliquus
(Juknat er al., 1994), Arabidopsis thaliana (Jones & Jordan, 1994), Escherichia coli (Thomas &
Jordan, 1986; Hart er al., 1986) y Saccharomyces cerevisiae (Correa Garcia ef al., 1991). También
se aislo de plantas como espinaca (Higuchi & Bogorad, 1975) y arveja (Spano & Timko, 1991).

En todas las fuentes estudiadas esta enzima es monomérica, con un peso molecular entre 33
y 45 KDa (Llambias & Batlle, 1971 a, b; Rossetti e al., 1980; Jordan & Shemin, 1973; Sancovich ef
al., 1969), a excepcion de R palustris (Kotler et al., 1987 a). Como la mayoria de las enzimas del
camino biosintético del hemo la PBG-D es una proteina sulfhidrilica; los inhibidores de tioles afectan

la formacion de porfirinas ya que estos grupos estarian involucrados en la formacion del HMB.

El estudio de la estructura de la PBG-D avanzé sustancialmente a través del clonado,
secuenciacion y cristalizacion de la enzima de Escherichia coli (Jordan et al., 1988). La secuencia
de aminoacidos se determind en un amplio rango de organismos, y se comprobo que esta muy
conservada. Hay 58 residuos invariantes (I8 %) y un 43 % de homologia entre la estructura
primaria de E. coli y humana. Los aminoacidos conservados se encuentran agrupados en un "core"
hidrofébico de la molécula, en otras localizaciones conformacionalmente importantes y en el sitio
activo. Las enzimas ubicua y eritroide poseen una insercion de 29 residuos en el dominio 3

comparada con la de £. coli.



La estructura de rayos X de la enzima de Escherichia coli (Louie et al., 1992) revel6 su
estructura tridimensional obteniéndose asi un modelo molecular detallado. Este mostré que una
cadena polipeptidica de 313 aminoacidos se pliega en tres dominios de aproximadamente el mismo
tamanio. Cada uno de ellos contiene una estructura secundaria de hoja plegada 8 y o hélice, y un
"core" hidrofobico con contacto polar entre los dominios lo cual sugiere que se trata de una
estructura flexible. La comparacion de las secuencias alineadas con la enzima plegada permite
determinar la organizacion estructural relativa de la PBG-D humana (Figura 1.4). Todas las uniones

exon/intron se encuentran en los "loops” que conectan los elementos de estructura secundania.

La secuencia exacta de los pasos que involucran el ensamble del HMB en la PBG-D fue
motivo de varias investigaciones (Jordan & Warren, 1987, Warren & Jordan, 1988). Se identifico un
grupo prostético de esta enzima, el cofactor dipirrometano (Jordan & Warren, 1987, Warren &

Jordan, 1988; Hart et al., 1987), formado por dos unidades de porfobilinogeno (Figura 1.5).

El cofactor se encuentra en una hendidura entre los dominios 1 y 2 (Loiue ef al., 1992)
unido covalentemente al atomo sulfuro de la cys 242 del dominio 3. Actia como iniciador para la
extension del tetrapirrol lineal (HMB) y permanece unido a la enzima cuando se genera el producto.
Esto ocurre a través de la condensacion secuencial de cuatro moléculas de PBG con la enzima
produciendo complejos intermediarios llamados ES, ES,, ES; y ES, (Figura 1.5), que han sido
purificados por cromatografia de intercambio ionico (Warren & Jordan, 1988). Sin embargo,
recientemente se ha descripto otro mecanismo (Jordan ef al., 1996), segin el cual se indica que el
preuroporfirinogeno, mas que el PBG, seria el precursor preferido por el cofactor dipirrometano.

El aspartato-84 se identifico a partir de la estructura de rayos X como un grupo catalitico
clave (Woodcock & Jordan, 1994). Mutagénesis sitio-dirigida de este aminoacido a glutamato
(D84E) genero una enzima con menos del 0,5 % de actividad catalitica, mientras que mutaciones a
alanina (D84A) o asparragina (D84N) produjeron enzimas completamente inactivas (Woodcock &
Jordan, 1994).

Los cuatro grupos carboxilicos del cofactor dipirrometano interactian con residuos arginina

altamente conservados en las posiciones 131, 132, 149 y 155 de la enzima de E. coli. Alteracion de
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Figura L4. Representacion esquemitica de la estructura secundaria de la PBG-D humana basada en la
estructura cristalogrifica de E. coli.

La estructura de o hélice se indica con rectangulos y la hoja plegada p con flechas. Los colores en la cadena
polipeptidica indican los 15 exones en el gen humano. Se indican los residuos que limitan cada elemento estructural
(Brownlic et al., 1994).

las argininas 131 6 132 por mutagénesis sitio-dirigida genera una proteina mutante incapaz de unirse
al cofactor (Lander e al., 1991; Jordan & Woodcock, 1991).

I.4. Regulacion del camino biosintético del hemo

En la biosintesis del hemo estan involucradas ocho enzimas (Figura 1.3); todas han sido
intensamente investigadas. La primera y las tres ultimas estan localizadas en la mitocondria, mientras

que las cuatro restantes estan en el citosol.

Como se ha sefialado la actividad de la primera enzima, ALA-S, es la etapa limitante y existe

un control por retroinhibicion y represion ejercido por el producto final hemo.



A A
2 LMt MY =
NH
H:N_/\ /
NH
Porfobilinégeno (S) S
NH
A | I P A | P
NH NH
Enz-cofactor dipirrometano NH

NH

-~

P A

Preuroporfirinogeno

Figura LS. Etapas del ensamble del preuroporfirinégeno producido por la enzima porfobilinégeno deaminasa
utilizando como iniciador el cofactor dipirrometano. A=CH,CO,H; P=CH,CH,CO,H; enz=enzima PBG-D (Jordan
et al.. 1996).

El ALA-S es una enzima muy inestable, con una vida media corta in vivo. Esta caracteristica
lleva a que su actividad se regule a través de un control sobre su mecanismo de sintesis,
precisamente sobre la base de estos cambios en la actividad del ALA-S es que se considera a esta

enzima como el principal punto de control de la biosintesis del hemo.

Se acepta que los niveles de ALA-S en higado estan regulados por el producto final del

camino y se han postulado varios mecanismos para explicar la accion del hemo sobre el ALA-S.
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La segunda etapa en el camino del hemo esta catalizada por la enzima ALA-D. Excepto en
unas pocas fuentes en las cuales esta enzima actuaria como regulatoria (Ebbon & Tait, 1969,
Muthykrishnan er al., 1969; Viale 1978; Araujo ef al., 1989, Alvares et al., 1972; Paveto et al.,
1989; Jayaraman et al., 1991, De Bonis ef al., 1992), en la mayoria de los tejidos su actividad es
muy superior a la del ALA-S y se considera que no desempefia ningun papel con respecto al control
de la biosintesis de porfirinas. Por el contrario, el ALA-D seria la enzima que se encuentra en €xceso

en cuanto a su cantidad y actividad en comparacion con cualquiera de las demas enzimas del hemo.

Una de las etapas del camino del hemo que mas especulacion e interés ha estimulado es la
que involucra la ciclotetramerizacion enzimatica del PBG en uroporfirinogenos. Existe una
abundante informacion acerca del sistema enzimatico que cataliza esta reaccion (Batlle & Rosetti,

1977). Se ha establecido que en esta conversion se requieren dos enzimas: la PBG-D y la isomerasa.

También se ha comentado que la actividad de PBG-D en higado es generalmente baja y en
algunos casos cercana al orden de la del ALA-S (Hutton & Gross, 1970). Por esta razon se ha
propuesto que bajo ciertas circunstancias la PBG-D constituiria un segundo punto de control de la

sintesis del hemo (Moore et al., 1980).

Sobre el COPROgen III actua la enzima coproporfirinogenasa (CPGasa) que cataliza la
decarboxilacion oxidativa de dos de las cadenas laterales de acido propionico en las posiciones 2 y 4
de los anillos A y B a dos grupos vinilos para formar el PROTOgen IX. Estudios realizados con la
CPGasa de levadura (Zagorec & Labbe-Bois, 1986) han demostrado que la sintesis de esta enzima
esta sujeta a un control negativo por parte del hemo y del oxigeno a nivel pre-traduccional,
constituyendo asi un punto adicional de regulacion del camino del hemo, por lo menos en este tipo

de organismos.

La ultima etapa de la via del hemo involucra la Ferroquelatasa, y se propuso que el
funcionamiento de esta enzima esta regulado por el aporte de sus sustratos (hierro y protoporfirina
IX) y quizas de manera mas importante, por la demanda de hemo por parte de las distintas
apoproteinas sintetizadas a diferentes velocidades, dependiendo de las condiciones fisiologicas de las
células (Labbe-Bois 1990).
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CAPITULO IL| Desérdenes en la biosintesis del hemo.

I1.1. Las porfirias y su clasificacion

Como ya se menciono, el hemo es sintetizado en la célula por una secuencia de reacciones
catalizadas por ocho enzimas. La ausencia de alguna de estas enzimas es incompatible con la vida
porque el hemo es un componente esencial de las proteinas respiratonas asi como de otras
hemoproteinas importantes para el funcionamiento celular. Sin embargo, deficiencias parciales en
una 0 mas enzimas de este camino biosintético llevan al desencadenamiento de enfermedades
metabolicas (Batlle & Magnin, 1988, Kappas ef al., 1989, Elder, 1993; Batlle, 1997). La actividad
del ALA-S esta disminuida en la anemia sideroblastica hereditana (Elder, 1993), mientras que la
deficiencia de cada una de las enzimas subsecuentes produce una familia de enfermedades conocidas
como Porfirias caracterizadas por un patron especifico de acumulacion y excrecion de
intermediarios de esta via del hemo que refleja la acumulacion del sustrato sobre el cual actua la
enzima defectuosa (Figura I.3). El defecto enzimatico en cada porfina es hereditanio excepto en la

PCT adquinda (Tabla I1.1).

La evolucion del conocimiento de las porfirias se refleja en la secuencia de las clasificaciones
propuestas desde principio de siglo hasta el presente (Guinther 1911; Waldestrom 1937, 1957,
Schmid er al., 1954; Watson 1960; Goldberg & Rimington, 1962; Moore ef al., 1987, Batlle &
Magnin, 1988). La tradicional clasificacion de las porfirias en hepaticas o eritropoyéticas, segin cual
fuere el sitio principal de expresion de la falla metabolica, o bien, en cutaneas o agudas de acuerdo a

las principales manifestaciones clinicas, era insuficiente, de alli que la propuesta (Batlle, 1997) de
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sumar al primer criterio, la division en agudas y no agudas es una forma mas satisfactoria para

subdividir e identificar a este grupo de enfermedades.

Con la individualizacion progresiva de los distintos tipos de porfirias en base a su correlacion
clinico-patologica-bioquimica y los aportes mas recientes, en cuanto a la identificacion del defecto
enzimatico especifico para cada una de ellas, se ha llegado hoy a la siguiente clasificacion (Moore e!

al., 1987) (Esquema II.1):

PORFIRIAS
I. HEPATICAS
Aguda intermitente (PAI)

NO CUTANEAS
Nueva Porfiria Aguda (NPA)

AGUDAS
Variegata o Mixta (PV)
Coproportfiria Hereditaria (CPH)
Cutanea Tardia (PCT)

a. Hereditaria
b. Adquirida

II. ERITROPOYETICAS CUTANEAS
Congénita Entropoyética (PCE) NO AGUDAS
Protoporfiria Eritropoyética (PPE)

Coproportfiria Entropoyética (CPE)

III. HEPATOERITROPOYETICA (PHE)

Esquema IL1. Clasificacién de las porfirias.
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11.2. Generalidades de las Porfirias

Las Porfirias Agudas se caracterizan por la presencia de ataques agudos que involucran

disfunciones del sistema nervioso central, periférico y autonomo. Los sintomas se producen por una

deficiencia de hemo y/o una acumulacion de intermediarios potencialmente neurotoxicos, tales como

el ALA y el PBG. Son ejemplos de enfermedades farmaco-genéticas, ya que estos pacientes corren

el niesgo de desencadenar el ataque agudo por exposicion a una gran cantidad de farmacos

comunes. Cada una de ellas esta asociada a una hipoactividad de una de las enzimas del camino del

hemo (Figura 1.3). Asi en la PAI, la enzima deficiente es la PBG-D; en la NPA, el ALA-D; en la

CPH, la CPGasa y en la PV, la PPGox (Tabla II.1). Este defecto, sumado a una des-regulacion de la

actividad del ALA-S, debido a una disminucion del hemo en la célula, lleva a la acumulacion y

excrecion aumentada en orina de los precursores, ALA y PBG, y en algunos casos también de

porfirinas.

Tabla I1.1. Herencia de los desordenes
camino metabolico del hemo.

causados por deficiencias parciales en las enzimas del

Enfermedad Deficiencia Herencia Mutaciones

enzimatica identificadas
Anemia sideroblastica ALA-S eritroide | Ligada al cromosoma X 11
Nueva Porfina Aguda (NPA) ALA-D AutosOmica recesiva 2
Porfiria Aguda Intermitente (PAI) PBG-D Autosodmica dominante 84
Porfiria Congénita Ernitropoyética (PCE) | Isomerasa Autosomica recesiva 8
Porfina Cutanea Tardia (PCT) URO-D Autosomica dominante 9
Porfiria Hepatoeritropoyética (PHE) URO-D AutosOmica recesiva 7
Coproporfiria Hereditaria (CPH) CPGasa Autosomica dominante 4
Coproporfiria Entropoyética (CPE) CPGasa Autosomica recesiva -
Porfina Variegata (PV) PPGox Autosomica dominante 8
Protoporfina Entropoyética (PPE) Ferroquelatasa Autosdmica dominante 22
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La PAI es la mas comun de las porfirias agudas y la segunda en frecuencia en la poblacion

argentina, a la cual nos referiremos en detalle mas adelante.

Los pacientes con NPA, recesiva (Tabla II.1), son poco comunes y presentan una variacion
fenotipica sustancial. Algunos tienen buen pronostico, y otros presentan severos ataques agudos

luego de la pubertad con polineuropatia subaguda (Plewinska et al., 1991).

La PV y la CPH ademas de la sintomatologia aguda presentan manifestaciones cutaneas
muy similares a la PCT. El cuadro dermatologico se manifiesta por fragilidad cutanea y ampollas en
zonas expuestas, la piel se oscurece, puede ocurrir esclerodermia, el pelo adquiere un color negro
intenso, se observa hipertricosis malar, de pabellon auricular y parpados, con pelos gruesos y

renegridos.

Las Porfirias cutineas no-agudas, presentan como principal signo clinico la
fotosensibilizacion cutanea debida a la acumulacion de porfirinas en piel, mas intensa en las zonas

expuestas a la luz solar.

La PCT, es la forma mas comun de las porfinias cutaneas y la mas frecuente en la poblacion
argentina. Puede existir en dos formas: hereditania o adquirida (De Vemeuil ef al., 1978). La
primera, presente en el 20 % de los casos, esta asociada a una deficiencia parcial enzimatica de la
URO-D (50 % de actividad con respecto al valor normal) en todos los tejidos (Figura 1.3), y se
transmite como un caracter autosomico dominante (Tabla II.1). En el resto de los pacientes, la
enzima esta disminuida solo en higado. Esta porfina se caracteriza por la presencia de fragilidad
mecanica, hipertricosis y fundamentalmente fotosensibilizacion cutianea. Estas lesiones estan
asociadas a una excrecion aumentada de porfirinas urinarias con un patron tipico consistente en
intermedianios de 8 y 7 carboxilos y, en menor proporcion de porfirinas menos carboxiladas. En esta
enfermedad hay dafio hepatico debido a que el higado es el principal sitio de sobreproduccion de
porfirinas.

La Porfiria Hepatoeritropoyética (PHE) es una forma mas severa de PCT, (actividad de
URO-D menor al 10 % con respecto al normal) y se transmite como un caracter autosomico
recesivo (Tabla II.1).
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Las Porfirias eritropoyéticas en general no presentan dafio hepatico ni sintomatologia de
tipo agudo pero manifiestan problemas dermatologicos. La PPE se caracteriza por una severa
fotosensibilidad, y en algunos pacientes la acumulacion de protoporfirina en hepatocitos produce un
dafio hepatico irreversible (Kappas ef al., 1990). La falla a nivel de la Ferroquelatasa se hereda en

forma dominante (Tabla II.1).

La PCE, es una de las mas raras, poco mas de 100 casos descriptos en la literatura
internacional, es la consecuencia de una deficiencia parcial enzimatica de la Isomerasa y su herencia
es recesiva (Tabla I1.1). Se manifiesta a muy temprana edad, por lo general desde el nacimiento, con
severas lesiones en la piel que progresan hacia mutilaciones, acompafiadas de esplenomegalia y

anemia hemolitica, el prondstico es malo.

La CPE es producida por una deficiencia a nivel de la CPGasa y su herencia es recesiva
(Tabla IL.1). Hay solo tres casos descriptos y se caracteriza por fotosensibilizacion cutanea con

aumento de coproporfirina y protoporfirina en globulos rojos.

Se han aislado y caracterizado los genes 0 cDNAs de estas enzimas (Tabla 11.2). Estos
avances permitieron rapidamente la identificacion de mutaciones en las porfirias (Tabla I1.1) y la

aplicacion de técnicas de biologia molecular al diagnostico.

I11.3. Porfiria Aguda Intermitente
11.3.1. Sintomatologia

El defecto primario en la PAI es una deficiencia parcial de la enzima PBG-D (Strand ef al.,
1970; Brodie er al., 1977) (Figura 1.3). Como resultado de este bloqueo en el camino del hemo hay
una disminucion del producto final, y un aumento de la actividad del ALA-S con sobreproduccion y
acumulacion de los precursores, ALA y PBG. Esta enfermedad se hereda como un caracter
autosomico dominante con penetrancia incompleta (Tabla I1.1). La incidencia de este desorden es de

1:10.000 en la mayoria de las poblaciones pero varia entre paises; una de las mas altas (1:1.500) se
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ha descripto en Suecia, en base a estudios sobre la determinacion de la excrecion uninania de ALA y

PBG (Wetterberg, 1967).

Tabla I1.2. Genética molecular de Ias enzimas del camino biosintético del hemo.

Enzima Gen ¢DNA en pb | Expresion Locus Referencia
ALA-S, 1920 (168) U 3p21 Cotter et al., 1992
ALA-S; 22 Kb, 11 exones | 1746 (147) E Xpll.2 Conboy et al., 1992

1635 (147) E

ALA-D 990 U 9q34 Wetmur et al., 1986
Potluri et al., 1987

PBG-D 10 Kb, 15 exones 1032 E 11924.1»>q24.2 | Raich et al., 1986
Chretien et al., 1988
Namba ez al., 1991

1083 U Grandchamp et al., 1987

Chretien et al., 1988
Namba et al., 1991

Isomerasa 60 Kb 795 U 10925.2—q26.3 | Tsai et al., 1988
Astrinetal., 1991

URO-D 3 Kb; 10 exones 1101 U 1p34 Roméo et al., 1986
Romana et al., 1987

CPGasa 14 Kb;7 exones 1062 U 3ql2 Grandchamp et al., 1983

PPGox 8 Kb; 13 exones 1814 U 1923

Ferroquelatasa| 45 Kb, 11 exones | 1269 (162) U 18q21.3 Nakahashi et al., 1990

Taketani ef al., 1992

U: ubicua y E: ernitropovética. Entre paréntesis se indica el nimero de pares de bases que codifican para el péptido

sefial para la importacion a la mitocondria.

La expresion clinica ocurre después de la pubertad y mas frecuentemente en mujeres que en

hombres. La mayoria de los pacientes gozan de buena salud (PAI latentes) pero si se exponen a

ciertos factores ambientales, estrés, drogas terapéuticas, hormonas sexuales, ayuno, ingestion
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alcoholica o infecciones, pueden desarrollar ataques severos (PAI sintomaticos) y aun llegar a un

desenlace fatal.

Los ataques agudos comienzan con fuertes dolores abdominales de tipo colico que van
aumentando en forma progresiva, pueden ser continuos o con exacerbaciones y periodos de calma
que pueden simular una apendicitis o colecistitis aguda. En ocasiones los pacientes presentan
desasosiego, nauseas, vOomitos, constipacion, taquicardia, hipertension. convulsiones, estado
confusional, pueden aparecer fendomenos motores con paresias o paralisis de miembros inferiores o
superiores; asimismo, hay excitacion, ansiedad, depresion, mania, alucinaciones visuales y auditivas;
y el desarrollo de una neuropatia periférica puede llevar a la paralisis respiratoria y la muerte (Batlle

& Magnin, 1988, Batlle, 1997).

Estos sintomas son consecuencia de la accion de los precursores de las porfirinas,

principalmente ALA, sobre el sistema nervioso (Kappas e al., 1989).

I1.3.2. Diagnéstico bioquimico

El diagnostico de la PAI se basa en la realizacion de estudios bioquimicos, la historia familiar
y los sintomas clinicos. La identificacion de sujetos con este error genético es importante para evitar
la exposicion a los factores precipitantes, establecer un diagnostico temprano y un tratamiento

apropiado si ocurre un ataque agudo.

La mayoria de los portadores de la enfermedad tienen una actividad de PBG-D disminuida
en un 50 % pero hay un solapamiento de los valores de actividad enzimatica normales bajos y los
valores de los heterocigotas altos (Lamon er al., 1979; McColl et al., 1982, Bonaiti-Pelli¢ et al.,
1984; Pierach et al., 1987, Kappas et al., 1989). Los individuos con PAI sintomaticos excretan

niveles aumentados de ALA y PBG, y por lo tanto se pueden diagnosticar facilmente.

Para la deteccion de casos latentes en familias afectadas hay varios métodos. El incremento
de ALA y PBG en orina no sirve como diagndstico debido a que los precursores se encuentran
aumentados en solo el 10 % de los casos latentes. La medicion de la actividad de la PBG-D en
eritrocitos periféricos es mas sensible pero, como ya se menciono, existe un amplio rango de valores

22



de actividad. El dato de actividad enzimatica en asociacion con el estudio de la familia entera
permite el diagnostico de un alto porcentaje de los casos de PAI pero no de todos (Astrup, 1978,
Lamon ef al., 1979; Kreimer-Bimbaum ef al., 1980). Por lo tanto utilizando técnicas bioquimicas
hay entre un 10 a un 20 % de los individuos que no se pueden diagnosticar, lo cual, sumado a la

inespecificidad de la sintomatologia hacen que el diagndstico de la PAI resulte una tarea dificil.

Ademas, en base a los estudios bioquimicos se ha identificado una forma variante de la PAI,
en la cual los pacientes manifiestan signos clinicos con niveles elevados de ALA y PBG, pero con
actividad y concentracion normal de PBG-D eritrocitaria (Desnick et al., 1985; Kauppinen ef al.,
1990). Esto se debe a la presencia de una mutacion que afecta solamente la enzima ubicua. Por lo
tanto, en estos pacientes no es posible identificar a los heterocigotas asintomaticos dado que la

actividad de la PBG-D en eritrocitos es normal.

Sobre las bases del contenido eritrocitario de la PBG-D, los portadores de PAI pueden
dividirse en dos grupos: CRIM-positivos y CRIM-negativos (CRIM = Matenal Inmunolégico de
Reaccion Cruzada) (Hindmarsh, 1990; Lannfelt, 1990). El 85 % de los portadores del gen de la PAI
es CRIM-negativo y se caracterizan por una disminucion en la concentracion y en la actividad de la
enzima. El 15 % restante es CRIM-positivo y presentan una concentracion de PBG-D normal pero
la actividad enzimatica esta disminuida aproximadamente un 50 %. Esto se debe a que en estos

casos la PBG-D es conformacionalmente estable pero inactiva.

Por lo tanto, debido a las dificultades que presenta el diagnostico bioquimico, los estudios se
han orientado hacia el empleo de las técnicas moleculares para identificar, fundamentalmente

individuos latentes.

11.3.3. Tratamiento.

El mejor tratamiento de esta enfermedad es establecer un diagnostico correcto y, en
consecuencia, poder prevenir los ataques agudos. Por lo tanto es fundamental detectar los

portadores del defecto genético para asi evitar los factores precipitantes.
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Las manifestaciones neuroldgicas pueden mejorar y ain desaparecer al eliminar la droga
precipitante. Otras medidas terapéuticas consisten en la aplicacion de dextrosa endovenosa, la
administracion de soluciones hipertonicas, clorpromazina, meperidina, propanolol en dosis
pequefias; y en los casos mas severos, hematina endovenosa (Batlle 1997). El acido folico que actia
como un activador de la PBG-D, se ha empleado con éxito en el tratamiento de pacientes con PAI

(Juknat de Geralnik er al., 1981).

Las hormonas sexuales pueden precipitar ataques agudos, aunque también se ha descripto
que pueden prevenirlos en ciertas condiciones (Welland et al., 1964, Zimmerman e/ al., 1966). Asi,
la administracion de anticonceptivos orales en bajas dosis pueden evitar la precipitacion de los

sintomas en mujeres durante el ciclo pre-menstrual (Perlroth ez al., 1965).
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CAPITULO IIL | Biologia molecular de la PBG-D.

I11. 1. Localizacion cromosomica

El ¢cDNA del gen que codifica para la PBG-D eritrocitaria humana ha sido clonado y
secuenciado (Raich er al., 1986). Los analisis de Southern blot del DNA gendémico indicaron que

hay una sola copia del gen en el genoma humano (Raich ez al., 1986).

El locus del gen se localizo en el cromosoma 11 a través de estudios de células hibridas
somaticas (humano/raton) (Meisler et al., 1980). Subsecuentemente, con el objetivo de ubicar la
region cromosomica correspondiente, se construyeron células hibridas que contenian el genoma
completo del Hamster chino y una sola copia del cromosoma 11 humano. Se caracterizaron
cariotipicamente subclones portadores de deleciones terminales de este cromosoma y se ensayaron
para varias isoenzimas humanas y marcadores inmunolégicos. Este mapeo permitio localizar el locus

en la region 11q13—qter (Meisler ez al., 1981).

Por estudios de dosaje de genes en pacientes con sindrome de trisomia parcial 11q, se

asigno la localizacion a la region 11q23.2—qter (de Verneuil ef al., 1982).

Finalmente, por técnicas de hibridizacion in situ, se logro la sublocalizacion utilizando una
sonda marcada especifica al locus del gen, la cual hibridizaba con la banda 11q24. Ademas
estudiando individuos con monosomia 11q24.2—qter, la actividad de la PBG-D era normal pero
estaba incrementada 1,5 veces en pacientes con trisomia 11q22.2—qter. Ambos resultados sugieren
que la region mas pequeiia para la PBG-D humana podria estar comprendida en 11q24.1511q24.2
(Namba e al., 1991).
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I11.2. Isoformas de la PBG-D y ¢cDNAs correspondientes.

Se pueden distinguir dos isoformas de esta enzima, una se encontr6 en todas las células y la
otra solo en células eritroides (Desnick e al., 1985). Se demostré que las dos se traducen a partir de
dos mRNAs que difieren solamente en su extremo 5' terminal (Grandchamp er al., 1987) pero
ambos estan codificados por un solo gen (Raich ef al., 1986). La transcripcion es a través de splicing
diferencial de dos transcriptos primarios generados a partir de dos promotores separados entre si
por 3 Kb de DNA. (Figura I11.1).

AIIJG mRNA Ubicuo

1 (314507 |8 (9 |10 (11| 12 [13|14] 15

ATG-H *, ATG-E Gen

—HCHE T

mRNA Eritroide

2 |3 |4 |57 |89 |10 (11] 12 |13|14] 15

AUG

Figura IIL1. Estructura del gen de la PBG-D.
Se indica en la figura el splicing diferencial de los transcriptos eritroide y no-eritroide. Los exones estan representados
como rectangulos y la posicion y orientacion de las secuencias repetidas A/u estan indicados como triangulos.
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La secuencia del promotor ubicuo del gen es rica en G+C (70%) y no contiene las clasicas
secuencias TATA y CAC boxes. Esta ubicado en la region upstream al exon 1 y la reciente
determinacion de su secuencia (945 pb) (Yoo ef al., 1993), permiti6 la identificacion de posibles
elementos regulatorios en ese promotor: dos sitios de union al AP1 (en los nucleotidos -491 a -487

y -126 a -119), un sitio de union al AP 4 (en los nucledtidos -461 a -456), un sitio de union al

elemento de respuesta tiroide (TRE) (nucleotidos -45 a -38) y dos sitios de union a enhancers
(ENH) (nucledtidos -828 a -821 y -16 a -9); ademas de los dos sitios de union para factores de
transcripcion Sp1 descriptos con anterioridad (-201 a -191 y -90 a -181) (Chretien e7 al., 1988) y las
13 pb repetidas y adyacentes (-243 a -217), (Figura I11.2).

TRE CAC ENH
AP1 AP4 Sp1 AP 1 « «
; {4 (T HHH HH—
W4 \
13 pb repetidas
ATG

Figura IIL2. Esquema de la region promotora de la PBG-D ubicua.

