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INTRODUCCION

| | %

i GENETICA DEL CANCER

La multiplicacion de las células esta cuidadosamente regulada y responde a las necesidades
especificas del organismo. Los exquisitos controles que regulan la multiplicacion celular en raras
ocasiones se alteran. La célula en la que esto ocurre, puede adquirir ventajas adaptativas sobre
sus vecinas, y comenzar a proliferar. El cambio que ha sufrido esta célula le permite
multiplicarse més rapido que sus vecinas, y este es el inicio de un proceso tumoral. Cuando esta
célula tiene descendencia proclive a proliferar sin responder a la regulacion, el resultado es un
clon capaz de expandirse en forma indefinida. Por tltimo este clon de células forma una masa
denominada tumor. Podemos decir que el cancer es un crecimiento neoplasico o maligno que se
caracteriza por la pérdida parcial o completa de respuesta a los mecanismos de control externos y
una capacidad de proliferacion y crecimiento continuo, con la pérdida de la diferenciacion
celular. El cancer es causado por mutaciones, pero existen dos diferencias claves entre el cancer
y otras enfermedades genéticas: la primera es que las mutaciones que se observan en el cancer se
producen sobre todo, en células somaticas, mientras que otras enfermedades genéticas sélo son
causadas por mutaciones en la linea germinal. Sin embargo, algunos individuos han heredado
mutaciones genéticas que los predispone a desarrollar tipos especificos de cancer. La segunda es
que el cancer no es consecuencia de una mutacion aislada, sino mas bien, de la acumulacion de
entre tres a veinte mutaciones, segun el tipo de cancer, en genes que regulan la multiplicacion
celular normal.

Se observo que dos clases amplias de genes, los proto-oncogenes y los genes supresores de
tumores, desempefian un papel clave en la induccion del cancer. Estos genes codifican muchos
tipos de proteinas que contribuyen a controlar el crecimiento y la proliferacion celular, por lo que
las mutaciones en ellos pueden facilitar el desarrollo del cancer. Los proto-oncogenes

normalmente promueven el crecimiento y proliferacion celular, las mutaciones en éstos tienden a



ser fenotipicamente dominantes. Los genes supresores de tumores codifican proteinas que
inhiben la proliferaciéon celular o promueven la muerte celular. En la mayoria de los casos las
mutaciones en estos genes se comportan como recesivas, es decir, que para estimular el
desarrollo de un tumor se deben perder o inactivar ambos alelos.'

El primer gen oncosupresor se identifico en pacientes con retinoblastoma hereditario. Las
bases moleculares de las alteraciones en genes supresores de tumores provienen inicialmente de
estudios epidemioldgicos y genéticos del retinoblastoma (Rb), el tumor ocular maligno mas
frecuente en la nifiez. Las investigaciones realizadas sobre el gen del retinoblastoma (RB1)
permitieron revelar que los mecanismos que afectan su funcion constituyen un fendémeno comin

en el desarrollo de muchas neoplasias.’

B RETINOBLASTOMA: Aspectos Clinicos

El retinoblastoma (Rb) es la neoplasia intraocular mas comun de la nifiez’, con una incidencia
estimada de 1:20000 nifios nacidos vivos en paises desarrollados y aiin mayor en paises en vias
de desarrollo, especialmente en Latinoamérica’. Se sabe que el Rb se produce por la
proliferacion desmesurada de los retinoblastos, células inmaduras de la retina que se encuentran
en vias de diferenciacion, viéndose afectados especificamente aquellos retinoblastos que se
encuentran en la via de diferenciacion hacia fotorreceptores de tipo conos’. Por lo tanto, el Rb
aparece durante la diferenciacion de la retina, en el periodo intrauterino o neonatal, hasta los 3
afios de edad, antes de la completa diferenciacién de las células®.

El diagnoéstico temprano es fundamental para instaurar en forma precoz un tratamiento eficaz,
lo cual permite aumentar significativamente la preservacion de la vision y la sobrevida’. En
estadios tempranos, RB intraocular, el tumor se trata mediante protocolo oncolégico
convencional, en estadios mas avanzados el ojo afectado debe ser enucleado para evitar un
crecimiento invasivo hacia el nervio 6ptico o metastasis, Rb extraocular®. El pronéstico en este

Gltimo caso, debido al diagnostico tardio, es muy pobre con una sobrevida de 5 afios’.



La aparicion del tumor no produce dolor ni molestias en los estadios iniciales y generalmente
no produce inflamacién. En el caso en que parte de la retina responsable de la vision central clara
(forea) sea reemplazada por tejido tumoral, el afectado evidencia estrabismo’. El principal signo
diagnéstico es la leucocoria o reflejo pupilar blanco’?®.

En el Rb hereditario (40% casos) la primera mutacion ocurre en la linea germinal y puede ser
transmitida por el progenitor afectado (Rb hereditario transmitido, 10% casos) o adquirido
durante la embriogénesis o en una célula germinal (Rb hereditario de Novo, 30% casos), por lo
tanto todas las células del organismo portan esta mutacion en el gen Rbl. La segunda mutacion
es somatica en todos los casos (ocurre solamente en retinoblastos), esta presente solamente en el
ADN tumoral. En la forma no hereditaria o esporadica (60% casos) ambas mutaciones del gen
Rb1 ocurren en un retinoblasto y por lo tanto estan solamente presentes en el ADN tumoral’.

El Rb trilateral se presenta asociado a Rb unilateral o bilateral, de origen germinal, como un
tumor neuroblastico intracraneal, con un porcentaje de 5 a 15 %'’. Es por ello que se ha
recomendado que los nifios con Rb de origen germinal sean monitoreados con resonancia
magnetica nuclear cada 6 meses hasta los 5 afios de edad'".

Las personas con una mutacion germinal en uno de los alelos RB1 tienen un riesgo relativo de
desarrollar retinoblastoma, en el primer afio de vida, 36000 veces mayor que la poblacién en
general y 2000 veces mayor riesgo de desarrollar otros tumores, durante la segunda década de
vida'2. Los pacientes con Rb de origen germinal tienen una mayor predisposicién a desarrollar
neoplasias malignas secundarias'. La incidencia es de 26% + 10% en pacientes no irradiados y
58 % + 10% en pacientes irradiados, durante los 50 afios posteriores al diagnostico de Rb (un
rango de 1% por afio)'. Las neoplasias malignas secundarias que pueden presentarse son

osteosarcomas, sarcomas de tejido blando y melanomas"’.



B GENRBI:

El primer indicio para la localizacion del gen RB fue proporcionado por el descubrimiento de
que aproximadamente el 5 % de los nifios con Rb presentaban otras anomalias, incluyendo
retraso mental. En varios de estos nifios se identificé una delecion intersticial constitutiva de una
region del brazo largo del cromosoma 13. La region de solapamiento mas pequefia era el 13q14
que posteriormente se demostré que era la localizaciéon del locus para la forma dominante
autosomica del Rb. Todo ello condujo al clonado del gen y a la identificacion del producto
génico’.

El gen RB1, localizado en el brazo largo del cromosoma 13 (13q14, 1-2) '"“"(Fig.1.1),

consta de 27 exones dispersos en aproximadamente 200 Kilobases de ADN genémico.

La longitud de cada exo6n varia entre 31 y 1889 pares de bases, el introbn més largo mide |

mas de 60 kb (intrén 17) y el menor tiene solamente 80pb (intrén 25) (Fig 1.2) . H

Figl.1 Localizacion
gen RBI1- 13q14, 1-2.%

A 5 RR R 3R‘56 R R
1l 1

RK R
LAl ¥ 'lll', ‘—11
sk nl HHH B B HH uud;’uml HH N

7 891011 12 13-17 18 19 -
R RRRR [ R R 8n nzoa e R 3‘&%&6 it
H H HH H'H H H HH

Fig 1.2. Mapa de los exones del gen RB. El tamaiio de los exones no estan en escala. Sitios de restriccion: B, Bam HI: H,
HindIII; R, EcoRI; S, Sal I: ST, Sfi I. Los asteriscos son indicativos de sitios de restriccion.'®

El gen Rbl forma parte de la familia de genes supresores de tumores, los cuales inhiben
normalmente el crecimiento celular y regulan negativamente la proliferacion. Este gen codifica
para una proteina reguladora del ciclo celular llamada pRb (100Kda), la cual se encuentra en
forma ubicua en todos los tejidos normales, y forma parte fundamental de la regulacion del ciclo

1920 en la fase de transicion G1/S.

celular
A diferencia de otras neoplasias, donde el gen RB1 se evidencia una vez establecida la

patologia y esta relacionado con la progresion tumoral, en el Rb las mutaciones en el gen RB1 se



relacionan con su iniciacion®. Es decir, el Rb puede considerarse como una enfermedad

monogénica, en la cual el gen responsable de su desarrollo se encuentra caracterizado.

B LA PROTEINA RETINOBLASTOMA

Analizando la estructura cristalina de la proteina Rb (pRb), la conformacion y su secuencia
aminoacidica se determinaron los distintos dominios responsables de la funcionalidad proteica
(Fig 1.3):

1 380 577 645 785 928

Fig. 1.3 Mapa Lineal de la proteina Rb mostrando la ubicacién de los dominios funcionales.

