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Resumen

El objetivo de este laboratorio de investigacion es comprender las interacciones que existen entre el me-
dioambiente con el componente genético , y a su vez entender como estos podrian incrementar el riesgo de
malformaciones congénitas. Como parte de ese esfuerzo , el laboratorio de investigaciones de defectos ge-
néticos del C.H.O.R.l. (Birth Defects Research Laboratory Children’s Hospital Oakland Research Institute )
ha estado llevando a cabo un estudio de caso-control que incorpora genotipificacion de casos y controles en
polimorfismos de posibles genes involucrados en el problema. Para llevar a cabo estos objetivos las nuevas
técnicas de genotipificacion desarrolladas son periddicamente evaluadas. Un panel de ADNs humanos se
hace necesarios para servir como material de referencia, tanto para el desarrollo de nuevas formas de ge-
notipificacion como para servir como controles positivos para las variantes menos comunes de los polimor-
fismos en estudio. El objetivo en este reporte fue establecer una base de datos que servira como referencia,
utilizando sangre de donadores voluntarios. A estas personas se las genotipificd en los polimorfismos de los
genes de nuestro interés. La sangre fue tomada de 29 donantes voluntarios. EI ADN fue extraido bajo la téc-
nica de precipitacion con sales (salting out). Luego se realizé amplificacién por técnica de PCR de los dife-
rentes fragmentos que contenian los fragmentos de interés. A continuacion el ADN fue digerido por enzimas
de restriccion para establecer los polimorfismos. Las bandas resultantes fueron separadas por electroforesis
en gel. Los genotipos obtenidos fueron establecidos y luego introducidos en una base de datos computari-
zados para futuras referencias. Rev Fac Cien Med (Quito) 2002; 27(1): 32-37
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Abstract .

The focus of our laboratory’s research is to understand gene-environment interactions that may increase the
occurrence risk of birth defects. As part of this ongoing effort, the C.H.O.R.I. Birth Defects Research Labora-
tory has been conducting case-control studies that incorporate genotyping cases and controls for known poly-
morphisms of candidate genes. To accomplish these goals, new genotyping methodologies are continually
being evaluated. A panel of human DNAs is needed to serve as reference material for the development of
new genotyping approaches as well as positive controls for less common variants of the polymorphisms un-
der study. The goal of this project was to establish this reference database by collecting blood from volunteer
donors and genotyping them for the polymorphisms of interest within the candidate genes currently under
study. Blood was collected from 29 donors and genomic DNA was prepared by salting out. Donor DNAs we-
re then subjected to PCR amplification of DNA fragments containing the polymorphisms of interest. Following
PCR, the amplified DNAs were interrogated by digestion with a restriction enzyme diagnostic for the poly-
morphism, and the resulting bands separated by gel electrophoresis. Genotypes were then scored and pla-
ced in a computer database for future reference. Rev Fac Cien Med (Quito) 2002; 27(1): 32-37

Key words: Genetic defects, ADN genotyping, polimorfhism.

. Introduccioén

El principal objetivo del Laboratorio de Defectos
Congénitos del Instituto de Investigaciones del Hos-
pital de Nifios de Oakland [Birth Defects Research
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Lab at Children’s Hospital Oakland Research Institu-
te (C.H.O.R.1)] es el comprender las interacciones
del medio ambiente con los genes que podrian in-
crementar la incidencia de defectos congénitos co-
munes. Para lograrlo, estudios de genotipificacion
son realizados tanto en nifios afectos con malforma-
ciones congeénitas, asi como en nifios sanos usados
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como control. Los resultados de la genotipificacion
son combinados con datos obtenidos en entrevistas
maternas, enfocados basicamente a exposicion a
sustancias durante el embarazo. Ya que nuevas téc-
nicas de genotipificacién son continuamente desa-
rrolladas, un banco de ADN-control se hace muy (til
como- material de referencia. El establecimiento de
una base de datos de ADN de referencia se la des-
cribe aqui y los resultados de la genotipificacion y
caracterizacion de los 29 ADNs es hecha en un total
de 11 sitios polimérficos dentro de 5 loci. Los si-
guientes genes y sus polimorfismos fueron analiza-
dos: N-acetyltransferasa 1 (T1088A); N-acetiltrans-
ferasa 2 (C481T, G590A, y G857A); Glutation-S-
transferasa T1 (null); Glutation-S-transferase M1
(null); y Citocromo P450-2D6 (1707delT, G1846A,
G1758T/A, 2549delA, G1661C).

