DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR.

FACULTAD DE MEDICINA. UNIVERSIDAD DE SEVILLA.

P

‘ é z & B
g,
% (Fé ETRASO MENTAL HEREDITARIO

Y
SINDROME X FRAGIL.

ESTUDIO DE AFECTOS Y PORTADORES
POR ANALISIS DEL ADN.

YOLANDA DE DIEGO OTERO

Tesis presentada para optar al
¢&a ¥¥grado de doctor en Biologia por
la Universidad de Sevilla.
Sevilla, 1997.



RETRASO MENTAL HEREDITARTO Y SINDROME X FRAGIL.

ESTUDIO DE AFECTOS Y PORTADORES POR ANALISIS DEL ADN.

YOLANDA DE DIEGO OTERO
Licenciada en Biologia

DIRECTORA DE TESIS:

i,

‘NM§ZE%§EQQL;K£%EEWG——?

P

Dra. Elizabeth Pintado Sanduan
Prof. Titular de Bioquimica
Departamento de Bioquimica

y Biologia Molecular.
Universidad de Sevilla.

CODIRECTOR DE TESIS:

Dr. Miguel Lucas Lucas.
Prof. Titular de Bioquimica
Departamento de Bioquimica
y Biologia Molecular.
Universidad de Sevilla.



TELFS. (95) 4559852 -53 - 54

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA MEDICA Y
BIOLOGIA MOLECULAR

AVYDA. SANCHEZ PIZJUAN, 4
41009 SEVILLA

Elizabeth Pintado Sanjuéan, Profesora Titular de Bioquimica vy
Biologia Molecular de la Universidad de Sevilla

CERTIFICA:

Que Yolanda de Diego Otero, licenciada en Biologia, ha realizado
bajo su direccidn el trabajo titulado "RETRASO MENTAL HEREDITARIO
Y SINDROME X FRAGIL. ESTUDIO DE AFECTOS Y PORTADORES POR ANALISIS
DEL ADN", y que este trabajo reune las caracteristicas para que,
una vez defendido ante el Tribunal correspondiente, se presente
para optar al grado de Doctor en Biologia por la Universidad de
Sevilla.

Sevilla, 5 de Febrero de 1997

N e e

Elizabeth Pintado Sanjuan



TELFS. (95) 45598 52 - 53 - 54

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA MEDICA Y
BIOLOGIA MOLECULAR

AVDA. SANCHEZ PIZJUAN, 4
41009 SEVILLA

Miguel Lucas Lucas, Profesor Titular de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Universidad de Sevilla

CERTIFICA:

Que Yolanda de Diego Otero, licenciada en Biologia, ha realizado
bajo su codireccién el trabajo titulado "RETRASO MENTAL
HEREDITARIO Y SINDROME X FRAGIL. ESTUDIO DE AFECTOS Y PORTADORES
POR ANALISIS DEL ADN", y que este trabajo reune las
caracteristicas para que, una vez defendido ante el Tribunal
correspondiente, se presente para optar al grado de Doctor en
Biologia por la Universidad de Sevilla.

Sevilla, 5 de Febrero de 1997

Miguel Lucas Lucas



INDICE

INTRODUCCION
1. EL SINDROME X FRAGIL

2.

3.

4.

1.1 Descripcidén del sindrome
1.1.1 Datos neuroldgicos y psiquicos
1.2 Diagnéstico del sindrome X fragil

LOCALIZACION DEL GEN FMR-1
2.1 Estructura del gen FMR-1
2.1.1 Inestabilidad en la zona de tripletes
2.1.2 Expansiones y retracciones
2.1.3 Mutaciones puntuales y delecciones
2.1.4 El sindrome X fragil y otras patologias
2.2 Metilacién de la isla CpG regqguladora del gen FMR-1
2.3 Otros polimorfismos ligados al gen FMR-1
2.4 Modelo para explicar la mutacibén X fragil

EXPRESION DEL GEN FMR-1
3.1 Estudios sobre la proteina FMR-1

3.2 Modelo animal del sindrome X fragil

FRAGILIDADES PROXIMAS AL LOCUS FRAXA

14
17
21

23
25
30
31
32
33
34
35
36

39
41
43

46



INDICE

5. EL ADN INESTABLE, UN NUEVO TIPO DE MUTACION GENETICA

5.1 Mecanismos de expansién de las repeticiones
OBJETIVOS

1. OBJETIVOS GENERALES

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
MATERIALES Y METODOS

1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS
2. ENZIMAS, SOLUCIONES Y REACTIVOS

3. EXTRACCION DEL ADN
3.1 Método de precipitacién salina
3.2 Extraccidén con perclorato sbédico
3.3 Extraccidén con fenol

4. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DEL ADN

5. TECNICA DE “SOUTHERN-BLOT” PARA EL ESTUDIO DE LOS LOCI
FRAXA Y PFRAXE.
5.1 Obtencidén de las sondas
5.2 Marcaje de la sonda
5.3 Digestidén del ADN
5.4 Electroforesis y tratamiento del gel
5.5 Transferencia y fijacién del ADN
5.6 Hibridacidén con la sonda marcada con dCTP (ar32P)
5.7 Autorradiografia