El Dominio B se extiende entre los aminoacidos 645 a 785 y posee un sitio que reconoce y se
une al motivo LXCXE (formado por los aminoacidos Lys-X-Cys-X-Glu) encontrados en un gran
nimero de proteinas *. Entre ellas encontramos proteinas celulares: ciclinas tipo D, enzimas
desacetilasas de histonas (HDAC) y adenosintrifosfatasas (BRG1) » y oncoproteinas virales
como E7 de papiloma virus (agente etioldgico principal del cancer cervical), antigeno T grande
del virus SV40, antigeno E1A de adenovirus*’. Para la interaccion de pRB con estas proteinas el
dominio B se pliega en una conformacion activa y es indispensable que se encuentre en el
contexto el dominio A, comprendido por los residuos aminoacidicos 380-577.

El dominio C se extiende entre los aminoacidos 785-928 y contiene el motivo ZRXL (donde Z
y X son usualmente residuos basicos) indispensables para el reclutamiento de los complejos
ciclinas/cdk (kinasas dependientes de ciclinas), entre ellos cdk2/A, cdk2/E y cdk4/D1, que
actian en la progresion del ciclo celular por medio de la hiperfosforilacion e inactivacion de
pRb*. Se han evidenciado otros sitios en el dominio C para la unién a Tirosina kinasa del
protooncogen c-abl y a MDM2%.

La funcién de inhibidor tumoral que cumple pRb depende de la regulacion que ejerce sobre la

familia de factores de trascripcion E2F, cuya actividad es indispensable para la expresion de



genes que participan en la transicion del ciclo celular y la replicacion del ADN. Los dominios A

y B juntos constituyen un bolsillo por medio del cual E2F se une (Fig 1.4).

Fig 1.4

Estructura de pRb/E2F mostrada en dos vistas ortogonales bajo la
representacion de Ribbons. En rojo se muestra la hélice del Dm A 'y
en azul la del Dm B de pRb. En amarillo se puede ver el trazo de la
cadena principal de E2F y en verde la region de E7 HPV que
interactiia con pRb*.

Para que se forme el complejo ADN/E2F/pRb es indispensable la presencia del dominio C.

La region NH2 terminal de pRb (aminoacidos 1-378) contiene 6 sitios consenso para
fosforilacion por medio de cdks, las cuales cumplen un rol fundamental en la regulacién normal
de pRb. Sin embargo experimentos de mutagénesis dirigida demostraron que esta region es
importante pero no esencial para la funcionalidad de la proteina.

La proteina pRb juega un rol importante regulando el ciclo celular, la apoptosis y la

diferenciacion celular, todas estas actividades son pertinentes a su rol como supresor tumoral ™.

W LA ACTIVIDAD DE pRB Y SU REGULACION:

La proteina pRb cumple una de sus funciones primordiales de regulacion de la proliferacion
mediante el arresto del ciclo celular a través de su unién a E2F. E2F es un complejo de factores
de trascripcion que se une a promotores de genes involucrados en la sintesis de ADN vy el
crecimiento celular, tales como: c¢c-mye, ciclina A y E, dihidrofolatoreductasa, timidin-kinasa,
timidilato sintetasa, subunidad oo ADN polimerasa®. La inactivacién de pRb se produce por una
modificacion conformacional que sufre por la fosforilacion, llevada a cabo por los complejos

cdk/ciclinas. La fosforilacion de pRb en la etapa G1 se lleva a cabo especificamente por



cdk4/CycD1, la cual resulta en la liberacion de E2F permitiendo la transcripcion de genes

necesarios para la fase S (Fig. 1.5).

Fig. 1.5 Regulacion de la fosforilacion de pRb'.

El mantenimiento de la fosforilacion de pRb durante la progresion del ciclo celular estd a
cargo de cdk2/CycE. Fosfatasas especificas son las encargadas de desfosforilar a pRb durante la
fase G2M del ciclo, luego de lo cual podra unirse nuevamente a E2F y entrar a un nuevo ciclo.

Otro mecanismo empleado por pRb para reprimir la transcripcion es la modificacion de la
conformacion de la cromatina, actividad que la cumple reclutando proteinas remodeladoras de la
cromatina, como las HDACs (desacetilasas de histonas). Es sabido que el acceso de factores de
transcripcion a sus sitios de unién al ADN es facilitado por la modificacién de la cromatina
mediada por las enzimas histona acetil transferasas (HAT), que producen la apertura o relajacion
de la unién histona-ADN mediante la acetilacion de las histonas. Por el contrario, las HDACs
inhiben la trascripcién ya que desacetilan las histonas modificando nuevamente la estructura
cromatica. Se ha evidenciado que pRb se une simultaneamente a E2F y a HDAC, permitiendo la

formacion de complejos que se unirdn a promotores génicos del ciclo celular (Fig.1.6).



Es asi como pRb silencia la expresion
de determinados genes al reclutar una

HDAC hacia E2F?.

Fig. 1.6 Rb se une simultdneamente a E2F y a HDAC
para inhibir la transcripcién de determinados genes®’.

B MECANISMO DE INACTIVACION DE RBI

Para que se lleve a cabo el desarrollo tumoral es necesario que ambos alelos del gen Rbl estén
afectados por una mutacion. Este mecanismo de inactivacion de ambos alelos, se manifiesta
como pérdida de heterocigicidad (LOH, lost of heterocygosis), fue descrito por Knudson como el
mecanismo de los 2 golpes, y el concepto se extiende a todos los genes oncosupresores. La
alteracion genética de ambos alelos conlleva a la expresion de una pRb alterada o nula’.

Mecanismos que pueden producir LOH: Son poco probables las mutaciones puntuales, dado

que cualquiera de ellas en un alelo normal se suelen reparar, salvo en las células con defectos en
determinados sistemas de reparacion de ADN.

Un mecanismo frecuente para LOH comprende la separacion erronea de los cromosomas
portadores de gen RB heterocigoto durante la mitosis. En este proceso también denominado no
disyuncion, una célula hija hereda s6lo un cromosoma normal (y probablemente muere),
mientras que la otra hereda 3. Es frecuente la posterior pérdida de un cromosoma, para
restablecer el complemento 2n, si se pierde el cromosoma normal, la célula quedara con las dos
copias Rb mutadas. Otro mecanismo es la recombinacion mitética entre una croméatide portadora
del alelo Rb normal y otra con el alelo Rb mutado El producto de esta recombinacion son dos

cromatides normales en una célula y en la otra dos mutadas (Fig 1.7). .
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Este mecanismo de inactivacion genética puede llegar a explicar las diferencias clinicas que se
presentan en los pacientes con Rb hereditario y esporadico. En los casos hereditarios los
pacientes desarrollan multiples focos tumorales en uno o ambos ojos y la patologia se presenta
en forma mucho més temprana, en el periodo neonatal o dentro del afio de vida. Esto se debe a
que el individuo porta una mutacion en todos los retinoblastos y solo una mutacién inactivante
en el alelo normal remanente va a ser suficiente para el desarrollo tumoral. Por esta razén el Rb
hereditario esta usualmente asociado a Rb multifocal bilateral. En los casos de Rb esporadico se
puede observar que comunmente desarrollan un foco tumoral aislado en un ojo (Rb unifocal
unilateral) en estadios mas tardios, entre los 2-3 afios de edad, ya que la probabilidad de que se

den dos mutaciones inactivantes en el mismo locus es muy baja*.
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Un mecanismo alternativo para el desarrollo tumoral fue descrito por Orjuela et al, en donde la
proteina E7 del HPV juega un rol importante en el Rb esporadico. La presencia de ADN de
subtipos de alto riesgo de HPV en tejido tumoral de nifios con Rb, sugiere que la oncogénesis en
retinoblastoma puede ocurrir en parte como resultado de la inactivacion de pRB mediada por E7.
Esto coincide con el hecho de que estan considerablemente solapados los factores de riesgo

epidemiolégicos para la infeccion con HPV y el desarrollo de Rb™.

B/ PREDISPOSICION Y TRANSMICION DE RETINOBLASTOMA

Se sabe que la predisposicion al Rb es causada por una mutacion en el locus RB1 (13q14), y
se transmite como una enfermedad autosémica dominante con una penetrancia del 90%>".

Pocos pacientes son mosaicos, aproximadamente el 10 % de los portadores de mutaciones
germinales.

Considerando la herencia mendeliana, esta patologia se clasificé como autosémica dominante,
sin embargo se sabe que el desarrollo tumoral requiere de dos mutaciones en RB1, por lo que se
dice que el mecanismo molecular de inactivacion es recesivo.

En la forma hereditaria, sélo el 25 % de los casos presenta historia familiar (Rb hereditario
transmitido), el 75 % restante se debe a mutaciones nuevas en la linea germinal o durante la
gestacion que seran heredadas por el afectado (hereditario de Novo).

En el caso en que la mutacion en RB1 se encuentre presente en la linea germinal del individuo,
ésta sera capaz de ser transmitida a la descendencia con una probabilidad de 0.5. Si la mutacion
fue adquirida, es importante diferenciar si se produjo en un retinoblasto, en la embriogénesis
temprana del individuo o en la gameta que le dio origen. En caso de que la mutacion se haya
producido en la embriogénesis temprana, estaremos en presencia de un mosaico, y la presencia
de la mutacion en el tejido germinal del paciente dependera del momento en que dicha mutacién

haya ocurrido con respecto a la separacion de las lineas de tejidos. En los casos no hereditarios,



ambas mutaciones se encuentran presentes s6lo en el tejido tumoral, por lo que la mutaciéon no

serd transmisible®’.

