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Resumen

En la Gltima década se detecté un aumento en la incidencia y en Ia tasa de mortalidad por cincer gastrointestinal en nuestro pais. De
éstos, el cincer de colon ocupa uno de los primeros Iugares. A pesar de los avances en el campo de la medicina, no se ha podido modificar la
sobrevida y pronéstico de estos pacientes, por lo que todos los estudios encaminadoes al diagnéstico temprano, asf como a terapias
alternativas, son de particular interés. Los factores hereditarios juegan un papel muy importante en la génesis del cancer de colon, por
ejemplo; la Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) es un padecimiento autosémico dominante en el cual se presentan, a edad temprana,
cientos a miles de pélipos adenomatosos, mismos que progresan de manera inevitable a cancer. Por lo que, al realizar el diagnéstico por
colonoscopias seriadas, es necesario efectuar una colectomia total.' Con el objeto de hacer el diagnéstico principalmente en pacientes
presintomaticos, se analizan varios fragmentos polimoérficos generados por enzimas de restriccién (RFLPSs), los cuales tienen una unién
estrecha al gen de la PAF mutado. Al realizar el diagnéstico con este tipo de estudios, se evitan los procedimientos invasives.
Recientemente, se logré localizar y secuenciar el gen de la PAF (APC), de tal manera que se puede defectar especificamente la presencia y
localizacion de las mutaciones puntuales del mismo, en pacientes con dicha alteracién. Mas interesante afin es el descubrimiento de que
mutaciones de este gen se detectan también en el cdncer esporadico, lo cual hace suponer un denominador comiin en la etiologia del cancer
de colon. En nuesiro laboratorio estamos realizando estudios de RFLPs para hacer el diagnéstico presintomitico de este padecimiento.
Otro de nuestros objetivos es detectar directamente las alteraciones estructurales del gen APC en pacientes afectados, primero con el método
de RNAsa y posteriormente por secuenciacion. Lo anterior nos permitira realizar el diagndstico de certeza, asi como para estudiar la
patogénesis del cancer colorectal a través de protocolos de investigacién especificos.
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Summary

In Mexico, an increase in the incidence and mortality caused by gastrointestinal cancers has been detected. Of these, the colonic cancer
occupies one of the first places. Despite all the advances in medical knowledge, the prognostic for these patients is the same as years ago;
therefore, the research in early diagnosis and alternative therapies is very important. Hereditary factors play an important role in the
etiology of colonic cancer. The Adenomatous Polyposis Coli Syndrome (APC) is a dominant autosomic disease in which hundreds to
thousands of adenomatous polyps emerge from the colon and progress to cincer. Once the diagnosis is made (by colonoscopic studies), it is
imperative to perform a total colectomy. In order to make an earlier diagnosis, particularly in presyntomatic patients, researchers have
found several restriction fragment length polymorphisms (RFLPs, with a very close relationship 1o the mutated APC gene, so that the
diagnosis can be made avoiding invasive procedures. Recently, localization and sequencing of the APC gene has been achieved. This
information enables to detect the presence and localization of point mutations or other structural alterations of the APC gene in patients
with this pathology. Furthermore, the discovery of structural alterations of this gene in sporadic colon cancer suggests that colon cancers,
either hereditary or sporadic, have a common etiological factor. In our laboratory we are studying specific RFLPs to reach presyntomatic
diagnoses of this disease. We are also analyzing structural alterations of the APC gene in affected patients. For these studies we performed
first the RNAse profection assay, and then the sequence analysis of the aitered gene fragment. These studies will enable us to make specific
diagnoses and to study the pathogenesis of colonic cancer through specific research protocols.