Se indican los sitios de union a los factores de transcripcion: Sp 1 = secuencia Spl (GC box); AP 1 = secuencia de
union Jun y Fos: AP 4 = secuencia de union AP 4; TRE = elemento de respuesta a hormona tiroide; CAC = CAC box;
ENH = enhancer; ATG = sitio de iniciacion de la traduccion.

El promotor eritroide del gen humano codificante para la PBG-D se usé como modelo para
el estudio de transcripcion eritroide-especifica. Este posee los siguientes elementos regulatorios: un
sitio de union AP 1 (en los nucledtidos 2781 a 2788), una secuencia CAC (2839 a 2847), un CAAT
box (2855 a 2863), un TATA box (2913 a 2918) (Chretien ef al., 1988), dos sitios de union NF-E1
(2760 a 2765 y 2782 a 2790), un sitio de union NF-E2 (2782 a 2790) (Mignotte et al., 1989),

NF-1 NEF-1 CAC CAAT TATA
. £1:01:-15 =3 ,
s I—05H—B ] . B s B

NF-El NF-E2/ AP 1 NF-El AP4 NF-El

Figura I1L3. Esquema de la region promotora de la PBG-D eritroide.
Se indican los factores de transcripcion eritroide especificos: NF-E1 y NF-E2. La secuencia CAC box se encuentra
tambien en el promotor -globina.
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cuatro sitios de union NF-1 (2675 a 2679; 2713 a 2717, 2724 a 2728 y 2827 a 2831), dos sitios de
union para Topoisomerasas (TOPO: 2332 a 2346 y 2329 a 2343), un sitio de union AP 4 (2830 a
2835) y otro sitio de union NF-E1 (2573 a 2580) (Yoo et al., 1993) (Figura II1.3).

El promotor upstream, activo en todos los tejidos, codifica para los exones 1y 3 al 15. El
otro, solamente activo en células eritroides codifica para los exones 2 al 15. Este Gltimo cuando se
introdujo en células no-eritroides fue completamente inactivo, demostrando su especificidad, y tiene
una homologija estructural con el promotor del gen de la B-globina, como por ejemplo los sitios de
union NF-E2/AP 1 y las secuencias TATA, CAAT y CAC boxes (Mignotte et al., 1989). Estos
hallazgos sugieren que esos factores comunes podrian co-regular la transcripcion de estos genes

durante el desarrollo ernitroide (Chretien et al., 1988; Mignotte et al., 1989; Frampton et al., 1990).

Un elemento localizado alrededor del sitio de iniciacion es esencial para asegurar la seleccion

de los sitios de iniciacion durante la diferenciacion (Beaupain et al., 1990).

El ¢cDNA eritroide tiene un marco de lectura abierto de 1039 pb y codifica para 344
aminodcidos. El cDNA ubicuo posee 1320 pb, por lo tanto genera una proteina con 17 aminoacidos
adicionales en el extremo NH,-terminal (361 aminoacidos totales). Por lo tanto la isoforma ubicua
tiene un peso molecular mayor (44 KDa) a la eritroide especifica (42 KDa) (Grandchamp et al.,
1987). Los codones de iniciacion de la traduccion para ambas enzimas (designados como ATG-H y
ATG-E, respectivamente) se localizaron en los nucleotidos 1 a 3 del exén 1 y 3233 a 3235 en el
exon 3 (Figura I11.1).

I11.3. Organizacion del gen de la PBG-D humana

Recientemente, se publico la secuencia gendmica completa de la PBG-D humana (Yoo et
al., 1993). Los 10024 nucledtidos se dividen en 15 exones, con una extension entre 39 y 438 pb, y
14 intrones entre 87 y 2913 pb. Como se muestra en la Tabla III.1, todas las secuencias intronicas
coinciden con las secuencias consenso 5'y 3' para el splicing de los genes transcriptos (Mount

1982). Las posibles secuencias de lazo se identificaron entre los nucledtidos -39 y -20 de la
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union 3' para los 14 intrones por homologia con la secuencia consenso C/TNC/TTA/GAC/T (Reed
& Maniatis, 1988).

Las regiones no codificantes del cDNA eritropoyético comprenden 81 bases en el extremo
5' terminal antes del codon metionina de iniciacion y 267 bases en el extremo 3' terminal seguido por

14 bases de la sefial de poli A.

I11.4. Elementos repetidos Alu

El gen de la PBG-D es rico en secuencias A/u, ya que se identificaron seis a lo largo de las
10 Kb y normalmente estos elementos se encuentran distribuidos en promedio en el genoma cada 4
Kb (Hwu 1986, Jelinek & Schmid, 1986). Dos de ellas se encuentran en la region S' no codificante,
tres en el intron 1 y una en el intron 9 (Figura I11.1). Todos, excepto el del intron 9, se encuentran en

orientacion sense.

Cuando cada uno de estos elementos se compara con la secuencia A/u consenso (Jurka &
Smith, 1988), el porcentaje de identidad esta entre 76,2 y 90,6 %. De los 24 dinucleotidos CpG en
las secuencias consenso, 10 a 16 se presume que sufrieron deaminacion espontanea de 5-

metilcitosina a timidina (Deybach & Puy, 1995).

IILS. Polimorfismos en el gen de la PBG-D

El analisis de polimorfismos en la PBG-D es de suma utilidad en familias de PAI
heterocigotas en las cuales no se pudo identificar la mutacion especifica. Hasta la fecha se detectaron
10 polimorfismos intragénicos cuya localizacion, sitios de restriccion y alteraciones se indican en la
tabla II1.2. Los primeros cuatro polimorfismos identificados fueron Msp 1, Pst I, Bst N/ y ApalLl en
el intréon 1. Aunque su localizacion precisa inicialmente no se conocia (Lee & Anvret, 1987,
Llewellyn et al., 1987b; Lee 1991a), la posterior secuenciacion del gen entero de la PBG-D (Yoo ef
al, 1993) determiné la localizacion de los mismos (1345G/A; 1500T/C; 2377C/A y 2479A/G). En

todas las poblaciones estudiadas se encontr6 un fuerte desequilibrio de ligamiento
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entre los RFLP's del intron 1 (Llewellyn ef al., 1987a,b; Lee ef al., 1988; Kauppinen e al., 1990,
Yoo et al., 1993).

Utilizando la técnica de polimorfismos de conformacion en simple cadena (SSCP), se
identificaron 3 polimorfismos ubicados en los intrones 3 (3581A/G), 10 (7064C/A) y 14 (7998G/A)
(Yoo etal., 1993). Ademas, se detectd un polimorfismo en el exon 10 (6479G/T) (Gu et al., 1991).
EI RFLP del intron 3 tambien esta fuertemente ligado con los del intron 1, pero no lo esta con el del
exon 10 (Yoo et al., 1993).

111.6. Mutaciones en el gen de la PBG-D.

La existencia de una forma variante de PAI, asi como los dos grupos CRIM determinados
segun el contenido eritrocitario de la enzima PBG-D (ver capitulo II, seccion 11.3.2), sugieren la
presencia de una significativa heterogeneidad molecular en las mutaciones que causan esta

enfermedad (Anderson ez al., 1981; Desnick e? al., 1985; Mustajoki & Desnick, 1985).

Hasta la fecha se identificaron 84 mutaciones diferentes en el gen PBG-D humano (Tabla
II1.3). Estas causan defectos de splicing, sustituciones de aminoacidos, proteinas truncadas por

creacion de un codon de terminacion o cambio del marco de lectura por delecion o insercion.

Se detectaron 3 mutaciones que producen PAI variante (PBG-D eritrocitaria normal); 2 de
las cuales estan en el sitio donor de splicing del exon 1 (Grandchamp er al., 1989a,b) y la tercera es
una sustitucion (G—A) en el codon de iniciacion que impide la traduccion del mRNA ubicuo pero
no la del eritroide (Chen et al., 1994). De las 81 mutaciones restantes que causan PAI clasica, el 78
% (63/81) son puntuales. De todas las mutaciones puntuales, en el 56 % de los casos esta
involucrada una G (35/63), en el 33 % una C (21/63),una T en el 8 % (5/63) yuna A soloenel 3 %
(2/63). Este desequilibrio se explica en parte por la presencia de mutaciones que modifican el
dinucledtido CpG, ya que 18 se deben a la deaminacion de la metilcitosina a timidina (Tabla III.3).
La reparticion de cada nucledtido es homogénea a lo largo de la secuencia codificante (20 a 29 %),
por lo tanto otro factor que explica la alta frecuencia de G mutadas es la presencia de mutaciones en

los sitios consenso de splicing (13/14).
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Tabla I11.3. Mutaciones descriptas hasta la fecha.

Ex6n/Intrén Cambio en la Cambio en la secuencia Referencia
secuencia nucleotidica de la proteina
Exon 1 3 ATG—ATA MiI Cheneral., 1994
33 GCG->GCT SDS Grandchamp et al.,1989a
Intrén 1 33+1 _gtg—atg SDS Grandchamp et al,1989b
Exon 3 -22 CGC->CCC SDS Llewellyn et al., 1996
76 CGC—HTGC R26C Kauppinen et al., 1995
77 CGC—>CAC R26H Llewellyn et al., 1993
Intron 3 87+1 gtg—atg SDS Lundin er al., 1995
Exon 4 91 CGCT—>CACT A31T Gueral., 1994
97 Del A CML: cod 125-Stop Kauppinen er al., 1995
100 CAG-HTAG Q34X Kauppinen ef al., 1995
100 CAG—>AAG Q34K Mgone et al., 1992
125 TTGH>TAG L42X Puy et al., 1996
Exon § 163 GCT-H>TCT AS5S Gueral., 1994
168 Del GT CML: cod 192-Stop Schreiber et al., 1995
174 Del C CML: cod 293-Stop | Gu eral., 1994
182 Ins G CML: cod 197-Stop [ Guetal., 1994
Intrén § 210+1 gta—ata SDS Guetal., 1994
Exon 6 218 Del AG CML: cod 243-Stop Gueral., 1994
Exén 7 277 GTTHTTT VI3F Cheneral., 1994
287 TCC-TTC S96F De Roojj er al., 1995
293 AAG—>AGG K98R Kauppinen ez al., 1995
295 GAC—>CAC D9SH De Roojj et al., 1995
331 CGGA—CAGA G111R Guetal, 1993a
314 Ins C CML: cod 362-Stop Schreiber er al., 1995
Intron 7 345-1 cag—caa SAS Schreiber et al., 1994
Exén 8 346 CGG-HTGG R116W Gu eral., 1993b;
Chenetal., 1994,
Kauppinen ez al., 1995,
Morita et al., 1995
347 CGG—HCAG R116Q Mgone er al., 1993
356 CTCHTTC P119L Lundin et al., 1995
Intron 8 423+1 gta—tta SDS Lundin er al., 1995
Exoén 9 445 CGA—->TGA R149X Kauppinen ef al., 1995
446 CGA—->CAA R149Q Delfau et al., 1991
446 CGA—-CTA R149L Gueral., 1994
463 CAG-HTAG Q155X Scobie et al., 1990
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Ex6n/Intrén Cambio en la Cambio en la secuencia Referencia
secuencia nucleotidica de Ia proteina
Exén 9 470 Ins A CML: cod 623-Stop | Schreiber et al., 1994
Intrén 9 499-1 tag—taa SDS Lundin er al., 1994
Exén 10 499 CGG->TGG R16TW Gueral., 1992,
Llewellyn et al., 1992,
Kauppinen e? al, 1995
500 CGG-HCAG R167Q Delfau et al., 1990,
Picat et al., 1990,
Mgone et al., 1992;
Llewellyn et al., 1992.
517 CGG-HTGG R173W Lee, 1991a.
518 CGG—HCAG R173Q Delfau et al., 1990,
Kauppinen ef al., 1992
530 CTG->CGG L177R Mgone et al., 1992
583 CGC—HTGC R195C Kauppinen er al, 1995
593 TGG-H>TAG W198X Lee & Anvret, 1991b
601 CGG->TGG R201W Lundin et al., 1994,
Chenetal., 1994
604 Del G CML: cod 759-Stop Schreiber et al., 1994
610 CAG-HTAG Q204X Mgone et al., 1994
612 CAG-HCAT SDS (Del 9 pb) Delfau et al., 1991
Exén 11 625 GAG—AAG E209K Guetal., 1993
629 Del A CML: cod 761-Stop | Lee et al., 1995
Intrén 11 652-3 cag—>gag SDS Llewellyn et al., 1996
Exén 12 667 GAA->AAA E223K Gueral., 1994
673 CGA->GGA R225G Kauppinen et al, 1995
673 CGA->TGA R225X Kauppinen et al, 1995;
Leeetal., 1995
710 Del T CML: cod 761-Stop | De Rooij et al., 1995
713 CTG-HCGG L238R Kauppinen ez al., 1995
715 Del CA CML: cod 747-Stop | Puy eral., 1996
716 CAC—-CGC H239R De Rooij et al., 1995
730 Del CT CML: cod 746-Stop | Mgone et al., 1993,
Guetal., 1994
734 CTT—>CGT L245R Delfau et al., 1991
739 TGC—->CGC C247R Mgone et al., 1993
740 TGC-HTTC C247F Chen et al., 1994,

Kauppinen ez al., 1995
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Exén/Intron Cambio en la Cambio en la secuencia Referencia
secuencia nucleotidica de la proteina
Exén 12 742 Ins 8 pb CML: cod 772-Stop | Gueral.,, 1994
748 GAA—->CAA Q250A Lundin et al., 1995
748 GAA-AAA E250K Gueral., 1994
754 GCC—>ACC A252T Mgone et al., 1993
755 GCC->GTC A252V Mgone et al., 1993
766 CAC—>AAC H256N Mgone er al., 1992
771 CTG—HCTA SDS Grandchamp et al., 1989¢c
771 CTG-HCTC SDS Daimon et al, 1993b
771 Ins T CML: cod 784-Stop | Ong eral., 1996
Intron 12 | 771+ gag—aag SDS Puy et al., 1996
Exén 13 806 ACA—HATA T269I1 Mgone er al., 1994
820 GGA—->AGA G274R Mgone et al., 1994
Intrén 13 826-1 gac—aac SAS Llewellyn et al., 1993
825+1 gta—ata SDS Llewellyn er al., 1996
Exén 14 838 GGA—->AGA G280R Kauppinen et al., 1995
848 TGG-H>TAG W283X Mgone ef al., 1994;
Schreiber et al., 1995
849 TGG-TGA W283X Cheneral., 1994
886 CAG-HTAG Q296X Kauppinen er al., 1995
900 Del T CML: cod 944-Stop Delfau et al., 1991,
Schreiber et al., 1995
Intrén 14 | 912+1 gtg—atg SDS Gu et al., 1993
Exén 15 913 Ins C CML: cod 916-Stop | Puy eral., 1996
973 CGA->TGA R325X Petersen et al., 1996
1062 Ins C CML: cod 1074-Stop | Daimon er al, 1994
1073 Del A CML: cod 1084-Stop | Kauppinen e al., 1995

Abreviaturas utilizadas en la Tabla:
SDS= mutacion en el Sitio Donor de Splicing
SAS= mutacion cn el Sitio aceptor de Splicing

Del= Delecion
Ins= Insercion

CML~ cod X-Stop= Cambio del marco de lectura que genera un codén de terminacién de la traduccién (Stop) en el
codon X (downstream).
Las bases mutadas se resaltaron cn negrita: y las mutaciones que se producen en el dinucledtido CpG se subrayaron.

Los tipos de mutaciones puntuales son: sin sentido en el 18 % de los casos (11/63),

sustituciones de aminoacidos en el 60 % (38/63) y mutaciones de splicing en el 22 % (14/63). Hay
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18 cambios de marco de lectura (22 %) que se producen por 11 deleciones (61 %) y 7 inserciones

(39 %).

El exon 12 es el que posee la mayor frecuencia de mutaciones, con 20 mutaciones
reportadas (24 %). Luego siguen: el exon 10, con 11 mutaciones; el 7 con 6; el 4,9y 14 con 5; el 5
yel 15con4;el3yel8con3;el 1,11y 13 con2;el 6conlyno se reportaron mutaciones en el
exon 2. Con respecto a los intrones se reportaron mutaciones de splicing que producen pérdida de

un exén en los intrones 1, 3, 5,7, 8,9, 11, 12, 14 y dos en el intrén 13.

Se reportaron 3 casos de PAI heterocigotas compuestos con deficiencia severa de la
PBG-D desde una temprana edad (Beukeveld er al., 1990; Llewellyn et al., 1992). Dos de
éstos presentan las mutaciones R167W y R167Q (Llewellyn et al., 1992).

Historicamente los individuos con PAI, y luego las mutaciones en el gen de la PBG-D,
se clasificaron dentro de 2 grupos de acuerdo al estado CRIM. En el subtipo con fenotipo
CRIM-positivo, la heterogeneidad de las mutaciones es limitada. Por ejemplo, sobre 18
pacientes estudiados CRIM-positivos no relacionados (Delfau ez al., 1990; Gu er al., 1992
Kauppinen ef al., 1992; Llewellyn ef al., 1992) 9 poseen la misma mutaciéon R167Q y 4 la
R173Q. Ademas, sobre 43 pacientes no relacionados CRIM-positivos de origen francés y

aleman, 5 tienen la misma mutacion en el exén 4 A31T (Gu et al., 1994).

Por el contrario dentro del grupo con fenotipo CRIM-negativo, el cual representa el
80% de los pacientes con PAI, hay un alto grado de heterogeneidad alélica en las mutaciones
de la PBG-D, excepto en las poblaciones sueca y holandesa donde se report6 una alta
prevalencia de la misma mutacion. Asi, la mutacion W198X se encontré en 12 de 15 familias
suecas, pero hay entre ellas un origen en comun lo cual sugiere un efecto fundador (Lee &
Anvret, 1991b). Y la mutacion R116W se encontré en 15 de 49 pacientes holandeses no

relacionados en un analisis de hasta cuatro generaciones (Gu et al., 1993).
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111.7. Diagnéstico molecular de familias con PAI

El diagnostico de la PAI a través de analisis bioquimicos tiene limitaciones (capitulo II,
seccion 3.2). Ademas, la heterogeneidad molecular de las mutaciones observada complica el
desarrollo de procedimientos standard. La deteccion de portadores del gen en una familia con una
mutacion conocida se puede realizar utilizando técnicas moleculares apropiadas (Grompe, 1993). El
procedimiento de analisis se elige dependiendo del tipo y localizacion de la mutacion. Los métodos
de busqueda de mutaciones nuevas en familias con PAI tales como electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante (DGGE) o polimorfismos de conformacion en simple cadena (SSCP) parecerian ser
atiles (Kauppinen, 1992; Bourgeois ef al., 1992; Gu ef al., 1994). Sin embargo, éstas técnicas no
eliminan la secuenciacion de la muestra de DNA para encontrar la mutacion responsable de la
variacion de migracion.

Finalmente, hay casos raros en los cuales la actividad de la PBG-D vy las investigaciones
moleculares fallan en la deteccion del defecto genético. En éstos casos se puede utilizar el analisis de
ligamiento en familias afectadas (Deybach & Puy, 1995). Pero éste tipo de analisis solo sirve en los
casos de familias que tienen un genotipo informativo y al menos dos individuos vivos sintomaticos

para establecer el ligamiento.

I11.8. Referencias

Anderson, PM.; Reddy, RM.; Anderson, KE. & Desnick, RJ. (1981) Characterization of the
porphobilinogen deaminase deficiency in acute intermittent porphyria: immunologic evidence for
heterogeneity of the genetic defect. ). Clin. Invest. 68:1-12,

Beaupain, D.; Eléouét, J.F. & Roméo, P.H. (1990) Initiation of transcription of the erythroid promoter of the
porphobilinogen deaminase gene is regulated by a cys- acting sequence around the cap site. Nucleic Acids
Res. 18:6509-6515.

Beukeveld, G.J.J.; Wolthers, B.G.; Nordmann, Y .; Deybach, J.C.; Grandchamp, B. & Wadman, S.K. (1990)
A retrospective study of a patient with homozygous form of acute intermittent porphyria. J. Inkerit.
Metab. Dis. 13:673-683.

Bourgeois, F.; Gu, X.F.; Deybach, J.C.; Te Velde, M.P.; De Rooij, F.; Nordmann, Y. & Grandchamp, B.
(1992) Denaturing gel electrophoresis for rapid detection of latent carriers of a subtype of acute intermittent
porphyria with nommal erythrocyte porphobilinogen deaminase activity. Clin. Chem. 38:93-95.

40



Chen, C-H.; Kenneth, HA; Lee, G.; Anderson, K.E. & Desnick, R.J. (1994) Acute intermittent porphyria:
identification and expression of exonic mutations in the Hydroxymethylbilane synthase gene. An initiation
codon missense mutation in the housekeeping transcript causes "Variant acute intermittent porphyna" with
normal expression of the erythroid-specific enzyme. J. Clin. Invest. 94:1927-1937.

Chretien, S.; Dubart, A.; Beaupain, B.; Raich, N.; Grandchamp, B.; Rosa, J.; Goossens, M. & Romeéo, P.H.
(1988) Altemative transcription and splicing of the human porphobilinogen deaminase gene result either in
tissue-specific or in housekeeping expression. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:6-10.

Daimon, M.; Monta, Y.; Yamatani, K ; Igarashi, M.; Fukase, N.; Ohnuma, H.; Sugiyama, K.; Ogawa, A ;
Hideo, M.; Manaka, H. & Sasaki, H. (1993a) Two new polymorphisms in introns 2 and 3 of the human
porphobilinogen deaminase gene. Hum. Genet. 92:115-116.

Daimon, M.; Yamatani, K. ; Igarashi, M.; Fukase, N.; Ogawa, A.; Tominaga, M. & Sasaki, H. (1993b) Acute
intermittent porphyria caused by G to C mutation in exon 12 of the porphobilinogen deaminase gene that
results in exon skipping. Hum. Genet. 92:549-553.

Daimon, M.; Yamatani, K.; lgarashi, M.; Fukase, N.; Monta, Y.; Ogawa, A.; Tominaga, M. & Sasaki, H.
(1994) Acute intermittent porphynia caused by a single base mnsertion of C in exon 15 of the
porphobilinogen deaminase gene that results in a frameshift and premature stopping of translation. Hum.
Genet. 93:533-537.

Delfau, MH.; Picat, C.; de Rooij, FW.M.; Hamer, K., Bogard, M.; Wilson, J.H.P.; Deybach, J.C,;
Nordmann, Y. & Grandchamp, B. (1990) Two different point G to A in exon 10 of the Porphobilinogen
Deaminase gene are responsible for acute intermittent porphyria. J. Clin. Invest. 86:1511-1516.

Delfau, M.H.; Picat, C.; de Rooij, F.; Voortman, G.; Deybach, J.C.; Nordmann, Y. & Grandchamp, B.
(1991) Molecular heterogeneity of acute intermittent porphyria: identification of four additional mutations
resulting in the CRIM-negative subtype of the desease. Am. J. Hum. Genet. 49:421-428.

De Rooij, FW.M_; Voortman, G.; De Baar, E.; Grandchamp, B.; Te Velde, K. & Wilson., J.H.P. (1995)
Frequency and distribution of mutations in the gene of porphobilinogen deaminase in dutch acute
intermittent porphyna patients. Scand. J. Clin. Lab. Inv. 55:Suppl. 223, Abstract 24.

Desnick, R.J.; Ostasiewicz, L.T.; Tishler, P.A. & Mustajoki, P. (1985) Acute intermittent porphyna:

characterization of a novel mutation in the structural gene for porphobilinogen deaminase. J. Clin. Invest.
76:865-874.

De Vemeuil, H.; Phung, N.; Nordmann, Y ; Allard, D ; Leprince, F.; Jérome, H.; Aunas, A. & Rethoré, M.O.
(1982) Assignment of Human Uroporphyrinogen 1 Synthase locus to region 11qter by gene dosage effect.
Hum. Genet. 60:212-213.

Deybach, J.C. & Puy, H. (1995) Porphobilinogen deaminase gene structure and molecular defects. J. Bioener.
Biomem. 27:197-205.

Frampton, J.; Walker, M_; Plumb, M. & Harrison, P.R. (1990) Synergy between the NF-E1 erythroid-specific
transcription factor and the CACCC factor in the erythroid-specific promoter of the human porphobilinogen
deaminase gene. Mol. Cel. Biol. 10:3838-3842.

Grandchamp, B.; de Vemeuil, H.; Beaumont, C.; Chretien, S.; Walter, O. & Nordmann, Y. (1987) Tissue-
specific expression of porphobilinogen deaminase. £ur. J. Biochem. 162:105-110.

41



Grandchamp, B.; Picat, C.; Kauppinen, R.; Mignotte, V.; Peltonen, L.; Mustajoki, P.; Roméo, P.H,;
Goossens, M. & Nordmann, Y. (1989a) Molecular analysis of acute intermittent porphyria in a Finmsh
family with normal erythrocyte porphobilinogen deaminase. Eur. J. Clin. Invest. 19:415-418.

Grandchamp, B.; Picat, C.; Mignotte, V.; Wilson, JH.P.; Te Velde, K.; Sandkuyl, L.; Roméo, P.H;
Goossens, M. & Nordmann, Y. (1989b) Tissue-specific splicing mutation in acute intermittent porphyria.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86:661-664.

Grandchamp, B ; Picat, C.; de Rooij, FW.M.; Beaumont, C.; Deybach, J.C. & Nordmann, Y. (1989c) A

point mutation G/A in exon 12 of the PBG deaminase gene results in exon skipping and is responsible for
acute intermittent porphyria. Mucleic Acids Res. 17:6637-6649.

Grompe, M. (1993) The rapid detection of unknown mutations in nucleic acids. Nature Gener. S:111-
116.

Gu, X-F; Lee, J-S.; Delfau, M.H. & Grandchamp, B. (1991) PCR detection of a G/T polymorphism at exon
10 of the porphobilinogen deaminase gene. Nucleic Acids Res. 19:1966.

Gu, X-F.; de Rooij, F.; Voortman, G.; Te Velde, K.; Nordmann, Y. & Grandchamp, B. (1992) High
frequency of mutations in exon 10 of the porphobilinogen deaminase gene in patients with a CRIM-posttive
subtype of acute intermittent porphyria. Am. J. Hum. Genet. 51:660-665.

Gu, X-F; de Rooyj, F.; de Baar, E.; Bruyland, M.; Lissens, W_; Nordmann, Y. & Grandchamp, B. (1993a)
Two novel mutations of the porphobilinogen deaminase gene in acute intermittent porphyria. Hum. Mol.
Genet. 2:1735-1736.

Gu, X-F.; de Rooij, F.; Lee, J-S.; Te Velde, K.; Deybach, J.S.; Nordmann, Y. & Grandchamp, B. (1993b)
High prevalence of the point mutation in the porphobilinogen deaminase gene in Dutch patients with acute
intermittent porphynia. Hum. Genet. 91:128-130.

Gu, X.F.; de Rooij, F.; Voortman, G.; Te Velde, K.; Deybach, J.C.; Nordmann, Y. & Grandchamp, B. (1994)
Detection of eleven mutations causing acute intermittent porphyria using denaturing gradient gel
electrophoresis. Hum. Genet. 93:47-52.

Hwu, H.R; Roberts, .W_; Davidson, E.H. & Britten, R.J. (1986) Insertion and/or deletion of many repeated
DNA sequences in human and higher ape evolution. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:3875-3879.

Jelinek, W.R. & Schmid, C.W. (1986) Repetitive sequences in eukaryotic DNA and their expression. Annu.
Rev. Biochem. 51:813-844.

Jurka, J. & Smith, T. (1988) A fundamental division in the A/u family of repeated sequences. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 85:4775-4778.

Kauppinen, R. Peltonen, L. Palotie, A. & Mustajoki, P. (1990) RFLP analysis of three different types of acute
intermittent porphyria. Hum. Genet. 85:160-164.

Kauppinen, R.; Peltonen, L.; Pihlaja, H.; & Mustajoki, P. (1992) CRIM-positive mutations of acute
intermittent porphyria in Finland. Hum. Mutat. 1:392-396.

Kauppinen, R.; Mustajoky, S.; Pihlaja, M.; Peltonen, L. & Mustajoky, P. (1995) Acute intermittent porphyria
in Finland: 19 mutations in the porphobilinogen deaminase gene. Hum. Mol. Genet. 4:215-222.

Lee, J.S. & Anvret, M. (1987) A Pst I polymorphism for the human porphobilinogen deaminase gene. Nucleic
Acids Res. 15:6307.

42



Lee, J.S.; Anvret, M.; Lindstein, J.; Lannfelt, L.; Gellerfors, P.; Wetterberg, L.; Floderus, Y. & Thunell, S.
(1988) DNA polymorphisms within the human porphobilinogen deaminase gene in two Swedish families
with acute intermittent porphyria. Hum. Genet. 79:379-381.

Lee, J.S.; Grandchamp, B. & Anvret, M. (1990) A point mutation of the human porphobilinogen deaminase
gene in a Swedish family with acute intermittent porphynia. Am. J. Hum. Gen. 47:1162.