®  MUTACIONES DEL GEN RBI

Se ha encontrado toda clase funcional de mutaciones a lo largo del gen y no tienen
localizacion preferencial dentro del mismo?®’. Pueden aparecer como grandes rearreglos (20% de
los casos) o como mutaciones pequeiias (80% de los casos) incluyendo sustituciones, deleciones
e inserciones®. Las sustituciones de una base abarcan aproximadamente el 64 % y estan
comprendidas por mutaciones sin sentido (75%), cambios en los sitios de splicing (15%) y
cambios de sentido (10%). Las mutaciones que involucran mas de una base se distribuyen entre
26 % de pequefias deleciones y 10 % de pequeias inserciones. Se ha descrito también
inactivacion del gen RB1 por metilacion de la isla CpG en la region 5° A

La diferente penetrancia de la patologia parece sustentarse en los distintos tipos de
mutaciones que pueden afectar al gen Rb1. Las mutaciones que afectan la funcién de la pRb pero
que mantienen su sintesis y estructura general producen cuadros clinicos mas benignos. Estas
mutaciones serian principalmente alteraciones en el promotor y de cambio de sentido, o
pequeiias inserciones o deleciones que mantienen el marco de lectura y no generan codones stop:
denominadas “alelo débiles”. El fenotipo asociado se presentaria como tumores unilaterales

unifocales de baja penetrancia® >,



OBJETIVOS

Teniendo en cuenta que la proteina de retinoblastoma es un punto fundamental en la n
regulacion del ciclo celular, y que se halla relacionada directamente con el desarrollo oncologico,
es de sumo interés estudiar cudles son las alteraciones moleculares que afectan su funcion.

El objetivo del presente estudio fue identificar las anormalidades genéticas del gen supresor
tumoral Rb1 en la poblacién en estudio, compuesta por afectados de retinoblastoma esporadico y
familiar, con distintas caracteristicas clinicas, y determinar una posible correlacién
genotipo/fenotipo.

El estudio comprendio la deteccion de distintas mutaciones del gen RBI1, la identificacion del
cromosoma afectado y la determinacion de su herencia parental, asi como el andlisis de

mecanismos cromosomicos acontecidos en el material tumoral.

@ En la primer etapa del trabajo se empleo un sistema de diagnostico indirecto por medio de
la técnica de segregacion de alelos polimorficos intragénicos con el objetivo de:

1. Identificar el cromosoma mutado en el afectado.

2. Rastrearlo dentro de la familia pudiendo excluir a parientes en riesgo.

3. Determinar el mecanismo cromosdémico mediante el cuél se perdi6 el cromosoma sano en

el material tumoral.

®  En la segunda etapa se utilizaron técnicas moleculares para efectuar el diagnostico directo
con el objetivo de:
1. Detectar e identificar las mutaciones en el gen RBI, en pacientes con distintas

caracteristicas clinicas.
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2. Predecir el efecto funcional que tendria cada una de las mutaciones sobre la proteina
sintetizada, analizando la estructura secundaria y terciaria por medio del programa Visual
Molecular Dynamics.

3. Rastrear la mutacion presente en el paciente, en sus progenitores, con el objetivo de
detectar la mutacion en portadores asintomaéticos y determinar si ésta fue transmitida por
alguno de ellos o se traté de una mutacién de novo.

4. Relacionar las distintas mutaciones encontradas con las formas clinicas de cada uno de

los tumores. Establecer una correlacion genotipo-fenotipo.



MATERIALES Y METODOS

® PACIENTES: se analizaron 11 familias Argentinas con Rb unilateral o bilateral, con
presentacion clinica diferente. Se clasificaron de acuerdo a la edad de presentacion del tumor en
Rb hereditario y Rb no hereditario.

Los departamentos de genética, oftalmologia y oncologia de diversos Hospitales pediétricos
de Argentina derivaron a los pacientes. El diagndstico se estableci6 mediante los criterios
oftalmoldgicos e histopatolégicos.

® MUESTRAS DE ADN: el ADN constitucional se purificé de leucocitos de sangre periférica

anticoagulada con EDTA 0.5%, utilizando el método CTAB. El ADN tumoral se purific6 de las
muestras remitidas en tacos de parafina del tumor por medio de la técnica de proteinaza K. Para
verificar la integridad del ADN purificado se efectud electroforesis en geles de agarosa 1%. con
visualizacion con bromuro de etidio. La concentracion y pureza se determinaron por densidad

Optica.

ADN constitucional — Técnica de CTAB

1. Tomar 4 ml de sangre congelada (1 vol) y colocarla en un tubo de 10 ml.

2. Hacer 3 lavados con 1 vol. de EDTA 10mM-Tris 10mM cada uno, homogeneizando
suavemente durante 10 minutos. Centrifugar 10 min y descartar el sobrenadante.

3. Resuspender el sedimento en 1 vol de CTAB 2% (CINa 1.4 M, EDTA 20 Mm, Tris 100mM, (3
mercaptoetanol 0.2%, CTAB 2%) e incubar 1 hora a 60°C (mezclar cada 15 min).

4. Efectuar una extraccion con 1 vol de IAC saturado con H,O (cloroformo:alcohol isoamilico,
24:1 ),homogeneizando suavemente por 5 min y centrifugar 5 min.

5. Recuperar el sobrenadante (fase acuosa) trasvasandolo a un tubo limpio. Repetir el paso 4.

6. Precipitar la fase acuosa con 2 vol de etanol frio o 1 vol de isopropanol.



7. Si es visible el floculo de ADN se recupera con un tip y se lo coloca en un eppendorff, de
lo contrario dejar 1-2 hs a —20°C y centrifugar en frio durante 10 min.

8. Secar en estufa a 37°C aproximadamente 30 min y resuspender en 500 pl de H,O estéril.

ADN tumoral — Técnica de proteinaza K

1. Tomar 2-3 cortes del material en parafina.

2. Agregar 1 ml de xileno, mezclar a temperatura ambiente durante 30 min.

3. Centrifugar 3-5 min a velocidad maxima, remover el xileno con pipeta pasteur y repetir los
pasos 2 y 3.

4. Agregar 0.5 ml de etanol 100%, mezclar por inversiéon 5-10 min y centrifugar 5 min a
méxima velocidad.

5. Remover el etanol, repetir los pasos 4 y 5. Secar la muestra a 37°C por 30 min.

6. Agregar 100 pl de buffer de digestion (50 mM Tris pH 8.5, ImM EDTA, 0.5% Tween 20, 200
ng/ml Proteinaza K) e incubar toda la noche a 37°C.

7. Calentar a 95 °C por 10 min para inactivar la proteinaza K.

8. Agregar 1 vol de IAC (cloroformo:alcohol isoamilico, 24:1, saturado con H,O), homogeneizar y
centrifugar a velocidad méxima 3 min.

9. Recuperar la fase superior tratando de no tocar la interfase, repetir el paso 8.

10. Se precipita el ADN agregando 0.1 vol de acetato de sodio 3N y 3 vol de etanol 100%.
Centrifugar en frio 30 min, descartar el sobrenadante, secar en estufa a 37°C y resuspender

en 20 pl de H,O estéril.

W ANALISIS DE SEGREGACION DE ALELOS POLIMORFICOS: se efectué por medio de la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se estudiaron dos RFLPs, un STR y un VNTR que

mapean en la zona 5°, central y 3 del gen respectivamente:
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BamHI: sitio de restriccion en el intrén 1 (22300 A>G)*
Rbi4: repeticion de la secuencia TG en el intron 4 (g 43218)*
Xbal: sitio de restriccion en el intrén 17 (g 99426 T>C)*

RB1.20: repeticion de la secuencia CTTT en el intron 2077,

Estos polimorfismos estan altamente ligados con las mutaciones presentes en el gen de Rb
(fraccion de recombinacion <0.025).

Cada una de las regiones polimorficas en estudio fue amplificada utilizando los primers
descriptos en la bibliografia, que flanqueaban la zona en estudio (tabla 2.1).

La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 25 pl, segin un protocolo basico
conteniendo: 100 ng de ADN gendémico, 20 nmoles de cada ANTP, 1.5mM de MgCl,, 1u de Taq
polimerasa (Imbioway), 25 pmoles de cada uno de los primers (Invytrogen), condiciones

standard buffer (acorde a lo recomendado por el protocolo de la enzima).

Ciclado térmico (ciclador Minicycler TM., MJ Research)

1. Desnaturalizacioén a 94°C, 3min.
Desnaturalizacion a 94°C, 1 min. €]

Annealing a 50-60°C, 1min. 35 ciclos

Extension a 72°C, 2 min. S—

PN

Extension a 72°C, 5 min.

Tabla 2.1. Secuencia de primers, longitud de los fragmentos de amplificacion y condiciones del

ciclado:

Polimorfismo d i Agregado Alelos Fragmento

anneal

T R T L
IR e A e 7| 150200 pb
T e el A W
RBI20 |73 MOAAIEMGCATTTT |60 | e 12| 250-300 pb
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Los polimorfismos BamHI y Xbal originados por la sustitucion de una unica base en cada

sitio de restriccion, generan dos variantes alélicas, que se ponen de manifiesto mediante la
digestion con BamHI y Xbal respectivamente. En el polimorfismo BamHI, luego de la digestion
enzimatica se identifica el alelo 1 de 180pb (A) y el alelo 2 (B)generado por dos fragmentos uno
de 60 y otro de 120 pb. En el polimorfismo Xbal, luego del tratamiento enzimatico se puede
obtener el alelo 1 de 945pb (A) y el alelo 2 (B) generado por dos fragmentos uno de 315 y el otro
de 630pb.
Para la identificacion de estos alelos polimérficos se emplea la técnica PCR-RFLP:

- Amplificacion de las dos zonas polimorficas para las enzimas de restriccion por PCR.