Materiales y Métodos

Purificacion de ADN Genémico

La sangre fue tomada de 29 donantes voluntarios
sanos por venipunctura. ADN gendémico fue extraido
por precipitacion de proteinas (salting out) usando el
kit de purificacién MasterPure™ (Epicentre Techno-
logies)."

Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue
usada para amplificar las regiones de interés dentro
de los genes. La técnica de PCR consiste en varios
pasos, en los que se incluye denaturacion de la se-
cuencia blanco, hibridizacion de oligonucleétidos
sintéticos (primers), y la extension de los primer por
una ADN polimerasa. Un incremento exponencial
en el nimero de copias de una secuencia blanco es
alcanzado en la mayoria de casos y suficiente mate-
rial para estudios es generado después de que los
ciclos son repetidos de 20 a 30 veces. Las secuen-
cias de los primer se describen en la tabla 1. En mu-
chos casos (NAT1-T1088A, CYP2D6-1707delT y
CYP2D6-2549delA), un primer mutagénico es ultili-
zado para introducir un nucleétido equivocado (mis-
matched nucleotide) dentro del amplicon. Con esto
lo que nosotros creamos es un polimorfismo de lon-
gitud de fragmento (RFLP ) donde no deberia ocurrir
naturalmente. Los parametros de ciclado se los pue-
de encontrar en las publicaciones originales.?*
Genotipificacion

Cuando fue necesario, digestion con enzimas de
restriccion de los productos amplificados con PCR
(amplicons) fueron realizadas para encontrar sitios
polimérficos. Enzimas de restricciéon son enzimas
especiales que Unicamente cortan el AND en sitios
especificos de reconocimiento. Un polimorfismo de
un solo nucleétido puede alterar el patron de corte,
ya sea creando u aboliendo un sitio de restriccion.
De esta manera se hace posible distinguir entre dos
segmentos de ADN que podrian ser practicamente
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exactos, variando unicamente en un solo nucledtido.
Las digestiones de restriccion fueron realizadas
combinando®'® ul del producto obtenido por PCR, 2.5
ul de la enzima de restriccion apropiada y 2.5 i del
buffer de restriccion 10X provisto por la casa comer-
cial (New England Biolabs; concentracion final = 1X
buffer) en un volumen total de 25 pi. Las muestras
fueron incubadas toda la noche a la temperatura re-
comendada y luego la digestion fue visualizada por
electroforesis en un gel de agarosa. : ‘

Tabla 1. Secuencias de los Primer para las Reac-
ciones de PCR.

Primer Secuencia (5'>3')

TTAGGAATTCATGGACATTGAAGCATATCTTGAAA
GAAT

GCTTTCTAGCATAAATCACCAA
CAAAGCTTTTCAAATAATAATAATAATAATATTAA
GGAACAAATTGGACTTGG
TCTAGCATGAATCACTCTGC
GTTGGGCTCAAATATACGGTGG
GTTGGGCTCAAATATCGGTGG
TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC
TCACCGGATCATGGCCAGCA
GCCCTCTGCTAACAAGTCCTAC
GCCCTAAAAAGAAAATCGCCAATC

P100 (CYP2D8; pre-amplicon,f) GGCCTACCCTGGGTAAGGGCCTGGAGCAGGA
P100 (CYP2D6; pre-amplicon,r) CTCAGCCTCAACGTACCCCTGTCTCAAATGCG
P*3 (CYP2DS6; 353nt amplicon, mutagénico,f) CCTGGGCAAGAAGTCGCTGGACCAG

P2 (CYP2D6; 353nt/467nt amplicons, ) GAGACTCCTCGGTCTCTCG

P522 (CYP2D6;201nt amplicon, mutagénico.f) GGCTGGGTCCCAGGTCATAC

P51 (CYP2D6; 201nt amplicon,r) GCTGGGGCCTGAGCTT

P31 (CYP2D6; 467nt amplicon,f) TAATGCCTTCATGGCCACGCG

NAT1(-10) forward (pre-aplicon)

NAT1(1148)reverse (pre-amplicon/nested)
NAT1(1053)forward (nested,mutagénico)
NAT2 forward

NAT2 reverse

GSTM1 forward

GSTM1 reverse

GSTT1 forward

GSTTH reverse

Albdmina forward

Albamina reverse

Nota: Los nucledtidos subrayados indican una base erronea (mismatch) en el primer para generar un sitio de restriccian.