Lee, J.S. (1991a) Molecular genetic investigation of the human porphobilinogen deaminase gene in acute
intermittent porphyria. Doctoral thesis, Stockholm.

Lee, J.S. & Anvret, M. (1991b) Identification of the most common mutation within the porphobilinogen
deaminase gene in Sweedish patients with acute intermittent porphyria. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
88:10912-10916.

Lee, G.; Astrin, K. & Desnick, R.J. (1995) Acute intermittent porphyria: a single base deletion and a nonsense
mutation in the human Hydroximethylbilane synthase gene predicting truncations of the enzyme
polypeptide. Am. J. Med. Genet. 58:155-158.

Llewellyn, D.H.; Elder, G.H.; Kalsheker, N.A.; Marsh, O.W.M_; Harrison, P.R.; Grandchamp, B.; Picat, C.;
Nordman, Y.; Roméo, P.H. & Goossens, M. (1987a) DNA polymorphism of the human porphobilinogen
deaminase gene in acute intermittent porphyria. Lancet. 2:706-708.

Llewellyn, D.H.; Kalsheker, N.A ; Elder, G.H.; Harmison, P.R.; Chretien, S. & Goossens, M. (1987b) A Msp
1 polymorphism for the human porphobilinogen deaminase gene. Nucleic Acids Res. 15:1349.

Llewellyn, D.H.; Smyth, S.J.; Elder, G.H.; Hutchesson, A.C.; Rattenbury, JM. & Smith, M.F. (1992)
Homozygous acute intermittent porphyria: Compound heterozygosity for adjacent base transitions in the
same codon of the porphobilinogen deaminase gene. Hum. Genet. 89:97-98.

Llewellyn, D.H.; Whatley, S. & Elder, G.H. (1993) Acute intermittent porphyria caused by an arginine to
histidine substitution (R26H) in the cofactor-binding cleft of porphobilinogen deaminase. Hum. Mol. Genet.
2:1315-1316.

Llewellyn, D.M.; Scobie, G.A.; Urquihart, A.J.; Whatley, S.D.; Roberts, A.G.; Harmison, P.H. & Elder, G.H.
(1996) Acute intermittent porphyria caused by defective splicing of porphobilinogen deaminase RNA: a
synonymous codon mutation at -22 bp from the 5' splice site causes skipping of exon 3. J Med. Genet.
33:437-438.

Lundin, G.; Wedell, A.; Thunell, S. & Anvret, M. (1994) Two new mutations in the porphobilinogen
deaminase gene and a screening method using PCR amplification of specific alleles. Hum. Genet. 93:59-62.

Lundin, G.; Hashemi, J.; Floderus, Y.; Thunell, S.; Sagen, E.; Laegreid, A.; Wassif, W.; Peters, T. & Anvert,
M. (1995) Four mutations in the porphobilnogen deaminase gene in patients with acute intermittent
porphyna. J Med. Genet. 32:979-981.

Meisler, M.; Wanner, L.; Eddy, RE. & Shows, T.B. (1980) The UPS locus encoding uroporphyrinogen I
synthase is located on chromosome 11. Biochem. Biophys. Res. Commun. 95:170-176.

Meisler, M.; Wanner, L.; Kao, F.T. & Jones, C. (1981) Localization of the uroporphyrinogen 1 synthase locus
to human chromosome region 11q13—qter and interconversion of enzyme isomers. Cytogenet. Cell Genet.
31:124-128.

43



Mgone, C.S.; Lanyon, W.G.; Moore, M.R. & Connor, J.M. (1992) Detection of seven point mutations in the
porphobilinogen deaminase gene in patients with acute intermittent porphyria, by direct sequencing of in
vitro amplified cDNA. Hum. Genet. 90:12-16.

Mgone, C.S.; Lanyon, W.G.; Moore, M.R.; Louie, G.V. & Connor, J.M. (1993) Detection of a high mutation
frequency in exon 12 of the porphobilinogen deaminase gene in patients with acute intermittent porphyria.
Hum. Genet. 92:619-622.

Mgone, C.S.; Lanyon, W.G; Moore, M.R.; Louie, G.V. & Connor, J.M. (1994). Identification of five novel
mutations in the Porphobilinogen deaminase gene. Hum. Mol. Genet. 5:809-811.

Mignotte, V.; Elquet, J.F.; Raich, N. & Roméo, P.H. (1989) Cis- and trans-acting elements involved in the
regulation of the erythroid promoter of the human porphobilinogen deaminase gene. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 86:6548-6552.

Morita, Y.; Daimon, M.; Hashiwaba, K_; Igarashi, M.; Fukase, H.; Ohmuma, H.; Ikezawa, Y.; Sugiyama, K.
& Manaka, H. (1995) A point mutation C to T in exon 8 of the porphobilinogen deaminase gene in a
Japanese family with acute intermittent porphyria. Jpn. J. Hum. Genet. 40(2):207-2013.

Mount, S. M. (1982) A catalogue of splice site junction sequences. Nucleic Acids Res. 10:459-472.

Mustajoki, P. & Desnick, R.J. (1985) Genetic heterogeneity in acute intermittent porphyria: characterization
and frequency of porphobilinogen deaminase mutations in Fmland. Brit. Med. J. 291:505-509.

Namba, H.; Narahara, K Tsuji, K.; Yokoyama, Y. & Semno, Y. (1991) Assignment of human
porphobilinogen deaminase to 11q24.1—5q24.2 by in situ hibridization and gene dosage studies. Cyfogenet.
Cell Genet. 57:105-108.

Ong, P.M.; Lanyon, W.G; Hift, RJ.; Helkett, J.; Moore, M.R.; Mgone, C.S. & Connor, J. M. (1996)
Detection of four mutations in six unrelated South African patients with acute intermittent porphyria. Mol.
Cel. Probes. 10:57-61.

Petersen, N.E_; Nissen, H.; Hansen, T .S.; Rasmussen, K.; Brock, A. & Horder, M. (1996) R325X mutation
in exon 15 of the hydroxymethylbilane synthase gene identified in two Danish families with acute
intermittent porphyrnia. Clin. Chem. 42:106-107.

Picat, C.; Delfau, M.H.; De Rooij, FW.M.; Beukeveld, G.J.J.; Wolthers, B.G.; Wadman, S.K,;
Nordmann, Y. & Grandchamp, B. (1990) ldentification of the mutations in the parents of a patient
with a putative compound heterozygosity for acute intermittent porphyria. J. Inher. Metab. Dis.
13:684-686.

Picat, C.; Bourgeois, F. & Grandchamp, B. (1991) PCR detection of a C/T polymorphism in exon 1 of the
porphobilinogen deaminase gene (PBG-D). Nucleic Acids Res. 19:5099.

Puy, H.; Deybach, J.C.; Robreau, AM.; Lamoril, J. & Nordmann, Y. (1996) Detection of four novel
mutations in the porphobilinogen deaminase gene in French Caucasian patients with acute intermittent
porphyria. Hum. Her. 46:177-180.

Raich, B.N.; Roméo, P.H.; Dubart, A ; Beaupain, D.; Cohen-Solal, M. & Goossens, M. (1986) Molecular
cloning and complete primary sequence of human erythrocyte porphobilinogen deaminase. Nucleic Acids
Res. 14:5955-5968.

44



Reed, R. & Maniatis, T. (1988) The role of the mammalian branchpoint sequence in pre-mRNA splicing.
Genes Dev. 2:1268-1276.

Schreiber, W.E.; Jamani, A. & Ritchie, B. (1992) Detection of a T/C polymorphism in the porphobilinogen
deaminase gene by polymerase chamn reaction amplification of specific alleles. Clin. Chem. 38:2153-2155.
Schreiber, WE.; Fong, F. & Jamani, A. (1994) Molecular diagnosis of acute intermittent porphyria by

analysis of DNA extracted from haim roots. Clin. Chem. 40:1744-1748.

Schreiber, W.E.; Fong, F.; Nanar, B.A. & Jamani, A. (1995) Heteroduplex analysis defects frameshift and
pomt mutations in patients with acute intermittent porphyria. Hum. Genet. 96:161-166.

Scobie, G.A.; Urquhart, AJ.; Elder, G.H.; Kalsheker, N.A_; Llewellyn, D.H.; Smyth, J. & Harnison, P.R.
(1990) Linkage disequilibnium between DNA polymorphisms within the porphobilinogen deaminase gene.
Hum. Genet. 85:157-159.

Scobie, G.A.; Llewellyn, D H.; Urquhart, A.J.; Smyth, S.J.; Kalsheker, N.A.; Harrison, P.R. & Elder, GH.
(1990) Acute intermittert porphyria caused by a CT mutation that produces a stop codon in the
Porphobilinogen deaminase gene. Hum. Genet. 85:631-634.

Yoo, H.-W.; Wamer, C.A.; Chen, C-H. & Desnick, R.J. (1993) Hydroxymethylbilane synthase: complete
genomic sequence amplifiable polymorphisms in the human gene. Genomics. 15:21-29.

45



OBJETIVOS







Los objetivos de esta tesis son:

]

Realizar el primer estudio genético en la poblacion argentina con PAL

Detectar la o las mutaciones en el gen de la PBG-D en individuos con PAI sintomiticos
que causan la enfermedad. Se espera encontrar nuevas mutaciones ya que se considera que
los factores étnicos, ambientales y aleatorios, entre otros, estan relacionados con el tipo de

mutacion responsable de la PAI

Determinar con certeza los individuos latentes y normales dentro de una misma familia
afectada. Esto sera de gran importancia en aquellos pacientes en los cuales el analisis
bioquimico no nos ofrezca un diagnéstico seguro y confiable, como en el caso de los pacientes
en los cuales la enzima presenta un valor de actividad que cae dentro del rango normal, y asi

poder prevenir el desencadenamiento de los ataques agudos.

Realizar estudios de expresion en bacterias de las mutaciones puntuales nuevas
identificadas, si las hubiese, para asegurar que la misma es la causa de la enfermedad en esa

familia y para ampliar nuestros conocimientos acerca de la estructura molecular de la PBG-D.

Desarrollar una metodologia adecuada, rapida y eficiente para el diagnéstico genético de
individuos con PAI en el laboratorio, la cual debera permitir obtener resultados confiables,

seguros y reproducibles.

Desarrollar métodos para la deteccion rapida y la busqueda de nuevas mutaciones

responsables de la enfermedad.

Ofrrecer una mayor caracterizacion de la heterogeneidad de la PAI a nivel del DNA, la
cual es de suma importancia para un mejor conocimiento de la fisiopatologia de este desorden
metabolico, asi como para el desarrollo de métodos para el diagnostico clinico, prevencion y

posible tratamiento de la enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS







CAPITULO 1.| Estudios bioquimicos.

I.1. Pacientes.

Se realizaron estudios bioquimicos y genéticos en 65 pacientes correspondientes a 27
familias diferentes. En primer lugar se estudi6 a un paciente con PAI sintomatico de cada familia y

luego se analizaron los familiares del mismo.

L.2. Determinacion de ALA y PBG urinarios

Se realizo segin el método de Mauzerall & Granick (1956). La cromatografia de los
precursores se basa en el uso de resinas de intercambio 10nico, compactadas en columnas (0,8 x 3,0
cm). Para la separacion del PBG, se utilizo la resina anionica Dowex 2X-8 en la forma acetato y,

para el ALA, la cationica Dowex 50X-8 en la forma acida.

Se sembro | ml de orina (pH entre S y 7) en la columna aniénica y se lavo dos veces con 2
ml de agua destilada. El eluido se recogié en un tubo (T,) y el PBG se eluyé de la columna con 7 ml
de acido acético | M. El T, que contiene ALA y urea, se sembrd en la columna catidnica. Se lavo
con 16 ml de agua destilada para eliminar la urea y luego se eluyd el ALA con 7 ml de acetato de
sodio 0,5 N.

La determinacion del ALA urinano se basa en la capacidad que tienen todas las
aminoacetonas de condensarse con acetilacetona a pH 4,6 dando lugar a la formacion de un pirrol
con una posicion alfa libre. Para la formacion del pirrol a partir de ALA se procedio de la siguiente
forma: 1 ml de solucion que contiene ALA se mezclo con | ml de buffer acetato IM pH 4,6 y 0,05

ml de acetilacetona y se calent6 durante 10 min a 100°C para producir la condensacion. Luego de
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enfriar, se mezclaron volimenes iguales de la solucion conteniendo el pirrol y el reactivo de Ehrlich.
A los 8 min de agregado el reactivo se leyd la absorbancia a 555 nm. En estas condiciones, la

cantidad de ALA presente se calculé mediante la siguiente expresion:

mg ALA/24 h = Asss * V, * 0,00385 * V3,

donde:
V.= volumen del tubo (ml)
V24= diuresis total de 24 hs (ml)
0,00385 = factor aplicable correspondiente a la absorcién de una solucion
de ALA de 1 mg/ml.

La determinacion de PBG se basa en su reaccion con el p-dimetilaminobenzaldehido (p-
DMAB), en medio acido, para dar un compuesto de color rojizo. La técnica empleada (Moore &
Labbe, 1974), consistid en mezclar volimenes iguales de muestra y reactivo de Ehrlich a
temperatura ambiente. Luego de la adicion del reactivo, el maximo desarrollo de color se alcanza a
los 8 min, manteniéndose constante hasta los 15 min, momento en que el color comienza a decaer.

El calculo del PBG se realizé empleando la siguiente formula:

ASSS * vl * v24

mg PBG/24 h =
113,6

donde:
V. = volumen del tubo (ml)
V4 = diuresis total de 24 hs
113,6 = absorcion de una solucion de PBG en acido acético cuya

concentracion es de 1 mg/ml.



L.3. Determinacion de porfirinas totales urinarias.

La determinacion de porfirinas libres totales en orina se realizé segun la metodologia de
Seubert & Seubert (1983). La técnica consiste en intercambiar las porfirinas urinarias (1 ml de orina)
sobre la resina anionica (Dowex 2X-8) empaquetada en una columna cromatografica (0,8 cm x 3,0
cm). Se lava la columna con agua destilada, y las porfirinas se eluyen con HCI 3N y se miden

espectrofotométricamente.

mg/24 h=[ 2 Ami« - (Asgo + Asa0) ] * £* Vhar * Vau

donde:
V24 = diuresis de 24 hs (ml)
f=1,185

1.4. Determinacion de Ia PBG-D en eritrocitos.

La actividad de la PBG-D en glébulos rojos se determiné segun la técnica de Batlle ef al.,
(1978). Los globulos rojos (500 pl) se lisaron con 100 pl de Tritén 5 % y 6,9 ml de buffer Tris HCI
0,05 M, pH 7,4. La mezcla de incubacion contenia 250 pl de globulos rojos lisados; 50 ul de PBG
(30 pug/0,1 ml); 75 pl de buffer Tris HCI 0,5 M, pH 8,2 y 125 pl de solucion NaCl-MgCl, (NaCl 1,7
M-MgCl,.6 H;0 0,12 M; 7:3 v/v) en un volumen final de 750 pl. La presencia de la solucion NaCl-
MgCl; inhibe la actividad de la URO-D de modo que todo el producto de la reaccion es Uro. La
incubacion se realizo aerdbicamente, en oscuridad y con agitacion mecanica durante 120 min a
45°C. La reaccion se detuvo con el agregado de 750 pul de TCA 10 % y la mezcla se expuso a la luz
blanca durante 20 min para oxidar los porfirinogenos a porfirinas. Luego se centrifugé 10 min a
2000 rpm y se midieron en el sobrenadante las absorbancias de las porfirinas formadas. Se hicieron
blancos de actividad que contenian so6lo PBG y buffer. De esta manera todos los datos de actividad

se corrigieron considerando las porfirinas formadas no enzimaticamente.

La cantidad de porfirinas formadas se calcul6 segun la siguiente expresion:



nmoles porﬁrinas = [ 2 Amax - (A330 + A430) ] *y ¥ 1,008

donde:
v = volumen de la solucion (ml)

1,008 = factor correspondiente para Uro en HCI 5 %

Se defini6 una unidad enzimatica como la cantidad de enzima capaz de sintetizar un nmol de
porfirinas en 1 hora, bajo las condiciones experimentales antes descriptas. La actividad especifica se

expresa, entonces, como nmol de porfirinas formadas en 1 hora por mg de proteina.
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CAPITULO I1.| Estudios genéticos.

IL.1. Metodologia partiendo de RNA

Esta metodologia se desarroll6 de la siguiente manera:

Sangre entera

|

Linfocitos

RNA total

l Retrotranscripcion

cDNA
PCR
J_ cDNA de la PBG-D amplificado
w
Identificacion de mutaciones Deteccion de mutaciones
l PCR asimétrica l PCR
c¢DNA de la PBG-D c¢DNA de un fragmento de
amplificado simple cadena la PBG-D doble cadena
Secuenciacion SSCP
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IL.1.1. Separacion de linfocitos

Los linfocitos se obtuvieron a partir de 15 ml de sangre entera extraida sobre 1 ml de EDTA
(0,5 M, pH 8) como anticoagulante. El método de separacion de linfocitos que se utilizd fue
gradiente de densidad con Ficoll-paque de Pharmacia Biotech (Boyum 1968), siguiendo las
instrucciones que incluye el producto con algunas modificaciones. La técnica se optimiz6 utilizando

sangre de individuos normales.

Se realizé una primera centrifugacion de 15 min a 2400 rpm vy, al cabo de la misma, los
globulos blancos (mononucleares y polimorfonucleares) formaron una capa blanca que separaba el
plasma de los globulos rojos. Con una pipeta Pasteur, se extrajo la misma y se coloco en un tubo
previamente cargado con 5 ml de PBS (KClI 2,7 mM,; KH,PO, 1,1 mM; MgCl, 0,5 mM, NaCl 138
mM y Na,HPO, 8,1 mM). Se homogeneizo y se trasvaso a otro tubo que contenia 4 ml de Ficoll-
paque. Luego de centrifugar 20 min a 1700 rpm, se observo una capa de plasma y, por debajo, la
capa de mononucleares separada de los eritrocitos por el Ficoll-paque. Luego, se lavaron con 5 ml

de PBS y por centrifugacion (15 min a 1500 rpm) se obtuvo el pellet de linfocitos.

Alternativamente, se utilizo la técnica de lisis de globulos rojos, en la cual se utilizo un
buffer de lisis de globulos rojos y luego de centrifugar (10 min a 3000 rpm) se realizaron dos

lavados con 5 ml de PBS.

I1.1.2. Aislamiento de RNA total.

El RNA total se aislo utilizando la técnica de RNAzol™ B (Biotecx). El RNA total aislado

de la linea celular eritropoyética K562 se utilizé como control en la optimizacion de la técnica.

Esta metodologia se basa en el protocolo original de Chomczynski & Sacchi, (1987) y

consta de cuatro etapas que se modificaron como se detalla a continuacion:

i) Homogeneizacion: se resuspendio el pellet de linfocitos en 1 ml de RNAzol™ B
(Isotiocianato de guanidina, -Mercaptoetanol y Fenol) y luego se rompieron mecanicamente

utilizando vortex.
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i) Extraccion: se realizo agregando 0,15 vol de cloroformo y, luego de agitar 15 seg, se

incubé S min a 4°C obteniendo la fase acuosa por centrifugacion (15 min a 12500 rpm a 4°C).

i) Precipitacion: la fase acuosa se incubd con 1 vol de isopropanol 1 h a -20°C. Luego se

centrifugd 15 min a 12500 rpm a 4°C.

iv) Lavado: el pellet se lavo con 1 vol de etanol 75 % y se recogio por centrifugacion (8 min
a 10.000 rpm a 4°C), se seco al aire durante 15 min. Finalmente, el pellet se resuspendio en agua

desionizada y autoclavada incubando 10 min a 65°C y se guard6 inmediatamente a -70°C.

Alternativamente, se ensayaron otras dos metodologias para extraer el RNA total: a)
Tiocianato de guanidina (Chomczynski & Sacchi, 1987), y b) gradiente de Cloruro de Cesio (Ullrich
etal. 1977).

a) Extraccion con Tiocianato de guanidina: Esta técnica se realizo en cuatro etapas:

i) Homogeneizacion: El pellet de linfocitos se resuspendi6 en 2 ml de solucion
desnaturalizante (Tiocianato de Guanidina 4 M; citrato de sodio 25 mM, pH 7; B-Mercaptoetanol
0,1 M y Sarkosil 0,5 % v/v) y las células se rompieron luego mecanicamente con ayuda de un

homogeneizador (Teorer).

i) Extraccion de RNA: El lisado se transfirio a tubos de microcentrifuga y se le agreg6 10
% v/v de acetato de potasio 2 M, pH 4. La extraccion se realizé con 1 volumen de Fenol caliente
(60°C) saturado en agua y 100 ml de una solucion de Cloroformo:Isoamilico (49:1). Luego de

agitar, se incubo 15 min a 4°C y se centrifug6 15 min a 12500 rpm en frio.

i1) Precipitacion: El RNA contenido en la fase acuosa se precipito con 1 volumen de

Isopropanol durante 1 h a -20°C y se recogié por centrifugacion a 4°C (15 min a 12500 rpm).

iv) Lavado: El pellet de RNA se resuspendio en 800 pl de etanol 75 % y se centrifugo 10
min a 12500 rpm a 4°C. El pellet se seco al vacio y luego de resuspenderlo en agua desionizada y

autoclavada se incub6 15 min a 60°C. El RNA se guardé inmediatamente a -70°C.

b) Gradiente en Cloruro de Cesio:



1) Homogeneizacion: El pellet de linfocitos se resuspendio en 3 ml de solucion
desnaturalizante (Tiocianato de guanidina 6 M; Citrato de sodio 5 mM, [3-Mercaptoetenol 0,1 M,
Sarkosyl 5 %, Perclorato de amonio 25 %) y luego las células se rompieron mecanicamente con una
jeringa y aguja.

ii) Extraccion: El lisado se transfiné a un tubo que contenia 1,5 ml de CsCl 5,7 M y se
ultracentrifugé durante 20 hs, a 40000 rpm y a 15°C. A esta velocidad el RNA queda en el fondo.
El pellet se resuspendio en buffer TE pH 7,5 (Tris. HCl 10 mM y EDTA 1 mM) incubando 10 min a
65°C.

i) Precipitacion: El RNA se precipit6 con 0,1 vol de acetato de potasio y 2,5 vol de etanol
70 % durante 2 h a -20°C y se colecto por centrifugacion (30 min a 10000 rpm a 4°C). Finalmente,
el pellet se seco y se resuspendio en agua desionizada y autoclavada incubando 10 min a 65°C.

IL1.3. Retrotranscripcion y amplificacién por PCR

La obtencion del cDNA y su amplificacion se llevaron a cabo por PCR (Saiki ef al., 1988)
segun la técnica oniginal de Mgone ef al., 1992; con algunas modificaciones que se detallan a

continuacion.

El RNA (3 ug) se retrotranscribié durante 1 h a 37°C en una mezcla de reaccion de 20 pl
que contenia KCl 75 mM; TrisHC1 50 mM (pH 8,3); 50 uM de cada dNTP; 0,5 pg de oligo (dT)i».
18; DTT 10 mM y 200 U de Transcriptasa reversa M-MLV, de GIBCO. Para finalizar la reaccion, la
mezcla se calenté a 95°C durante 5 min e, inmediatamente se coloco en hielo. El ¢cDNA asi
sintetizado, se amplifico directamente en la misma mezcla de reaccion, por el agregado de 10 pl de
buffer TrisCIH pH 8,3 10X; 1,1 mM de MgCl; 25 pmol de cada uno de los primers (F1 y R1, Tabla
IL1) y 2,5 U de Taq DNA polimerasa (de GIBCO) hasta un volumen final de 100 pul. La
amplificacion se realizé por PCR, usando un Minycicler M. J. Research, con una etapa inicial de
desnaturalizacion de 3 min a 95°C y luego 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 60°C y 1,5 min a 72°C.
Finalmente, se hizo una extension de 5 min a 72°C. Los productos de la PCR se testearon en un gel



de agarosa 1,4 % tefiido con bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador de luz UV,

Fotodyne.

I1.1.4. Elucién del cDNA amplificado
El producto amplificado se sembro en una sola calle de un gel de agarosa 1,4 % tefiido con
bromuro de etidio y luego de una corrida electroforética de 1 h a 80 V en la cuba Horizon 58, la

banda se corto sobre el transiluminador y se eluyé toda la noche en 100 ul de buffer TE (Tris-HCl
10 mM; EDTA ImM pH 7.5).

I1.1.5. Amplificacion asimétrica por PCR

La obtencion del DNA simple cadena se realizo por PCR asimétrica como se detalla a

continuacion, segun la técnica de Mgone et al., 1992, con ligeras modificaciones.

Se usaron 15 pl del cDNA eluido en una mezcla de reaccion conteniendo KC1 50 mM; Tns-
HC1 10 mM (pH 8,3), MgCl, 1,5 mM; 12,5 uM de cada dNTP; 3 U de Taq DNA polimerasa y una
relacion 100:1 (50 pmol:0.5 pmol) de los primers F2 y R2 (Tabla II1.1). La PCR se llevé a cabo
durante 40 ciclos a las temperaturas y tiempos utilizados para la RT-PCR. Los productos de esta

PCR se testearon en un gel de agarosa 1,4 % tefiido con bromuro de etidio.

IL.1.6. Purificacion del DNA simple cadena

El DNA simple cadena (DNAsc) se purifico utilizando Wizard PCR (PROMEGA) que

permite obtener un templado libre de sales y de primers.



Tabla I1.1. Primers utilizados en la amplificacion por PCR y reacciones de secuenciacion para la
metodologia a partir de RNA.

Nombre Ubicaciéon Direccién | Secuencia

F1=019 Promotor sense 5'ACT TTC CAA GCG GAGCCA TG 3!

F2 =507 Exon 1 sense 5'CAT GTC TGG TAA CGG CAATGC GG 3
F3=Phe6 Exon 6 sense 5'ATG CCC TGG AGA AGAATGA 3
F4=F413 Exon 8/9 sense 5'CCA GAG AAG AGTGTGGTGGGA A3
FS=Phe10 |Exo6n 10 sense 5'GGA AGC TGG ACG AGC AGCAGG A3
F6 = Phe 11b | Exon 10/11 sense 5’ CAG ATCCTG CACCCTGAGGAA 3

R1=020 3' no codificante |antisense |5' TAG GCA CTG GAC AGC AGC AA 3

R2 =508 3' no codificante |antisense |5' CTG TGC CCC ACA AAC CAG TTA AT 3

R3=Phe 14 |Exén 14 antisense |5’ CAT GGATGG TAGCCTGCATGGTCTC 3’
R4=Phe 13 |Ex6n 13 antisense |5' CTA CTG GCA CAC CTGCAGCCTC 3
R5=Phe 1l |[Exonll antisense | 5' AGC ATACATGCATTC CTC A3'
R6=Phed |Exon4 antisense |5’ CGA GGC TTT CAA TGT TGC CAC 3’

I1.1.7. Secuenciacion directa del cDNA

El cDNA simple cadena se secuencio por el método de los inhibidores de terminacion de
cadena (Sanger et al, 1977) segun el protocolo de Mgone ef al, 1992. La reaccion de

secuenciacion se desarrollo segun las siguientes etapas:

i) Pegado del primer al templado: el DNAsc (3 pug) se incubd con 1 pmol del primer; 3 pl
de dimetilsulfoxido (DMSO) y 2 pl de buffer (Tns-HCI 1 M, pH 7,6, MgCl, 100 mM y DTT 160
mM) durante 10 min a 60°C y, posteriormente, se dejo descender lentamente la temperatura hasta
20°C. Las secuencias de los primers utilizados para secuenciar el cDNA se encuentran en la Tabla

IL1.

ii) Marcacién: Para incorporar la marca al DNA, se le agregé 3 ul de mezcla de marcado
(1,375 mM de dCTP, dGTP y dTTP; NaCl 333,5 mM); 0,5 uCi de [o*°S] dATP (DuPont) y 3 U de
T7 DNA Polimerasa (Pharmacia) y se incub6 5 min a temperatura ambiente.

iii) Reaccion de elongacion y terminacién: se prepararon cuatro tubos conteniendo 4,5 pl

de la solucion de DNA marcado, y a cada uno se le agregé 2,5 pl de una de las cuatro mezclas de



terminacion: A (840 mM de dCTP, dGTP y dTTP; dATP 93,5 mM; ddATP 14 mM; Trnis.HCI 40
mM, pH 7,6 y CINa 50 mM), G, C 6 T y se incubaron 5 min a 37°C.

iv) Finalizacion: la reaccion se detuvo con 5 pl de solucién Stop (0,3 % de azul de

bromofenol; 0,3 % de Xylene cyanol;, 10 mM de EDTA pH 7,5; 97,5 % de formamida desionizada).

Los productos secuenciados se desnaturalizaron durante 5 min a 95°C e, inmediatamente se
sembraron en un gel de poliacrilamida (6 %) que contenia 7 M de urea. Los geles se corrieron entre
2y 6 hs, dependiendo de los resultados requeridos, a 50°C, y se fijaron con una solucion 10 %
metanol/ 10 % acido acético. Luego, se secaron a 80°C, durante 3 hs a 25 mmHg de vacio y se
expusieron a una pelicula Kodak X-OMAT AR, por un periodo de 3 a 4 dias.