« Verificaciéon de la amplificacion por electroforesis en geles de agarosa 2%, con

visualizacion por bromuro de etidio.

« Digestion de los fragmentos de amplificacion con la enzima de restriccion

correspondiente.

Protocolo de digestion del producto de PCR con la enzima BamHI

REACTIVOS POOL (1x)
ProductodePCR | j0pl
Buffer 3 (10X) ‘ 1.3 pl
BSA (10X, Ing/ml) : 1.3 ul
BamHI (Promega 10U/ul) 1 pl
Incubar 2 hs a 37°C

5..G GATCC.....3’
3...CCTAGG....5

f

Protocolo de digestion del producto de PCR con la enzima Xbal

REACTIVOS [ POOL (Ix)
Producto de PCR [ 10 p.l V
Buffer2(10X) | 13l

BSA (10X, 1pg/ml) [ 1.3 ul
Xbal (BioLabs 10U/ul) A 1 ul
Incubar 2 hs a 37°C
5. T CTAG A.....37
3..AGATCT....5

f
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« Resoluciéon de los fragmentos de digestion e identificacion de cada alelo por

electroforesis en geles de agarosa 2%, con visualizacion por bromuro de etidio.

Polimorfismo Rbi4 se estudia mediante al técnica PCR - STRs:

« Amplificacion del polimorfismo de repeticion TG por PCR caliente, utilizando marcacion

radiactiva con **yP en uno de los primers. Protocolo de marcacién:

~ REACTIVOS | CONCENTRACION FINAL |
Buffer 10XT4 | - Ix s
Primer Foward B 20 pmoles
T4PNK (Life Techmologies) | -1
PYATP 10uCi/ pl I 5 ul
H,0 | Cspapl

Incubar 30 min a 37°C | Y 2 min a 94°C

Ciclado a utilizar: 94°C por 4 min.
94°C por 30 seg. «———
56°C por 30 seg. 25 ciclos
72 °C por 30 seg.
72°C por 10 min.

« Verificacion de la amplificacion y separacion de los alelos polimérficos por electroforesis

en un sistema vertical en gel de poliacrilamida 6%, desnaturalizante con urea 7% y

visualizacion por autoradiografia.

Polimorfismo RBI. 20 se estudia de la siguiente manera:

« Amplificacion del polimorfismo de repeticion CTTT por PCR.

« Chequeo de la amplificacion por electroforesis en geles de agarosa 2%, con visualizacion

por bromuro de etidio.

« Digestion de los productos de PCR con enzima de restriccion para disminuir su peso
molecular.

Protocolo de digestion del producto de PCR con la enzima BSTNI

REACTIVOS [ POOL (Ix)
___Producio de PCR [ 10 !
Buffer (10X) . 1.3 pl
~ BSA (10X, 1ug/ml) |/ 1.3 pl
BstNII (BioLabs 10U/ul) T

Incubar 2 hs a 60°C
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«  Separacion de los alelos polimoérficos por electroforesis en geles de poliacrilamida 19:1 al
10% con agregado de glicerol 5%. Se utilizé una cuba de electroforesis vertical y las bandas
de ADN se visualizaron por tincién de nitrato de plata.

+  Procedimiento Tincion con AgNO;

1. Se desmontan los vidrios y se sumerge el gel durante 6 min en 250 ml de solucion
fijadora (etanol 10%, AcH 0.5%). Descartar esta solucion y agregar otros 250 ml
durante 6 min.

2. Se descarta la solucion fijadora y sin lavar de sumerge el gel en 500 ml de solucion
tintora de AgNO; 0.2% durante 20 min.

3. Descartar y realizar 2 lavados con agua destilada. Se agrega 500 ml de solucion
reveladora (NaOH 1.5 %, formaldehido 0.4%) hasta visualizacion de las bandas.

4. Descartar la solucion y lavar con abundante agua bidestilada.

®  IDENTIFICACION DE MUTACIONES PEQUENAS:

La region promotora del gen, los 27 exones y la zona de poliadenilacion se amplificaron por

PCR utilizando los primers descriptos por Lohmann et al (1994), incluyendo la region intrénica

flanqueante.
REACTIVOS | CONCENTRACION FINAL |
y ADN . 100-200 ng ‘
Buffer 10X _ 1X |
MgCl, , 1.5 mM I
dNTPs [ 20 Nmoldecu
Primer Forward (Life Technologies) | 5 pmoles |
Primer Reverse(Life Technologies) | Spmoles
Taq Polimerasa (Life Technologies) | 2000 | e —
_H0 | Csp 25 ul. il
Aceite mineral \ 100 pl

Ciclado a utilizar:  Desnaturalizacion 94°C, 4 min.
Desnaturalizacion 94°C, 30 seg. 4 ‘
Annealing 52-62°C, 30 seg. 25 ciclos
Extension 72 °C, 30 seg.

Extension 72°C, 10 min.



Se verificé la amplificacion por electroforesis en geles de agarosa 2% con visualizacion por
bromuro de etidio. Luego se efectud el screening por medio de la técnica heteroduplex y los
fragmentos que mostraron movilidad electroforética distinta se analizaron por secuenciacion.

Técnica de Heteroduplex

Los fragmentos de PCR se incubaron durante 1 min a 95°C y se permiti6 la renaturalizacion
lenta hasta 40°C. Las muestras se corren en geles de acril-bisacrilamida (29:1) 9% y 10%, con
glicerol 3% y urea 1.16M y se revelan con tincion de nitrato de plata. Este gel ligeramente
desnaturalizante parece mejorar la deteccion de cambios conformacionales producidas por un
missmatch de una unica base, aumentando la migracion diferencial de las bandas heteroduplex.

Secuenciacion:

Los productos de PCR se purificaron, para eliminar los dNTPs y primers sin reaccionar, por
medio de las columnas de ultrafiltracion de ConcertTM (Life-Tecnologies) y se efectud la
secuenciacion automatica. Para ello los productos de PCR purificados fueron enviados para su
secuenciacion a Macrogen y al Servicio de Secuenciacion y Genotipado USFCEyN. Los

cromatogramas fueron luego analizados con el programa Chromas 2.3.



RESULTADOS

W ETAPA 1. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS EN EL GEN RBI

El estudio del gen RB1 mediante polimorfismos intragénicos se realizo con el objetivo
principal de ligar uno de los cromosomas homdlogos del afectado con la mutacion. Una vez
identificado, fue posible brindar informacion para los familiares del afectado (hermanos, hijos)
acerca del riesgo de desarrollar la enfermedad. Se determiné el origen parental del cromosoma
ligado a la mutacion y fue rastreado dentro de la familia, determinando el riesgo o predisposicion
a la patologia en otros parientes.

Cada uno de los polimorfismos fue analizado para el individuo afectado y su familia, asi como
para las muestras tumorales disponibles. Se realizé la segregacion de alelos intrafamiliar y en
una etapa posterior se conformaron los haplotipos familiares teniendo en cuenta la segregacion
conjunta de los alelos para los cuatro loci analizados, considerando que por su cercania dentro
del gen se heredan en bloque en el cromosoma. De esta manera fue posible determinar en cada

individuo afectado, cual era la herencia parental de cada alelo.

Casos de RB Familiar o Hereditario Transmitido:

«  _Familia 1 (Pacientes 336. 337 y 385), dos hermanos, I1I-2 y III-3, y el primo III-7 estan

afectados con retinoblastoma. III-2 fue diagnosticada a los 30 meses de edad presentando
tumor unilateral y requiri6 enucleacion del ojo derecho. El diagnéstico de I1I-3 se efectué mas
tempranamente, al mes de vida, por lo que solo requirié tratamiento quimioterapico y
radioterapico. El tratamiento permitio el arresto tumoral, hasta la fecha permanece estable (3
afios de edad). I1I-7 fue sometido a enucleacion de ambos ojos luego de ser diagnosticado con
RB bilateral al afio de edad. El abuelo I-1 fallecio6 a los 29 afios y la tia II-1 fallecié a los 6 afios

de edad, ambos por una enfermedad oftalmoldgica de origen desconocido. Se compararon los



haplotipos compartidos por los afectados dentro de la familia, con el fin de ligar algun alelo en

particular

con la predisposicion de desarrollo tumoral (Fig.2.1)
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Fig. 2.1 Genealigia y Haplotipos de la Flia 1. En la genealogia se comparan los haplotipos compartidos por los
afectados y se liga un haplotipo a la mutacion predisponente a la patologia. En cada recuadro se muestra el
polimorfismo estudiado y las fotos de los geles mostrando los resultados obtenidos, asi como los alelos presentes.

Tras efectuar el andlisis de los haplotipos se evidencié una gran delecion que comprenderia
por lo menos los 4 loci estudiados (desde el intrén 1 hasta el 20) en 5 miembros de la familia.
Dicha mutacion, que probablemente abarcaria el gen entero, seria la responsable de la
predisposicion a desarrollar la patologia.

Los polimorfismos intragénicos resultaron, en este caso, una herramienta 1til para la deteccion
de grandes deleciones.

Se pudo excluir a dos hermanas de ser portadoras de dicha mutacién (II-1 y I1-4), por lo tanto
se excluy6 también a sus hijos. De esta manera se colabor6 con el asesoramiento genético de la
familia.