Keywords: Cancer-Adenomatous polyposis-syndrome

En México, la tasa de mortalidad en todos los grupos incidencia y en !a tasa de 'mortalidad por las
de edad por enfermedades infecto-contagiosas ha enfermedades cronico degenerativas, entr? %as que se
disminuido considerablemente en los Gltimos 20 afios incluye el cancer de estomago y de colon Existen
1 Por el contrario, se ha detectado un aumento en la varios factores que pueden explicar lo anterior: mayor
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acceso a los servicios de salud, mejores diagnésticos,
aumento de informacién demogréfica, cambios en los
patrones culturales, asf como los factores ambientales
y dietéticos. De las enfermedades malignas del
aparato digestivo, el cdncer de estomago y de colon
ocupan los primeros lugares tanto en nuestro pais
€Omo en otros paises '

El CA de colon tiene una maxima incidencia en la
sexta o séptima década de la vida y, con excepcion de
los sindromes hereditarios, es poco frecuente en
pacientes menores de 40 ahos de edad *. En los
filtimos 30 afios no se ha modificado la sobrevida de
estos pacientes. Si bien se han utilizado diferentes
estrategias quirdrgicas, cerca del 60% de los pacientes
mueren en los primeros cinco afios 35. Lo anterior nos
indica la importancia del diagndstico temprano asi
como del estudio de terapias alternativas tales como la
terapia génica. No obstante, para poder hacer el
diagnodstico molecular y llegar a la terapia génica es
importante tener un mejor conocimiento de los
factores etioldgicos y, por lo tanto, de los mecanismos
moleculares que conducen a la enfermedad.

Respecto a los factores etioldgicos mas estudiados
del céncer de colon estén los dietéticos; basicamente
regimenes ricos en grasas animales y bajos en fibras 8,
Por .otro lado, los factores hereditarios juegan un
papel muy importante. Aproximadamente el 10% del
total de los pacientes con cancer de colon tienen un
factor hereditario primario como agenic ctiologico ?
Sin embargo, cuando se hace una historia clinica
orientada al problema, se ha observado que en los
Estados Unidos hasta un 50% de estos enfermos
tienen por lo menos un pariente de primer grado con
céncer, mxentras que en Francia esta incidencia es del
35 al 40% .. Desafortunadamente, esta informacion
no existe en nuestro pais.

De los diversos sindromes hereditarios y familiares
con alto riesgo para desarrollar cancer se incluye al
cancer colorectal sin poliposis hereditaria, el cual
Henry Lynch ha clasificado chmcamente como
sindrome de Lynch I y sindrome de Lynch 11 2, Otros
smdromes hereditarios son la poliposis adenomatosa
familiar 13 y los sindromes de Gardner y de Turcot

Asimismo, entre los sindromes hereditarios con un‘

bajo riesgo para desarrollar céncer estan las poliposis
hamartomatosas, el smdrome de Peutz Jeghers y la
poliposis juvenil familiar 1. También existe un grupo
representado por aquellos pacientes que desarrollan
pélipos adenomatosos aislados y carcinoma colorectal
en edad avanzada. En estos dltimos se sugiere que
tienen un origen genético con un patrén autosdmico
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Otro tipo de cancer hereditario es el cancer familiar,
en el coal los familiares suelen estar afectados con
cancer en otro u otros érganos. Se supone que en este
padecimiento los agenies etiologicos pueden ser
factores genéticos primarios, o bien factores
ambientales 0 una mezcla de ambos. Sin embargo, la
mayoria de los investigadores definen al cdncer de
colon familiar como un padecimiento en donde dos o
més Parientcs de primer grado tienen cancer de colon

Si bien hasta el 50% de los canceres de colon tienen
un factor hereditario predisponente, no se puede
descartar que el cancer de colon esporadico tenga la
misma alteracién genética a nivel molecular, originada
ésta por agentes quimicos (dietéticos), fisicos o
infecciosos (virus). Por ejemplo, en 1985 se identificé
por primera vez el gen de la poliposis familiar en el
brazo largo del cromosoma 5 en seres humanos 15,2
Por medio de estudios de hibridacion in situ,
citogenéticos y por el andlisis de fragmentos
polimérficos generados con enzimas de restriccion se
demostré que el gen de la poliposis familiar estd
alterado en los pacientes que tienen esta enfermedad

"5 Sin embargo, en otros estudios el mismo gen se
encuentra alterado hasta en un 60% de pacientes con
cancer de colon no hereditario “" Esto trae a
consideracion dos aspectos importantes. Primero, que
los pacienes que heredan el gen alterado
desarrollaran cincer de colon en una predeterminada
ctapa de la vida, mientras que en el resto de los
pacientes o bien sufrieron mutaciones espontaneas del
mismo gen, o éste altera su expresidon o estructura
debido a factores ambientales.