1L.1.8. Polimorfismo de conformacién en simple cadena (SSCP)

En los ultimos afios, se han descripto varias técnicas para la busqueda de mutaciones
puntuales, entre ellas, el analisis por SSCP (Orita ef al., 1989), la cual permite detectar variaciones
de movilidad que indican la presencia de mutaciones, sin embargo para identificar la mutacion

responsable de esta variacion es necesario secuenciar.

i) PCR: Para realizar el analisis por SSCP, previamente se amplifico 5 ul del cDNA eluido
(ver seccion 11.1.4., de Materiales y métodos) en una mezcla de reaccion (Vf = 20 pl) conteniendo
KCl 50 mM; Tris-HCI 10 mM (pH 8,3); MgCl, 1 mM; 12,5 uM de cada dNTP; 1 U de Taqg DNA
polimerasa; 0,5 uCi de [«*S] dATP y 10 pmol de cada primer. Se analizaron 2 fragmentos: el 1
(152 pb) que contenia los exones 1, 3 y 4 utilizando los primers F1 y R6 y el fragmento 2 (273 pb)
que contenia los exones 10 a 14 utilizando los primers F5 y R3 (Tabla I.1). La PCR se llevo a cabo
durante 40 ciclos a las temperaturas y tiempos utilizados para la RT-PCR. Los productos de esta

PCR se testearon en un gel de agarosa 1,4 % tefiido con bromuro de etidio.

ii) Desnaturalizacion de la muestra: El fragmento de DNA amplificado y marcado
radioactivamente (6 pl) se desnaturalizo con 4 pl de solucion Stop (0,3 % de azul de bromofenol,

0,3 % de Xylene cyanol, 10 mM de EDTA pH 7,5; 97,5 % de formamida desionizada) y una



incubacion de 5 min a 98°C e, inmediatamente se sembraron en un gel de poliacrilamida (5 %) no-

desnaturalizante.

iii) Condiciones de la corrida: Se ensayaron varias condiciones electroforéticas para
aumentar la sensibilidad del analisis. Los geles se corrieron con o sin glicerol (10 %) y a temperatura
ambiente o a 4°C entre 10 y 20 hs, dependiendo de la longitud del fragmento a analizar. Luego, se
secaron a 80°C, durante 3 hs a 25 mmHg de vacio y se expusieron a una pelicula Kodak X-OMAT
AR por un periodo de 4 dias.

I1.2. Metodologia partiendo de DNA

Esta metodologia se desarrollo de la siguiente manera:

Sangre entera

l
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DNA desde la region Promotora DNA desde el intron 2 hasta la
hasta el intron 3 de la PBG-D region 3' no codificante de la
amplificado PBG-D amplificado

!

Secuenciacion




I1.2.1. Extraccion de DNA genémico

El DNA genomico se aislo por dos metodologias: 1) Fenol/cloroformo, y ii) Puregene

(Gentra System. Inc.).

1) Fenol/Cloroformo: En los casos en que se utilizé esta técnica, primero se separaron
los linfocitos por la metodologia descripta en la seccion I1.1.1 de Materiales y Métodos.
Luego, al pellet de globulos blancos se le agregd 350 ul de buffer TE, 700 ul de buffer de lisis
y 300 pl de proteinasa K (2,5 mg/ml) y se incubé 4 horas a 55°C. A continuacion, se realizaron
dos extracciones con un volumen de fenol saturado en Tris CIH (0,1 M, pH 8) y una extraccion
con un volumen de Cloroformo frio, al final de cada una se centrifugd 10 min a 5.000 rpm. A
la fase acuosa recogida se le agregd 1/10 volumenes de Acetato de sodio 3 M y 2,5 volimenes
de etanol absoluto frio, se mezclo por inversion y se incubo 1 hora a -70°C. Luego se
centrifugd 3 min a 14.000 rpm y el pellet se lavo con 600 ul de etanol 70 % frio. EI DNA asi

obtenido se seco al aire 10 min y se resuspendio en 40 pl de agua desionizada estéril.

ii) Puregene: En este caso se aislo el DNA, siguiendo las instrucciones del fabricante,
directamente de la sangre entera o, en las muestras que fue posible, se establecio previamente

un cultivo de linfoblastos (Anderson & Gusella, 1984).

I1.2.2. "Long range" PCR

El gen de la PBG-D (10 Kb) se amplifico en dos fragmentos (PR y LR) utilizando la
enzima r7th DNA polimerasa XL (Gene Amp, XL PCR Kit, Perkin Elmer) especialmente
disefiada para amplificar secuencias largas de DNA (5 a 40 Kb) (Cheng et al., 1994). El
fragmento PR de 4,5 Kb se amplifico con los primers PR 3 y PR 4 (Tabla 11.2) que abarcan
desde la region promotora hasta el intron 3, y el fragmento LR de 5,5 Kb se amplifico con los
primers LR 3 y LR 4 (Tabla 11.2) que abarcan desde el intron 2 hasta la region 3' no

codificante.

En ambos casos se prepar6 una mezcla inferior de la siguiente manera: 12 pl de buffer

XL (Tncine, acetato de potasio, glicerol y DMSO), 4 ul de Mg(AcO), (25 mM); 8 ul de
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dNTP's (10 mM); 1,6 pl de mezcla de primers (25 uM cadauno) PR3 +PR46LR3 +LR 4
y 14,4 pl de agua desionizada. A esta mezcla se le agregd una gema de cera (AmpliWax™,
Perkin Elmer) para aumentar la especificidad de la PCR y se incubé 5 min a 80°C y 5 min a
25°C. Una vez realizado este proceso conocido como "hot start”, se agregd la mezcla superior
que contenia 18 pl de buffer XL; 2 pl de DNA (2 pg); 2 pl de enzima r7th DNA polimerasa
XL (2 U/ul) y 38 pl de agua destilada. Luego de incubar 1 min a 94°C, la amplificacion se
llevo a cabo en dos etapas: la primera (16 ciclos) se realizo con una desnaturalizacion de 30
seg a 94°C y el pegado de los primers y la elongacion de la enzima se realizé a 67°C durante 5
min. La segunda etapa (12 ciclos) se realizé con una desnaturalizacion de 30 seg a 94°C y el
pegado de primers y la elongacion de la enzima se realiz6 a 67°C comenzando en 5 min 15 seg,

e incrementando 15 seg por ciclo. La etapa de extension final se realizé a 72°C durante 10 min.

Los productos amplificados se testearon en un gel de agarosa 1 % tefiildo con bromuro de
etidio. Luego se purificaron utilizando QIAquick PCR purification kit, d¢ QUIAGEN, para

eliminar los primers, dNTP's y sales.

11.2.3. Secuenciacion

Se secuenciaron cada uno de los 15 exones y 30 bases de cada intron usando
Amplicycle™ sequencing kit (Perkin Elmer), el cual posee una enzima (AmpliTaqg DNA
polimerasa) recombinante que permite la secuenciacion del DNA doble cadena. Se siguieron
las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones: a un grupo de 4 tubos que
contenian 2 pl de cada mezcla de terminacion (por ejemplo, la mezcla de terminacion G
contiene: 22,5 uM de ¢’ dGTP; 10 uM de cada uno de los dATP, dCTP y dTTP; y 80 uM de
ddGTP en 10 mM Tris HCl y 0,1 mM de EDTA, pH 7,5), se le agrego 6 pl de la siguiente
mezcla: 5 pl de cycling mix (1,25 U de Amplitaq DNA polymerasa en 500 mM de TRIS-HCI,
pH 8,9; 100 mM de KCI; 25 mM de MgCl, y 0,25 % Tween 20), 1 ul de primer (20 uM); 1 pl
de DNA (100 ng); 22 ul de H,O y 1 pl de [ **P] dATP (1 uCi, Dupont). Luego de agregarle
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a cada tubo una gota de aceite mineral, los tubos se introdujeron en el ciclador térmico M. J.
Research precalentado a 95°C durante 3 min. Los ciclos de la reaccion de secuenciacion (30
ciclos) se realizaron con una etapa de desnaturalizacion de 30 seg a 95°C, el pegado del primer
se realizo por 30 seg a 60°C y la elongacion de la enzima durante 60 seg a 72°C. La reaccion se
paro con el agregado de 4,5 ul de solucion stop (95 % de formamida, 20 mM de EDTA,
0,05 % de azul de bromofenol y 0,02 % de xylene cyanole).

Luego de una etapa de desnaturalizacion de 3 min a 94°C las muestras se sembraron en
un gel de poliacrilamida (4 %) conteniendo 7 M de urea precalentado a 50°C. Las muestras se
corrieron a 80 W por diferentes periodos de tiempo (entre 2 y 6 hs) dependiendo del primer
utilizado y la region a analizar. En la Tabla I1.2 se indican los primers utilizados para la
secuenciacion de cada exon. Al finalizar la corrida electroforética, el gel se transfirio a un papel
de filtro (Whatman N° 3) y se secé por 2 hs a 90°C. Luego se expuso a una pelicula

autorradiografica (Kodak X-OMAT) durante 12 a 24 hs.

I1.3. Deteccion rapida de mutacién G111R por primer-ASO

La técnica de primer-ASO se usa para detectar mutaciones conocidas en un gen, empleando
dos juegos de primers que contienen la secuencia mutada o la normal. Estos juegos de primers
amplifican por PCR sblo si tienen el alelo correspondiente. Esta técnica se empled para la deteccion

de la mutacion G111R, la cual se produce por un cambio GGA—AGA en el nucledtido 331.

Se desarrollaron 2 PCRs que amplifican un fragmento de 170 pb empleando dos grupos de
primers. Un juego de primers amplifican el alelo mutante: AD 76 (sense) 5' CCC TAG GCT CCA
CCA CTG AAG 3'y AD 7M (antisense): 5' GCA AGA CTC TTA CTT GCA GAT GGC TCT
3', el cual lleva la base mutada en el extremo 3'. El otro juego de primers amplifican el alelo
normal: AD 76 (sense) y AD 7N (antisense): 5' GCA AGA CTC TTA CTT GCA GAT GGC
TCC 3'. La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 100 ul que contenia buffer10X Tris-
CH pH 8,3 (10 pl); 0,5 mM de Cl,Mg; 12,5 uM de cada dNTP; 100 ng de DNA gendmico; 25
pmol de cada primer y 2,5 U de Taq polimerasa (GIBCO). El programa de amplificacion
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(Minicycler M. J. Research) fue el siguiente: 3 min a 95°C (desnaturalizacion) y luego 30 ciclos de:
30 seg a 95°C; 30 seg a 65°C y 20 seg a 72°C, finalmente se realiz6 una etapa de elongacion de 5

min a 72°C. Los productos se sembraron en un gel de agarosa (2 %) tefiido con bromuro de etidio.
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CAPITULO III |Expresion procariética.

I11.1. Metodologia de expresion
Con el objetivo de realizar la expresion procariotica de las mutaciones Q34P y G335S,

se desarrollo la siguiente metodologia:

{ pKK-PBGD —

Mutagénesis sitio dirigida

Digestion con 2 Insert g taci
enzimas de restriccion nserto con mutacion

Digestion con 2
enzimas de restriccion

Vector Inserto

l Ligacion
l Transformacion

l Secuenciacion de los clones

| pKK-PBGD-MUTACION |
l Induccion con IPTG

Medicion de la actividad
enzimatica de la PBG-D
con la mutacion




I11.2. Mutagénesis sitio dirigida

Para expresar los alelos de la PBG-D normal y mutante se utilizo el constructo de
expresion pKK-PBGD, el cual contiene la region codificante de la PBG-D ubicua detras del
codon de iniciacion ATG del vector pKK233-2 (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.); que
permite la expresion inducible por IPTG de la PBG-D en E. coli cepa JM109 transformadas y

ademas posee una resistencia a ampicilina para su seleccion.

I11.2.1. Mutacion Q34P

La introduccion de la mutacion Q34P se realiz6 por mutagénesis sitio dirigida (Wamer
et al., 1992) utilizando dos primers que amplifican un fragmento de 596 pb: MV 101 (5' AAG
ATG AGA GTG ATT CGC GTG GGT ACC CGC AAG AGC CAG CTT GCT CGC ATA
CCG ACG GAC 3') "sense",que contiene la mutacién (en rojo) y un sitio de corte para la
enzima de restriccion Kpn I (subrayado); y el primer MV 672 (5' CAC AGC ATA CAT GCA
TITC CTC AGG GTG CAG 3') "antisense”, que contiene un sitio de corte para la enzima de
restriccion Nsi I (subrayado). Con estos primers se realizo una PCR en una mezcla de reaccion
de 100 pl que contenia KCl 50 mM; Tns-HCl 10 mM (pH 8,3); MgCl; 1 mM; 200 uM de cada
dNTP; 2,5 U de Taq DNA polimerasa (Gibco) y 50 ng de DNA del constructo pKK-PBGD; se
colocaron los tubos en el ciclador y una vez que llegd a 94°C se agrego 25 pmol de cada primer. La
PCR se llevo a cabo durante 30 ciclos de 30 seg a 95°C, 1 min a 65°C y 20 seg a 72°C; finalmente
se incubd 5 min a 72°C para la elongacion final. Los productos se testearon en un gel de agarosa

1,4 % tefiido con bromuro de etidio.

I11.2.2. Mutacion G335S

La introduccion de la mutacion G335S se realizo por la misma metodologia que la
Q34P pero utilizando dos primers que amplifican un fragmento de 611 pb: MV 1030 (5' ATC
CAG CAT GTT TTT GGC TCC TTT GCT CAG CAA CAA GTT GGC CAG GCT GAT
GCT CAA GTT CTG GGC AGC CAA 3') "antisense", que contiene la mutacion (en rojo) y un
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sitio de corte para la enzima de restriccion Blp 1 (subrayado); y el primer MV 472 (5' CGA
AGA GCA GCC CAG CTG CAG AGA AAG TTC 3') "sense". Con estos primers se realizo

una PCR en las mismas condiciones que en I11.2.1.

I11.3. Digestion del plasmido y del inserto

Cada uno de los insertos obtenidos y el plasmido pKK-PBGD se digirieron con dos
enzimas de restriccion para luego poder ligarlos y obtener el constructo que posee la mutacion

deseada.

I11.3.1. Mutacion Q34P

Se digiri6 20 pl de inserto (2 pg) (del producto de amplificacion de 111.2.1) con 50 U de
la enzima Nsi 1 (Biolabs) y 5 ul de buffer para Nsi 1 (100 mM de NaCl; 10 mM de Tris-HCI; 10
mM de Mg Cl;; 1| mM de DTT; pH 8,4) en un volumen final de 50 ul. Se incubé 6 ha 37°Cy
luego de inactivar la enzima por calor (20 min a 65°C) se digirié con Kpn I (Biolabs). Con esta
enzima la digestion se realizo en un volumen final de 100 pl con 50 U de la misma; 5 pl de
buffer NE1 (10 mM de Bis Tris Propano-HCI, 10 mM de MgCl;, 1| mM de DTT, pH 7) y 0,2

ug de Seroalbumina bovina. Se incub¢ toda la noche a 37°C.

Por otro lado se digin6 el vector pKK-PBGD (2 pg) con las mismas enzimas y en las

mismas condiciones de reaccion.

I11.3.2. Mutacion G335S

Se digirio 20 pl de inserto (2 pg) (del producto de amplificacion de 111.2.2) con 50 U de
la enzima BstX I (Biolabs) y 5 ul de buffer NE4 (50 mM de acetato de potasio; 20 mM de Tris-
acetato, 10 mM de acetato de magnesio; | mM de DTT; pH 7,9) en un volumen final de 50 pl.

Se incubd 16 horas a 55°C y luego de inactivar la enzima por calor (20 min a 65°C) se digirio
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con Bip 1. En este caso la digestion se realiz6 en un volumen final de 100 pl con 50 U de

enzima (Biolabs) y 5 ul de buffer NE4. Se incub6 16 horas a 37°C.

Asimismo se digiri6 el vector pKK-PBGD (2 pg) con las mismas enzimas y en las

mismas condiciones de reaccion.

Luego de realizar las digestiones se procedio a remover el fosfato 5' del vector para
evitar la autoligacion de fragmentos mal digeridos, si los hubiese. Para ello se agrego6 a los 100
ul de digerido 10 U de Fosfatasa alcalina (Biolabs), y se incub6 1 h a 37°C; luego se agrego S
mM de EDTA y se calent6 1 h a 65°C.

111.4. Purificacién y cuantificacion del plasmido e inserto

Una vez realizadas las digestiones con ambas enzimas de restriccion, se sembro en un
gel de agarosa 2 % 10 pl de inserto y en uno 0,9 % 15 pl de vector. Se compard con las
muestras sin digerir y si las enzimas de restriccion cortaron correctamente se procedié a la
purificacion utilizando Wizard PCR (PROMEGA) que eliminan dNTP's y fragmentos de hasta 50
pb. En el caso del inserto de la mutacion G335S, luego de digerir con Nsi I se generaban dos
fragmentos, uno de 114 pb y el otro de 593 pb. Para eliminar el fragmento de 114 pb fue necesario
realizar una comrida en un gel de agarosa 2 % y luego cortar la banda de 393 pb la cual,

posteriormente, se purifico con Wizard PCR.

Para cuantificar el vector y el inserto, se sembro en un gel de agarosa 0,5 y 1 pg del
marcador de 1 Kb (Gibco) y 1 pl de muestras con cantidad desconocida. Luego de una corrida a 80
V durante 1 h se comparo la intensidad de las bandas de la muestra incognita con la del marcador,

obteniendo asi una cantidad aproximada de DNA plasmidico y del inserto.

I11.5. Ligacion del vector con el inserto

Se procedi6 a la ligacion del vector con el inserto que contiene la mutacion correspondiente,
ambos digeridos con las mismas enzimas de restriccion. Para ello se realizaron 3 relaciones molares
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diferentes (vector:inserto): 1:3 (L)), 1:6 (Lz) y 1:12 (L;). Ademas se realizo un blanco sin inserto
(B), y un blanco de transformacion utilizando el plasmido normal pKK-PBGD (C). El volumen final
de ligacion fue 20 pl y contenia: 50 ng de vector; 18 ng, 36 ng 6 54 ng de inserto; 400 U de T4
DNA Ligasa (Biolabs) y 2 pl de buffer de reaccion (50 mM de Tris-CIH, pH 7,8; 10 mM de MgCl,;
10 mM de DTT; | mM de ATP; 50 ug/ml de Seroalbumina bovina). En estas condiciones se incub6
16 ha 16°C.

I11.6. Preparacion de células competentes

Se repico una colonia de Escherichia coli JM109 crecida en medio M9 (6 g/l de
Na,HPOy; 3 g/l de KH,POy; 0,5 g/l de NaCl; 1 g/l de NHLCI; 15 g/l de agar, pH 7,4, 2 mM de
MgSOy; 0,1 mM de CaCly; 0,2 % de glucosa y 1 mM deTiamina-HCl) y se crecié toda la noche
en 3 ml de medio liquido LB (1 % de peptona; 1 % de NaCl 0,5 % de extracto de levadura; pH
7,5) a 37°C. Luego se diluy6 0,5 ml del medio de cultivo crecido con 100 ml de medio fresco y
se dejo crecer hasta fase exponencial (DOgspo mm = 0,6). Se cosecharon las células por
centrifugacion (5 min a 7000 g a 4°C). El pellet se resuspendié en 20 ml de MgCl, 0,1 M y
luego de incubar 15 min en hielo se centrifugd nuevamente (5 min a 7000 g a 4°C).
Posteriormente el pellet se resuspendio en 2 ml de CaCl 0,1 M y se incubé 1 h en hielo. Las

células competentes se guardaron a -70°C con 20 % de glicerol.

I11.7. Transformacion

Se pusieron en contacto 100 pl de células competentes con 20 pl de DNA plasmidico
producto de la ligacion (seccion 111.5) durante 30 min en hielo. Luego se incub6 2 min a 42°C y
5 min en hielo. Se agreg6 450 pl de medio LB fresco y se incubé 1 h a 37°C. Finalmente se

sembro en medio LB solido con ampicilina y se dejo crecer a 37°C durante 16 h.
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I11.8. Minipreparacién del DNA plasmidico

Una vez obtenidos los clones, se repicaron 20 de una region elegida al azar, en 4 ml de
medio LB con ampicilina y se dejo crecer toda la noche a 37°C para extraer el DNA
plasmidico. Para ello, se cosecharon las células de 3 ml de medio por centrifugacion y el pellet
se resuspendié en 300 pl de solucion hipotonica P1 (50 mM de Tris CIH; 10 mM de EDTA y
50 pg/ml de RNAsa A; pH 8) y 300 ul de solucion de lisis P2 (200 mM de NaOH; 1 % de
SDS). Se mezcl6 por inversion y se incubd a temperatura ambiente 5 min. Se agregé 300 pl de
solucién de neutralizaciéon P3 (3 M AcOK, pH 4,8) y se mezclo nuevamente por inversion.
Luego de centrifugar 10 min a 13000 rpm, al sobrenadante se le agrego 2,5 volumenes de
etanol absoluto y se mezclo por inversion. Se incubd 5 min en hielo y se volvié a centrifugar
(10 min a 13000 rpm). El pellet que contenia el DNA plasmidico se lavé con 1 volumen de
etanol 70 %, se dejo secar al aire y se resuspendio en 30 ul de agua desionizada. El DNA asi
preparado se guardo a -20°C. Ademas 400 pl de medio crecido con cada clon se guardo con

100 pl de glicerol a -70°C (glicerolato).

I11.9. Secuenciacion de los clones

Cada uno de los clones se secuencid para asegurar la presencia de la mutacion
correspondiente y verificar que el resto del inserto no tenga mutaciones que se pudieron
producir por error a lo largo de todo el procedimiento. El método de secuenciacion utilizado
fue el mismo que se describio en la seccion 11.2.3 de Materiales y Métodos, utilizando

Amplicycle™ sequencing kit (Perkin Elmer).

I11.10. Medicién de actividad enzimitica especifica de la PBG-D

Una vez obtenido el clon que posee la mutacion correspondiente sin errores a lo largo

de toda la secuencia codificante de la PBG-D, se procedio a medir la actividad enzimatica para

71



determinar en que medida afecta la mutacion a la actividad de la enzima, segun la técnica de

Anderson & Desnick (1982) y Tsai ef al. (1988).

El clon correspondiente se repico del glicerolato guardado a -70°C y se dejé crecer en 5
ml de medio LB con ampicilina a 37°C con agitacion constante durante 16 h. Luego, 200 pl de
ese medio crecido se diluy6 en 10 ml de medio fresco LB sin ampicilina y se dejo crecer a 37°C
hasta alcanzar fase exponencial (DOsoonm = 0,6). Una vez alcanzada esta fase se realizo la

induccion con S mM de IPTG durante 3 hs y agitacion constante.

Luego de la induccion se cosecharon las células de 1,5 ml de medio por centrifugacion
(13000 rpm durante 1 min) y el pellet se lavd con una solucion de NaCl 0,9 %. Las células se
lisaron con 250 pl de buffer de lisis (1 mM de buffer NaPQ,, pH7,6;, 1 mM de DTT; | mM de
MgCl,; 0,05 % de Triton-X-100) y 3 pulsos de sonicacion de 15 seg a 4°C. Se centrifugo 5
min a 13000 rpm y el sobrenadante se utilizO como fuente de enzima para la medicion de
actividad. El sistema de incubacion se preparo en un volumen final de 800 pl que contenia: 100
ul de sobrenadante; 500 ul de buffer Tris-HC1 0,1 M, pH 8,1, 135 ul de PBG 2,21 mM. Se
incubo 45 min a 37°C y la reaccion se paré con 800 pl de TCA 10 %. Luego de centrifugar 15
min 2 10000 rpm, se ilumind durante 20 min y se midi6 a 380, 406 y 430 nm en un

espectrofotometro Hewlett Packard. Se realizo un blanco de sustrato.

Paralelamente, se midio actividad del clon pKK-PBGD (normal) el cual se lo considero
como un 100 % de actividad, y de la bactenia £. coli IM109, el cual se considerd un 0 % de

actividad.

Para calcular la actividad especifica se determinaron las proteinas por el método de

Bradford (1976).
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CAPITULO L

Analisis de 1a poblacién argentina con PAL

Estudios bioquimicos.

L.1. Estudios bioquimicos

En la Tabla 1.1 se muestran los resultados de los estudios bioquimicos realizados a 65

pacientes correspondientes a 27 familias no relacionadas. En primer lugar se estudié a un paciente

con PAI sintomatico de cada familia y luego se analizaron los familiares del mismo. Se analizaron

todos los integrantes disponibles de la familia para poder diagnosticar la mayor cantidad de

individuos normales y latentes de la misma.

Tabla L.1. Estudios bioquimicos.

Familia| Paciente | Sexo | Edad(*) Orina PBG-D | Pedigree
ALA | PBG | Porfirinas
Totales

1 (P)-FTB F |48 (1988) 62 | 11,0 563 32,60 |-

2 (P)-GLV F [34(1982) 9,8 | 80,7 678 4296 |-
(L)-ALV F (60 1,1 2,0 50 31,84 [Madre
(N)-RAV M |60 1,0 1,1 18 72,40 |Padre

3 (P)-ELH F |41(1994) 46 | 199 624 48,66 |-
(P)-BEH F |46 (1995) 2,7 8,7 437 37,70 |[Hermana
(P)-ROH F |49 (1993) 9,4 | 40,8 724 42,11 |Hermana
(N)-MIH M |34 25 | 1,9 81 67,69 |Hermano
(L)-FLM F |16 0,7 0,5 124 31,13 [Hija de ELH

4 (L)-HSS F (54 1,3 1,8 127 29,12 |-
(N)-GUS M (30 1,6 1,0 124 63,65 |Hijo
(N)-NAL [ F |21 19 | 20 30 57,91 |Nieta

5 (P)-AAD F |27 (1995) 4,1 9,1 770 41,20 |-
(L)-MED F |41 19 | 1,7 125 35,45 |Hermana
(N)-IVR F |15 2,1 | 2,0 52 68,74 | Sobrina

6 |(P)-COS F [53(1968) 56 | 449 3107 36,67 |-
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Familia| Paciente | Sexo | Edad(*) Orina PBG-D | Pedigree
ALA | PBG | Porfirinas
Totales

7 |(P)-CEG F |40 (1987) 82 | 66,6 500 31,96 |-
(L)-MLJ F |72 1,6 2,3 197 27,53 [Madre
(N)-ELG M |81 1,3 1,8 130 72,43 |Padre

8 (P)-SEO F |40 (1989) 39 | 13,4 551 42,93 |-
(P)-VON F 140 (1989) 1,3 7,7 170 41,27 |Hermana

9 (P)-LIM F ]36(1995) 39,0 |183,0 1525 37,77 |-
(N)-GUM M |25 2,0 1,2 118 51,98 [Hermano
(N)-ADM F |34 1,3 0,8 47 68,41 [Hermana
(L)-STM F |42 2,3 1,8 0 43,08 |Hermana
(N)-GRM F |39 2,2 3.0 4] 66,44 |Hermana

10 (P)-AFA F |47 (1986) 20,1 65,6 849 67,27 |-

11 | (P)-MRF F |38 (1993) 21,6 | 74,1 1195 62,69 |-

12 | (P)-EFF F [38(1995) 2,9 8,6 881 41,34 |-
(L)-YOF F |63 1,6 5,0 125 36,39 |Madre
(N)-PAF M |68 1,4 1,8 224 63,21 |Padre

13 [(P)-LUM F [231994) | 17,7 | 93,3 1286 39,62 |-

14 |(P)-MIV F [43(1996) | 128 | 99,8 875 64,43 |-

15 [(P)-GSV F |28 (1989) 88 | 345 2176 54,78 |-
(L-GGV | M |31 2,2 1,5 100 40,85 |Hermano
(L)-MAV M |59 1,5 1,5 184 47,51 |Padre

16 (P)-MOA F |39 (1981) 12,3 |102,0 1538 31,40 |-
(P)-SUA F |41(1982) 55| 30,2 1001 21,18 |Hermana
(N)-RAA M |38 0,7 2,5 36 43,71 |Hermano
(N)-FEV F [18 0,5 2,3 59 64,39 |Hija

17 [(P)-ALS F |50 (1989) 6,5 | 46,1 617 41,94 |-

18 [(P)-MAC F |34 (1996) 182 | 56,7 3913 56,97 |-

19 [(P)-MCE F [37(1989) 49 | 345 813 51,81 |-

20 |(P)-NCH F |60 (1974) 57 | 41,4 339 35,89 |-
(L)-CAL M [32 1,1 1,0 23 36,97 |Hijo
(L)-MAL F |14 1,1 1,0 52 45,20 |[Nieta

21 | (P)-SAM F |25(1994) 36,7 |182,5 6831 29,15 |-
(L)-ABM F |50 19 | 3,4 218 36,15 [Madre
(N)-OSM M |58 1,3 1,8 169 79,00 |Padre
(L)-ALM M |24 2.3 4,1 180 39,53 |Hermano

22 | (P)-SUM F |45(1987) 6,3 | 43,1 828 31,48 |-
(L)-JUM M (7] 0,9 1,7 130 25,93 |Padre
(N)-ARE F |65 08 | 1,0 120 41,90 |Madre
(N)-BEM F |42 0,7 0,9 110 42,99 |[Hermana
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Familia| Paciente | Sexo | Edad(*) Orina PBG-D | Pedigree
ALA | PBG | Porfirinas
Totales

23 [(P)-SIP F [49(1995) 45 | 158 1502 4796 |-
(L)-LAB F |27 0,6 1,4 60 33,70 |Hija
(L)-FAB F [25 1,9 0,7 35 37,60 |Hija

24 | (P)-TEP F |37(1987) 78 | 37,1 687 24 44 |-

25 | (P)-ARM F [58(1987) 98 | 689 465 71,12 |-
(L)-CLM F |33 1,0 2,5 41 46,60 |Hia
(L)-MAM M (20 1,3 1,8 166 50,07 [Hijo

26 |[(P)-LIN F |47 (1990) 6,4 | 308 690 38,74 |-
(L)-EZP M |16 3,1 1,7 123 44,64 |Sobrino
(L)-D1P M (21 1,7 1,2 65 39,19 |Sobrino

27 (P)-MCP F 142 (1995) 33,6 | 224 4067 4953 |-

P = Proposito: L = individuo con PAI latente; N = individuo normal.