Andlisis y almacenamiento de los datos

Este trabajo requirié el andlisis de algunos genes y
sus correspondientes polimorfismos. En algunos ca-
s0s, la alteracion de la secuencia fue detectado por
la aparicion de un sitio de restriccion (p.e. NAT2-
C481T). En otros casos, la alteracion de la secuen-
cia fue detectada por la pérdida de un sitio de corte
(p.e. CYP2D6-G1846A). Para evitar confusiones
mientras se analizaban y almacenaban los datos ob-
tenidos, un esquema simple fue desarrollado para
eliminar la necesidad de pensar acerca de la inter-
pretacion de los resultados, y no necesitar del uso
de los simbolos +/-. Los polimorfismo en este estu-
dio fueron bialélicos. Es decir, por cada polimorfismo
existian 3 posibilidades de genotipo (homocigoto
normal — wildtype -; heterocigoto y homocigoto mu-
tante) los mismos que podrian ser interpretados sim-
plemente analizando el nimero de bandas que se
obtuvieran luego de la digestion hecha por la enzima
de restriccion. Por ejemplo, la digestion con Kpnl del
amplicon NAT2 podia ser registrada como “1" (1
banda, homocigoto mutante), “2” (2 bandas, homoci-
goto normal —wildtype- ) 0 “3” (3 bandas, heterocigo-
to). Una notable excepcioén de la correlacion entre el
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namero de bandas de restriccién y el genotipo ocu-
rria en la digestiéon del amplicon CYP2D6 353nt con
BstNI. Esto se debia a que existen dos sitios poli-
morficos BstNI dentro del mismo amplicon. Uno de
los polimorfismos incluia el aparecimiento de un sitio
de restriccion cuando mutaba (1707delT), mientras
que en el otro fragmento (G1846A) involucraba la
pérdida de un sitio de restriccion. En este ejemplo,
existen dos maneras en las que 3 bandas podrian
ser generadas. Sin embargo, ellas podian ser distin-
guidas entre si registrandolas de esta manera: 3353
(Indicaba 3 bandas, la mas larga con 353nt;
G1846A/Normal) y 3190 (indicaba 3 bandas, la mas
larga de ella era de 190nt; homocigoto mutante
1707delT).

La notacién de las variantes de la Glutation-S-trans-
ferasa fueron basadas por la presencia o ausencia
de una banda uUnica por cada 3 bandas presentes en
el amplicon luego de una amplificacion multiplex.
Las “variantes” para estos genes fue un alelo nulo—
null-. Muchas veces, ambas copias del gen eran bo-
rradas y por lo tanto no era posible su amplificacion
por PCR. Desde que el genotipo nulo —null- para am-
bos genes puede ser observado en la poblacion ge-
neral a frecuencias entre 0.15 y 0.30, individuos si-
multaneamente homocigotos null para ambos genes
pueden ser esperados en una frecuencia de 0.05.
Para distinguir entre homocigotos dobles de genoti-
po nulo —null- de amplificaciones defectuosas, el gen
de la albumina fue también co-amplificado para ser-
vir como control positivo del PCR. La notacién con-
sistien T, Mo Asi el GSTT1, GSTM1 o las bandas
de albumina estaban presentes, o X si estaban au-
sentes.

Resultados

Cada una de las 29 muestras de sangre fueron ana-
lizadas para 5 genes diferentes. El niUmero de sitios
polimoérficos para cada gen diferia, y el fluctuaba
desde 1 a 5.