Con base ¢n estos antecedentes se ha puesto especial
atencién al gen de la poliposis adenomatosa familiar
(PAF), tanto en el aspecto clinico como en el aspecto
genético molecular. La PAF es un padecimiento
autosémico dominante, lo cual indica que cada hijo(a)
de una persona afectada tendrd un 50% de
posibilidades de estar afectado. Este padecimiento
tiene una incidencia en la poblacién de 1 en 5,000 y de
1 en 17,000 en los Estados Unidos y en Japon,
respectivamente 30, mientras que en nuestro pais no
tenemos dicha informacién. Los individuos afectados
desarrollardan de cientos a miles de polipos
adenomatosos en el colon y recto, de los cuales un
namero de ellos progresaran a carcinoma. La edad de
aparicién de dichos pélipos puede ser desde los 5
hasta los 70 afios; no obstante, la mayoria de los
individuos afectados los presentan en la pubertad o



antes de los 30 afos. Una vez que se hace el
diagnéstico de la enfermedad, se indica una
colectomia total para evitar la transicion de los pdlipos
adenomatosos al estado carcinomatoso. Ya que la
edad de aparicion puede ser desde los 5 afios, se
recomienda realizar estudios periddicos a través de
colonoscopias, las cuales se deben practicar, por lo
general, cada 6 meses. Una desventaja de este
procedimiento de escrutinio es que se tienen que
someter a este tipo de estudios todos los hijos de un
padre afectado, por el hecho de ser un padecimiento
autosdémico dominante, ademas de la angustia de estar
afectado o no por el padecimiento, el cual terminard
en un proceso maligno.

Después de haberse descubierto que el gen de la
PAF se localiza en el brazo largo del cromosoma 3q,
se han hecho un buen niimero de estudios genéticos
con los fragmentos polimérficos generados con
diferentes enzimas de restriccién. Algunos de estos
estudios indican que existen ciertos fragmentos
polimérficos que tienen una uni6én muy estrecha al
padecimiento y se han utilizado para hacer el
diagnostico atn antes de que aparezcan los polipos,
con la consecuente ventaja para los pacientes, que
incluye el poder evitar los estudios colonoscépicos
periédicos y, ademds, suprimir la angustia en aquellos
familiares que no tienen dicha alteraci6n genética.

Por otro lado, metodoldgica y cientificamente se han
logrado ain més avances. Por ejemplo, en 1991
Kinzler, Vogelstein y Nakamura™! lograron secuenciar
el gen de la poliposis familiar. Este hecho, a
diferencia de los estudios con fragmentos
polimérficos, permitird analizar directamente las
alteraciones estructurales de dicho gen; ya sean estas
mutaciones  puntuales, deleciones de mayor
consideracifn, translocaciones, o bien, alteraciones en
la expresion. Mas aidn, con base en lo que se
mencioné anteriormente, estos estudios se podran
realizar no sélo en aquellos sindromes hereditarios
que conducen al cancer de colon, sino también en el
cancer de colon esporidico, para un mayor
conocimiento de los agentes ya sean quimicos, fisicos o
infecciosos que conduzcan a una alteracién molecular
especifica.

Fragmentos polimoérficos generados con enzimas de
restriccién (RFLPs). Su uso en el diagnéstico de la
poliposis adenomatosa familiar en pacientes
asintomdticos. Dos estudios independientes, uno en la
Gran Bretaiia y el otro en los Estados Unidos, fueron
los primeros en sedalar la estrecha relacion (uni6n)
que existe entre la PAF y los fragmentos polimérficos
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de ADN que se generan con la enzima de restriccion
Tag-I (RFLPs). El lugar en donde reside este
polimorfismo (locus D5S71) se encuentra en el
cromosoma 5q y se detecta con el DNA
complementario o genémico C11P11 23, 3234 108
RFLPs que se asocian a la PAF representan uno de los
pocos marcadores moleculares que tienen una gran
precision y, por lo tanto, utilidad en el diagnéstico de
PAF en pacientes asintométicos. Lo anterior se debe
a la cercania que existe entre los fragmentos
polimorficos y el gen del APC.