(*): Edad actual. () Fecha del primer ataque agudo

Valores normales:

ALA = 2-4 mg/24 h: PBG = 1-2 mg/24 h; Porfirinas totales = 20-250 pg/24 h; PBG-D = 81,51 + 11,96 U/ml
GR (Mujeres) v 73.13 + 13.62 U/ml GR (Hombres).

En base a los estudios bioquimicos, determinamos que, de los 65 individuos estudiados,
el 46 % resulté ser PAI sintomatico, el 31 % PAI latente y el resto (23 %) fueron normales.
Los individuos PAI latentes y normales se diagnosticaron en base a la actividad PBG-D
eritrocitaria disminuida, debido a que el ALA, PBG y Porfirinas totales urinarias se encuentran
dentro del rango normal. Asimismo, el 82 % del total de individuos afectados, correspondié al
sexo femenino. No se analizd ninglin individuo PAI sintomatico correspondiente al sexo

masculino.

1.2. Andlisis de la poblacién argentina con PAI

El CIPYP (Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias) es el unico centro de

referencia de estudio de todas las porfirias en la Argentina. Funciona desde el afio 1978 y desde
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esa fecha se diagnosticaron numerosos casos de PAI en base a los estudios bioquimicos antes

mencionados.

En este trabajo se analizaron cuidadosamente los estudios bioquimicos realizados a

todas las familias que concurrieron al CIPYP desde su inicio para poder tener datos precisos de

la enfermedad en la poblacion argentina.

Los resultados y conclusiones obtenidos fueron los siguientes:

Hasta el dia de la fecha se diagnosticaron en el CIPYP 240 casos de PAI que aun se

encuentran vivos.

Si consideramos que esos 240 casos corresponden a la totalidad de la poblacion argentina
con PAI, podemos determinar la frecuencia de la enfermedad en esta poblacion,

obteniendo un valor de 1:125.000.

La frecuencia de la PAI en la poblacion argentina es baja comparada con los pocos datos
descriptos para otras poblaciones. Asi, por ejemplo, tambien en base a estudios
bioquimicos se estimd una prevalencia de la enfermedad de 2-7:100.000 en Finlandia
(Mustajoki ef al., 1992) y 7,7:100.000 en Suecia (Wetterberg 1967). Ademas se ha
identificado una comunidad en el norte de Suecia con una prevalencia extremadamente
alta (1:49) ya que todas las familias de esta comunidad descienden de un ancestro comun

(Andersson ef al., 1995).
Los 240 casos estudiados correspondian a 80 familias diferentes.
De los 240 casos analizados el 58,2 % fue PAI latente y el 41,8 % PAI sintomaticos.

Cuando diferenciamos a los casos por sexos notamos que la enfermedad es mas frecuente
en mujeres que en hombres: el 72,4 % eran mujeres y el resto (27,6 %) eran hombres, lo
cual representa una relacion de sexo F:M, 7.3 respectivamente (Figura 1.1). Si bien en la
poblacion sueca se encontrd también un mayor numero de casos en mujeres que en

hombres, 1a relacion de F:M no fue tan diferente (3:2) (Waldenstrom 1956).
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¢ (Cuando consideramos solamente los individuos con PAI latente no se observé una gran
diferencia entre sexos: el 58,7 % correspondié a mujeres y el 41,3 % a hombres. En el
caso de los PAI sintomaticos, sin embargo, se observo una notable diferencia entre ambos
sexos: 91 % para el sexo femenino y 9 % para el sexo masculino (Figura 1.1). Esto nos
indica que no solo la enfermedad es menos frecuente en hombres sino que ademas es poco
comun que estos ultimos desarrollen los sintomas, debido a que las mujeres estan mas

expuestas a los factores desencadenantes de los ataques agudos que caracterizan la PAIL

BPAI Sintomaticos, |
sexo masculino

OPAI Sintomticos, |
sexo femenino !

HPAI Latentes, sexo ‘
masculino !

H PAI Latentes, sexo |
femenino ’

Figura L1. Grifico que representa la poblacion argentina con PAI
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CAPITULO I1. | Estudios genéticos.

Desarrollo y optimizacion de las técnicas.

IL.1. Metodologia partiendo de RNA

IL.1.1. Separacion de linfocitos

Debido a que el grado de pureza de los linfocitos depende de la eficiencia en la separacion
de células rojas, la sangre entera con el anticoagulante se procesé por dos técnicas: lisis de globulos
rojos o gradiente de densidad (Ficoll-paque) donde se evalu6 ademas su rendimiento como se indica

enla Tabla11.1.

Tabla IL.1. Separacion de linfocitos por distintas metodologias.

N Método X =# Cels. (10'yml
10 Lisis de GR 1,30 + 0,4
10 Ficoll-paque 243+0,2

A partir de estos resultados decidimos emplear el protocolo de Ficoll-paque ya que, no sélo
nos permitié obtener mayor cantidad de células, sino que ademas el pellet no estaba contaminado

con hemoglobina.

Para mejorar la eficiencia de separacion con Ficoll-paque se ensayaron diferentes tiempos y
velocidades de centrifugacion en las distintas etapas, adoptando finalmente los descriptos en

materiales y métodos.
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El pellet de linfocitos puede utilizarse directamente para el aislamiento del RNA total o
guardarse a -70°C, aunque, con el proceso de congelamiento/descongelamiento, se observo una

pérdida aproximada del 30 % de células totales.

I1.1.2. Aislamiento del RNA total

La eficiencia de la extraccion de RNA depende de la cantidad total obtenida, del grado de
pureza (Aae0/A2) Y, fundamentalmente, de la no-degradacion observada en un gel de agarosa 1 % y
formaldehido. Con el objetivo de optimizar estos parametros, se probaron distintas técnicas:
Tiocianato de guanidina (Chomczynski & Sacchi, 1987), ultracentrifugacion en Cloruro de cesio
(Ullrich ez al., 1977) y RNAzol™ B, de Biotecx. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla
I1.2y enlaFiguraIl.1.

Utilizando la técnica de Cloruro de Cesio (Ullnich et al., 1977), la pureza del RNA fue la
optima pero, la baja cantidad de RNA extraida la hace poco conveniente para nuestros fines. Por
otro lado, si comparamos los resultados obtenidos con las otras dos metodologias (Tabla 11.2), se
observa que no hay diferencias significativas entre ambas, sin embargo, decidimos adoptar la
estrategia del RNAzol™ B dado que involucra menos etapas y por lo tanto el RNA esta mas
protegido de la degradacion por RNAsas. Asi, como se muestra en la Figura 1.1, con la técnica del
Tiocianato de Guanidina el RNA obtenido se encontraba casi siempre parcialmente degradado, lo
cual generalmente no ocurria cuando se empleaba RNAzol™ B. Esta degradacion parcial puede
deberse a la fuente de tejido de partida, ya que partiendo de la linea celular K562 (Figura I1.1) o de

levaduras (dato no mostrado) no se observaba esa degradacion.

La preparacion de un RNA no degradado esta obstaculizada por la presencia de RNAsas
celulares activas, ya que en el momento de la ruptura celular, inevitablemente hay una mezcla rapida
de RNA y RNAsas. Una manera de evitar la degradacion nucleotidica es desnaturalizar todas las
proteinas celulares, incluyendo estas enzimas. Esto s6lo es posible si la tasa de desnaturalizacion es
mayor que la tasa de degradacion (Chirgwin et al., 1979). La tasa de desnaturalizacion se maximiza

por el uso combinado de un fuerte desnaturalizante, el Tiocianato de Guanidina, que es un potente
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agente caotropico, y un reductor, el B-Mercaptoetanol, que rompe puentes disulfiricos, que son

esenciales para la actividad de la RNAsa (Sela ez al., 1956).

Tabla I1.2. Aislamiento del RNA total por distintas metodologias.

Método Muestra | Cantidad de RNA (ug) | Pureza (A2so/A2s0)
RNAzol™ B 1 32 1,8
2 19 1,7
3 25 1,7
4 28 1,8
K562 200 1,8
Tiocianato de 1 19 1,7
Guanidina 2 18 1,7
3 24 1,6
4 28 1,6
K562 180 1,8
Cloruro de 1 10 1,9
Cesio 2 4 2,1
3 2 2,2
4 5 2,0
K562 100 2,0

Los linfocitos sc obtuvieron a partir de sangre entera de individuos normales y se utilizé como
control la linea celular eritropoyética K562. que se repicé en medio liquido RPMI con 20 % de
suero fetal bovino.

En base a estas consideraciones, pudimos optimizar aun mas la técnica de RNAzol™ B
focalizando nuestra atencion en la etapa de homogeneizacion. Para ello ensayamos diferentes
métodos de ruptura celular, como el homogeneizador Polytron (Teorer), el Vortex o simple mezcla
por pipeteo, resultando ser el mejor sistema de ruptura celular para la obtencion de una buena

preparacion de RNA el empleo del Vortex.
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Figura IL1. Aislamiento del RNA por distintas metodologias.

Calles 1 a 6: RNA extraido de linfocitos de sangre entera por: 1y 2 = gradiente en CICs; 3 y 4 = Tiocianato de
Guanidina; 5 y 6 = RNAzol™ B. Calles 7 y 8: RNA extraido de linfocitos de la linea celular K562 por: 7 = Tiocianato
de Guanidina; 8 = RNAzol™ B. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa 1 % y formaldehido.

Ademas, combinamos estas formas de ruptura celular con distintas soluciones
desnaturalizantes: I = RNAzol™ B; II = RNAzol™ B + 4 M de Tiocianato de Guanidina; IIT =
RNAzol™ B + 0,7 % de -Mercaptoetanol y IV = RNAzol™ B + 4 M de Tiocianato de Guanidina
+ 0,7 % de B-Mercaptoetanol. El agregado de Tiocianato de Guanidina no di6 resultado, ya que el
RNA obtenido formaba un precipitado gelatinoso no aprovechable para nuestros fines. La mejor

opcion fue adicionar -Mercaptoetanol al RNAzol™ B (solucion I1I).

Ademas, para evitar la presencia de RNAsas exogenas, el material y las soluciones se
trataron de diferentes maneras, siendo las Optimas las que se enuncian a continuacion. El material
plastico siempre fue nuevo, y se autoclavo durante 20 min a 1 atm de presion, secandose en estufa a
90°C durante 5 hs. El material de vidrio, sin embargo, se sometio a calentamiento 230°C durante 5
hs antes de su utilizacion; y, las soluciones que lo permitian, se trataron con 0,1 % de DEPC
(Dietilpirocarbonato) toda la noche y luego se autoclavaron (20 min a 1 atm) para eliminar trazas de
este compuesto (Fedorcsak & Ehrenberg, 1966). La resuspension final del RNA se realizé con agua
desionizada y autoclavada pero sin DEPC, ya que éste inhibe a las enzimas empleadas en la RT-PCR

(Kumar & Lindberg, 1972).
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IL1.3. Retrotranscripcion y amplificacion por PCR

Con el objetivo de optimizar la RT-PCR en las condiciones de nuestro laboratorio, nos
basamos en la técnica original de Mgone ef al., 1992 y sobre ella realizamos las siguientes

modificaciones:

i) Calidad de RNA: Para estudiar la influencia de la pureza, cantidad y degradacion del
RNA sobre la RT-PCR, partimos de RNAs de diferentes calidades. Con una pureza menor a 1,7 no
se observaba amplificacion; sin embargo, si esta era 1,7 0 mayor, se obtenia una banda de

amplificacion, aunque el RNA estuviese parcialmente degradado, (Figura I1.2).

M 1 2 3 4

1 Kb— « 1L15Kb

Figura IL2. RT-PCR: Pureza del RNA.

Se utilizaron en la RT-PCR, RNAs de diferentes purezas (Aqss/Asso): Calles: 1 =1,5,2=16;3=17y4=18 M=
marcador de 1 Kb. La banda de amplificacion de 1,15 Kb coincide con el tamaiio del cDNA de la PBG-D amplificado.
Las muestras se corrieron en un gel de agarosa 1.4 % teiiido con Bromuro de etidio.

ii) Cantidad de RNA: Otro factor de importancia es la cantidad de RNA, ya que partiendo
de 1 pg el producto de amplificacion fue minimo o nulo, observandose mejores resultados cuando

se partio de 2 a 3 ug de RNA (Figura I1.3).
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1 Kb— «1,15Kb

Figura IL3. RT-PCR: Cantidad de RNA.

Diferentes cantidades de RNA se utilizaron para la RT-PCR. Calles: 1 =1 pgy 2 =3 pg. M = marcador de 1 Kb. La
banda de amplificacién de 1.15 Kb coincide con el tamafio del cDNA de la PBG-D amplificado. Las muestras se
corrieron en un gel de agarosa 1,4 % tefiido con Bromuro de etidio.

iii) Primers utilizados en la Retrotranscripcién: El oligo (dT)11s se pega a la cola de
poli(A) de los RNA mensajeros, permitiendo la retrotranscripcion de los mismos. Sin embargo, para
aumentar la especificidad de la RT, utilizamos alternativamente el primer del extremo 3' terminal
(R1, en la Tabla II.1 de "Materiales y Métodos"). Debido a la presencia de bandas inespecificas y a
la baja amplificacion del cDNA buscado se continu6 empleando el sistema original con oligo
d(T)12-15 (Figura I11.4).

« 1,15Kb

Figura IL4. RT-PCR: Primers utilizados en la RT.

Calles 1, 2, 4 y 5= RNA aislado a partir de células de la linea K562 y calle 3 = RNA extraido a partir de linfocitos de
sangre entera. Diferentes oligos se utilizaron para la RT: calles: 1-3 = oligo d(T);2.5, y 4-5 = primer R1. M = marcador
de 1 Kb. La banda de amplificacién de 1,15 Kb coincide con el tamafio del cDNA de la PBG-D amplificado. Las
muestras se corrieron en un gel de agarosa 1,4 % tefiido con Bromuro de etidio.
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iv) Concentracion de magnesio: La enzima Taq DNA polimerasa utiliza al magnesio
como cofactor y cada sistema de primers posee una concentracion Optima del mismo, donde
produce un maximo de amplificacion del fragmento buscado y un minimo de bandas inespecificas.
En base a esto, desarrollamos PCRs con diferentes concentraciones de magnesio (0,6 mM; 1,1 mM,
1,6 mM; 2,1 mM; 2,5 mM y 3 mM) y los mejores resultados se obtuvieron con una concentracion

1,1 mM (Figura IL5).

«~ 1.L15Kb

Figura ILS. RT-PCR: Concentracion de magnesio.

Distintas concentraciones de magnesio ensayadas en la RT-PCR, calles: 1 =0,6 mM; 2 = 1,1 mM; 3 = 1,6 mM; 4 =
2l mM: 5=25mMy 6 =3 mM. M = marcador de 1 Kb. La banda de amplificacion de 1,15 Kb coincide con el
tamarfio del cDNA de la PBG-D amplificado. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa 1,4 % teiiido con
Bromuro de etidio.

v) Concentracion de dNTP's: Para mejorar la amplificacion, se ensayaron distintas
concentraciones de cada uno de los dNTPs (12,5 pM, 25 uM y 50 uM). Como se observa en la

Figura I1.6, los mejores resultados se obtuvieron con 50 uM de cada desoxinucleotido.

vi) Temperatura de pegado de primers: Se probaron dos temperaturas de pegado de

primers, 55°C y 60°C, observandose mejores resultados con ésta ultima (dato no mostrado).
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M 11 2 2 3 %

1 Kb— y-—wﬂwm” «1,15Kb

Figura IL6. RT-PCR: Concentraciones de dNTP's.

Distintas concentraciones de cada uno de los dNTP's ensayadas en la RT-PCR. Calles: 1y 1'= 125 uM, 2y 2' =25
uM, y 3 y 3' =50 pM. M = marcador de 1 Kb. La banda de amplificacion de 1,15 Kb coincide con el tamaiio del
cDNA de la PBG-D amplificado. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa 1,4 % teilido con Bromuro de etidio.

IL1.4. Amplificacion asimétrica

Luego de la purificacion en un gel de agarosa (Figura I1.7) y posterior elucion, el producto
de la RT-PCR, queda muy diluido, por lo tanto, para aumentar la eficiencia de la PCR asimétrica, se
aumento la cantidad de cDNA de partida a 15 pl obteniéndose resultados satisfactorios (Figura

IL8).

M

<~ 1,L15Kb
1 Kb—

Figura IL7. Purificacién del producto de la RT-PCR.
La muestra se corrio en un gel de agarosa 1,4% tefiido con bromuro de etidio para su posterior elucion. M = marcador
de 1 Kb.
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Figura IL8. PCR asimétrica: Condiciones Optimas.

Calles 1 y 2 = RNA extraido a partir de la linea celular K562. Calles 3-4 = RNA extraido de linfocitos de sangre
entera. Para la obtencion del cDNA simple cadena se utilizaron distintas concentraciones de primers: calles 1 y 3 = F2,
50 pmoles y R2, 0.5 pmoles; calles 2 y 4 = F2, 0.5 pmoles y R2, 50 pmoles. M = marcador de DNA de 1 Kb. Las
muestras se testearon en un gel de agarosa 1.4 % tefiido con Bromuro de etidio. La banda de amplificacion de 1.1 Kb
coincide con el tamaiio del cDNA de la PBG-D.

I1.1.5. Secuenciacion directa

Por la técnica descripta en la seccion I1.1.7 de "Materiales y métodos”, se secuencio el
c¢DNA de la PBG-D de 2 individuos normales con el objetivo de poner a punto la técnica. La
secuencia obtenida coincidio con la publicada previamente (Raich ef al., 1986), lo cual verifica la

eficiencia de la metodologia.

La estrategia utilizada consistio en el uso de diferentes primers para la secuenciacion por
"tramos" del cDNA completo. El producto de una reaccion de secuenciacion con el primer elegido,
se corrio en un gel de poliacrilamida a distintos tiempos (2, 3 y 6 hs), lo cual permitio leer
aproximadamente 250 pb. Por lo tanto, se utilizaron 10 primers (Tabla II1.1 de "Materiales y

Métodos") para obtener secuencias solapadas y asegurar asi la lectura precisa.
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IL.1.6. Condiciones finales elegidas para la metodologia partiendo de RNA

La estrategia elegida, secuenciacion directa del cDNA simple cadena de la PBG-D,
partiendo del RNA extraido a partir de los linfocitos de cada paciente, evita el empleo de lineas
celulares de linfoblastos, método que si bien provee de una mayor cantidad de RNA, es muy
costoso, largo y riesgoso ya que debe utilizarse el virus Epstein-barr. En cambio nuestro
laboratorio ha desarrollado una metodologia que nos permite obtener un diagnodstico rapido en

una semana.

Partiendo de apenas 20 ml de sangre se prepara una cantidad de RNA suficiente para
realizar todos los estudios necesarios para el diagnostico del paciente. Para ello separamos los
linfocitos por la técnica de gradiente de densidad (Ficoll-paque) y luego aislamos el RNA utilizando

el reactivo comercial RNAzol™ B con el agregado de 3-Mercaptoetanol.

Para obtener el cDNA de la PBG-D amplificado realizamos una RT-PCR a través de la
técnica de Mgone ef al., (1992) con algunas modificaciones: concentracion de MgCl, (1,1 mM),
concentracion de cada ANTPs (50 uM) y cantidad de RNA inicial (3 pg), (Figura I1.9).

Figura IL9. RT-PCR: Condiciones Optimas.

Calles 1 y 2 = RNA extraido de linfocitos de sangre entera de dos pacientes con PAI calles 3 y 4 = RNA extraido a
partir de la linea celular K562. M = marcador de DNA de 1 Kb. Las muestras se testearon en un gel de agarosa 1,4 %
tefiido con Bromuro de etidio. La banda de amplificacion de 1,15 Kb coincide con el tamafio del cDNA de la PBG-D
amplificado.
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Luego de purificar el cDNA amplificado, se obtuvo el cDNA simple cadena amplificado a

través de dos PCRs asimétricas independientes. Finalmente se procedio a la secuenciacion directa.

Debemos enfatizar, que los resultados son altamente reproducibles y nos permiten obtener la

secuencia completa del cDNA del individuo afectado.

11.2. Metodologia partiendo de DNA

I1.2.1. Long range PCR

El gen de la PBG-D (10 Kb) se amplifico en dos fragmentos (PR y LR) utilizando la
enzima r/th DNA polimerasa XL (Gene Amp, XL PCR Kit, Perkin Elmer) como se detall6 en
"Materiales y Métodos", siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones.
Para optimizar la reaccion de LR-PCR se realizo utilizando la técnica de "Hot start" y se

probaron diferentes concentraciones de acetato de magnesio y condiciones de los ciclos.

i) Técnica de ""Hot start": Durante la reaccion de PCR la actividad exonucleasa 3'—>5'
de la polimerasa podria digerir o modificar el extremo 3' de los primers cuando la enzima,
primers y el acetato de magnesio se colocan juntos. Para eliminar este problema en la LR-PCR
se utiliza la técnica de "Hot start"; la cual puede realizarse manualmente, o utilizando una gema
de cera (AmpliWax™, Perkin Elmer) para "hot start" automatizada con la que observamos una

alta reproducibilidad.

ii)) Concentracion de acetato de magnesio: La cantidad Optima de Mg(AcO),
depende de la calidad y composicion de los dNTPs, del buffer de reaccion (principalmente por
la presencia de quelantes), del par de primers y de la secuencia a amplificar. Una alta
concentracion de Mg(AcO),, produce una acumulacion de producto no especifico (multiples
bandas en un gel de agarosa) y una muy baja concentracion resulta en una cantidad muy baja de
producto (bandas débiles o ninguna banda en un gel de agarosa). En base a esto, se testearon

varias concentraciones de magnesio (0,7, 0,8; 0,9; 1,00; 1,125 y 1,25 mM) para optimizar la
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cantidad de producto amplificado. Los resultados se observan en la Figura I1.10. La
concentracion optima fue 0,8 mM, sin embargo debido a que la banda de amplificacion fue muy
débil se eligio la concentracion 1 mM donde si bien hay un poco de inespecifico, el producto se

obtuvo en mayor cantidad.

«5,5Kb

Figura IL10. LR-PCR: Concentracion de Mg(AcO),.

Calles: 1 a 6 = Distintas concentraciones de Mg(AcO), en la LR-PCR de un DNA aislado de linfoblastos: 1 = 1.25; 2
=1,125:3=1,00;4=0,9; 5=0.8 y 6 = 0,7 mM. M = marcador de DNA ’ Hind III. B = Control de contaminacién
(sin DNA). Las muestras se testearon en un gel de agarosa 1 % teiiido con Bromuro de etidio. La banda de 5,5 Kb
coincide con el tamafio del fragmento LR de la PBG-D que se amplifico con los primers LR 3 y LR 4 (Tabla I1.2
de Materiales y Métodos) que abarcan desde el introén 2 hasta la region 3' no codificante.

iii) Condiciones de los ciclos: La LR-PCR se desarrolla en dos etapas: la primera, con
tiempo de extension fijo y, la segunda, con tiempo de extension incremental. Se considera que
la enzima r7th DNA polimerasa XL amplifica 1 Kb de DNA en 30 a 60 segundos, por lo tanto
la longitud del fragmento a amplificar afecta el tiempo de extension inicial. En este caso el
fragmento es de 5,5 Kb, por lo tanto, se probaron dos tiempos en la extension de la primera
etapa (fija): 5 y 6 min. A medida que transcurren los ciclos, la cantidad de DNA aumenta, por
lo tanto el nimero de moléculas de enzimas se vuelve limitante en ese tiempo de extension.

Para mantener la eficiencia de amplificacion hay que aumentar el tiempo de extension en los
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ciclos posteriores, por eso se desarrolla una segunda etapa en la cual se incrementa 15 seg por

ciclo.

El niimero de ciclos en ambas etapas, varia con el nimero de copias inicial, nosotros

probamos 16 ciclos en la etapa fija y 12 ciclos en la etapa de tiempo de extension incremental.

Para obtener optimas reacciones de especificidad, los primers deben tener una longitud
de 30 bases y las temperaturas de pegado de primer/extension deberian estar entre 60 y 70°C
utilizando, generalmente la mas alta temperatura de pegado de primers posible. Si se utiliza
65°C o mas se puede obtener la maxima eficiencia en solo dos etapas en cada ciclo de
amplificacion: desnaturalizacion (94°C) y pegado de primer/extension (65°C). Por lo tanto,
teniendo en cuenta esto se probaron dos temperaturas de pegado de primer/extension: 65 y

67°C.

En la Figura II.11 se indican los resultados de las 3 condiciones descriptas para el
tiempo y temperatura de pegado de primer/extension: 6 min a 65°C, 5 min a 65°C y 5 min a
67°C, obteniendo la menor cantidad de inespecifico pero con gran cantidad de producto de

amplificacion trabajando a 67°C, 5 min.

M 1 2 3 4 ) 6 ¥ 8 9

Figura IL11. LR-PCR: Condiciones de pegado de primers/extension.
Calles: 1 a 9 = Distintas condiciones de pegado de primers/extension en la LR-PCR de un DNA aislado de
linfoblastos: 1a3 =6 mina 65°C;4a6=5mina65°Cy 7a9 =35 mina 67°C. M = marcador de DNA 7 Hind III.
Las muestras se testearon en un gel de agarosa 1 % teflido con Bromuro de etidio. La banda de 5.5 Kb coincide con el
tamario del fragmento LR de la PBG-D que se amplifico con los primers LR 3 y LR 4 (Tabla I1.2 de Materiales y
Métodos) que abarcan desde el intrén 2 hasta la region 3' no codificante.
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En la Figura I1.12 se muestran los fragmentos PR de 4,5 Kb y LR de 5,5 Kb
amplificados por LR-PCR para obtener todo el gen amplificado en dos fragmentos, uno que
abarca la region promotora hasta el intron 3 y el otro que abarca desde el intron 2 hasta la

region 3' no codificante.

«55Kb

Figura IL12. LR-PCR: Condiciones 6ptimas.

LR-PCR de un DNA aislado de linfoblastos: Calles: 1 y 2 = Fragmento PR de 4,5 Kb que abarca desde la regién
promotora hasta el intrén 3 y, 3 y 4 = Fragmento LR de 5,5 Kb que abarca desde el intrén 2 hasta la regién 3'
no codificante. M = marcador de DNA A Hind III. Las muestras se testearon en un gel de agarosa 1 % tefiido con
Bromuro de etidio.

I1.2.2. Secuenciacion directa

Como ya se describié en Materiales y Métodos se secuenciaron cada uno de los 15
exones y 30 bases de cada intrén usando Amplicycle™ sequencing kit (Perkin Elmer), el cual
posee una enzima (AmpliTaq DNA polimerasa) recombinante que permite la secuenciacion del
DNA doble cadena. Se siguieron las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones: 1)

la cantidad de templado y ii) la cantidad de enzima.

i) Cantidad de DNA templado: Se realizaron reacciones de secuenciacion utilizando 1

0 0,5 pl del DNA amplificado por LR-PCR vy purificado. Como se observa en la Figura I1.13,
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los mejores resultados se obtuvieron con poco DNA, debido a que la lectura de la secuencia es

mas clara.

ii) Cantidad de enzima: Se probaron dos cantidades de enzima: 4 y 5 pul de cycling
mix que contiene 1 6 1,25 U de Amplitaq DNA polimerasa respectivamente. Como se observa

en la Figura II.14, los mejores resultados se obtuvieron con 1,25 U de enzima.

1 2

Figura IL.13. Secuenciacion directa: Diferentes cantidades de templado.
Secuenciacion directa de un fragmento del DNA de un individuo normal realizada utilizando dos concentraciones
diferentes del producto de la LR-PCR: calles 1 =1 ply 2=0,5 pl.