N-acetiltransferasa 1 (NAT1), N-acetiltransferase 2
(NAT2), Citocromo P450-2D6 (CYP2D6), Glutation-
S-Transferasa Theta 1 (GSTT1), y Glutation-S-
Transferasa Mu 1 (GSTM1) fueron los genes inves-
tigados.

N-Acetylitransferasa 2

NAT2 contiene tres polimorfismos de interés para
este estudio. La amplificacion PCR de NATZ2 genera
un fragmento de 1.1 kb que contiene los sitios poli-
morficos G857A, C418T, y G590A. El uso de se-
cuencias primer flanqueando la regién codificante,
aseguraba la amplificacion especifica de NAT1 y no
del muy cercano NAT2 o del pseudo gen NATP.*
Digestién _Taql (Polimorfismo G590A)

Cuando A esta presente en el nucledtido 590 , a di-
- ferencia de G de la variante normal —wildtype-, Tag|
no corta en el sitio polimérfico y tres fragmentos
395nt, 381nt, y 326nt apareceran en el gel. Cortes
ocurrian a 590 cuando G esta presente, resultando
en la pérdida de un fragmento de 395nt y en la ga-
nancia de dos nuevos fragmentos (226nt y 169nt)
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para un total de cuatro fragmentos: 381nt, 326nt,
226nt, y 169nt (Figura 1). Los heterocigotos mues-
tran cinco fragmentos de tamarno 395nt, 381nt,
326nt, 226nt, y 169nt. Entre nuestras 29 muestras
de referencia, la digestion con Taql del gen NAT2 al
menos en una muestra exhibié cada uno de los tres
genotipos posibles: un homocigoto mutante
(590A/590A), 15 homocigotos normales — wildtype-
(G590/G590), y 13 heterocigotos (G590/590A) (vea-
se Figura 2; -homocigoto mutante no'mostrado-).
Digestion BamHI ( Polimorfismo G857A )

Dos de los 3 posibles genotipos fueron identificados
en NAT2 con la digestion con BamHI (Tabla 2). Si
una G se encuentra en la posiciéon 857, BamH| cor-
tara en dicho sitio, creando dos fragmentos, uno de
819nt y el otro de 283nt. Si una A se encuentra en
la posicién 857, la enzima no reconocera la secuen-
cia, dejando al fragmento de 1102 intacto. Los hete-
rocigotos muestran tres bandas (1102nt, 819nt, y
283nt). Un total de 23 muestras tuvieron dos bandas
(819nt y 283nt) resultantes de la digestion (Datos no
mostrados). Esto indica que todas fueron homocigo-
tas wildtype para el polimorfismo (G857/G857). Seis
muestras tuvieron tres bandas (1102nt, 819nt, y
283nt) mostrando que todas ellas eran heterocigotas
(G857/857A) para el polimorfismo G857A, teniendo
ambas el alelo normal wildtype y los alelos mutan-
tes. Ningun ejemplo de un homocigoto mutante

Tabla 2. Genotipo de los polimorfismos de NAT2.

Muestra G857A C481T G590A

No. Bam HI Kpnl -Taql

1,2,3 1,2,3 3,4,5
220501 2 3 4
220502 2 1 4
220503 2 2 4
220504 2 3 4
220505 3 2 5
220506 2 2 5
220507 2 3 4
220508 v 2 1 4
220509 2 1 4
220510 2 3 5
220511 2 2 4
220512 2 2 5
220513 3 2 4
220514 2 2 5
220515 3 2 5
220516 2 2 5
220517 2 3 5
220518 2 3 4
220519 2 3 5
220520 2 3 5
220521 2 2 4
220522 2 1 4
220523 3 2 5
220524 3 2 5
220525 2 2 4
220526 2 2 4
220527 3 1 4
220528 2 2 3
220529 2 2 5

Para G857A y C481T, 1= homocigoto mutante, 2= homocigoto
normal wildtype, 3 = heterocigoto. Para G590A, 3= homocigoto
mutante, 4 = homocigoto normal wildtype, 5 = heterocigoto.



(857A/857A) fue identificado en ninguna de las 29
muestras de referencia.