Mis recientemente, Dunlop y col. 33 publicaron un

mapa de uniébn genética de seis marcadores
polimorficos de ADN cerca del gen de la PAF (APC)
en el cromosoma 5q (Cuadro 1). Estos marcadores
proporcionan una mayor certeza respecto al
diagnéstico de pacientes asintomaticos y, ademas, son
fitiles para la mejor caracterizaci6n del gen APC.

CUADRO 1. Marcadores moleculares ordenados a partir de
eventos de recombinacién en relacién a la posicion del gen de
la poliposis familiar.

CENTROMERO GEN APC —— TELOMERO
EF5.44
YN5.48
L5.62
ECB27
CH1PIL
piz27

Con el uso de marcadores genéticos de unidn, un gen
determinado se puede identificar y rastrear, aunque su
funcién sea desconocida. La utilidad de una sonda
(DNAc o genémico) depende de dos aspectos
importantes: primero, del grado de informacion
(heterocigosidad) del polimorfismo; y, segundo, de la
distancia que existe entre el gen y el marcador, medido
por la fraccion de recombinacién. Por convencién, el
nivel de significancia de unién se define como un
puntaje LOD =3.0, representando una probabilidad
de 1 en 1000 para una recombinacién que ocurre entre
el marcador y el locus de la enfermedad. En la
poblacién de Estados Unidos, la unién del marcador
C11P11 al locus de la PAF muestra una
recombinacién méixima de 0.274, indicando una
relacion de recombinacién de 1 en 4 meiosis. Un
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puntaje LOD de -5.74 a 0=0 no apoya la unién del
marcador C11P11 al gen de la APC, lo cual sugiere
que este marcador no estd muy cerca del gen de la
APC ¥, Para el mismo marcador, Nakamura reporta
una distancia de recombinacién de cerca de 17%
Estudios de recombinacién con la misma sonda han
sido descritos en el Hospital de San Marcos en
Londres . No obstante, en estos estudios no se
encontraron recombinantes en cerca del 50% de las
meiosis informativas.
informacién para estudios de unién en 15 familias
holandesas con poliposis.

CUADRO 2. Tamaio del alelo y frecuencia reconocida de 6
marcadores polimérficos de DNA (LOCI) del cromosoma Sq en
una poblacién escocesa control.

Sonda/(Enzima que reconoce Frecuencia / Tamano (kb)
el polimorfismo)

EF5.44 (MspI) .18/2.9 8221
L5.62 (BglI) 93/9.0 07/5.5
YN5.48 (MspI) .45/9.0 .55/8.0
ECB27 (Bglll) 39/11.9 .61/10.5
C11P11 (taql) .14/4.4 .86/3.9

pi227 (Pstl) .25/3.0 75/4.3

pi227 (Bell) 17/3.0 .46/1.8.37/1.2
pi227 (BstXI) 29/2.7 71723

pi227 (Mbol) .25/.55 .75/.45

Otro estudio informé un polimorfismo con una
delecién de cuatro pares de bases (DEL1) en el locus
D5S71 36, con ¢l cual aumentdé el contenido de
informacién del polimorfismo de este marcador de
0.17 a 0.40 en la poblacién holandesa. Siete de 20
familias con poliposis monitoreadas para la DELI, asi
como para el polimorfismo con Taql, dieron un pico
combinado de¢ puntaje LOD de 5.68 sin
recombinantes en 37 meiosis informativas. Estos
datos, junto con los descritos en la literatura, hacen
que aumente el puntaje LOD a 17.09, con una fraccion
de recombinaciéon de 0.05 y el limite de confianza
superior a 95% de 0.09.

A pesar de que este marcador puede ser muy util
para el diagnéstico presintomatico en un porcentaje
muy importante de familias con PAF, e¢s conveniente
enfatizar que si se utiliza en combinaciéon con otro
marcador informativo, por cjemplo ¢l D5S81 (sonda
YN5.48) ubicado estrechamente en el otro lado del
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gen de la PAF, el diagndstico presintomético de la
enfermedad se puede hacer con mis del 99.9% de
certeza ™.