I1.2.3. Deteccion rapida de mutaciéon G111R por primer-ASO.

La técnica de primer-ASO, descripta en "Materiales y Métodos", se empled para la
deteccion de la mutacion G111R, la cual se produce por un cambio GGA—AGA en el nucledtido

331. Para ello se desarrollaron 2 PCRs que amplifican un fragmento de 170 pb empleando dos pares

94




de primers especialmente disefiados que amplifican el alelo mutante (AD 76 y AD 7M) o el alelo
normal (AD 76 y AD 7N).

Figura IL14. Secuenciacion directa: Diferentes cantidades de enzima.
Secuenciacion directa de un fragmento del DNA de un individuo normal realizada utilizando dos cantidades diferentes
deenzima: calles 1=1Uy2=125U.

Para optimizar la PCR se testearon diferentes temperatura de pegado de primers y

diferentes concentraciones de magnesio.

i) Concentraciéon de Magnesio: Se probaron varias concentraciones de magnesio: 1;
0,75; 0,625;0,5 y 0,375 mM. Con una concentracion 1 mM (Figura I1.15) y 0,75 mM (Figura
I1.16) se observo amplificacion cuando se utilizaba DNA de un individuo normal y el primer
AD 7M, que contiene la mutacion. Utilizando una concentracion 0,625 mM (Figura 11.17) se
observaron mejores resultados, pero los O6ptimos se obtuvieron cuando se utilizé 0,5 mM de
magnesio (Figura I1.18). Cuando se probé una concentracion 0,375 mM no se observo

fragmento de amplificacion con ningun primer (dato no mostrado).

95

PQ.‘.Q.QQ.Q.C..QQ...Q.Q’.



0900000000000 000000000 00000000000 OCKOGGYNONNOGOIOGIOGO _O™POS

m IN IM 2N 2M 3N 3M 4N 4M

« 170 pb

Figura IL15. Pimer-ASQ: Concentracién de magnesio 1 mM.

DNA amplificado por la técnica de primer-ASO utilizando una concentracién de magnesio 1 mM: Calles: 1y 2 =
Individuos que no portan la mutacion y, 3 y 4 = Individuos portadores de la mutacion G111R. Las PCRs se realizaron
utilizando los dos juegos de primers: N = AD 76 y AD 7N (no porta la mutacion) y, M = AD 76 y AD 7M (porta la
mutacion). m = marcador de DNA ¢X174. Las muestras se testearon en un gel de agarosa 2 % tefiido con Bromuro de
etidio.

m IN IM 2N 2M

« 170 pb

Figura IL.16. Pimer-ASQO: Concentracion de magnesio 0,75 mM.

DNA amplificado por la técnica de primer-ASO utilizando una concentracion de magnesio 0,75 mM: Calles: 1 =
Individuo que porta la mutacién G111R y, 2 = Individuo que no portan la mutacion. Las PCRs se realizaron utilizando
los dos juegos de primers: N = AD 76 y AD 7N (no porta la mutacion) y, M= AD 76 y AD 7M (porta la mutacion). m
= marcador de DNA ¢X174. Las muestras se testearon en un gel de agarosa 2 % tefiido con Bromuro de etidio.
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m IN IM 2N 2M 3N 3M

Figura IL17. Pimer-ASO: Concentracién de magnesio 0,625 mM.

DNA amplificado por la técnica de primer-ASO utilizando una concentracion de magnesio 0,625 mM: Calles: 1y 2 =
Individuos que no portan la mutacion G111R y, 3 = Individuo que porta la mutacién. Las PCRs se realizaron
utilizando los dos juegos de primers: N = AD 76 y AD 7N (no porta la mutacién) y, M = AD 76 y AD 7M (porta la
mutacion). m = marcador de DNA 1 Kb. Las muestras se testearon en un gel de agarosa 2 % tefiido con Bromuro de
etidio.

ii) Temperatura de pegado de primers: Para mejorar las condiciones se testearon 3
temperaturas de pegado de primers: 60°C, 65°C y 72°C; observandose resultados optimos con
65°C (Figura I1.18); ya que a 72°C no se observaba amplificacion y a 60°C habia amplificacion

con ambos primers en una muestra de un individuo normal.

m IN IM2N 2M 3N 3M m

« 170 pb

Figura IL18. Pimer-ASO: Concentracion de magnesio 0,5 mM.

DNA amplificado por la técnica de primer-ASO utilizando una concentracién de magnesio 0,5 mM: Calles: 1 =
Individuo que no porta la mutacion G111R y, 2 y 3 = Individuos que portan la mutaciéon. Las PCRs se realizaron
utilizando los dos juegos de primers: N = AD 76 y AD 7N (no porta la mutacién) y, M = AD 76 y AD 7M (porta la
mutacion). m = marcador de DNA 1 Kb. Las muestras se testearon en un gel de agarosa 2 % teiiido con Bromuro de
etidio.
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CAPITULO II1.| Estudios genéticos.

Diagnostico de pacientes con PAL

I11.1. Diagnéstico de la PAL

Se realizaron estudios genéticos a 65 pacientes de 27 familias no relacionadas; cuyos
estudios bioquimicos se encuentran en la Tabla 1.1. de "Resultados”. Para éstos se utilizaron las
metodologias a partir de RNA o de DNA, descriptas en el capitulo II de "Materiales y Métodos", y
optimizadas segun se detall6 en el capitulo II de "Resultados". En primer lugar se estudié a un
paciente con PAI sintomatico de cada familia y luego se analizaron los familiares del mismo. Se
analizaron todos los integrantes disponibles de la familia para poder diagnosticar la mayor cantidad

de individuos normales y latentes de la misma.

En cada familia se detectd la presencia de una mutacién encontrandose 14 mutaciones

diferentes que se detallan en este capitulo.

I11.2. Mutacion Q34P

En las familias 1 y 2 se detectd una mutacién puntual en el exon 4: la adenina de la
posicion 101 cambia a una citosina (A;0;—C), lo cual produce el cambio de la glutamina de la
posicion 34 a una prolina (CAG—>CCG) (Q34P). Esta mutacion no ha sido publicada
previamente y se encuentra en un exon donde se han descripto solamente el 6 % de las mutaciones
conocidas (5/84). Ademas, esta sustitucion se produce en el nucleotido adenina donde hay una muy
baja frecuencia de mutacion ya que solo se describieron 2 mutaciones (el 3 % de las mutaciones

puntuales conocidas).
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De la familia 1, se analizo solamente el paciente propésito (FTB) debido a que el resto de
los integrantes no pudieron concurrir a nuestro Centro. Este paciente, de 48 afos y sexo femenino,
presento los primeros sintomas de la enfermedad en el afio 1988 y a partir de esa fecha desarrollo
sucesivos ataques agudos, por lo tanto fue claramente diagnosticada clinica y bioquimicamente

como PAI sintomatica.

Los estudios genéticos se iniciaron realizando un analisis de busqueda de mutaciones por
SSCP en diferentes condiciones (Ver seccion I1.1.8 de "Materiales y Métodos"). Cuando se
analiz6 el fragmento 1, que contenia los exones 1, 3 y 4, en un gel de poliacrilamida 5 %

corrido a temperatura ambiente durante 10 horas se observé una movilidad diferente a la del

c¢DNA normal (Figura II1.1) lo cual indico la presencia de una mutacion en esa region.
N P

Figura IIL1. Analisis por SSCP del paciente FTB de la familia 1.

c¢DNA amplificado (fragmento 1) analizado en un gel de poliacrilamida (5 %) corrido a temperatura ambiente,
correspondiente a un individuo normal (N) o al paciente FTB (P) de la familia 1. La flecha indica la variacién de
movilidad con respecto al control.

Luego se utilizo la metodologia a partir de RNA. Cuando se realizo la RT-PCR, los

productos obtenidos fueron del tamafio esperado (1,15 Kb), excluyendo asi grandes deleciones,
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inserciones y mutaciones de splicing. Luego por secuenciacion directa de este cDNA se detecto

la mutacion, como se muestra en la Figura II1.2.

G A T C
P N

>
aao-aa00ar-=H>0 QFP0OQQ> 0> 0
@)

Figura I1L2. Identificacion por secuenciacion directa de la mutacion Q34P en la familia 1.

Secuencia parcial del cDNA del paciente FTB de la familia 1 (P) y un individuo normal para esa mutaciéon (N). Se
observa una sustitucion de una A a una C del nucleétido 101 (en rojo) que predice una sustitucion en el residuo 34 de
glutamina a prolina (Q34P). Se utiliz6 en la secuenciacion directa el primer R6.

Con respecto a la familia 2, se analizaron el paciente GLV (propésito), de 34 afios y sexo
femenino, y sus padres: ALV, 60 afios y sexo femenino, y RAV, 60 afios y sexo masculino. El
proposito presento los primeros sintomas de la enfermedad a los 19 afios y a partir de esa fecha
desarrollo varios ataques agudos, por lo tanto fue claramente diagnosticada clinica y

bioquimicamente como PAI sintomatica. Los padres nunca desarrollaron sintomatologia pero en

101




base a la actividad de la PBG-D eritrocitaria la madre (ALV) se diagnosticé como PAI latente y el
padre (RAV) como normal.

En esta familia, los estudios genéticos se realizaron utilizando la metodologia a partir de
DNA. Se establecieron las lineas celulares de linfoblastos y luego de realizar la LR-PCR se
procedio a la secuenciacion directa, la cual revel6 la presencia de la mutacion (Figura II1.3).
Cuando se analizaron los padres del proposito se vi6 que la madre no era portadora de la mutacion
tal como se esperaba en base a los estudios bioquimicos, mientras que el portador era el padre.
Como ya se menciond, la medicion de la actividad de la PBG-D en eritrocitos periféricos es la
técnica bioquimica mas sensible para el diagnostico de los casos latentes, pero existe un amplio
rango de valores de actividad lo cual en este caso gener6 un error de diagnostico que solo pudo ser

subsanado por la utilizacion de estudios genéticos.

G A 3 C
2.3

1

« Q34P

>
HOQOQP=EPO] QPOQQP» 0N

Figura IIL3. Identificacion por secuenciacion directa de la mutacion Q34P en la familia 2.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente GLV (Propdsito, PAI); 2 = paciente ALV (madre del
proposito, normal). y 3 = un individuo normal para esa mutacion. Se observa una sustitucion de una A a una C del
nucledtido 101 que predice una sustitucién en el residuo 34 de glutamina a prolina (Q34P). Se utilizé en la
secuenciacion directa el primer EP 71.
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En base a los estudios genéticos realizados, el pedigree de la familia 2 es el que se indica en

el Esquema III. 1.

GLV
T

Esquema IIL1. Pedigree de la familia 2 en base al diagndstico genético.

® - Individuo de sexo femenino con PAI sintomatico.
B - |ndividuo de sexo masculino con PAI latente.

= Individuo de sexo femenino normal.
T = Individuo propésito.

I1L.3. Mutacion G111R

En 12 familias no relacionadas (3 a 14 en la Tabla 1.1 de "Resultados") se detecté una
mutacion puntual en el exon 7: la guanina de la posicion 331 cambia a una adenina (Gs3;—A),
la cual produce el cambio de la glicina de la posicion 111 a una arginina (GGA—>AGA)
(G111R). Esta mutacion ha sido descripta hasta el momento en s6lo un paciente de origen belga
(Gu et al., 1993a), y se encuentra en un exon donde se describieron solamente el 7 % de las

mutaciones conocidas (6/84).

Para la deteccion de esta mutacion, se utilizo en la familia 3 la metodologia a partir de RNA
y en el resto de las familias la metodologia a partir de DNA (Capitulo II de "Materiales y
Meétodos").

Con respecto a la familia 3 se analizaron 5 integrantes, comenzando por los pacientes ELH
(sexo femenino, 41 afos) y BEH (sexo femenino, 46 afios), hermanas entre si. Ambas pacientes son

sintomaticas y desarrollaron su primer ataque agudo a los 38 y 44 afios, respectivamente.

Los estudios genéticos se iniciaron con la RT-PCR, y los productos obtenidos fueron del

tamaifio esperado (1,15 Kb), excluyendo asi grandes deleciones, inserciones y mutaciones de
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splicing. La secuenciacion directa de este cDNA revelo la presencia de la mutacion G111R

(Figura I11.4).

C-T « GI111R

sHOQQOHEO, QrHOAQARQ» > Q

Figura IIL4. Identificacion por secuenciacién directa de la mutacion G111R en la familia 3.

Secuencia parcial del cDNA de la PBG-D. Calles: 1 = individuo normal; 2 = paciente ELH (Propésito, PAI); 3 =
paciente MIH (hermano del propésito, normal); 4 = paciente ROH (hermana del propésito, PAI) y 5 = paciente FML
(hija del propdsito, PAI). Se observa una sustitucion de una C a una T del nucledtido 331 (en rojo) que predice una
sustitucion en el residuo 111 de glicina a arginina (G111R). Se utiliz6 en la secuenciacion directa el primer F3.

Una vez detectada la mutacion, se utilizo la técnica de Primer-ASO (seccion 11.3. de
"Materiales y Métodos") para la deteccion rapida de portadores dentro de la misma familia. Asi s
analizaron 3 integrantes mas: ROH, sintomatica, de 49 aios y sexo femenino, FLM, de 16 afios y
sexo femenino y MIH, de 34 afios y sexo masculino. La paciente ROH desarroll6 su primer ataque
agudo a los 45 afios y se detecto la presencia de la mutacion. La paciente FLM es portadora de la

mutacion pero nunca desarroll6 sintomatologia (PAI latente) y MIH no es portador de la mutacion.
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Estos resultados fueron confirmados por secuenciacion como se muestra en la Figura II1.4. Por lo

tanto, en base a los estudios genéticos el pedigree de la familia 3 es el siguiente (Esquema I11.2.):
H BEH

MI ROH ELH I
0 1 0
FML

Esquema IIL2. Pedigree de la familia 3 en base al diagnostico genético.

= Individuo de sexo masculino, no analizado, fallecido.
= Individuo de sexo femenino. no analizado, fallecido.
O = Individuo de sexo masculino, no analizado.
® - |ndividuo de sexo femenino con PAI sintomético.
® - ndividuo de sexo femenino con PAI latente.
= Individuo de sexo masculino normal.
T = Individuo propésito.

En la familia 4 se analizaron tres integrantes comenzando por un individuo con PAI
latente (HSS) madre de una paciente de sexo femenino sintomatica que fallecio por un ataque
agudo de PAI. Una vez detectada la mutacion en este individuo, se utilizo la técnica de Primer-
ASO para el diagnostico rapido en los otros dos individuos: GUS y NAL, hijo y nieta de HSS,
respectivamente. Ambos individuos no son portadores de la mutacion G111R, resultados que fueron
confirmados por secuenciacion como se muestra en la Figura II1.5. En esta familia el diagnostico
bioquimico coincide con el genético y por lo tanto, el pedigree queda como se muestra en el

esquema I11.3.
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« GI11R

o>qoooen$o>aooeo>
M

Figura IILS5. Identificacién por secuenciacion directa de la mutacién G111R en la familia 4.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente HSS (propdsito, PAI); 2 = paciente GUS (hijo del
propdsito, normal) y 3 = paciente NAL (nieta del propésito, normal). Se observa una sustitucién de una C a una T del
nucledtido 331 (en rojo) que predice una sustitucion en el residuo 111 de glicina a arginina (G111R). Se utiliz6 en la
secuenciacion directa el primer EP 77.

O -
=

GUS NOS

Esquema I1L3. Pedigree de la familia 4 en base al diagnésﬁr;JoAéenético.
O = Individuo de sexo masculino, no analizado.
—& = Individuo de sexo femenino con PAI sintomético, fallecido.
® - |ndividuo de sexo femenino con PAI latente.
= Individuo de sexo masculino normal.
= Individuo de sexo femenino normal.
« = Individuo propdsito.
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En la familia 5 se analizaron tres integrantes comenzando por un individuo con PAI
sintomatico (AAD) de 27 afios y sexo femenino que desarroll6 su primer ataque agudo a los 25
anos. Luego utilizando la técnica de primer-ASO se diagnostico a su hermana (MED), de 41
anos, que resultd ser portadora de la mutacion y por no presentar sintomatologia es PAI
latente; y a la sobrina (IVR), de 15 afios, normal. Como se muestra en la Figura II1.6 estos
resultados fueron confirmados por secuenciacion directa y el pedigree quedd determinado

como se muestra en el Esquema I11.4.

N
A P A
G G
T §& T
G G
G G
T T |
A A §
G G
C- « (T <« G111R
C C
T T
Cc &
G G
G G
‘I T
A A
G G

Figura IIL6. Identificacién por secuenciacion directa de la mutacion G111R en la familia 5.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. a) Calles: 1 = paciente AAD (propdsito, PAI) y 2 = paciente MED (hermana
del proposito, PAI); b) Calles: 1 = paciente AAD (propdsito, PAI) y 2 = paciente IVR (sobrina del propdsito, normal).
Se observa una sustitucion de una C a una T del nucledtido 331 (en rojo) que predice una sustitucion en el residuo 111
de glicina a arginina (G111R). Se utiliz6 en la secuenciacion directa el primer EP 77.
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o s

IVR

Esquema IIL4. Pedigree de la familia 5 en base al diagnostico genético.

O = Individuo de sexo masculino, no analizado.
O = Individuo de sexo femenino, no analizado.
& = Individuo de sexo femenino con PAI sintomético, fallecido.
® - |ndividuo de sexo femenino con PAI sintomatico.
® - [ndividuo de sexo femenino con PAI latente.
= Individuo de sexo femenino normal.
T = Individuo propésito.

En la familia 6 se analiz6 solamente el individuo proposito (COS), de 53 afios y sexo
femenino que desarrollé su primer ataque agudo en el afio 1968 (a los 24 afios). Luego del
analisis del gen de la PBG-D por secuenciacion directa se comprobd que era portadora de la

mutacion G111R (dato no mostrado).

En la familia 7 se analiz6 el individuo proposito (CEG), de 40 afios y sexo femenino
que desarrollo su primer ataque agudo en el afio 1987 (a los 30 afios). Luego del analisis del
gen de la PBG-D por secuenciacion directa se comprobd que era portadora de la mutacion
G111R. Se utilizo la técnica de primer-ASO, para el diagnostico rapido de la madre (MLJ), la
cual era la portadora de la enfermedad si bien nunca desarroll6 sintomatologia (PAI latente), y
el padre, que fue normal. Estos resultados se confirmaron por secuenciacion directa como se
muestra en la Figura II1.7. En esta familia el diagndstico bioquimico coincide con el genético y por

lo tanto, el pedigree queda como se muestra en el Esquema II1.5.
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QF-OQ-Q >

]
v
-

« GI111R

QrF-Haoao=0

Figura IIL7. Identificacién por secuenciacion directa de la mutaciéon G111R en la familia 7.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente CEG (propdsito, PAI); 2 = paciente MLJ (madre del
propdsito, PAI) y 3 = paciente ELG (padre del propdsito, normal). Se observa una sustitucion de una C a una T del
nucledtido 331 (en rojo) que predice una sustitucion en el residuo 111 de glicina a arginina (G111R). Se utiliz6 en la
secuenciacion directa el primer EP 77.

ELG MLJ

CEG
T

Esquema IILS. Pedigree de la familia 7 en base al diagnostico genético.

® - [ndividuo de sexo femenino con PAI sintomatico.
= Individuo de sexo masculino normal.

® - |ndividuo de sexo femenino con PAI latente.

T = Individuo propésito.
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En la familia 8 se analizaron dos hermanas mellizas de 40 afios (SEO y VON), que
desarrollaron su primer ataque agudo en el afio 1989 (a los 32 afios). Luego de establecer las
lineas celulares de linfoblastos y realizar el analisis del gen de la PBG-D por secuenciacion
directa, se comprobd que ambas eran portadoras de la mutacion GI11R (Figura II1.8).
Utilizando la técnica de primer-ASO se comprobo la presencia de la mutacion por otra

metodologia.

G A T C
12345 6 7

QrFr-HOOORO -l;]C)>'-lOC)'-1C)>D>

Figura IIL8. Identificacién por secuenciacion directa de la mutacién G111R en las familias 8 y 9.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles 1 a 5: familia 9, y 6 a 7: familia 8. Calles: 1 = paciente GUM
(hermano del propdsito, normal); 2 = paciente LIM (proposito, PAI); 3 = paciente STM (hermana del proposito,
normal); 4 = paciente GRM (hermana del propdsito, normal); 5 = paciente ADM (hermana del propdsito, normal); 6 =
paciente SEO (propoésito, PAI); y 7 = paciente VON (propoésito, PAI). Se observa una sustitucion de una C a una T del
nucledtido 331 (en rojo) que predice una sustitucion en el residuo 111 de glicina a arginina (G111R). Se utiliz6 en la
secuenciacion directa el primer EP 77.

110

L



En la familia 9 se analizaron cinco integrantes. El individuo proposito (LIM), de 36
afios y sexo femenino, desarrollo su primer ataque agudo a los 34 afios. Analizando la
secuencia del gen de la PBG-D por secuenciacion directa se detecto la presencia de la mutacion
G111R en ese individuo. Luego de aplicar la técnica de deteccion rapida de la mutacion
(primer-ASO) en los hermanos (GUM, STM, GRM y ADM) se comprobd que todos eran
normales, a pesar de que una de las hermanas (STM) habia sido diagnosticada en base a la
actividad de la PBG-D eritrocitaria como PAI latente. Estos resultados se confirmaron por
secuenciacion como se muestra en la Figura II1.8. El pedigree queda como se indica en el

Esquema II1.6.

GUM ST™M GRM LIM ADM
T
Esquema IIL6. Pedigree de la familia 9 en base al diagnéstico genético.

O = Individuo de sexo masculino, no analizado.

O = Individuo de sexo femenino, no analizado.

® - [ndividuo de sexo femenino con PAI sintomatico.
= Individuo de sexo masculino normal.
= Individuo de sexo femenino normal.

T = Individuo propésito.

En la familia 10 se analizo solamente el individuo proposito (AFA), de 47 afios y sexo
femenino que desarroll6 su primer ataque agudo en el afio 1986 (a los 36 afios). Luego del
analisis del gen de la PBG-D por secuenciacion directa, se comprob6d que la paciente era

portadora de la mutacion G111R (dato no mostrado).

En la familia 11 tambien se analizé solamente el individuo proposito (MRF), de 38
anos y sexo femenino que presento los primeros sintomas de la enfermedad en el afio 1993 (a los

34 anos) y a partir de esa fecha desarrollo sucesivos ataques agudos, por lo tanto fue claramente
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diagnosticada clinica y bioquimicamente como PAI sintomatica. Luego del analisis del gen de la
PBG-D por secuenciacion directa se comprobé que era portadora de la mutacion G111R (dato

no mostrado).

En la familia 12 se analizo el individuo proposito (EFF), de 38 afios y sexo femenino
que desarroll6 su primer ataque agudo en el afio 1995 (a los 36 afios). Luego del analisis del
gen de la PBG-D por secuenciacion directa, se comprobé que era portadora de la mutacion
G111R (Figura II1.9). Utilizando la técnica de primer-ASO se observo que la madre (YOF) era
la portadora de la mutacion si bien nunca desarrolld sintomatologia (PAI latente) (Figura

I11.10) y el padre (PAF) era normal (dato no mostrado). En esta familia el diagnostico bioquimico

coincide con el genético y por lo tanto, el pedigree queda como se muestra en el Esquema II1.7.
G A T C

<« G111R

>»0»-0004070»-00-0

Figura IIL9. Identificacion por secuenciacion directa de la mutacion G111R en la familia 12.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente EFF (proposito, PAI) y 2 = individuo normal. Se
observa una sustitucién de una C a una T del nucledtido 331 (en rojo) que predice una sustitucion en el residuo 111 de
glicina a arginina (G111R). Se utiliz6 en la secuenciacion directa el primer EP 77.
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Figura I11.10. Diagnéstico rapido en la familia 12 utilizando la técnica de Pimer-ASO.

DNA amplificado por la técnica de primer-ASO: Calles: 1 = Individuos que no portan la mutacion G111Ry, 2y 3 =
Individuos que portan la mutacion: 2 = paciente EFF (proposito) y 3 = paciente YOF (madre del proposito). Las PCRs
se realizaron utilizando los dos juegos de primers: N = AD 76 y AD 7N (no porta la mutacién) y, M = AD 76 y AD
7M (porta la mutacion). m = marcador de DNA 1 Kb. Las muestras se testearon en un gel de agarosa 2 % tefiido con
Bromuro de etidio.

PAF YOF

EFF
T

Esquema IIL7. Pedigree de la familia 12 en base al diagnéstico genético.

® - Individuo de sexo femenino con PAI sintomético.
= Individuo de sexo masculino normal.

® - |ndividuo de sexo femenino con PAI latente.

T = Individuo propésito.

En la familia 13 se analizo solamente el individuo propésito (LUM), de 23 afios y sexo
femenino que desarroll6 su primer ataque agudo en el afio 1994 (a los 20 afos). Luego del
analisis del gen de la PBG-D por secuenciacion directa, se comprobd que era portadora de la

mutacion G111R (dato no mostrado).

En la familia 14 tambien se analiz6 solamente el individuo proposito (MIV), de 43 afos

y sexo femenino que desarroll6 su primer ataque agudo en el afio 1996 (a los 42 afios). Luego
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del analisis del gen de la PBG-D por secuenciacion directa, se comprobd que era portadora de

la mutacion G111R (dato no mostrado).

I11.4. Mutacién Q204X

En la familia 15 se detect6 una mutacion puntual en el exén 10: la citosina de la posicion
610 cambia a una timina (Cg10—T), la cual cambia la glutamina de la posicion 204 por un
codon de terminacion de la transcripcion generando una proteina mas corta (CAG—>TAG)
(Q204X). Esta mutacion ha sido publicada previamente (Mgone ef al., 1994) y se encuentra en el

segundo exon con mayor cantidad de mutaciones reportadas luego del 12 (11/84).

Los estudios genéticos se iniciaron en el individuo proposito (GSV), de 28 aiios y sexo
femenino, que presento los primeros sintomas de la enfermedad a los 20 afios y a partir de esa fecha
desarrollo sucesivos ataques agudos, por lo tanto fue claramente diagnosticada clinica y
bioquimicamente como PAI sintomatica. La metodologia utilizada fue a partir de DNA
estableciendo la linea celular de linfoblastos y luego de realizar la LR-PCR se procedio a la
secuenciacion directa, la cual reveld la presencia de la mutacion (Figura III1.11). Cuando se
analizaron el padre del proposito (MAV) y el hermano (GGV) utilizando la misma metodologia se
vid que el padre no era portador de la mutacion tal como se esperaba en base a los estudios
bioquimicos, mientras que el hermano si lo era (Figura III.11). Por lo tanto, en base a los estudios

genéticos el pedigree de la familia 3 queda como se indica en el Esquema II1.8.

En la Figura III.11 tambien se indica la presencia de un polimorfismo neutro en el exo6n 10
(G/T) previamente publicado (Gu ef al., 1991; Yoo et al., 1993), en la poblaciones europea y
norteamericana caucasica al cual nos referiremos mas adelante. Sin embargo, cabe aclarar, que los
pacientes GSV y GGV, portadores de la mutacion Q204X poseen los alelos G/G, mientras que el
paciente MAV, no portador de la mutacion, presenta el polimorfismo en heterocigosis (G/T). Esto
indica que la mutacion esta ligada a la ausencia del polimorfismo en esta familia (G/G).
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Figura I1L11. Identificacion por secuenciacion directa de la mutacion Q204X en la familia 15.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D, en minuscula se indica parte de la secuencia intronica y en mayuscula parte
de la secuencia exénica. Calles: 1 = paciente GSV (propdsito, PAI); 2 = paciente MAV (padre del propésito, normal);
3 = paciente GGV (hermano del propésito, PAI) y 4 = individuo normal. Se observa una sustitucion de una Cauna T
del nucledtido 610 (en rojo) que predice una sustitucion en el residuo 204 de glutamina a un codén de terminacion de
la transcripcion (Q204X). Ademas, se indica (en azul) la presencia de un polimorfismo G/T que no produce cambio de
aminodcido (ver texto). Se utilizé en la secuenciacion directa el primer EP 9310.

—

MAV

GGV GSV
ig
Esquema IIL8. Pedigree de la familia 15 en base al diagnéstico genético.
O = Individuo de sexo femenino, no analizado.
= Individuo de sexo masculino, normal.
® - |ndividuo de sexo femenino con PAI sintomatico.
B - |ndividuo de sexo masculino con PAI latente.
T = Individuo propésito.




II1.5. Mutacion R173W

En las familias 16 y 17, no relacionadas, se detecto la misma mutacion puntual en el exon
10: la citosina de la posicion 517 cambia a una timina (Cs;7—T), la cual cambia la arginina de la
posicion 173 por triptofano (CGG—TGG) (R173W). Esta mutacion ha sido publicada
previamente (Lee ef al., 1991) y se encuentra en el segundo exon con mayor cantidad de mutaciones

reportadas luego del 12 (11/84).