Figura 1. Digestién _Taql de NAT2. Linea 13 = mar-
cador molecular de 100bp (NEB). Lineas 5, 6, 10,
12, 15-18, 20, 21, 24 y 25 son heterocigotas. Todas
las ofras lineas representan muestras normales
wildtype homocigotas.

Digestion Kpnl ( Polimorfismo C481T)
Cuando C estad en la posicion 481, Kpnl cortara el
amplicon para crear un fragmento de 659nt, y un se-
gundo de 443nt. Cuando T esta presente en la po-
sicion 481, el fragmento no se cortara. Los hetero-
cigotos, teniendo ambos un alelo C481 y un alelo
481T muestran tres bandas en el gel: 1102nt, 659nt,
y 443nt. Cinco homocigotos mutantes (481T/481T),
16 homocigotos wildtype (C481/C481), y 8 polimor-
fismos heterocigoticos (C481/481T) fueron identifi-
cados (Figura 2).

Figura 2. Digestion de NAT1 con Kpnl . Linea 13 =
marcador molecular de 100bp (NEB). Lineas 3, 5,
6, 11, 12, 14-17, 22, 24 y 25 son homocigotos nor-
males wildtype. Lineas 2, 8, 9 y 23 son homocigo-
tos mutantes. Lineas 1, 4, 7, 10 y 18-21 son hete-
rocigotas.

N-acetiltransferasa 1

Debido a que la secuencia gendmica de NAT1 es si-
milar a otros dos genes homologos (NAT2 y NATP),
amplificaciones anidadas (nested) fueron llevadas a
cabo. La primera amplificaciéon (pre-amplicon) utilizé
primers fuera de la secuencia codificante de NAT1
asegurando que solo NAT1 era amplificado. La se-
gunda amplificacion utilizé el pre-amplicon como
molde, sustituyendo el segundo primer anidado 5’
(amplificacion hemi-nested) para amplificar la region

Vol. 27, N° 1, Abril 2002

circundante al sitio polimorfico.®* El primer anidado
forward (NAT1-1053) contiene un nucléotido erréneo
mutagénico (Tabla 1, subrayada) el cual crea un si-
tio de restriccion Asel cuando T esta presente co-
mo nucleétido 1088 pero no cuando A esta presen-
te, de esta amnera podemos detectar dos alelos a
pesar de que existe un RFLP natural.

Digestion Asel ( Polimorfismo T1088A)

Para NAT1, un solo sitio polimérfico fue analizado.
La amplificacion Hemi-nested de la region de NAT1
que contiene el sitio polimérfico 1088 resultaba en la
generacion de un producto PCR de 96nt. EI polimor-
fismo de interés es T1088A, la notacion indica que

en la posicién 1088 la base podria ser Timina (T) o

Adenina (A). Si una T se encuentra presente en la
posicion 1088, la digestion con la enzima de restric-
cién Asel resultara en la generacion de dos fragmen-
tos de longitud 64nt y 32nt. Si una A esta presente
en la posicién 1088, entonces la secuencia no sera
reconocida por Asel. El producto PCR que contenga
1088A no sera cortado y por lo tanto permanecera
de 96nt. Los heterocigotos generaran todas las tres
bandas posibles (96nt, 64nt y 32nt). La digestidon con
Asel nos da la representacion de los tres posibles
genotipos (Figura 3). Dos muestras fueron homoci-
gotas mutantes (1088A/1088A), 16 fueron homoci-
gotas wildtype (T1088/T1088), y 11 fueron heteroci-
gotas (T1088/1088A) para el polimorfismo T1088A.

Figura 3. Digestion con Asel de NAT1. Linea 13 =
marcador molecular de 50bp (Life Technologies). Li-
neas 1, 4, 6-9, 12, 16, 19-23 y 25 son homocigotos
normales wildtype. Linea 2 es homocigota mutante.
Lineas 3, 10, 11, 14, 15, 18 y 24 son heterocigotos.