Otro aspecto importante en el diagnéstico de
pacientes asintomaticos de la PAF esta representado
por casos tnicos o aislados. En familias holandesas se
ha encontrado que un 30 a 40% de pacientes con PAF
son casos fUnicos ~, en los cuales se sugicre
mutaciones de novo. De tal manera que siempre
habra un niimero de pacientes de primer grado con
alto riesgo de desarrollar la enfermedad y cuyo
diagnéstico con estudios de unién (RFLPs) seri dificil.
Sin embargo, algunas de estas familias se podran
beneficiar con exdmenes de fondo de ojo para
determinar la presencia de hipertrofia congénita del
epitelio pigmentado de la retina, ya que estas
alteraciones suelen estar asociadas a la presencia de
PAF 4041 Ep1a mayoria de estos casos tendrd que
precisarse la alteracion estructural del gen de la PAF
por medio de estudios de secuenciacion.

CUADRO 3. Caracteristicas de marcadores de la poliposis
adenomatosa familiar.

Sonda Fuente Alela (kb) Frecuencia
pClipll Spurr Tagqgl 4.7 0.35
4.0 0.65
cKKS5.33 Nakamura Taq 9.0 0.43
. 8.0 0.57
pi227 Kurnit Bell 3.0 0.43
1.8 0.37
1.2 0.20
BstXI 2.7 0.61
23 0.39
Psti 4.3 0.16
3.0 0.84

La ventaja de este tipo de estudios moleculares es
ue del 50% de riesgo que tienen todos los parientes
Fe primer grado de los enfermos con PAF, se puede
educir a % a la edad de 30 afios si existe un resultado
negativo en la sigmoidoscopia y un diagndstico
negativo por el analisis de unién (RFLPs) 42 Por otro
lado, el manejo clinico para aquellos pacientes que
han heredado la PAF serd el mismo, es decir,
revisiones  periddicas  incluyendo  colonoscopias
ademas de que, en un futuro cercano, seran
candidatos idéneos a la terdpia génica.



El gen de la poliposis adenomatosa familiar esta
unido a marcadores que se locallzan en el cromosoma
5q y se conoce como gen APC V%, se sugiere que el
gen APC juega un papel importante como gen
supresor de tumores y participa en la biologia, si no en
la génesis del cancer colorrectal esporadico. Se ha
demostrado pérdida de material genético del
cromosoma 5 en la PAF y en adenomas y carcinomas
colorrectales esporéddicos %29, sugiriéndose que tal
pérdida es por delecion intersticial Los datos
parecen apoyar la hip6tesis de que las mutaciones del
gen de la APC son recesivas a nivel celular y, al igual
que en otros genes supresores de tumores, requieren
mactlvacwn de ambos alelos para el desarrollo de
mahgmdad Ademis de causar el sindrome de la
poliposis adenomatosa familiar, las mutaciones del gen
APC parecen participar en la herencia de la
susceptlblhdad al cancer colorectal diferente al PAF.
Existen varios grupos de cancer colorectal M4 a
mayoria de los cuales tienen un tipo de herencia
autosémica dominante y una frecuencia génica en la
poblacién general tan alta como 19%
Clinicamente, ciertas caracteristicas extracolonicas de
la PAF ocurren con mucha frecuencia en el cancer de
colon gsporédico y en el cancer de colon hereditario
no relacionado a poliposis 52 , lo cual sugiere una
etiologia genética comiin. Po otro lado, utilizando
sondas del cromosoma 5q, se ha demostrado linkage
en una familia en la cual individuos afectados tenian
un ndmero variable de poélipos, los cuales o reunian
los criterios para el diagnéstico de la PAF 32