En la familia 16 los estudios genéticos se iniciaron en el individuo propodsito (MOA), de
39 afios y sexo femenino, que desarroll6 su primer ataque agudo a los 23 afios (1981) y, por lo tanto
fue claramente diagnosticada clinica y bioquimicamente como PAI sintomatica. La metodologia
utilizada fue a partir de DNA estableciendo la linea celular de linfoblastos y luego de realizar la
LR-PCR se procedioé a la secuenciacion directa, la cual revelo la presencia de la mutacion en
este individuo (Figura III1.12). Cuando se analizaron la hija del proposito (FEV) y sus dos
hermanos (SUA y RAA) utilizando la misma metodologia se vi6 que la tnica portadora de la
mutacion era la hermana (SUA) que ademas presenté sintomatologia en el afio 1982 (a los 26 afios).
El hermano (RAA) y la hija (FEV) fueron normales tal como se esperaba en base a los estudios
bioquimicos (Figura I11.12). Por lo tanto, el pedigree de la familia 16 queda como se indica en el

Esquema III.9.

En la familia 17 sélo se pudo analizar el individuo proposito (ALS), de 50 afios y sexo
femenino que presento su primer ataque agudo a los 42 afios. Por lo tanto, habia sido diagnosticado
previamente en base a los estudios bioquimicos y su historia clinica como PAI sintomatico. Se
utilizo la metodologia a partir de DNA estableciendo previamente la linea celular de linfoblastos y,

por secuenciacion directa se vi6 que portaba la mutacion R173W (Figura II1.13).
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Figura I1L12. Identificacién por secuenciacion directa de la mutaciéon R173W en la familia 16.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente MOA (propdsito, PAI); 2 = paciente SUA (hermana del
propdsito, PAI); 3 = paciente RAA (hermano del propésito, normal); 4 = paciente FEV (hija del propdsito, normal) y
5= individuo normal. Se observa una sustitucién de una C a una T del nucledtido 517 (en rojo) que predice una
sustitucion en el residuo 173 de arginina a triptofano (R173W). Se utiliz6 en la secuenciacion directa el primer EP
9310.

)

RAA SUA MOA

FEV
Esquema I1LY. Pedigree de la familia 16 en base al diagnostico genético.

= Individuo de sexo masculino, con PAI sintomatico, fallecido.
O = Individuo de sexo femenino, no analizado.
O = Individuo de sexo masculino. no analizado.
® - |ndividuo de sexo femenino con PAI sintomatico.

= Individuo de sexo masculino normal.

= Individuo de sexo femenino normal.

T = Individuo proposito. .
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Figura IIL13. Identificacion por secuenciacién directa de la mutacion R173W en la familia 17.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente ALS (propdsito, PAI) y 2 = individuo normal. Se
observa una sustitucion de una C a una T del nucleétido 517 (en rojo) que predice una sustitucion en el residuo 173 de
arginina a triptofano (R173W). Se utiliz6 en la secuenciacion directa el primer EP 9310.

I11.6. Mutacion R201W

En la familia 18, se encontré una mutacion puntual en el exon 10: la citosina de la
posicion 601 cambia a una timina (Cg;—T), la cual predice un cambio de la arginina de la
posicion 201 por triptofano (CGG—->TGG) (R201W). Esta mutacion ha sido publicada
previamente (Lundin ef al., 1994; Chen et al., 1994) y se encuentra en el segundo exén con mayor

cantidad de mutaciones reportadas luego del 12 (11/84).

En esta familia solo se pudo analizar el individuo proposito (MAC), de 34 afios y sexo
femenino, que desarroll6 su primer ataque agudo a los 33 afios. Por lo tanto, ya habia sido
diagnosticado previamente en base a los estudios bioquimicos y su historia clinica como PAI

sintomatico.
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Para los estudios genéticos, se utilizo la metodologia a partir de DNA estableciendo
previamente la linea celular de linfoblastos y por secuenciacion directa se detecto la presencia de la

mutacion como se muestra en la Figura I11.14. Ademas, se indica la presencia del polimorfismo

mencionado en la seccion I11.4 de éste capitulo, el cual el proposito lo porta en heterocigosis (G/T).
G A T C

Polimorfismo
< neutro

C-T < R201W

YN B0 (0D

Figura I1L14. Identificacion por secuenciacion directa de la mutacion R201W en la familia 18.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 y 3 = individuos normales; y 2 = paciente MAC (propdsito, PAI).
Se observa una sustitucion de una C a una T del nucledtido 601 (en rojo) que predice una sustitucion en el residuo 201
de arginina a triptofano (R201W). Ademads, se indica (en azul) la presencia de un polimorfismo G/T que no produce
cambio de aminodcido (ver texto). Se utiliz6 en la secuenciacion directa el primer EP 9310.

II1.7. Mutacién R173Q

En la familia 19 se detecté una mutacion puntual en el exon 10: la guanina de la posicion
518 cambia a una adenina (Gs;s—A), la cual cambia la arginina de la posicion 173 por
glutamina (CGG—>CAG) (R173Q). Esta mutacion ha sido publicada previamente (Delfau ef al.,
1990; Kauppinen ef al., 1992).

119




En esta familia solo se pudo analizar el individuo propésito (MCE), de 37 afios y sexo
femenino, que desarrollo su primer ataque agudo a los 29 afios. Por lo tanto, ya habia sido
diagnosticado previamente en base a los estudios bioquimicos y su historia clinica como PAI

sintomatico.

Para los estudios genéticos, se utilizo la metodologia a partir de DNA pero sin establecer

previamente la linea celular de linfoblastos, por secuenciacion directa se detecté la presencia de la

mutacion como se muestra en la Figura I11.15.

G ATOC

« R173Q

Figura IIL15. Identificacién por secuenciacion directa de la mutaciéon R173Q en la familia 19.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D: paciente MCE (propésito, PAI). Se observa una sustitucion de una G a una
A del nucledtido 518 (en rojo) que predice una sustitucién en el residuo 173 de arginina a glutamina (R173Q). Se
utiliz6 en la secuenciacién directa el primer EP 9310.

ITL.8. Insercion A (666)

En la familia 20 se detect6 una insercion en el exon 12 de una adenina en la posicion 666,
la cual produce un corrimiento del marco de lectura que genera un codén de terminacion de la

transcripcion en el nucledtido 747, formando una proteina mas corta. Esta mutacion no ha sido
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publicada previamente y se encuentra en el exon con mayor cantidad de mutaciones reportadas hasta

la fecha (20/84).

Los estudios genéticos se iniciaron en el individuo proposito (NCH), de 60 afios y sexo
femenino, que desarroll6 su primer ataque agudo a los 37 afios (1974) y, por lo tanto fue claramente
diagnosticada clinica y bioquimicamente como PAI sintomatica. La metodologia utilizada fue a
partir de DNA estableciendo la linea celular de linfoblastos y luego de realizar la LR-PCR se
procedio a la secuenciacion directa, la cual revelo la presencia de la mutacion en este individuo
(Figura II1.16). Cuando se analizaron el hijo del proposito (CAL) y su nieta (MAL) utilizando la
misma metodologia se vi6 que ambos portaban la mutacion a pesar de nunca haber desarrollado la
sintomatologia (Figura II1.16). Por lo tanto, el pedigree de la familia 20 queda como se indica en el
Esquema II1.10.

G A T C
1234

>O0S4900>00000%> >0
>0-H=300T>00000% >

Figura IIL16. Identificacion por secuenciacion directa de la mutacion Ins A 666 en la familia 20.
Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente NCH (proposito, PAI); 2 = paciente CAL (hijo del
proposito. PAI); 3 = paciente MAL (nieta del proposito, PAI); y 4 = individuo normal. Se observa una insercion de una
T en la posicion 666 (en rojo) que produce un corrimiento del marco de lectura generando un codén de terminacion de
la transcripcion en la posicién 747. Debido a que se utiliz6 en la secuenciacion directa el primer EP 15.1.2 (antisense)
la lectura obtenida es de la cadena complementaria. A la izquierda se indica la secuencia normal y a la derecha la
secuencia con la insercion.
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NCH «

CAL

MAL
Esquema IIL10. Pedigree de la familia 20 en base al diagndstico genético.

= Individuo de sexo masculino, no analizado.

= Individuo de sexo femenino, no analizado.

= Individuo de sexo femenino con PAI sintomatico.
= Individuo de sexo masculino con PAI latente.

= Individuo de sexo femenino con PAI latente.

= Individuo proposito.

+t emeoOO

I11.9. Delecién CT (728)

En la familia 21 se detecté una delecion en el exén 12 de una citosina y una timina en las
posiciones 728 y 729, la cual produce un corrimiento del marco de lectura que genera un
codon de terminacion de la transcripcion en el nucledtido 747, formando una proteina mas
corta. Esta mutacion no ha sido publicada previamente y se encuentra en el exéon con mayor

cantidad de mutaciones reportadas hasta la fecha (20/84).

Los estudios genéticos se iniciaron en el individuo proposito (SAM), de 25 afos y sexo
femenino, que desarrolld su primer ataque agudo a los 22 afios y, por lo tanto fue claramente
diagnosticada clinica y bioquimicamente como PAI sintomatica. La metodologia utilizada fue a
partir de DNA estableciendo la linea celular de linfoblastos y luego de realizar la LR-PCR se
procedio a la secuenciacion directa, la cual revelo la presencia de la mutacion en este individuo
(Figura II1.17). Cuando se analizaron los padres del proposito (ABM y OSM) y el hermano (ALM)
utilizando la misma metodologia se vi6 que la madre (ABM) y el hermano portaban la mutacion a
pesar de nunca haber desarrollado la sintomatologia (Figura III.17), mientras que el padre era
normal (dato no mostrado). Por lo tanto, el pedigree de la familia 21 queda como se indica en el
Esquema III.11.
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Figura IIL17. Identificacién por secuenciacién directa de la mutacién Del CT 728 en la familia 21.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente SAM (propdsito, PAI); 2 = paciente ABM (madre del
proposito. PAI); 3 = paciente ALM (hermano del propésito, PAI); y 4 = individuo normal. Se observa una delecién de
una GA en la posicién 728 (en rojo) que produce un corrimiento del marco de lectura generando un codén de
terminacion de la transcripcion en la posicion 747. Debido a que se utilizo en la secuenciacion directa el primer EP
15.1.2 (antisense) la lectura obtenida es de la cadena complementaria. A la izquierda se indica la secuencia normal y a
la derecha la secuencia mutada.

OSM ——‘ ABM

ALM SAM

Esquema IIL11. Pedigree de la familia 21 en base al diagnéstico genético.

= Individuo de sexo masculino, normal.
® - Individuo de sexo femenino con PAI latente.
B - ndividuo de sexo masculino con PAI latente.
® - |ndividuo de sexo femenino con PAI sintomético.
« = Individuo propdsito.

I11.10. Mutacién 1VS12*"

En la familia 22 se detecté una mutacion puntual en la primera base del intron 12, en la

posicion 771+1, la cual cambia una guanina por una adenina (g—c) y produce la pérdida del
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exon 12 por encontrarse mutado el sitio donor de splicing. Esta mutacion no ha sido publicada
previamente, sin embargo, en el mismo nucle6tido se reporté una mutacion que cambia g—a (Puy ef

al., 1996) y tambien produce pérdida del exon 12.

Los estudios genéticos se iniciaron en el individuo proposito (SUM), de 45 afios y sexo
femenino, que desarrollé su primer ataque agudo a los 35 afios y, por lo tanto fue claramente
diagnosticada clinica y bioquimicamente como PAI sintomatica. La metodologia utilizada fue a
partir de DNA estableciendo la linea celular de linfoblastos y luego de realizar la LR-PCR se
procedio a la secuenciacion directa, la cual revelo la presencia de la mutacion en este individuo
(Figura II1.18). Cuando se analizaron los padres del proposito (JUM y ARE) y la hermana (BEM)
utilizando la misma metodologia se vié que la madre (ARE) y la hermana no portaban la mutacion,
mientras que el padre si la portaba a pesar de nunca haber desarrollado la sintomatologia (Figura
I11.18). Por lo tanto, el pedigree de la familia 22 queda como se indica en el Esquema I11.12.

Ademas, para verificar la pérdida del exén 12 por un defecto en el splicing, se aislo el RNA
de los linfoblastos en cultivo y luego de realizar la RT-PCR se observaron dos bandas en un gel de
agarosa. Una correspondia al mRNA con splicing normal (1150 pb) y la otra al mRNA con splicing
defectuoso (1030 pb) (dato no mostrado).

m1.——~—‘m

- @

SUM BEM

Esquema IIL12. Pedigree de la familia 22 en base al diagnéstico genético.

B - |ndividuo de sexo masculino, PAI latente.

= Individuo de sexo femenino, normal.
® - |ndividuo de sexo femenino con PAI sintomético.
— = Individuo propésito.
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Figura I1L18. Identificacién por secuenciacion directa de la mutacion IVS12*' en la familia 22.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D: paciente SUM (proposito, PAI); 2 = paciente JUM (Padre del propoésito,
PAI); 3 = paciente ARE (madre del propésito, normal); y 4 = paciente BEM (hermana del propdsito, normal). Se
observa una sustitucion de una ¢ a una g del primer nucleétido del intrén 12 (771+1) (en rojo) que produce pérdida del
exon 12 por defecto en el splicing. Se utilizé en la secuenciacion directa el primer EP 15.1.2 (antisense), por lo tanto,
la lectura obtenida es de la cadena complementaria. En miniscula se indica la secuencia intronica y en mayuscula la
exonica.

I1L.11. Delecién AGGA (815)

En la familia 23 se detecté una delecion en el exon 13 de cuatro bases: AGGA en las
posiciones 815 a 818, la cual produce un corrimiento del marco de lectura que genera un
codon de terminacion de la transcripcion en el nucledtido 833, formando una proteina mas
corta. Esta mutacion no ha sido publicada previamente y se encuentra en un exén con muy baja

cantidad de mutaciones publicadas hasta la fecha (2/84).

Los estudios genéticos se iniciaron en el individuo proposito (SIP), de 49 afios y sexo
femenino, que desarroll6 su primer ataque agudo a los 47 afios y, por lo tanto fue claramente

diagnosticada clinica y bioquimicamente como PAI sintomatica. La metodologia utilizada fue a
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partir de DNA estableciendo la linea celular de linfoblastos y luego de realizar la LR-PCR se
procedio a la secuenciacion directa, la cual revel6 la presencia de la mutacion en este individuo
(Figura II1.19). Cuando se analizaron las hijas del propésito (LAB y FAB) utilizando la misma
metodologia pero sin establecer linfoblastos en cultivo se vi6 que ambas portaban la mutacion a

pesar de nunca haber desarrollado la sintomatologia (dato no mostrado). Por lo tanto, el pedigree de

la familia 23 queda como se indica en el Esquema II1.13.
G' A, T IE
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Figura I1L19. Identificacion por secuenciacion directa de la mutacion Del AGGA 815 en la familia 23.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = individuo normal; y 2 = paciente SIP (propdsito, PAI). Se
observa una delecion de cuatro bases AGGA en la posicion 815 (en rojo) que produce un corrimiento del marco de
lectura generando un coddn de terminacion de la transcripcion en la posicion 833. En la secuenciacion directa se
utilizd el primer EP 1613. A la izquierda se indica la secuencia normal y a la derecha la secuencia con la delecion.

[—T@ sP «

¢ o

LAB FAB
Esquema ITL13. Pedigree de la familia 23 en base al diagndstico genético.

O = Individuo de sexo masculino, no analizado.
® - Individuo de sexo femenino con PAI sintomatico.
® - |ndividuo de sexo femenino con PAI latente.
« = Individuo propésito.
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I11.12. Delecién A (948)

En la familia 24 se detect6 una delecion en el exon 15 de una adenina en la posicion 948,
la cual produce un corrimiento del marco de lectura que genera un codon de terminacion de la
transcripcion en el nucleotido 1028, dando lugar a la sintesis de una proteina mas corta. Esta
mutacion no ha sido publicada previamente y se encuentra en un exon con muy baja cantidad de

mutaciones publicadas hasta la fecha (4/84).

En esta familia sélo se pudo analizar el individuo propésito (TEP), de 37 afios y sexo
femenino, que desarrolld su primer ataque agudo a los 27 afios. Por lo tanto, ya habia sido
diagnosticado previamente en base a los estudios bioquimicos y su historia clinica como PAI
sintomatico. La metodologia utilizada para los estudios genéticos fue a partir de DNA
estableciendo la linea celular de linfoblastos y luego de realizar la LR-PCR se procedio a la
secuenciacion directa, la cual revelo la presencia de la mutacion en este individuo (Figura

I11.20).

a) b)
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Figura I11.20. Identificacion por secuenciacion directa de la Del A 948 en la familia 24.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D: paciente TEP (propdsito, PAI). Se observa una delecion de una adenina en la
posicion 948 (en rojo) que produce un corrimiento del marco de lectura generando un codén de terminacion de la
transcripcion en la posicion 1028. En la secuenciacion directa se utilizé el primer: a) EP 15.1; y b) EP 15.2. A la
izquierda se indica la secuencia normal y a la derecha la secuencia delecionada.
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I1L.13. Inserciéon C (913)

En la familia 25 se detect6 una insercion en el exén 15 de una citosina en la posicion
913, la cual produce un corrimiento del marco de lectura que genera un codon de terminacion
de la transcripcion en el nucledtido 916, formando una proteina mas corta. Esta mutacion ha
sido publicada previamente (Puy ef al., 1996) y se encuentra en un exon con muy baja cantidad de

mutaciones publicadas hasta la fecha (4/84).
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Figura I1L21. Identificacién por secuenciacion directa de la Ins C 913 en la familia 25.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente CLM (hija del propésito, normal); 2 = paciente ARM
(propdsito, PAI); y 3 = paciente MAM (hijo del propdsito, normal). Se observa una insercion de una C en la posicion
913 (en rojo) que produce un corrimiento del marco de lectura generando un codén de terminacion de la transcripcion
en la posicion 916. En la secuenciacion directa se utiliz6 el primer EP 15.1. A la izquierda se indica la secuencia
normal y a la derecha la secuencia con la inserciéon. En minuscula se indica la secuencia intrénica y en mayuscula la
exonica.

Los estudios genéticos se iniciaron en el individuo proposito (ARM), de 58 afios y sexo
femenino, que desarrollo su primer ataque agudo a los 48 afios y, por lo tanto fue claramente

diagnosticada clinica y bioquimicamente como PAI sintomatica. La metodologia utilizada fue a
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partir de DNA estableciendo la linea celular de linfoblastos y luego de realizar la LR-PCR se
procedio a la secuenciacion directa, la cual revelo la presencia de la mutacion en este individuo
(Figura II1.21). Cuando se analizaron los hijos del proposito (MAM y CLM) utilizando la misma
metodologia se vi6 que ambos no portaban la mutacion a pesar de tener la actividad de la PBG-D
eritrocitaria disminuida (Figura IIL.21). Por lo tanto, el pedigree de la familia 25 queda como se

indica en el Esquema III.14.

Cabe aclarar que cuando se analizo la secuencia del propdsito por secuenciacion directa, se
encontro, ademas de la insercion, una delecion de 8 bases en el intron 6: gaaggggt, la cual tambien
estaba presente en los dos hijos del proposito (CLM y MAM) (Figura II1.22). Sin embargo, esta
delecion se cree que no produce ningin cambio en la region codificante ya que se encuentra a 16
bases "upstream" de la adenina de la secuencia consenso del lazo (Tabla III.1 de "Introduccion").

Ademas, esta ubicada a 357 bases del exon 6 y a 54 bases del exon 7.

@ «
[ ]

MAM CLM

Esquema IIL14. Pedigree de la familia 25 en base al diagnéstico genético.

O = Individuo de sexo masculino, no analizado.

® - |ndividuo de sexo femenino con PAI sintomatico.
= Individuo de sexo masculino. normal.
= Individuo de sexo femenino, normal.

« = Individuo propdsito.
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Figura IIL22. Identificacién por secuenciacion directa de la mutacién Del gaagggt en el intrén 6 en la familia
25. Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente ARM (propdsito, PAI); 2 = paciente CLM; y 3 =
paciente MAM. Tanto CLM como MAM fueron normales para la Insercion C 913, pero portadores de una delecion en
el intrén 6: gaagggt (en rojo). En la secuenciacion directa se utilizo el primer EP 77. A la izquierda se indica la
secuencia normal y a la derecha la secuencia delecionada.

I11.14. Mutaciéon G335S

En la familia 26 se detect6 una mutacion puntual en el exon 15: la guanina de la posicion
1003 cambia a una adenina (Gjoo3—A), la cual cambia la glicina de la posicion 335 por serina

(GGC—>AGC) (G335S). Esta mutacion no ha sido publicada previamente.

Los estudios genéticos se iniciaron en el individuo proposito (LIN), de 47 afios y sexo
femenino, que desarrolld su primer ataque agudo a los 40 afos y, por lo tanto fue claramente

diagnosticada clinica y bioquimicamente como PAI sintomatica. Ademas, la hermana del propésito
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fallecio por el desencadenamiento de un ataque agudo de PAI La metodologia utilizada fue a
partir de DNA estableciendo la linea celular de linfoblastos y luego de realizar la LR-PCR se
procedio a la secuenciacion directa, la cual revelo la presencia de la mutacion en este individuo
(Figura I11.23). Cuando se analizaron los sobrinos del propdsito (DIP y EZP) utilizando la misma
metodologia se vi0 que ambos portaban la mutacion tal como se esperaba en base a los estudios
bioquimicos (Figura 111.23). Por lo tanto, el pedigree de la familia 26 queda como se indica en el
Esquema I11.15.
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Figura IIL23. Identificacion por secuenciacion directa de la mutacion G335S en la familia 26.

Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente LIN (propdsito, PAI); 2 = paciente DIP (sobrino del
propdsito, PAI); 3 = paciente EZP (sobrino del proposito, PAI); y 4 = individuo normal. Se observa una sustitucion de
una G a una A del nucledtido 1003 (en rojo) que predice una sustitucion en el residuo 335 de glicina a serina (G335S).
Se utiliz6 en la secuenciacion directa el primer EP 15.1.
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Esquema IIL 15, Pedigree de la familia 26 en base al diagnéstico genético.

= Individuo de sexo masculino, fallecido.
= Individuo de sexo femenino, fallecido.
0 , = Individuo de sexo masculino, no analizado.
= Individuo de sexo femenino con PAI sintomatico, fallecido.
@ - Individuo de sexo femenino con PAI sintomético.
B = ndividuo de sexo masculino con PAI latente.
T = Individuo propésito.

I1L15. Delecion TTGGCTG (985)

En la familia 27 se detect6 una delecion de siete bases en el exon 15: TTGGCTG en las
posiciones 985 a 991, la cual produce un corrimiento del marco de lectura que genera un
codon de terminacion de la transcripcion en el nucleétido 1028, dando lugar a la sintesis de una

proteina mas corta. Esta mutacion no ha sido publicada previamente.

En esta familia s6lo se pudo analizar el individuo proposito (MCP), de 42 afios y sexo
femenino, que desarrollo su primer ataque agudo a los 40 afios. Por lo tanto, ya habia sido
diagnosticado previamente en base a los estudios bioquimicos y su historia clinica como PAI
sintomatico. La metodologia utilizada para los estudios genéticos fue a partir de DNA
estableciendo la linea celular de linfoblastos y luego de realizar la LR-PCR se procedio a la
secuenciacion directa, la cual revelo la presencia de la mutacion en este individuo (Figura
I11.24). Cabe aclarar que la delecion fue deducida de la secuenciacion directa con los primers

EP 15.1 (sense) (Figura I11.24) y EP 15.2 (antisense) (dato no mostrado), ya que debido a que
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hay una secuencia repetida (CCCAG) utilizando un sélo primer la delecion pareceria ser mas

larga.

QOOQFQ» Q=TSO QQP»=10rQ0
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Figura I11.24. Identificacion por secuenciacion directa de la mutacion Del TTGGCTG (985-991) en la familia
27. Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 = paciente MCP (propdsito, PAI); y 2 = individuo normal. Se
observa la presencia de una delecion TTGGCTG en las posiciones 985 a 991 del exén 15 (en rojo). En la
secuenciacion directa se utilizé el primer EP 15.1. A la izquierda se indica la secuencia normal y a la derecha la
secuencia delecionada.

I11.16. Polimorfismos neutros

Con el objetivo de tener mas conocimiento acerca de la genética molecular de la PBG-
D en la poblacion argentina, se analizaron dos polimorfismos neutros previamente publicados
(ver Tabla II1.2 de "Introduccion"): en el intron 3, a—g (3581) (Yoo ef al., 1993; Daimon ef al.,
1993) y en el exon 10, G5T (6479) (Gu et al., 1991; Yoo et al., 1993).

133




La frecuencia del alelo A para el polimorfismo del intrén 3 fue 0,56 sobre 64 alelos
analizados. Esta frecuencia es muy parecida a la publicada para la poblacion norteamericana
caucasica (0,59) (Yoo et al., 1993) pero muy diferente a la de la poblacion japonesa (0,21)
(Daimon et al., 1993) (Figura I11.25).

En el caso del polimorfismo del exon 10, sobre 74 alelos analizados, se observo que la
frecuencia del alelo G fue muy diferente a la publicada para otras poblaciones. En la poblacion
argentina la frecuencia de este alelo fue 0,81, mientras que para la poblacion caucasica europea
fue 0,65 (Gu et al., 1991) 0,69 para la norteamericana caucasica (Yoo ef al., 1993) (Figuras I11.11
y [11.14 de este capitulo).

<« Polimorfismo
neutro

Figura ITIL25. Identificacién por secuenciacién directa del polimorfismo neutro g/a del intrén 3.
Secuencia parcial del DNA de la PBG-D. Calles: 1 a 3 = individuos que presentan el polimorfismo neutro g—a (3581)
del intr6n 3 (en azul). Se utiliz6 en la secuenciacion directa el primer EP 71.
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I11.17. Conclusiones

I11.17.1. Eficiencia y rapidez de la metodologia empleada para el diagnéstico genético

en pacientes con PAI

Para los estudios genéticos se desarrollaron dos tipos de metodologia, una partiendo de

RNA y otra partiendo de DNA.

La estrategia elegida partiendo del RNA aislado a partir de los linfocitos de cada
paciente, evita el empleo de lineas celulares de linfoblastos, método que si bien provee de una
mayor cantidad de RNA, es muy costoso, largo y riesgoso ya que debe utilizarse el virus
Epstein-barr. Por lo tanto, nuestra metodologia nos permite obtener un diagnostico
relativamente rapido del paciente. Ademas, luego de la RT-PCR se puede descartar o no, la
presencia de mutaciones de splicing, grandes deleciones e inserciones. No obstante, para la
identificacion de las mutaciones intronicas que producen defectos en el splicing la Unica

solucion es el analisis del DNA.

La estrategia elegida partiendo del DNA es, sin embargo, mucho mas rapida, ya que
luego del aislamiento del DNA se realiza una PCR (LR-PCR) y finalmente por Secuenciacion,
utilizando Taq DNA polimerasa, se identifican directamente la o las mutaciones presentes en

cada paciente.

Ademas, en esta tesis se utilizo un método de busqueda de mutaciones: Polimorfismos
de conformacion en simple cadena (SSCP). Teniendo en cuenta que la region codificante es de
1150 pb, esta técnica no resulta practica debido a que para obtener buenos resultados habria
que analizar 5 fragmentos amplificados por PCR (200 pb cada uno) en, al menos 4 condiciones
distintas de corrida (temperatura ambiente 60 4°C, y gel de poliacrilamida 5 % con o sin
glicerol), lo cual representa realizar 4 geles y luego proceder a la secuenciacion directa para la
identificacion de la mutacion. Ademas, hay que considerar que siempre no se dispone de una
gran cantidad de pacientes para aplicar métodos de busqueda de mutaciones. Si se utiliza, en

cambio, la metodologia a partir de DNA descripta, directamente se procede a la secuenciacion
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para lo cual se realizan 15 reacciones de secuenciacion (una para cada exon) que se analizan en

dos geles de poliacrilamida

En el caso de la poblacion argentina, en base a los resultados obtenidos, la rapidez del
diagnostico genético se vé favorecido por la presencia de una mutacion en alta frecuencia (G111R),
es decir, cuando una familia se acerca a nuestro Centro, primero se realiza en el paciente con PAI
sintomatico la deteccion rapida de ésta mutacion (primer-ASO) y luego, si no posee esa mutacion,

se procede a la secuenciacion directa.

Por lo tanto, evaluando las ventajas y desventajas de cada estrategia, y considerando las
caracteristicas especiales de la poblacion argentina, proponemos un esquema a seguir para el
diagnostico genético de la PAI en el laboratorio (Esquema III.1).