Citocromo P450-2D6
Amplificaciones anidadas fueron también realizadas
para el andlisis de CYP2D6. Un pre-amplicon de
4.68 kb fue el primero en ser generado, asegurando-
se la amplificaciéon especifica de CYP2D6, seguido
de 3 amplificaciones anidadas que contienen 4 sitios
polimoérficos de interés.” Dos de las amplificaciones
anidadas involucraban el uso de un primer mutagé-
nico alterado (Mismatched mutagenic primer) para
generar un sitio de restriccion no presente natural-
mente en la secuencia, tal como fue descrito para
NAT1 (secuencias de primer, Tabla 1). Cuatro diges-
tiones de restriccion fueron luego realizadas.
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Digestion Mspl (353 amplicon, sitio polimérfi-
coG1758T/A)

Cuando la variante normal wildtype G se encuentra
en 1758, el gel nos mostrara fragmentos normales
wild-type de 278nt y 75nt después de la digestion
con Mspl (Datos no mostrados). Sin embargo , el
sitio de restriccion se pierde si T o A se encuentran
en 1758, dejando 1 fragmento de 353nt de longitud.
La digestion Mspl de los ADNs de este estudio iden-
tificaron solo un genotipo, homocigoto normal wildty-
pe (G1758/G1758), para CYP2D6 entre todas las
muestras analizadas.

Digestion BsaAl ( 201nt amplicon, sitio polimor-
fico 2549delA )

El ampiicon PCR que contiene el sitio polimoérfico
2549delA es de 201nt de longitud. BsaAl cortara
cuando A esté presente (wildtype) en 2549, pero de-
jara el fragmento intacto si A desaparece. Los frag-
mentos mutantes seran cortados en dos segmentos
pequefios de 181nt y 20nt. Tres bandas apareceran
para los heterocigotos, con tamafos de 201nt,
181nt, y 20nt. Fragmentos normales Wildtype no
son digeridos y permanecen de 201nt. Para la di-
gestion con BsaAl , todas a excepcién de unade las
muestras fueron homocigotas wildtype
(2549A/2549A). La unica muestra diferente fue he-
terocigota (2549A/2549delA) para el polimorfismo
2549delA (Figura 4). Ningun homocigoto mutante
2549delA/2549delA fue encontrado entre las 29
muestras de referencia.

Digestion BsmAl (467nt ampiicon, sitio polimér- ’

fico G1661C)
Para analizar el sitio polimérfico 1661, la PCR produ-
ce un ampiicon 467nt. BsmAl corta cuando G
(wildtype) esta presente en el sitio 1661, creando un
fragmento de 311nt, y otro de 156nt. Cuando la mu-
tacion C esta presente en 1661, el sitio de restriccion
conduce a la formacion de tres fragmentos: 209nt,
156nt, y 102nt. El patron en heterocigotos muestra 4
bandas: 311nt, 209nt, 156nt, y 102nt. Todos los ge-
notipos fueron reportados entre los ADNs analiza-
dos (datos no mostrados): 10 fueron heterocigotos
(G1661/1661C), 4 fueron homocigotos normales
wildtype (G1661/G1661), y 12 fueron homocigotos
mutantes (1661C/1661C). Dos muestras no genera-
ron un patrén de bandas lo suficientemente claros
- para permitir una interpretacion.
Digestion BstNI (353nt ampiicon, sitio polimérfi-
co 1707delT y G1846A )
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Figure 4. Digestion con BsaAl de CYP2D6. Linea 13
= marcador molecular de 100bp (NEB). Linea 21 es
heterocigota. Todas las otras lineas representan ho-
mocigotos normales wildtype.

Después de una amplificacion anidada, un ampiicon
de 353nt que contiene dos sitios G1846Ay 1707delT
es obtenido. La digestion con BstNI es usada para in-
terpretar dos SNPs diferentes en el mismo producto
amplificado: G1846A y la delecion de timina en 1707.
Cuando G esta en 1846 y T esta en 1707, fragmentos
de 190nt y 163nt apareceran en el gel. Cuando T de-
saparece de 1707 (Homocigoto) tres fragmentos apa-
receran: 190nt, 139nt, y 23nt. Cuando 1846 ha sido
reemplazado por A en lugar del normal wildtype G (ho-
mocigoto), el sitio de restriccion BstNI se pierde y el
ampiicon 353nt permanece intacto (Figura 5). Nueve
muestras fueron catalogadas como heterocigotas pa-
ra G1846A y normal wildtype para T1707
(G1846/1846A/T1707/T1707); 18 homocigotas normal
wildtype para ambos polimorfismos (G1846/G1846/
T1707/T1707) ; 1 homocigoto mutante para G1846A
(1864A/1864A/T1707/T1707), y 1 muestra amplificada
muy débil como para poder ser interpretada. No se en-
contré 1707delT homocigotos mutantes (G1846/G-
1846/1707delT/1707delT) ni heterocigotos (G1846/
G1846/T1707/1707delT) fueron encontradas entre las
29 muestras de sangre recogidas.