" Vogelstein y Nakamura han detectado mutaciones
del gen APC tanto en los pacientes con PAF como en
pacientes con el sindrome de Gardner 31 Esto sugiere
que el mismo gen es el responsable de ambas
enfermedades. Mai4s recientemente, los mismos
autores, ademas de identificar el gen APC, analizaron
la region codificadora completa y encontraron que
contiene 15 exones > ; de éstos, el exdn mas largo es el
tltimo (niimero 15), con una longitud de 6571 pares de
base. Al mismo tiempo estudiaron 53 pacientes con
PAF y observaron mutaciones puntuales en los exones
5 6, 8,9, ydel 12 al 15. Sin embargo, en 29 casos
detectaron deleciones o inserciones en el exon 15. Es
precisamente en este largo exdn en donde encontraron
el 68% del total de las mutaciones (codones 713-1597).
Un aspecto importante, que se muestra en el Cuadro
4, es que la misma mutacion se detectd en diferentes
pacientes no emparentados entre si. Otro aspecto muy
importante de estos estudios es que, de las mutaciones
que se han detectado, el 92% originan un producto
incompleto por crear algunas de ellas nuevos codones
de terminacién.

Céncer de colon

CUADRO 4. Diferentes alteraciones estructurales del gen APC
en pacientes con poliposis adenomatosa familiar.

Niimero de Codén  Cambio de Cambio de amino
pacientes nucleétido écido

2 302 CGA-TGA Arg-Stop

3 625 CAG-TAG Gln-Stop

1 827 AAT-AAATT insercién AT

4 1061 AAACAAAG-AAG  delecién ACAAA

10 1309 GAAAAGAT-GAT  delecion AAAGA

Estudios clinicos y moleculares de la poliposis
adenomatosa familiar en México. En la clinica de
cancer de colon y estomago del Departamento de
Gastroenterologia del INNSZ, se han detectado 9
familias con Poliposis Adenomatosa Familiar. En
todas estas familias hay més de 50 pacientes afectados.
Asimismo, mas de 200 parientes cercanos requieren de
estudios  moleculares para el  diagndstico
presintomético de la enfermedad. Con estos
antecedentes, hemos iniciado un centro nacional de
referencia de la Poliposis Adenomatosa Familiar, con
¢l objeto de realizar el estudio familiar integral, lo cual
incluye desde los estudios clinicos hasta los
moleculares. Lo anterior empieza a representar
verdaderas ventajas para los pacientes. Se podra tener
una idea més clara de la frecuencia de esta
enfermedad en nuestro pais y, a pesar de que los
estudios son muy costosos, los pacientes pueden tener
acceso a los mismos.

a) Estudios clinicos. A los estudios clinicos s6lo nos
referiremos muy brevemente, ya que esto requicre de
otra comunicacidén. Soélo mencionaremos que a los
pacientes que se han estado atendiendo se ha
practicado fondoscopia indirecta con ¢l objeto de
correlacionar la presencia de hipertrofia congénita del
epitelio pigmentado de retina con los marcadores
moleculares que a continuacion se mencionan.

b) Estudios moleculares. El enfoque molecular que
hemos iniciado para investigar y realizar el diagnéstico
presintomético de la PAF consiste en la realizacién de
estudios de unién (RFLPs). Esta estrategia nos
permite detectar de una manera mas rapida aquellos
pacientes candidatos a tener alteraciones estructurales
del gen APC. Para este fin esperamos contar muy
pronto con mas sondas o ADNc a diferentes
marcadores de la PAF, que nos permita hacer el
diagnoéstico presintomaético hasta con un 99% de
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certeza, como se menciond anteriormente,

En segundo paso consiste en detectar alteraciones
estructurales del gen APC en los pacientes afectados y
en aquellos en quienes se sospeche que tienen la
enfermedad, o bien, en quienes se haya hecho el
diagn6stico presintomético de la enfermedad por
medio de los estudios de unién o RFLPs. Para este fin
se utiliza el ensayo de proteccion de RNAsa. Para
realizar este estudio, el Dr. Vogeistein nos ha
proporcionado la secuencia de varios oligonucle6tidos.
Con estas secuencias podemos analizar todos los
exones del gen APC de los pacientes en estudio, de tal
manera que la estrategia consiste en amplificar
inicialmente exones o segmentos de los mismos del gen
APC, utilizando el método del PCR. Posteriormente,
el producto amphﬁcado se hibrida con el transcrito
marcado con >2P de la secuencia normal del gen del
APC y se digiere con RNAsa A. Si existen
alteraciones estructurales del producto amplificado
entonces se obtienen dos o mas fragmentos, los cuales
se identifican por medio de una electroforesis en gel
de poliacrilamida. Cuando no existe mutacién o
alteracion estructural alguna, el producto serd del
mismo tamafio del segmento del ADN amplificado

(Fig. 1).