La correlacion genotipo/fenotipo en esta familia demostré una muy baja penetrancia de RB ya
que habia dos individuos portadores de la mutacién sin retinoblastoma. A su vez, el hecho de
encontrar dos individuos con tumor uilateral, nos indica que existe una baja expresividad de Rb.

La baja penetrancia y expresividad de RB tendrian la siguiente explicacion segin una
hipétesis desarrollada por DiCiommo D et al 38. una delecion que abarca todo el gen RB1 podria
incluir otros genes vecinos, vitales para la célula, los cuales al inactivarse harian no viable a las
células. Este hecho podria tener un efecto negativo sobre la cantidad de tumores desarrollados,

disminuyendo la expresividad y penetrancia de RB.

- Familia 2. (Pacientes 112 y 400), La madre II-2 y su hija III-2 estaban afectadas con

retinoblastoma. II-2 fue diagnosticada a los 11 meses de edad presentando tumor unilateral en

ojo izquierdo que requirio enucleacion. En la vida adulta se registraron las siguientes
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neoplasias secundarias: melanoma, osteosarcoma y sarcoma pulmonar. III-2 presentaba Rb
trilateral, se diagnostic a los 4 meses de edad con Rb bilateral y a los 2 afios de edad
desarroll6 un tumor en la glandula pineal. Fallecié estando bajo tratamiento quimioterapico a
los 4 afios de edad. Se compararon los haplotipos compartidos por los afectados dentro de la

familia, con el fin de ligar algin alelo en particular con la predisposicion de desarrollo tumoral

(Fig.2.2)
I-1 12
A [B A |B
156(166 162 |166
A |B A|B
5 1 9 i

I1-1 I1-2 ‘ I1-3

B B
166 [ 166 62 1
B [B A
11 2
>

Alelo ligado a la predisposicion de desarrollo tumoral | ‘
I11-1 I11-2

o P

e
N

Al A A
162]| 162 162
Al A A
41 2 4
Bam HI
Ctrol Ctrol Ctrol Ctrol Ctrol Citrol Ctrol

SD 112 SO 1-1 SD 12 S§D U1 SD M3 SD 1I-1 S/D 1I-2

Alelo A—>
Alelo B—>

Rbi4 Xbal

ko 1665 -2 1-1 1-2 lI-2{I-3lIl-|lI]-2 -2  I-1 -2 I1I-1  1I-3 1II-1 I11-2
% 162 Alelo A i =
:&%“_—" — 156 Alelo B>

RB1.20

-2 1-1 12 II-1 1I-3 III-1 III-2

«Alelo 1
«Alelo 2
«Alelo 4
«Alelo 5

Fig. 2.2 Genealigia y Haplotipos de la Flia 2. En la genealogia se comparan los haplotipos compartidos por los afectados y se liga
un haplotipo a la mutacién predisponente a la patologia. En cada recuadro se muestra el polimorfismo estudiado y las fotos de los
geles mostrando los resultados obtenidos, asi como los alelos presentes.
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Se pudo ligar el alelo polimoérfico con la predisposicion al desarrollo tumoral en esta familia,

lo cual permitié analizar a los parientes de las afectadas y determinar su exclusion (I1-1 y ITI-1).

Casos de RB Hereditario de Novo:

En los casos hereditarios de novo (30%), se considera que la primera mutacién en el gen RB1
se produce en la linea germinal o en la embriogénesis temprana del individuo y se cuenta con un
solo afectado en la familia. En estos casos, el cromosoma que lleva el alelo mutado sélo puede
ser identificado por el andlisis de segregacion de alelos polimoérficos cuando se encuentra
disponible el material tumoral. Esto se debe a que, al igual que todo gen supresor tumoral, la
inactivaciéon del gen RBI requiere mutaciones en ambos alelos. La primera mutacion es
heredada, la segunda es adquirida y en el 70% de los tumores involucra la pérdida parcial o total
del alelo normal. En estos casos comparando el genotipo constitucional del paciente y el
genotipo tumoral, es posible observar que las células tumorales resulten hemicigotas para uno o
varios locus polimoérfico en estudio.

En los casos en los que no se cuenta con material tumoral, el estudio de polimorfismos permite

poner en evidencia deleciones constitucionales y realizar estudios familiares para exclusion.

- Familia 3.(Paciente 401), La paciente II-1 fue diagnosticada a los 4 meses de edad con Rb

unilateral requiriendo enucleacion del ojo derecho a los 16 meses. No habia antecedentes de
retinoblastoma en la familia.

Se observo perdida de heterocigosidad en el tumor, por lo que pudo determinarse la herencia
parental del alelo afectado. El alelo ligado a la predisposicién de desarrollo tumoral result6 de

herencia paterna (Fig. 2.3).
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Fig. 2.3 Genealigia y Haplotipos de la Flia 3.Se observa LOH en el tumor, por lo que puede establecerse la
herencia parental del alelo mutado. En cada recuadro se muestra el polimorfismo estudiado y las fotos de los geles
mostrando los resultados obtenidos, asi como los alelos presentes.

Se observd LOH en todos los polimorfismos analizados, por lo que se deduce que el alelo
normal se perdi6 en el tumor por no disyunciéon cromosémica, con o sin duplicacion del

cromosoma mutado presente en el tumor.

- Familia 4 (Paciente 404), La paciente II-1 fue diagnosticada al mes de vida con Rb

bilateral. No habia antecedentes de retinoblastoma en la familia.
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Se observé perdida de heterocigosidad en el tumor, por lo que pudo determinarse la herencia
parental del alelo afectado. El alelo ligado a la predisposicion de desarrollo tumoral resulté de

herencia paterna (Fig. 2.4).
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Fig. 2.4 Genealigia y Haplotipos de la Flia 4.Se observa LOH en el tumor, por lo que puede establecerse la
herencia parental del alelo mutado. En cada recuadro se muestra el polimorfismo estudiado y las fotos de los geles
mostrando los resultados obtenidos, asi como los alelos presentes. Tras el estudio de la segregacién de alelos
polimoérficos se puso de manifiesto una gran delecion que abarca desde el E18 hasta por lo menos el E27.

El estudio de los polimorfismos Bam HI, Xba I y RB1.20 se habia realizado previamente en la

paciente y sus padres por V. Dalamon et al % La familia volvié a ser estudiada mediante
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polimorfismos, incluyendo Rbi4, debido al nacimiento del hermano de la paciente. Los
resultados del segundo estudio confirmaron los precedentes: 1) Se observé perdida de
heterocigosidad en el tumor, por lo que se determiné la herencia paterna del alelo ligado a la
predisposicion de desarrollo tumoral. Se observd LOH en todos los polimorfismos analizados,
por lo que se deduce que el alelo normal se perdi6 en el tumor por no disyuncién cromosémica,
con o sin duplicacién del cromosoma mutado presente en el tumor. 2) En este caso el estudio de
polimorfismos permitié evidenciar una delecion constitucional, el andlisis de RB1.20 mostr6
nuevamente un alelo en ADN constitucional y la ausencia de ambos alelos en ADN tumoral. A
su vez el analisis de Xbal mostré dos alelos en ADN constitucional y 1 alelo en ADN tumoral.
Para confirmar la delecion en el extremo terminal a 3'de Xbal V. Dalamon et al ° efectuaron la
amplificacion por PCR de los exones 14, 15/16, 17, 18, 19, 20, 24 y 27 de ADN tumoral. El
analisis de los mismos demostré ausencia de los exones 18, 19, 20, 24 y 27 y presencia de los
exones 14, 15/16 y 17, por lo que llegaron a la conclusion de que existe una delecion que abarca
desde el ex6n 18 hasta por lo menos el exén 27.

Analizando las variantes polimérficas recibidas por el hermano de la afectada fue posible
excluirlo del riesgo de portar el alelo ligado a la mutaciéon por ser heterozigota para el

polimorfismo RB1.20.

Casos de RB NO Hereditario:

En estos casos la presentacion del tumor fue unilateral y de aparicion tardia, luego del afio
de vida. Puede suponerse que los demas miembros de la familia no se encontrarian en riesgo de
desarrollar el tumor ya que ambas mutaciones inactivantes del gen RB1 se producirian en forma
adquirida en una célula somatica, el retinoblasto. Es importante tener en cuenta que la forma de
determinar si un caso aislado de retinoblastoma es no hereditario, se basa en las caracteristicas

clinicas, tales como la aparicion tardia del tumor, presencia de una masa tumoral tnica y la falta
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de antecedentes en la familia. Solo la localizacion de la primera mutacion en el gen RB1 en
células tumorales y en ningtn otro linaje celular confirmaria ese diagnostico.

Se sabe que el 30% de los casos esporadicos son en realidad casos hereditarios de baja
penetrancia subdiagnosticados, es decir que la mutacion en un alelo de RB1 se pudo generar en
la linea germinal de alguno de los padres o en la embriogénesis temprana del individuo afectado.
Es por ello que, a pesar de ser clasificados clinicamente como no hereditarios, se realizo el
analisis de segregacion de alelos polimoérficos en las familias de afectados con Rb unilateral-

unifocal de aparicién tardia.

- Familia 5, (Paciente 405), La paciente II-1 fue diagnosticada a los 2 afios de edad con

retinoblastoma unilateral, unifocal en ojo izquierdo sin requerir enucleacion. Recibi6 tratamiento
quimioterapico y radioterapia, y como consecuencia del mismo presenté desprendimiento de
retina y cataratas en 0jo izquierdo.

