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de origen somatico (¢.3587 C>T y ¢.1581 deldbp) en pacientes
con una delecion de 14pb en exén 10 y del exén 11 completo,
respectivamente, mientras que las 4 restantes fueron germinales.
Adicionalmente, se encontraron 11 variantes neutrales ya descrip-
tas (10 sustituciones y 1 microsatélite) y 2 noveles (c. 3341 G>A
y €.202-80 dupl25bp). Segun los resultados obtenidos hasta el
momento, las mutaciones en PTCH1 estan presentes en el 43%
de nuestros pacientes con SCBCN. Ademas, demostramos que
un tercio de dichos pacientes presentan el fenémeno de second-
hit en la muestra de tumor. Esto indicaria que alteraciones tanto
germinales como somaticas en éste u otro gen estarian involu-
cradas en la patogénesis de la enfermedad.

385. (672) BUSQUEDA DE MUTACIONES EN EL GEN NF2 EN
PACIENTES CON NEUROFIBROMATOSIS 2 FAMILIAR Y
NO FAMILIAR

Alfaro, G.'; Ottaviani, D.?; Giliberto, F.2; Ciavarelli, P.3;
Basso, A.% Szijan, 1.2; Ferrer, M.

Laboratorio de Neurobiologia Molecular- Division Neuroci-
rugia- HCJSM-UBA." Catedra de Genética y Biologia Mo-
lecular- Facultad de Farmacia y Bioquimica-UBA? Division
Neurocirugia- HCJSM-UBA®

La Neurofibromatosis 2 (NF2) es un sindrome tumoral here-
ditario o no, con fenotipo complejo, que comprende manifesta-
ciones tumorales y no tumorales. Se caracteriza por el desarrollo
de Schwanomas vestibulares bilaterales y de Meningiomas y
Ependimomas. El gen responsable NF2 (22q12) codifica para
una proteina denominada merlina con funciones estructurales y
de supresor tumoral. Los tumores se consideran benignos pero
su localizacion produce una morbilidad muy significativa e inclu-
so la muerte. Es una enfermedad de diagnéstico complejo en la
infancia y las mutaciones “de novo” son superiores al 50%, por
lo cual el diagndstico molecular es importante para la toma de
decisiones terapeuticas. Nuestro objetivo es identificar la mutacion
responsable en pacientes con y sin antecedentes y establecer el
riesgo en los familiares. Se analizaron 4 pacientes, uno de ellos
con antecedentes familiares. Para conformar los haplotipos se
analizaron 4 polimorfismos: 3 STRs intragénicos y uno extragéni-
co, analizando también la pérdida de heterocigocidad (LOH) en el
tumor. La busqueda de mutaciones se realizé por secuenciacion
de los 17 exones del gen NF2. La LOH permitié determinar el
haplotipo de riesgo en un caso “de novo” y el analisis de muta-
ciones fue informativo en 3. El paciente con LOH mostré en el
exon 10 una sustitucion T>G en el sitio de splicing en sangre y
tumor. En el 2 caso “de novo”: una sustitucion T>C en el exén 8,
en sangre, altera el sitio de splicing. En el 3° caso “de novo”: una
sustituciéon A>T a 40 pb del exdn 13 podria ser un polimorfismo.
En el caso familiar se encontré una sustitucion G>T en el exdén
15 que transforma un codén GAA en TAA (stop). La identificacién
del haplotipo de riesgo y/o de la mutacién permite el rastreo de
su presencia en la descendencia de dos familias. Los dos casos
de alteracion del sitio de splicing confirman la correlacion geno-
tipo/fenotipo que corresponde a clinica severa de acuerdo con
publicaciones previas.

386. (686) ENSAYO DE LA UTILIDAD DE PROGRAMAS BIO-
NINFORMATICOS EN LA EVALUACION DEL EFECTO DE
SUSTITUCIONES DE AMINOACIDOS (AAS)

Martinez, M."; Muchnik, C.%; Fraga, A.%; Oddo, E.?; Arrizu-
rieta, E.2%; Martin, R.2%*; Azurmendi, P.?

Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari, UBA.'
Lab. RifAdn Experimental, Instituto de Investigaciones Médi-
cas Alfredo Lanari, UBA.? CONICET? Hospital Universitario
Austral, Universidad Austral*

En la actualidad, predecir los efectos bioldgicos de las AAS es
un desafio frecuente y complejo. Existen métodos bioinforméaticos
que analizan la homologia de secuencia, la estructura y la asigna-
cién de funciones a una secuencia por comparacién con los cono-
cimientos biolégicos disponibles (annotation). Sin embargo, no hay
estudios comparativos del desempefio de los distintos programas
sobre proteinas con diferentes niveles de conocimientos respecto
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de su funcién/estructura. Nuestro objetivo es comparar diferentes
métodos de prediccion sobre AAS en proteinas responsables de
dos enfermedades altamente prevalentes como la enfermedad
de Alzheimer y poliquistosis renal autosémica dominante: protei-
na precursora de amiloide (APP) - con pruebas funcionales —y
policistina-2 (PC2) —sin pruebas disponibles-, respectivamente.
Estudiamos 27 AAS en APP y 23 en PC2 provenientes de bases
de datos publicas utilizando los programas SIFT (secuencia), Po-
lyPhen (secuencia, estructura y annotation) y DIANNA (estructura)
y los resultados funcionales en 15 variantes patogénicas de APP.
SIFT y PolyPhen muestran similar sensibilidad, especificidad y
valor predictivo positivo para APP y PC2, mientras que mostraron
mayor valor predictivo negativo para PC2 (73 y 100%, p < 0.01,
respectivamente). APP no muestra modificaciones por DIANNA,
mientras que 2 AAS neutrales en PC2 modifican la estructura.
De las 15 variantes con pruebas funcionales para APP, PolyPhen
concuerda con 14 mientras que SIFT solo con 9. El analisis
bioinformatico es util para guiar futuros experimentos y no para
uso diagnéstico. La evaluacion de estructura no modifica los
resultados, aun con informacién funcional/estructural disponible.
La ausencia de reportes funcionales en AAS neutrales de APP
resalta la importancia de mejorar el disefio de los estudios de
busqueda de mutaciones y la interaccién entre la investigacion
béasica y aplicada para tal fin.

387. (818) ANALISIS MOLECULAR DEL GEN DE DUOX2 EN
PACIENTES CON HIPOTIROIDISMO CONGENITO POR
BLOQUEO DE ORGANIFICACION DE YODO

Belforte, F."?; Osorio Larroche, C.?"; Olcese, C.'?; Citterio,
C."?; Targovnik, H.'?; Rivolta, C."?

Lab. de Genética y Biologia Molecular, Instituto de Inmu-
nologia, Genética y Metabolismo (INIGEM UBA-CONICET),
Hosp. de Clinicas' Catedra de Genética y Biologia Mole-
cular, FFyB-UBA?

El hipotiroidismo congénito, de alta prevalencia (1/2100), es un
desorden primario con un modo de herencia autosémico recesivo.
Los bloqueos de organificaciéon de yodo representan el 10% de los
casos, pudiendo ser causados por defectos en la tiroperoxidasa
(TPO) o en proteinas vinculadas con la sintesis de H,O, (Sistema
DUOX). Se partié de una poblacién de 36 pacientes con diagndstico
de hipotiroidismo congénito, bocio y test de descarga de perclorato
positivo en los cuales no se habian identificado, en una primera
etapa, mutaciones en el gen de TPO. Con el objetivo de identi-
ficar posibles alteraciones en el gen de dual oxidasa 2 (DUOX2)
se amplificaron por PCR los 33 exones de DUOX2 y sus regiones
intrénicas flanqueantes. Los productos fueron analizados por SSCP
y aquellos con migracién diferencial fueron secuenciados. Se realizé
el andlisis bioinformatico predictivo de la estructura secundaria y
terciaria de las proteinas mutadas y la exploracién del grado de
conservacion evolutiva de las mismas. Se identificaron tres nuevas
mutaciones en el gen de Duox2: ¢.1057_1058delTT (exén 9),p.
F353fsX388; c. 3264_3267 delCAGC,p.A1088fsX1100 (exén 24)
y 9.IVS17-1G>C (Intrén 17). Se evidencié también la mutacién
¢.1271T>G,p.Y425X (exon 11) descripta previamente. Se identifi-
caron dos polimorfismos descriptos y uno nuevo respectivamente:
¢.413C>T,p.Pro138Leu (exdén 4); c.908C>G,p.Pro303Arg (exon
7) y ¢.1043A>G;p.N348S (exdén 11) junto con dos variantes raras
de secuencia: glVS27+9C>T (Intrén 27) y ¢.3042G>A,p.A1014A
(ex6n 24).Teniendo en cuenta que esta patologia es una de las
causas mas comunes de retraso mental prevenible con instaura-
cién temprana del tratamiento de reemplazo hormonal, el empleo
de las citadas técnicas de biologia molecular es de utilidad para
la comprensién de la fisiopatologia molecular del hipotiroidismo
neonatal asi como también mejorar su diagndstico asegurando
tanto el asesoramiento genético a las familias afectadas como un
adecuado tratamiento.
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388. (44) CELULAS SUPRESORAS MIELOIDES SENSIBLES
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