ESTRATEGIAS PARA DETECTAR MUTACIONES DEL GEN APC.

DNA PCR  ~~_ CLONACION ( 7
— pBluescript
T

=

\ ADNC

TRANSCRIPCION

ENSAYO PROTECCION RNAsa
— = SENSE =~ =

=~ =7  ANTISENSE *2p-rNA

DETECCION
SECUENCIAS
MUTADAS

ae

Fig. 1. Amplificacién de segmentos de ADN de pacientes con
PAF. Las secuencias amplificadas se clonan y se analizan por
medio del Ensayo de Proteccion de RNAsa para detectar
alteraciones estructurales.

Una vez que se detectan mutaciones con el método
de RNAsa, el fragmento amplificado con la mutacién
se clona y se realiza la secuencia del mismo. Este
estudio se realiza con la técnica de secuenciacién por
terminadores de cadena o "didideoxi" Con este
método sc lleva a cabo una amplificacion lineal de la
secuencia deseada mediante iniciadores especificos
(primers) en 4 reacciones separadas, cada una con tres
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deoxmucleotldos o dNTPs (uno de los cuales esta
marcado con P) y un dideoxinucledtido o dANTP en
presencia de la polimerasa Klenow 5 Los
ddNTPs, por carecer del grupo 3’OH, no actiian como
substrato para la polimerasa, por lo que al
incorporarse al extremo 3’terminal de la nueva cadena
de DNA impide su elongacion posterior. Esto nos
lleva a obtener fragmentos de DNA parcialmente
elongados de todos los tamaiios posibles, los cuales se
anahzan en un gel desnaturalizante de poliacrilamida

. Posteriormente se hace una autorradlografla del
gel y se¢ leen las bandas de las cuatro reacciones
separadas de abajo hacia arriba en forma consecutiva
(Fig. 2). Es asi como esta técnica nos permite conocer
la secuencia de bases del fragmento en cuestién y
detectar de una mancra més precisa las mutaciones o
rearreglos estructurales del gen APC.

CLONACION Y SECUENCIACION DE FRAGMENTOS DEL GEN APC CON
ALTERACIONES ESTRUCTURALES

W
CLONACION
[ I — ——

TERMINADOR I INICIADOR

VECTOR
LAMBDA ZAP I

EMPAQUE SECUENCIAS
MUTADAS

INFECCION E.Coli
SIEMBRA EN AGAR

MONITOREOQ DE CLONAS RECOMBINANTE S
(SOUTHERN*$-RNA)
SECUENCIACION

\) ESCICION PLASMIDO
Btuescrmv
* o )L Aslameento de recombinante hone gggugyg;‘;gm

o v/ 2-Con
e aor\fecclon de E.Col y fago

3- Siembra e Agar/ Ampc

Fig. 2. El DNA amplificado con alteraciones estructuraies se clona
en el vector Lambda ZAP II. Posteriormente se detectan las
clonas recombinantes positivas y se analiza su secuencia por el
Método de Terminadores de Ca(?;

La importancia del diagnéstico temprano de esta
patologia, como ya se ha mencionado, es el informar,
éticamente, de la presencia del gen de la PAF y de sus
posibles implicaciones futuras. Asimismo, las técnicas
empleadas en este procedimiento nos ayudan a
entender un poco mas su patogénesis, avanzando en la
profundizacién del conocimiento, que en un futuro nos
podria conducir a la prevencién o cura de este
padecimiento. Es importante sefialar que este tipo de
estudios no se encuentran al alcance de cualquier
centro hospitalario, razon por la cual este Instituto, y
particularmente la Unidad de Hepatologia Molecular,
se ha convertido en un centro de referencia a nivel
nacional para el estudio y tratamiento de alto nivel de
pacientes con poliposis adenomatosa familiar.
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