En el andlisis directo de segregacion de polimorfismos la paciente es heterocigotas para todas
las regiones polimorficas estudiadas, con un alelo de cada uno de los padres. Por lo tanto, no hay

alteraciones (grandes deleciones) en esos lugares (Fig 2.5).
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Fig. 2.5 Genealigia y Haplotipos de la Flia 5. En cada recuadro se muestra el polimorfismo estudiado y las fotos
de los geles mostrando los resultados obtenidos, asi como los alelos presentes.

Se establecieron los haplotipos en base a los alelos polimérficos, sin embargo, el analisis de
haplotipos es informativo en los casos familiares con dos o mas afectados de RB. En casos
aislados como este no es informativo, la paciente y su hermano comparten el mismo alelo

paterno, por lo que no puede ser excluido del riesgo de portar el alelo ligado a la mutacion.

«  Familia 6, (Paciente 409), La paciente II-1 fue diagnosticada a los 2 afios y seis meses de

edad con retinoblastoma unilateral, unifocal en ojo izquierdo requeriendo enucleacion.
En la familia hay antecedentes de otras neoplasias: madre presentd céancer de mama, abuela
materna cancer de colon y tio abuelo materno cancer de estomago.

La paciente es heterocigotas para las regiones polimorficas de los intrones 1 y 17, con un alelo
de cada uno de los padres. Por lo tanto, no hay alteraciones (grandes deleciones) en esos lugares

(Fig. 2.6).
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Fig. 2.6 Genealigia y Haplotipos de la Flia 6. En cada recuadro se muestra el polimorfismo estudiado y las fotos
de los geles mostrando los resultados obtenidos, asi como los alelos presentes.

Para las otras regiones polimoérficas (intron, 4 e intron 20) no se puede distinguir la
homozigosidad de la hemizogosidad, consecuentemente no es informativo.

Se establecieron los haplotipos en base a los alelos polimoérficos y el analisis de haplotipos fué
informativo en los casos familiares con dos 0 mas afectados de RB. En casos aislados como este
no fué informativo, la paciente y su hermano comparten el mismo alelo paterno, por lo que no

puede ser excluido del riesgo de portar el alelo ligado a la mutacién.
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m ETAPA 2, ESTUDIO DE MUTACIONES PEQUENAS EN EL GEN RBI

Esta etapa del estudio se centraliz6 en la busqueda e identificacion de pequefias mutaciones en
el gen RB1. En los casos en los que se pudo identificar la mutacion predisponente para la
patologia, ésta fue rastreada en la familia del afectado, permitiendo excluir a hermanos e hijos
del riesgo de desarrollar la patologia, asi como de transmitirla a su descendencia, con un 100%
de certeza. Teniendo en cuenta la longitud del gen y la cantidad de fragmentos a analizar, se
estableci6 un patron de andlisis en etapas:

1. Exones con codones de secuencia CGA en donde es muy comun la desaminacion de la 5-
metilcitosina generando una transicion C por T. Exones 8, 11, 14, 15, 17, 18, 19, 23, 25,
27

2. Exones con repeticion de pur-pir o que codifiquen para sitios de fosforilacion. Exones 2,
3y4.

3. Exones correspondientes a zonas funcionales de la proteina. Exén 13 que codifica para el
dominio A, exones 20 y 21 que codifican para el dominio B.

4. Se incluyeron todos los exones restantes hasta completar la longitud total del gen RBI.

Mautaciones Identificadas

- Paciente 297, fue diagnosticado con Rb bilateral a los 8 meses de edad. No habia
antecedentes de la enfermedad en la familia. El anélisis de Heteroduplex para el exén 4 mostro
una movilidad electroforética alterada (Fig 3.1) por lo que se realiz6 la secuenciacion del
fragmento, evidenciandose la delecion de una base, g.41966 del A (p.5141fsX152), con el
consecuente corrimiento del marco de lectura y apariciéon de un codén stop prematuro (Fig 3.2).
Esto llevaria a una finalizacién prematura de la traduccién y una proteina mas corta. Debido a
que la region COOH-terminal de la proteina Rb es la responsable de formar el bolsillo de unién
para factores de transcripcion (principalmente E2F), la mutacion identificada podria considerarse

como responsable de la pérdida de funcionalidad de la proteina Rb.
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Fig. 3.1 Heteroduplex de E4
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Fig. 3.2 Cromatograma del E4 del paciente 297 mostrando la mutacion
241966 del A.

La identificacion de la mutacion en el ADN de sangre periférica del paciente confirmé el
diagnéstico de retinoblastoma hereditario realizado sobre bases clinicas.

Se secuenci6 el exén 4 del gen RB1 de ambos padres, ambos clinicamente sanos, resultado
normales. Esto hace pensar que la mutacion fue de novo, y se generd en la linea germinal de

alguno de los progenitores o durante la embriogénesis temprana del afectado.

«  Paciente 316, fue diagnosticada con Rb bilateral al mes y medio de vida, requiriendo
enucleacion del ojo derecho y tratamiento con laser en ojo izquierdo. El padre de la paciente fue
diagnosticado a los 3 afios con Rb unilateral, unifocal. El anélisis de Heteroduplex para el exén 4
de la paciente y su padre mostré una movilidad electroforética alterada (Fig 3.3) por lo que se
realizé la secuenciacion de los fragmentos, evidenciandose la delecion de una base, g.42001 del
G (p.L152fsX174), con el consecuente corrimiento del marco de lectura y aparicion de un codén

stop prematuro (Fig 3.4).
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316

Fig. 3.3 Heteroduplex de E4
de los integrantes de la flia.

242001 del G

Fig. 3.4 Cromatograma del E4 de la pac 316 mostrando la mutacién
2.42001 del G.

Se identifico la causa molecular de la herencia transmitida del retinoblastoma en la familia.
Esta modificacion p.L152fsX174 en el exén 4 de los 27 del gen RBI, presumiblemente
produciria una proteina truncada, que finalizaria su secuencia aminoacidica prematuramente,

perdiendo por lo tanto las regiones funcionales de la proteina RB.

«  Paciente 286, fue diagnosticada con Rb bilateral a los 5 meses de vida, requiriendo
enucleacion del ojo izquierdo y tratamiento con rayos en ojo derecho, pudiendo contenerse el
foco. La madre de la paciente habia sido diagnosticada a los 2 afios de edad con Rb bilateral. El
analisis de Heteroduplex para el exén 11 de la paciente y su madre mostré6 una movilidad
electroforética alterada (Fig 3.5), se realiz6 la secuenciacion del fragmento, evidenciandose la

transicion C por T, g.65386C>T (R358X), generando la alteracion en la traducciéon del codon
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CGA que codifica para arginina por un codén TGA, uno de los codones stop (Arg>Stop) (Fig
3.6).

286 285 287 284 283 287 285 284

286 283

Fig. 3.5 Heteroduplex de E11
de los integrantes de la flia.

8.65386C>T

PN

Fig. 3.6 Cromatograma del E11 de la pac 286 mostrando
la mutacion g.65386C>T.

Esta modificacion R358X en el exon 11 llevaria a una finalizacion prematura de la traduccion
generando una proteina mas corta, que ha perdido la region funcional. Es por ello que se la
considera la mutacion responsable para la predisposicion a la patologia.

Se secuencio el exén 11 del gen RB1 del medio hermano de la paciente, clinicamente sano,
y no mostré ninguna alteracion en la secuencia, por lo que se lo pudo excluir del riesgo de

desarrollar la patologia con un 100% de certeza.

- Paciente 375, fue diagnosticada con Rb bilateral a los 5 meses de vida, requiriendo

enucleacion del ojo izquierdo. El analisis de Heteroduplex para el exén 18 mostré una movilidad

electroforética alterada (Fig 3.7), se realiz6 la secuenciacion del fragmento, evidencidndose la
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transicion C por T, g.150037C>T (R579X), generando la alteracion en la traduccion del codon
CGA>TGA (Arg>Stop)(Fig 3.8)

375 376 377 378 379 376 377

O

.375 0378 379

Fig. 3.7 Heteroduplex de E18
de los integrantes de la flia.

g.150037C>T

Fig. 3.8 Cromatograma del E18 del pac 375 mostrando
la mutacion g.150037C>T.

La mutacion g.150037C>T en el ex6n 18, se localiza en la region media del gen RB1, que
codifica para la zona del bolsillo AB grande de la proteina Rb. Esta mutacién probablemente
generaria una finalizacion prematura de la traduccién, generando una proteina truncada en el
aminoacido 579 y carente de las regiones funcionales. Es por ello que se considera dicha
mutacién como la responsable de la predisposicion a desarrollar la patologia.

Se secuencioé el exon 18 del gen RB1 de ambos padres y hermanos, todos clinicamente sanos,
resultando normales. Esto hace pensar que la mutacion fue de novo, y se gener6 en la linea

germinal de alguno de los progenitores o durante la embriogénesis temprana del afectado.

«  Paciente 274, fue diagnosticado con Rb unilateral unifocal a los 9 meses de vida tras

evidenciar leucocoria en el ojo izquierdo, requiriendo enucleacion del ojo. El andlisis de
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Heteroduplex para el exén 24 mostré una movilidad electroforética alterada (Fig 3.9), se realizo
la secuenciacion del fragmento, evidenciandose la transicion C por G en el intron 23,
2.170369C>G, generando un cambio en la base vecina a la secuencia consenso del sitio 3'del

empalme en el preRNAm (Fig 3.10).