II1.17.2. Mutaciones y polimorfismos neutros encontrados en la poblacion argentina

En éste primer analisis de la poblacion argentina a nivel genético, sobre 27 familias afectadas
no-cosanguineas estudiadas, se encontraron 14 mutaciones distintas, de las cuales 8 no habian sido
previamente publicadas: 2 puntuales que producen cambio de aminoacido: Q34P (en el exon 4) y
G335S (en el exén 15), 1 mutacion puntual de splicing que produce la pérdida del exon 12:
1VS12*'; 4 deleciones y 1 insercion que producen corrimiento del marco de lectura y generan un
codon de terminacion de la transcripcion: Delecion CT 728 (en el exon 12), Delecion AGGA 815
(en el exon 13), Delecion A 948 (en el exon 15), Delecion TTGGCTG 985 (en el exon 15) e
Insercion A 666 (en el exon 12).

Del total de mutaciones detectadas en la poblacion argentina, el 57 % (8/14) fueron
mutaciones puntuales: 4 en una G, 3 enuna C y 1 en una A. Hasta el momento solo se habian
reportado mutaciones puntuales en el nucleotido A en el 3 % de los casos (2/63). Seis de estas
mutaciones producen cambio de aminoacido (Q34P; G111R; R173W; R201W; R173Q; G335S), 1
genera un codon de terminacion de la transcripcion (Q204X) y 1 es de splicing (IVS12"', que
produce la pérdida del exon 12). El 43 % restante (6/14) produce un corrimiento del marco de
lectura, de las cuales 4 fueron deleciones (CT 728, en el exon 12; AGGA 815, en el ex6n 13; A
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Sangre entera del paciente con PAI sintomatico

>
[ Separacion de linfocitos |

R
|Aislamiento de DNA|
A 4

|Deteccion rapida de la mutaciéon G111R (primer-ASO)|

l l

Ausencia de la mutacion G111R Presencia de la mutacion G111R

J'

LR-PCR Identificacion de individuos portadores
asintomaticos y normales utilizando primer-
ASO dentro de la misma familia.

h 4
Secuenciacién directa utilizando

Taq DNA polimerasa

>
[Aislamiento de RNA|
. 4

Confirmacion de la mutacion de
splicing por RT-PCR, si es necesario

Identificacion de individuos portadores

asintomaticos y normales dentro de la mismaj

familia utilizando secuenciacion directa del
exon donde se encuentra la mutacion.

Esquema IIL 1. Diagnéstico genético de pacientes con PAL
Los nimeros recuadrados en color indican los pasos a seguir. El paso 3 es optativo para la caracterizacion de la

mutacion.
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948, en el exon 15 y TTGGCTG 985, en el exon 15) y 2 inserciones (A 666, en el exon 12y C 913,

en el exon 15).

Hasta la fecha se habian reportado 84 mutaciones en la poblacion mundial, y la mayoria se
encontraban en el exon 12 (24 %), exén 10 (13 %) y el exon 7 (7 %). Luego del analisis de la
poblacion argentina estos valores se han modificado sensiblemente: de las 92 mutaciones
encontradas, la mayoria siguen encontrandose en los exones 12 y 10 (25 y 12 %, respectivamente)

pero el exon 15 paso a tercer lugar con 7 mutaciones (8 %).

Asimismo, en el mundo se habian publicado 66 mutaciones puntuales (78 %) y 18
mutaciones que producen cormimiento del marco de lectura (22 %): 11 deleciones y 7 inserciones
(13 y 8 %, respectivamente). Estos hallazgos se modificaron por la gran cantidad de deleciones
encontradas en la poblacion argentina. Por lo tanto actualmente hay 69 mutaciones puntuales (75
%) y 23 mutaciones que producen cambio de marco de lectura (25 %): 15 deleciones y 8

inserciones (16 y 9 %, respectivamente).

Es importante destacar que el 44 % (12/27) de las familias analizadas poseen la misma
mutacion (G111R), que habia sido encontrada con anterioridad en una familia de origen belga (Gu
et al., 1993a). Como ya se menciono, la PAI es una enfermedad que se caracteriza por la enorme
heterogeneidad genética descripta, es decir, la mayoria de las mutaciones son "privadas”, se
encuentran en una sola familia. Solamente se describieron 2 excepciones, la mutacion W198X (que
se encontro en el 50 % de la poblacion sueca con PAI; Lee & Anvret, 1991) y la R116W (que se
encontro en la tercera parte de la poblacion holandesa; Gu ef al., 1993b). Los resultados obtenidos
en esta tests muestran entonces otra mutacion que se presenta en alta frecuencia dentro de la misma
poblacion. Por lo tanto, se desarrolld6 un método de diagnostico rapido para la deteccion de la
misma utilizando la técnica de primer-ASO. El analisis en detalle con respecto a ésta mutacion se

desarrollara en el capitulo IV.

Ademas se analizo la frecuencia de 2 polimorfismos previamente publicados. El primero esta
ubicado en el intron 3 (A/G) y presenta una frecuencia similar a la poblacion caucéasica de América
del Norte: A =0,56 y G = 0,44, sobre 64 alelos analizados. El otro se encuentra en el exén 10 (T/G)
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y la poblacion argentina resulto ser altamente homocigota: G = 0,81 y T = 0,19, sobre 74 alelos
analizados.

I11.17.3. Importancia del diagnéstico genético en pacientes con PAI

En éste capitulo, se describio el analisis de 65 individuos correspondientes a 27 familias
diferentes de la poblacion argentina con PAI. En base a los estudios genéticos, determinamos
que, del total de individuos estudiados, el 46 % fue PAI sintomatico, el 28 % PAI latente y el

resto (26 %) fueron normales.

Los individuos con PAI sintomaticos previamente habian sido diagnosticados, en forma
clara en base a estudios clinicos y bioquimicos, por lo tanto el estudio genético sirvid para

determinar en la familia la mutacion causante de la enfermedad.

En el caso de los individuos con PAI latentes y normales se realizé, previamente, un
diagnostico bioquimico en base a la actividad PBG-D entrocitaria disminuida, pero estos
resultados no fueron concluyentes porque hay un solapamiento de valores normales bajos y
PAI altos. Asimismo, luego de realizar los estudios genéticos, se determin6 que un 5 % de
individuos (3/65) diagnosticados bioquimicamente como PAI latentes fueron normales, lo cual

resalta la importancia del estudio genético en portadores asintomaticos.
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CAPITULO IV.| Analisis de la mutacién mas frecuente

en la poblacion argentina con PAI

IV.1. Origen de las familias portadoras de la mutacion G111R

Como ya se detall6 en el capitulo 3 de "Resultados", en esta tesis se analizaron 27 familias
no-cosanguineas con PAI, y un resultado muy notable fue que el 44 % (12/27) de las mismas portan
la misma mutacioén puntual en el exon 7: la guanina de la posicion 331 cambia a una adenina
(G331—>A), la cual produce el cambio de la glicina de la posicion 111 a una arginina

(GGA—>AGA) (G111R).

Esta mutacion habia sido descripta hasta el momento s6lo en un paciente de origen belga
(Gu er al., 1993a). Para demostrar que este cambio de base fue la mutacion causante de la
enfermedad y no un polimorfismo neutro Gu ef al. (1993a) introdujeron la misma en un cDNA
clonado en un vector de expresion por mutagénesis sitio-dirigida. Luego de verificar que la
secuencia de uno de los clones mutados contenia solamente la mutacion G111R y el resto de la
secuencia era normal, demostraron que ese cDNA era incapaz de dirigir la sintesis de una proteina

activa en el sistema de expresion.

La PAI es una enfermedad que se caracteriza por la enorme heterogeneidad genética
descripta, es decir, la mayoria de las mutaciones son "privadas”, se encuentran en una tnica familia.
Solamente se describieron 2 excepciones a nivel mundial, la mutacion W198X (Lee & Anvret,
1991) y la R116W (Gu er al., 1993b). Sin embargo, es interesante aclarar que los portadores de la
mutacion W 198X, que se encontré en el 50 % de la poblacion sueca con PAI, tienen un origen en
comun lo cual sugiere un efecto fundador porque todas provienen de una misma comunidad

(Anjeplog). En cambio, entre los portadores de la mutacion R116W, que se detecto en la tercera
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parte de la poblacion holandesa, no se encontré ninguna relacién de cosanguinidad en un analisis

de hasta cuatro generaciones.

Los resultados obtenidos en ésta tesis muestran otra mutacidn que se presenta en alta
frecuencia dentro de la misma poblacion. Se investigo el origen de las 12 familias portadoras de
GI11R, con el objetivo de trazar un origen ancestral comin. Sin embargo, no se logré obtener
suficientes datos por varias razones, en algunos casos los padres no estan vivos y se desconoce
nacionalidades de los antecesores mas alla de dos generaciones. En otros casos estan vivos pero
tambien se desconoce el origen. Tres familias tienen origen italiano, y otras refieren origen francés,
arabe e irlandés. Ademas, cabe aclarar que la poblacion argentina ha recibido a lo largo de la historia
sucesivas inmigraciones, principalmente de paises europeos, lo cual dificulta el establecimiento de un
nexo entre todas las familias. Los datos mas lejanos son ambiguos y en muchos casos no podemos
construir un analisis del pedigree detallado por, al menos, cuatro generaciones. Consecuentemente,
podemos decir que no hay cosanguinidad entre las familias hasta los datos investigados y no se
puede establecer un origen comun o ancestral para la mutacion.

1V.2. Deteccién rapida de la mutaciéon G111R

En el presente estudio se utilizo la técnica de primer-ASO para la deteccion rapida de la
mutacion G111R debido a que la misma se encontro en casi el 50 % de la poblacion argentina
con PAI. El método descripto es simple, rapido y econémico porque se necesitan solamente 3
primers y dos reacciones de PCR para detectar la presencia o ausencia de la sustitucion. La
reaccion se lleva a cabo en un ciclador témmico y se pueden testear varios pacientes
simultaneamente. Ademas, se requiere muy poca cantidad de DNA y no se necesita utilizar
material radioactivo. Cabe aclarar que es muy importante utilizar controles positivos y
negativos para la mutacion, para asegurar la eficiencia del método debido a que algunas veces

se observaron falsos positivos.

Sin embargo, la probabilidad de que el método produzca un diagnéstico errado es casi

inexistente, en nuestra experiencia encontramos una concordancia perfecta entre los resultados
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del primer-ASO vy la secuenciacion directa. Por este motivo, aseguramos que los resultados
obtenidos por éste método son concluyentes y pueden utilizarse para el diagnostico sin la

necesidad de corroborarlo con secuenciacion directa.

IV.3. Relacion de los dates clinicos y bioquimicos con el tipo de mutacion

encontrada.

En los estudios publicados hasta la fecha a nivel mundial, se establecié que no existe
una clara relacion entre el tipo de mutacion que causa la PAI y la severidad de los sintomas
clinicos. Incluso, dentro de una misma familia, la expresion clinica de la enfermedad es muy
variable (Grandchamp ef al., 1996). En los dos casos en los cuales se encontro alta prevalencia
de una mutacion dentro de la misma poblacion (Lee & Anvret, 1991; Gu et al., 1993b), no se

hizo referencia a esta relacion.

Debido a que encontramos la misma mutacion en varias familias y en un esfuerzo por
establecer algun tipo de relacion genotipo/fenotipo, investigamos en profundidad la sintomatologia
clinica y los resultados bioquimicos de los pacientes con PAI que desarrollaron alguna vez un ataque
agudo. Para realizar este analisis se consider6 un individuo proposito de cada familia afectada y se
dividieron las mismas en dos grupos: el Grupo I, que incluye las familias portadoras de la mutacion
G111R, y el Grupo II, que incluye las familias con otra mutacion. Los resultados de este analisis se
detallan en la Tabla IV.1.

Cuando comparamos la edad del desarrollo del primer ataque agudo, el sexo y los resultados
bioquimicos, no se observan grandes diferencias entre ambos grupos, salvo para el caso de las
porfirinas totales urinarias donde se encontrd una diferencia del 100 % entre ambos grupos. Para
obtener alguna conclusion acerca de la diferencia entre ambos grupos con respecto a la
sintomatologia clinica, se comparé la presencia o ausencia de varios sintomas muy comunes en éste
tipo de pacientes segun la literatura (ver seccion I11.3.1. de "Introduccion"). Como se muestra en la
Tabla IV.1, los pacientes del Grupo I presentaron un mayor numero de sintomas con respecto a los

del Grupo II. Esta diferencia se observa en los porcentajes de cada uno de los sintomas, ya que en
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Tabla IV.1. Anilisis de los datos clinicos y bioquimicos segiin el tipo de mutacion encontrada.

Grupo I Grupo Il
Caracteristicas generales:
Numero de pacientes analizados 12 15
Edad (afios) 39 (23 a53) 42 (25 a 60)
Edad del primer ataque agudo (afios) |32 (20 a 42) 33 (19 a 48)
Sexo F 100 % F 100 %
Resultados bioquimicos:
ALA en orina (mg/24 h) 11,8 (1,3a39) 11,8 (4,5a36,7)
PBG en orina (mg/24 h) 57,2 (7,7 a183) 67,2 (11a224)
Porfirinas totales en orina (ug/24 h) |822,0 (170 a 1525) 1713,0 (339a6831)
PBG-D entrocitaria (U/ml) 46,31 (31,962 67,27) | 42,71 (24,44a71,12)
Sintomatologia (%):
Trastomos neurolégicos 75 53
Trastornos psiquiatricos 33 7
Convulsiones 42 20
Dolores musculares 67 33
Paralisis 83 40
Cefaleas 67 27
Mareos 67 33
Dolores abdominales 100 100
Voémitos 25 0
Anorexia 42 33
Constipacion 58 20
Periodos menstruales anormales 42 7
Taquicardia 42 20
Mas de un ataque agudo 83 80

En la tabla se muestran los datos investigados para un paciente sintomitico de cada familia del Grupo [ =
portadores de Ia mutacién G111R, o del Grupo II = portadores de una mutacién distinta a G111R.

Los datos presentados para las caracteristicas generales y los estudios bioquimicos son un promedio y entre
paréntesis se indica el rango de variacién.

Los valores normales para los estudios bioquimicos son: ALA = 2-4 mg/24 h; PBG = 1-2 mg/24 h; Porfirinas
totales = 20-250 pg/24 h; PBG-D = 81,51 + 11,96 U/ml GR (Mujeres).

Los valores para cada sintoma representan el porcentaje de individuos de ese Grupo que present6 el sintoma.
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casi todos hay un 50 % menos de pacientes del Grupo II con la presencia del sintoma, excepto en el
caso de los dolores abdominales, que se presento en el 100 % de los individuos de ambos grupos y

la expresion de mas de un ataque agudo que se present6 en aproximadamente el 80 % de los casos.

Por lo tanto, en base a este analisis se puede concluir que si bien no hay un patron
determinado para la expresion clinica y bioquimica de la mutacion G111R, si se encontré mayor
cantidad de sintomas en los pacientes que la portan con respecto a los que portan otra mutacion. Sin
embargo, estos resultados no nos permiten establecer una clara relacion genotipo/fenotipo para

sospechar de los datos clinicos y bioquimicos que el paciente porta o no la mutacion G111R.
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CAPITULO V. | Expresion procaridtica de dos mutaciones puntuales

nuevas. Analisis de la estructura de los mutantes.

V.1. Expresion procaridtica de las mutaciones: Q34P y G335S

Con el objetivo de obtener una mayor caracterizacion de las mutaciones puntuales nuevas
encontradas de la PBG-D, y para demostrar que estas sustituciones fueron la causa de la
enfermedad y no son polimorfismos neutros, se realizaron estudios de expresion en bacterias. Para
ello se construyeron vectores de expresion pKK-PBGD para cada uno de los alelos mutantes
utilizando la técnica de mutageénesis sitio-dirigida y, luego de verificar que la secuencia de uno de los
clones contenia la mutacion y el resto de la secuencia era normal, se expresd en E. coli, y se
determiné su actividad enzimatica.

Las mutaciones que se expresaron de esta manera fueron Q34P y G335S. La metodologia
para cada caso se detalla en el capitulo III de "Mateniales y Métodos".

Los resultados obtenidos para seis experimentos independientes de induccién y medicion de
la actividad enzimatica se muestran en la Tabla V.1. Como se puede observar, el porcentaje de
actividad enzimatica de la PBG-D mutada fue menor al 3 % del nivel medio expresado para el alelo
normal (pKK-PBGD) en ambos casos: 1,3 % para pKK-PBGD-Q34P y 2,5 % para pKK-PBGD-
G335S. Esto indica que ambas mutaciones, no son polimorfismos neutros, sino que por el contrario,
son sustituciones de aminoacidos que producen enzimas practicamente inactivas dejando

demostrado que las mismas son la causa de la PAI en los pacientes que las portan.
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Tabla V.1. Expresién de las mutaciones Q34P y G335S de la PBG-D en E. coli.

Constructo Actividad de 1a PBG-D Porcentaje de la
Media (U/mg*h) Rango actividad enzimitica
JIMI109 0,20 0,08-0,41 0
pKK-PBGD 139,91 131,64-151,62 100
pKK-PBGD-Q34P 1,78 0,71-3,24 1,3
pKK-PBGD-G335S 3,47 0,72-5,21 2,5

Los valores de actividad enzimitica Media y Rango representan los resultados de seis experimentos
independientes.

JM109 = cepa de E. coli sin plasmido (control de 1a actividad de la PBG-D basal bacteriano).

pKK-PBGD = plasmido pKK 233-2 que contiene el cDNA de la PBG-D normal.

pKK-PBGD-Q34P = plasmido pKK 233-2 que contiene el cDNA de la PBG-D con la mutacién Q34P.
pKK-PBGD-G335S = plasmido pKK 233-2 que contiene el cDNA de 1a PBG-D con la mutaciéon G335S.

V.2. Anilisis de Ia estructura de los mutantes: Q34P y G335S

Como ya se explico en el capitulo I de "Introduccion”, la secuencia de aminoacidos de la
PBG-D se determiné en un amplio rango de organismos, y se comprobd que hay una alta
conservacion de los aminoacidos estructural y funcionalmente importantes. Asi, por ejemplo, hay un
43 % de homologia entre la estructura primaria de E. coli y la humana (Jordan et al., 1988).
Posteriormente, se determind la estructura de rayos X de la enzima de Escherichia coli (Louie et
al., 1992) la cual reveldo su estructura tridimensional obteniéndose asi un modelo molecular
detallado. Entonces, debido a que la PBG-D humana no ha sido cristalizada y a la alta conservacion
evolutiva observada, se puede realizar un analisis de las mutaciones encontradas sobre la estructura
cristalogréfica de E. coli para determinar los efectos sobre la estructura y propiedades cataliticas de

la enzima humana.

Se ha descripto, para la sustitucion Q34K, publicada por Mgone et al. (1992); que el
cambio de esa glutamina 34 a lisina, ubicada en un aminoacido evolutivamente conservado del
sitio activo de la enzima, produce una notoria alteracion en la estructura secundaria de la
proteina, por ruptura de los puentes de Hidrogeno con los aminoacidos $96 y R195 (Brownlie
et al., 1994). La transversion A—>C del nucledtido 101 que cambia esta misma glutamina por

prolina podria tener consecuencias similares 0 més severas considerando que la prolina es en
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realidad un iminoacido estructuralmente muy diferente a la glutamina. Los estudios de
expresion indicaron que la mutacion Q34P disminuye la actividad de la PBG-D a solamente un

1,3 % con respecto al valor normal, demostrando la inactividad casi total de la enzima.

Ademas, es interesante aclarar, que esta mutacion se presentd en dos familias no
relacionadas y los pacientes portadores presentaron una sintomatologia muy severa durante los
repetidos ataques agudos, como por ejemplo, trastomnos neurologicos, paralisis, dolores
musculares y abdominales, taquicardia, anorexia, cefaleas y mareos. Todos estos datos implican

que la mutacion seria bastante severa.

En el caso de la mutacion G335S, no se habian publicado hasta la fecha mutaciones en ese
residuo. Sin embargo si realizamos el mismo analisis vemos que la glicina de la posicion 335,
tambien es un residuo muy conservado evolutivamente (Brownlie ef al., 1994). Ademas, en cuanto
a la estructura de los aminoacidos; la sustitucion es de glicina, el aminoacido mas simple, a serina,
que contiene un grupo hidroxilo. Teniendo en cuenta estas consideraciones y los resultados de los
estudios de expresion en bacterias, deducimos que la mutacion G335S tambien produciria una
notable alteracion en la estructura de la proteina, lo cual genera una enzima cast inactiva (2,5 % con

respecto a la actividad normal).

Esta mutacion se encontré en la familia 26, en la cual la hermana del proposito vy,
posiblemente la madre, fallecieron durante un ataque agudo de PAI. La sintomatologia presentada
por el paciente proposito fue trastornos neuroldgicos, paralisis, dolores abdominales, taquicardia,
anorexia y constipacion. Esto implica que la mutacion G335S es muy severa porque produce una

proteina altamente inactiva.

V.3. Otras mutaciones nuevas de la PBG-D: analisis de su estructura

Con respecto al resto de las mutaciones nuevas encontradas, todas producen grandes

cambios estructurales de la proteina lo cual afectarian notablemente su actividad y/o estabilidad.

Asi, por ejemplo, la mutacion de splicing 1IVS12*' produce la delecion del exon 12, es decir
de 39 residuos aminoacidicos (218 a 257), generando la pérdida en su estructura terciaria de una
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hoja plegada B (51) y dos estructuras o (4; y 13), lo cual da como resultado un producto proteico

inactivo (Brownlie ef al., 1994).

El resto de las mutaciones nuevas encontradas producen un corrimiento del marco de
lectura por la presencia de una delecion (CT 728, en el exon 12; AGGA 815, en el exon 13; A 948,
en el exon 15y TTGGCTG 985, en el exon 15) o una insercion (A 666, en el exon 12), las cuales
generan un codon de terminacion de la transcripcion prematuro dando lugar a la sintesis de una
proteina mas corta. Por lo tanto, el cambio estructural es tan notable que las proteinas generadas

serian altamente inactivas y/o inestables.

V.4. Mutaciones de la PBG-D previamente publicadas: anilisis de su estructura

Con respecto a las mutaciones encontradas previamente publicadas, analizaremos la

estructura en detalle de cada una de ellas.

Asi por ejemplo, la glicina 111 que cambia a una arginina, (G111R) se ubica en la superficie
de la proteina y segun la comparacion de la estructura de la PBG-D de E. coli con la humana su
efecto es desconocido (Brownlie et al., 1994). Sin embargo, como ya se mencioné en el capitulo
IV de "Resultados”, Gu et al. (1993) realizaron los estudios de expresion en bacterias y

demostraron que la proteina era inactiva en el sistema de expresion.

Por otro lado, los cuatro grupos carboxilicos del cofactor dipirrometano interactian con
residuos arginina altamente conservados de la PBG-D. La alteracion de esas argininas por
mutagénesis sitio-dingida generaron una proteina mutante incapaz de unirse al cofactor y/o al
sustrato (Lander ef al., 1991; Jordan & Woodcock, 1991). Las mutaciones R173W (Lee 1991) y
R173Q (Delfau et al., 1990; Kauppinen ef al., 1992) afectan a una de esas argininas (homéloga a la
de la posicion 155 de E. coli). Por lo tanto, estas sustituciones a triptofano o glutamina, que se
encontraron en tres familias argentinas no relacionadas, anulan la capacidad del aminoacido 173 para

formar puentes salinos con el cofactor y el sustrato, generando una proteina inactiva.

Ademas, la arginina de la posicion 201 forma un puente salino con el residuo D178, por lo
tanto una mutacion en ese residuo produce una pérdida de la estabilidad proteica considerable. Asi
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lo demostraron Chen ef al. (1994) cuando identificaron la mutacion R201W. Al realizar los estudios
de expresion en bacterias vieron que si bien la actividad enzimatica de la proteina mutada era muy
alta (40 % del normal), la misma era altamente inestable, ya que perdia mas del 90 % de la actividad

luego de ser sometida a una temperatura de 65°C durante 180 min.

Otra mutacion encontrada en la poblacion argentina pero previamente publicada fue la
Q204X (Mgone et al., 1994) que genera una proteina truncada a la cual le faltan los exones 12 a 15,

por lo tanto se estima que su actividad catalitica seria muy baja.

Por 1ltimo la insercion C 913 (Puy et al., 1996) en el exon 15, produce un corrimiento del
marco de lectura con la aparicion de un codon de terminacion de la transcripcion en el nucleotido

916 generando una proteina truncada.
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CONCLUSIONES







Las conclusiones obtenidas en esta tesis son las siguientes:
Este es el primer estudio a nivel genético realizado en la poblacion argentina con PAI

Se estimo la frecuencia de aparicion de la enfermedad en la poblacion argentina en

1:125.000.

Se determin6 que la PAI es mas frecuente en mujeres que en hombres, presentando una
relacion de sexos de 7:3, respectivamente, para la poblacion argentina. Ademas, no solo la
enfermedad es menos frecuente en hombres sino que ademas es poco comun que estos
ultimos desarrollen los sintomas, debido a que las mujeres estan mas expuestas a los

factores desencadenantes de los ataques agudos que caracterizan la PAI

En esta tesis, se analizo el 34 % de las familias afectadas de la poblacion argentina. Para ello se
realizaron estudios bioquimicos y genéticos a 65 pacientes de 27 familias no relacionadas.

En este primer analisis de la poblacion argentina a nivel genético, sobre 27 familias afectadas

no-cosanguineas estudiadas, se encontraron 14 mutaciones distintas.

De las 14 mutaciones encontradas, 8 no habian sido previamente publicadas: 2 puntuales que
producen cambio de aminoacido: Q34P (en el exon 4) y G335S (en el exon 15); 1 mutacion
puntual de splicing que produce la pérdida del exon 12: 1VS12*'; 4 deleciones y 1 insercion
que producen corrimiento del marco de lectura y generan un codon de terminacion de la
transcripcion: Deleciéon CT 728 (en el exon 12), Delecion AGGA 815 (en el exon 13),
Delecion A 948 (en el exon 15), Delecion TTGGCTG 985 (en el exon 15) e Insercion A 666

(enel exon 12).

De las 14 mutaciones encontradas, 6 habian sido previamente publicadas: G111R (en el exon
7); R173W, R201W, R173Q y Q204X (en el exon 10) y una insercion C 913 (en el exon
15).

Con las mutaciones nuevas encontradas en la poblacion argentina, se aumento la frecuencia de
mutaciones en el exon 15 y el porcentaje de deleciones vario de un 13 a un 16 % en la

poblacion mundial.
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Se analizé la frecuencia de 2 polimorfismos previamente publicados. El primero esta ubicado
en el intron 3 (A/G) y presenta una frecuencia similar a la poblacion caucasica de América del
Norte: A = 0,56 y G = 0,44, sobre 64 alelos analizados. El otro se encuentra en el exon 10
(T/G) y la poblacion argentina result6 ser altamente homocigota: G = 0,81 y T = 0,19, sobre
74 alelos analizados.

El 44 % (12/27) de las familias argentinas analizadas poseen la misma mutacion (G111R), que
habia sido encontrada con anterioridad solamente en una familia de origen belga. Estos
resultados muestran la tercer mutacion que se presenta en alta frecuencia dentro de una misma

poblacion a nivel mundial.

Se desarrolld un método de diagnostico rapido para la deteccion de la mutacion G111R
utilizando la técnica de primer-ASQO. Este método es simple, rapido, econémico y altamente
reproducible, y puede utilizarse para el diagnostico sin la necesidad de corroborarlo con

secuenciacion directa.

Evaluando las ventajas y desventajas de las estrategias metodologicas empleadas en esta tesis, y
considerando las caracteristicas especiales de la poblacion argentina, se propuso un esquema

para el diagnostico genético de la PAIL

En base a los estudios genéticos, se determiné que un 5 % de individuos (3/65)
diagnosticados bioquimicamente como PAI latentes fueron normales, lo cual habla de la

importancia del estudio genético en portadores asintomaticos.

Debido a que encontramos la misma mutacion en varias familias y en un esfuerzo por
establecer algin tipo de relacion genotipo/fenotipo, investigamos en profundidad la
sintomatologia clinica y los resultados bioquimicos de los pacientes con PAI que desarrollaron
alguna vez un ataque agudo y se puede concluir que si bien no hay un patron determinado para
la expresion clinica y bioquimica de la mutacion G111R, si se encontré mayor cantidad de
sintomas clinicos caracteristicos en los pacientes que la portan con respecto a los que portan

otra mutacion. Sin embargo, estos resultados no nos permiten establecer una clara relacion
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genotipo/fenotipo para sospechar, a partir de los datos clinicos y bioquimicos que el paciente

porta o no la mutacion G111R.

Se realizaron estudios de expresion en bacterias para las mutaciones puntuales Q34P y G335S.
El porcentaje de actividad enzimatica de la PBG-D mutada obtenido fue menor al 3 % con
respecto al normal en ambos casos: 1,3 % para pKK-PBGD-Q34P y 2,5 % para pKK-PBGD-
G335S. Esto indica que ambas mutaciones, no son polimorfismos neutros, sino que por el
contrario, son sustituciones de aminoacidos que producen enzimas practicamente inactivas,

demostrando que las mismas son la causa de la PAI en los pacientes que las portan.
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