Figura 5. Digestion con BstNI de CYP2D6. Linea 1,
11 y 22 = marcador molecular de 100bp (NEB). Li-
neas 2, 4, 7-10, 13, 14, 16, 18 y 19 son homocigotos
normales wildtype. Lineas 5, 6, 1, 15 y 17 son hete-
rocigotos para G1846A.
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Glutation-S-transferasa Theta 1y Mu 1

GSTT1 y GSTM1 son diferentes de los otros poli-
morfismos representados en este estudio en la que
el mayor defecto es la delecion de esencialmente to-
do el gen. Aunque no se requiere digestion con en-
zimas de restriccién ya que es posible registrar este
polimorfismo Unicamente por la presencia o0 ausen-
cia del producto PCR del tamano. apropiado. El ana-
lisis puede ser simplificado co-amplificando ambos
genes en una misma reaccion de PCR. La amplifica-
cion de albumina es también incluida como un con-
trol del PCR para asegurarnos que las reacciones de
amplificaciéon fueron satisfactoriamente realizadas
porque si ambas copias de ambos genes GST estan
deieccionados en la misma muestra, no existiria nin-
gun producto de amplificacién. Genotipos nulos —
null- ocurren con una frecuencia entre 0.15 y 0.30
para cada uno de los loci GST.° Una desventaja de
esta técnica es que no nos permite diferenciar entre
los genotipos de los homocigotos normales wildtype
de los heterocigotos. GSTT1 muestra una banda de
480nt, GSTM1 una banda de 215nt, y la albumina.
Que nos sirve como control del PCR) una banda de
350nt. De las 29 muestras de ADN, 7 contenian am-
bos thetay mu, 9 carecian de ambos thetay mu ;10
carecian solo de mu y 3 carecian solo de theta (Fi-
gura 6).

Figura 6. Analisis con PCR de GSTT1, GSTM1 y Al-
bdmina. Linea 13 = marcador molecular de 100bp
(NEB). Lineas de 3, 4, 6, 8, 9 y 20 son homocigotos
nulos null para T1 y M1 ; comparar con la falla de
amplificacion de la linea 15 . Lineas 1, 5, 10, 11, 16,
18, 23-25 son homocigotos null para M1 Unicamen-
te. Lineas 21 y 22 son homocigotos null para T1
unicamente. No es posible .identificar heterocigotos
para GSTM1 o GSTT1 usando este andlisis.
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Conclusiones

En el total de 29 ADN gendmicos analizados, 9 de
las 11 mutaciones de interés fueron identificadas.
Dos polimorfismos (CYP2D6-G1758T/A y CYP2D6-
1707delT) incluidas en este estudio no fueron en-
contradas en ninguna de las muestras. Estas muta-
ciones reportadas ocurren con una frecuencia muy
baja en la poblacién general y se requeriria_de.una
muestra poblacional mas grande para encontrar al--
guin ADN que posea uno de estos polimorfismos.?
Ejemplares de homocigoto G857A SNP para NAT2;
homocigoto y heterocigoto G1758T/A para CYP2D6,
y homocigoto 2549delA para CYP2D6 no fueron
tampoco identificados en las 29 muestras de ADN
recolectadas. Esta muestra de referencia poblacio-
nal debera irse ampliando, para de esta manera lle-
gar a poseer ejemplares de cada una de las varian-
tes polimérficas. Sin embargo esta colecciéon de
muestras se encuentra muy bien y suficientemente
caracterizada como para servir de manera adecua-
da como material de referencia para muchos estu-
dios futuros de genotipificacién.
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