274 275. 276 277 275 276

274 277
Fig. 3.9 Heteroduplex de E24 de los
integrantes de la flia.

a0

TG AG AGAATCTTAG TATCA

/ 2.170369 C>G
= Exon 24

Fig. 3.10 Cromatograma del 123-E24 del pac 274
mostrando la posible mutacion g.170369C>T.

La mutacién g.170369 C>G en el intrén 23 podria generar una alteracion en la proteina RB. A
pesar de que las tnicas bases casi invariables son GU (5) y AG (3") del intrén, las bases
flanqueantes indicadas se encuentran con mucha mayor frecuencia que la esperada en una
distribucion aleatoria. Un cambio en esas bases podria producir alteraciones en el empalme de
exones. Se muestra un ejemplo de la frecuencia de bases cercanas al sitio de empalme, extraido
de una publicacion (Fig. 3.11).

Sitio de empalme 4 Punto de ramificacion Sitio de empalme 3
Exén 3
Intrén .

74 l o T~
e.g'pn‘él.ca en N (( A (\ 4
{ ; 3 midinas 3
Pre-mRNA AC A G G U AG A G U // C U AG A CMN pl?:‘llsb)

" 104 60
Frecuenciade 70 60 80 100 100 95 70 80 45 80 90 80 100 80 80N\100
spayicion (%) fe 20-50b —

Exén 4

Fig. 3.11 Frecuencia de bases cercanas a la secuencia consenso del sitio 3'del empalme en el preRNAm. '
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DISCUSION

El empleo de técnicas de biologia molecular en el estudio de enfermedades de origen genético,
como el retiniblastoma, permite el diagndstico precoz y un asesoramiento genético de mayor

certeza para el afectado y su familia.

m En la etapa I, la utilizaciéon de los 4 polimorfismos localizados en la region 5°, central y 3”
del gen RB1 brind6 informacion apreciable acerca de las bases moleculares de la patologia. Los
polimorfismos elegidos resultaron ser una excelente herramienta para estudiar el gen RB1 en
familias afectadas con retinoblastoma, de distinta presentacion clinica. La combinacion de la
informacion obtenida por la metodologia de segregacion de alelos polimorficos, la conformacion
de haplotipos familiares y los datos clinicos de los pacientes, permitio:

Establecer cual de los cromosomas estaba ligado a la predisposicion de desarrollo tumoral

en el paciente.

Realizando los estudios clasicos de segregacion de alelos y en base a los conceptos de
ligamientos, se ligo la variante alélica con la mutacion en el afectado. La identificacion del
cromosoma mutado en el afectado con componente hereditario (ya sea de novo o
transmitido) resulta de extrema importancia para realizar el correcto asesoramiento genético
de la familia. Es importante recordar que los descendientes de afectados de Rb son sometidos
a revisiones oftalmolégicas mensuales, bajo anestesia, sobre todo durante el primer afio de
vida, con el objeto de detectar en forma precoz la aparicion de un foco tumoral. Al conocer
cual es el cromosoma mutado, se lo puede rastrear en la descendencia, lo cual genera una
mejor calidad del seguimiento clinico y disminuye la incertidumbre familiar.

Excluir a parientes del afectado en edad de riesgo y definir el status de portador en

individuos relacionados.
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Al haber determinado la variante alélica polimorfica ligada a la mutacién en la familia, la
misma pudo ser rastreada en otros individuos con relacion consanguinea con el afectado. Fue
posible excluir a 5 hermanos de los afectados de haber recibido el alelo ligado a la mutacién
con un alto grado de certeza. En una familia con un afectado de retinoblastoma la
incertidumbre de apariciéon de nuevos casos en la familia es altisima, por lo que la
implementacion de este tipo de estudios moleculares es invalorable.

Determinar los mecanismos cromosomicos involucrados en la pérdida del alelo normal en
el material tumoral.

En los dos casos en los que se contaba con el material tumoral (Paciente 401 y 404) se
evidenci6 perdida de heterocigosidad, por lo que se dedujo que el alelo normal se perdié en
el tumor por no disyunciéon cromosémica, con o sin duplicaciéon del cromosoma mutado
presente en el tumor.

Identificar mutaciones constitucionales: evidenciar grandes deleciones.

En la familia 1 y 4 el estudio mediante polimorfismos intragénicos se volvio directo,
evidenciando las mutaciones presentes en el ADN de leucocitos de sangre periférica de los
afectados como grandes deleciones. Los grandes rearreglos son mutaciones muy poco
frecuentes en el gen RB1, comprendiendo no mas del 20% *.

La correlacion genotipo/fenotipo en la familia 1 demostré una muy baja penetrancia de
Rb. Una delecion que abarca todo el gen RB1 podria tener un efecto negativo sobre la
cantidad de tumores desarrollados, disminuyendo la expresividad de Rb. Se ha hipotetizado
que las grandes deleciones, especialmente aquellas que abarcan el extremo 3° de RBI,
pueden extenderse a otros genes adyacentes que son importantes para la supervivencia
celular *°. De esta manera, si la segunda mutacion inactivante de RB1 (M2) es LOH, puede
producir la perdida de un gen esencial, causando la muerte celular en vez de la

transformacion tumoral de la célula. Por lo tanto se generarian menos tumores resultando en
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una mayor frecuencia de Rb unilateral. El tumor se generaria s6lo si M2 es una mutacion

distinta en RB1, dejando una copia intacta del gen esencial.

B En la segunda etapa mediante la utilizaciéon de técnicas de biologia molecular se realiz6 la
busqueda y el analisis de mutaciones presentes en el gen RB1. Se analizaron 10 individuos con
retinoblastoma de distinta presentacién clinica, en 5 de ellos se logré identificar alguna
alteracion en el gen RBI1. El resto de los individuos siguen en estudio. Las mutaciones
identificadas comprenden 2 deleciones de una base, 2 mutaciones sin sentido y una mutacion
que podria influir, con mas probabilidad, en el empalme correcto de exones que ser un
polimorfismo intrénico.

La técnica de PCR-Heteroduplex-Secuenciacion, resulté efectiva en el rastreo de mutaciones
sin lugar preferencial de ocurrencia (hot-spot) en toda la longitud del gen. Permitié detectar e
identificar mutaciones germinales en pacientes con retinoblastoma y obtener la siguiente
informacion:

Sobre las mutaciones identificadas:

Las 4 mutaciones exonicas identificadas y una intronica, localizadas en los
exones, 4, 11, 18 y el intrén 23, podrian ser las que predisponen para el desarrollo de la
patologia, ya que producirian alteraciones en la proteina generando una perdida
funcional.

Todas las mutaciones identificadas fueron rastreadas en los parientes de los afectados,
obteniéndose los siguientes resultados:

En los dos casos de retinoblastoma familiar, se encontré la misma mutacion en los
padres de los afectados (el padre de la paciente 316 y la madre de la paciente 286).

En los dos casos de Rb bilateral, hereditario de novo, las mutaciones no fueron
detectadas en sus padres, sustentando la teoria de que se produjeron en la linea germinal

de algunos de ellos o en la gestacion temprana del paciente.
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Se pudo excluir a dos hermanos de un afectado de presentar la mutacion en el gen RB1,
y por lo tanto de su caracter de portadores.

Uno de los pacientes estudiados (317) habia sido diagnosticado en la nifiez con Rb
unilateral, unifocal, no hereditario, de aparicion tardia (3 afios de edad). Su hija al mes y
medio de vida fue diagnosticada con Rb bilateral por lo que se decidi6 estudiar a la
familia. La presencia de la mutacion en el ADN constitucional del individuo permiti6
establecer sin margen de error, el diagnéstico de Rb hereditario, con la consiguiente
modificacion del consejo genético para la familia.

La mutacion g.170369 C>G, en el intron 23 del gen estaba localizada en posicién
adyacente al sitio aceptor del empalme de exones, sugiriendo una alteracion en este
mecanismo que llevaria a una proteina no funcional. Sin embargo existe un 20% de
probabilidad de que sea un polimorfismo lo cual no puede ser descartado sin la
realizacion de experimentos de expresion.

Al comparar la presencia de mutaciones identificadas en esta poblacién en estudio,
con las publicadas en bases de datos internacionales, se encontré6 que: la mutacién
241966 del A en el exén 4 (pac 297) no habia sido reportada previamente, asi como
tampoco la mutacion g.42001 del G en el ex6n 4 (pac 316 y 317). Ambas mutaciones son
nuevas. La mutaciéon g.65386 C>T en el ex6n 11 fue reportada 21 veces y la g.150037
C>T en el exon 18 fue reportada 30 veces (Lohmann database).

El 62% de las mutaciones registradas en el gen RB1 son por sustitucion de una base. El
70 % de estas son mutaciones sin sentido (nonsense mutations): C por T, generando la
alteracion en la traduccion del codon CGA>TGA, o sea Arg>Stop. **. El andlisis de estos
codones CGA confirman la presencia de 5-metilcitosina. La predisposicion de esta base
de sufrir la deaminacion es la causa de que en estos sitios se de esta transicion recurrente.

Esto refuerza la importancia de organizar la bisqueda de mutaciones de acuerdo a las

secuencias contenidas en cada uno de los exones a analizar. En este estudio se realizo la



busqueda de mutaciones por etapas, segtn el grado de probabilidad de mutacion acorde a
la secuencia del exdn, lo cual resulté ser una forma efectiva para la optimizacién de
tiempo y recursos.

Sobre el efecto que causarian las mutaciones identificadas:

Las mutaciones encontradas en el exén 4, exo6n 11 y exéon 18 generarian proteinas
truncadas en las posiciones codificadas por esos exones, que perdieron los dominios
fundamentales para su actividad por lo que no serian funcionales (la localizacion de cada
mutacion se muestra en la fig 4.1, indicando la porcion de la proteina codificada por cada
uno de los exones),. Por lo tanto, puede inferirse que las mutaciones descriptas serian las

responsables de la predisposicion al desarrollo de Rb.

p.5141£sX152 R358X R579X
p.L152£sX 174 _\
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Fig. 4.1 Localizacion de cada mutacion encontrada en el gen RBI.
Relacion genotipo-fenotipo:

La mutaciéon truncante en el exén 11 encontrada en la paciente 286 (R358X) fue
también identificada en su madre afectada, 285, ambas con la misma presentacion clinica,
Rb bilateral. En ambos casos es consistente el tipo de mutacion hallada con el efecto
clinico producido y su alta penetrancia. La edad de aparicion difiere, 286 fue
diagnosticada a los 5 meses y 285 a los 2 afios de edad. Esto estaria probablemente
relacionado con un diagnéstico tardio efectuado en la madre por no tener antecedentes.
De los 21 casos reportados en la base de datos de Lohmann, 13 son Rb bilateral germinal,
3 Rb unilateral germinal, 1 Rb bilateral somético y 4 Rb unilateral somatico.

La mutacion truncante en el exén 18 (R579) encontrada en el paciente 375 generd un

tumor bilateral diagnosticado a los 5 meses de edad. De los 30 casos reportados en la
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base de datos de Lohmann, 21 son Rb bilateral germinal, 2 Rb unilateral germinal y 7 Rb
unilateral somatico.

En estos casos es concordante el efecto truncante de la mutacién germinal con la
aparicion de mas de un foco tumoral.

La mutacion g.42001 del G encontrada en el exén 4, demostréd distinta presentacion
clinica dentro de la familia. La paciente 316 presenté Rb bilateral diagnosticado al mes
de vida y su padre 317 habia sido diagnosticado a los 3 afios de edad con Rb unilateral,
unifocal, no hereditario.

Es evidente que no es fécil establecer una relacion entre la mutacioén identificada en el
gen RB1 y el fenotipo desarrollado por el paciente. No fue posible establecer una
correlacion directa entre el tipo o localizacion de mutaciéon presente y la forma o
evolucion del tumor.

Existen distintas hipdtesis que explicarian la falta de relacion genotipo-fenotipo:

1. La diferente edad a la cual se realiza el diagndstico puede estar sesgada por la
historia familiar o que la edad tardia de aparicion se relacione con un desarrollo
temprano de la enfermedad pero con una lenta progresion.

2. Que el paciente resulte un mosaico para la mutacion identificada, por lo tanto la
falta de proteina seria solo parcial, convirtiendo el efecto de la mutacion en menos
nocivo. Es decir que la menor expresividad fenotipica estaria reflejando la menor
cantidad de células con la primer mutacién que predispone a la patologia *'.

3. Pude ser que la segunda mutaciéon (M2) sea distinta de la primera (Ml),
generando un alelo débil. Por ejemplo la hipermetilacion de la region 5’
reguladora del gen RB1 produciria una disminucién de la expresion del gen que
estaria estructuralmente normal pero aberrantemente metilado. Por el contrario,

en los pacientes con alta penetrancia (multiples focos tumorales y presentacion
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temprana) M2 podria incluir una recombinacién mitética o no disyuncién, lo cual
no dejaria proteina funcional.

4. Probablemente como ocurre en toda neoplasia otros factores ademas de la
mutacion genética estén involucrados para inducir la apariciéon temprana o tardia
del tumor, como factores inmunolégicos, factores ambientales y otros genes
moduladores que interactien en la iniciacién y progresion del tumor.

En conclusion, la manifestacion clinica de Rb no sélo depende de la naturaleza de la primer
mutacion, sino también de su desarrollo en el tiempo, el tipo de M2 que inactive el alelo restante

y de otros mecanismos desconocidos involucrados en la forma de presentacion y desarrollo de la

enfermedad.



CONCLUSION

En el presente trabajo se emplearon técnicas de biologia molecular centrando la atencion en el
conocimiento bésico y aplicado de las causas relacionadas con la aparicion y desarrollo del
retinoblastoma.

La metodologia de segregacion de alelos polimérficos resultd una herramienta util mediante la
cual fue posible identificar el alelo ligado a la predisposicion de desarrollo tumoral, inferir la
herencia parental del alelo mutado, realizar la exclusion de parientes del afectado en edad de
riesgo e identificar mutaciones constitucionales como las grandes deleciones. Por otro lado
permiti6 estudiar los mecanismos cromosémicos involucrados en la pérdida del alelo normal en
el material tumoral.

El estudio de mutaciones pequefias mediante el empleo de técnicas directas permitié la
identificacion de diversas mutaciones en el gen RB1, responsables de producir la patologia y un
polimorfismo intragénico. Este analisis en los pacientes permitié contribuir para establecer el
patron mutacional para nuestra poblacién, conocimiento fundamental para predecir y localizar
alteraciones en otros afectados.

Las técnicas de biologia molecular para el andlisis del gen RBI, conformaron un método
diagnostico preciso, sensible y aplicable al estudio de familias afectadas, tendiendo a la
deteccion precoz y al estudio de portadores.

Estas técnicas cobran mayor importancia cuando se tiene en cuenta que la deteccion precoz y
el diagndstico molecular de las mutaciones de RB1 hechas a tiempo, permiten la instauracién
temprana de un tratamiento proporcionando al paciente menores riesgos, mejor pronostico y
calidad de vida. También es importante la exclusion del riesgo de portadores de nifios que no
portan la mutacion, para evitar los exdmenes oftalmoldgicos bajo anestesia, que deben realizarse

como control en los familiares de los pacientes con retinoblastoma.
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RESUMEN

El primer gen oncosupresor se identificé en pacientes con retinoblastoma hereditario. Las
bases moleculares de las alteraciones en genes supresores de tumores provienen inicialmente de
estudios epidemiologicos y genéticos del retinoblastoma (Rb), el tumor ocular maligno mas
frecuente en la nifiez (1:20000). Las investigaciones realizadas sobre el gen del retinoblastoma
(RB1) permitieron revelar que los mecanismos que afectan su funcion constituyen un fenomeno
comun en el desarrollo de muchas neoplasias.”

El diagnéstico temprano es fundamental para instaurar en forma precoz un tratamiento eficaz,
lo cual permite aumentar significativamente la preservacion de la vision y la sobrevida’.

En el Rb hereditario (40% casos) la primera mutacion ocurre en la linea germinal y puede ser
transmitida por el progenitor afectado (Rb hereditario transmitido, 10% casos) o adquirido
durante la embriogénesis o en una célula germinal (Rb hereditario de Novo, 30% casos), por lo
tanto todas las células del organismo portan esta mutacion en el gen Rbl. La segunda mutacion
es somatica en todos los casos (ocurre solamente en retinoblastos), esta presente solamente en el
ADN tumoral. En la forma no hereditaria o esporadica (60% casos) ambas mutaciones del gen
RB1 ocurren en un retinoblasto y por lo tanto estan solamente presentes en el ADN tumoral’.

El Rb trilateral se presenta asociado a Rb unilateral o bilateral, de origen germinal, como un
tumor neuroblastico intracraneal, con un porcentaje de 5 a 15 %"°.

El objetivo del presente estudio fue identificar las anormalidades genéticas del gen supresor
tumoral RB1 en la poblacion en estudio, compuesta por afectados de retinoblastoma esporadico
y familiar, con distintas caracteristicas clinicas, y determinar una posible correlacion
genotipo/fenotipo.

En la primer etapa del trabajo se estudiaron 6 familias, empleando un sistema de
diagnostico indirecto por medio de la técnica de segregacion de alelos polimérficos intragénicos

y fue posible identificar el alelo ligado a la predisposicion de desarrollo tumoral, inferir la
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herencia parental del alelo mutado, realizar la exclusién de parientes del afectado en edad de
riesgo e identificar mutaciones constitucionales como las grandes deleciones. Por otro lado
permitié estudiar los mecanismos cromosémicos involucrados en la pérdida del alelo normal en
el material tumoral.

% En la segunda etapa mediante la utilizacion de la técnica de PCR-heteroduplex-
secuenciacion se analizaron 10 individuos con retinoblastoma de distinta presentacion clinica, en
5 de ellos se logro identificar alguna alteracion en el gen RBI. El resto de los individuos siguen
en estudio. Las mutaciones identificadas comprendieron 2 deleciones de una base, 2 mutaciones
sin sentido y una mutacién que podria influir, con mas probabilidad, en el empalme correcto de
exones que ser un polimorfismo intrénico.

Este analisis en los pacientes permitié contribuir para establecer el patrébn mutacional para
nuestra poblacion, conocimiento fundamental para predecir y localizar alteraciones en otros
afectados.

Las técnicas de biologia molecular para el analisis del gen RB1, conformaron un método

diagnostico preciso, sensible y aplicable al estudio de familias afectadas, tendiendo a la

deteccion precoz y al estudio de portadores.
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