6. TECNICA DE PCR PARA EL ESTUDIO DE LOS LOCI FRAXA,
DXS548 Y FRAXE
6.1 Seleccidn de los cebadores

50
55

57

57
57
59
59
60
63
64
65
66
66
67
67
69
73
74
75
77

77
77



INDICE

6.2 Condiciones de la reaccién 79
6.3 Programa del termociclador 80
6.4 Separacidén de los fragmentos amplificados 80
6.4.1 Electroforesis en gel de agarosa 80
6.4.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida 81
6.5 Autorradiografia 82

7. ESTUDIO DEL DESPLAZAMIENTO DE LOS CEBADORES POR LA

TECNICA DE "DOT-BLOT" 82

8. SECUENCIACION DE DISTINTAS ZONAS DEL LOCUS FRAXA 83
8.1 Secuenciacidén de la zona de tripletes de ADN

gendémico 83

8.1.1 Marcaje del cebador con dATP (7—32P) 85

8.1.2 Reaccibén de secuenciacién 85

8.2 Secuenciacibén de los tripletes de ADNc de rata 87

8.3 Secuenciacidén de la zona adyacente a los tripletes 87

RESULTADOS 89

A) DETECCION DE SUJETOS AFECTOS Y PORTADORES DEL SINDROME X

FRAGIL, CON LA TECNICA DE “SOUTHERN-BLOT” 90
1. Digestidén con EcoRI 90
1.1 Hibridacidén con la sonda StB12.3 93

1.2 Hibridacidén con la sonda 0x1.9 95

2. Digestidn doble con EcoRI y EagIl 95
2.1 Hibridacién con la sonda StB12.3 98

2.2 Hibridacién con la sonda 0x1.9 104

3. Digestidn doble con HindIII y Sac II 104
3.1 Hibridacién con la sonda StB12.3 104

4. Resultados individualizados 107
5. Mosaicismo en células sanguineas 112

B) DETERMINACION DEL NUMERO DE TRIPLETES DEL LOCUS FRAXA 116
1. Amplificacién de los tripletes del locus FRAXA 116

3



INDICE

1.1 Desplazamiento de los cebadores 120

2. Resultados individualizados 123

3. Amplificacién simultédnea de los loci FRAXA y DXS548 127

4. Frecuencias alélicas del locus FRAXA 127

5. Estudio prenatal del sindrome X fragil 129

5.1 Ejemplo de un diagndstico por PCR 129

C) POLIMORFISMO (CA/TG)n DEL LOCUS DXS548 133
1. Locus DXS548 en la poblacién estudiada 133

2. Estudio haplotipico 135

D) SECUENCIACION DE DISTINTAS ZONAS DEL LOCUS FRAXA 139
1. Secuenciacién de los tripletes 140

2. Secuenciacién de la zona adyacente a los tripletes 145
3. Homologia del locus FRAXA entre la rata y el hombre 148

E) RELACION GENOTIPO/FENOTIPO EN UNA FAMILIA X FRAGIL 148
1. Arbol genealégico 148

2. Resultados del "Southern-blot" 152

3. Resultados de la PCR 152

4. Datos fisicos y psicolbgicos 155

5. Estudio en tejidos de distinto origen embrionario 158

F) ESTUDIO DEL POLIMORFISMO (CCG/CGG)n DEL LOCUS FRAXE 160
1. Digestién con las enzimas HindIII y SacII 160

1.1 Hibridacién con la sonda 0x.E20 162

1.2 Resultados individualizados 162

2. Calculo del numero de tripletes del locus FRAXE 165

2.1 Resultados individualizados 167

3. Frecuencias alélicas del locus FRAXE 168

G) DATOS GLOBALES DEL ESTUDIO DEL SINDROME X FRAGIL EN

ANDALUCIA 168
1. Numero de muestras estudiadas por provincias 168
2. Prevalencia del sindrome X fragil 170



INDICE

3. Portadores en la poblacidén estudiada 173
3.1 Varones con premutacién y retraso mental
profundo ' 174

4. Familias estudiadas 174

4.1 Familias X fragiles. Arboles genealdgicos

y datos moleculares 174

4.2 Familias con retraso mental, no X fragiles.

Arboles genealégicos y datos moleculares 187
DISCUSION 191
1. ANALISIS DEL ADN FRENTE AL ESTUDIO CITOGENETICO 192
2. DETERMINACION DEL GENOTIPO 193
3. CARACTERISTICAS POBLACIONALES 195
4. DIAGNOSTICO PRENATAL DEL SINDROME X FRAGIL 197
5. EVOLUCION DE LA ZONA FRAXA 198
6. RELACION GENOTIPO-FENOTIPO EN EL SINDROME X FRAGIL 200
7. VARIABILIDAD DE LA METILACION EN EL LOCUS FRAXA 202
8. MOSAICISMO EN CELULAS SANGUINEAS 203
9. BAJA PREVALENCIA DE LA EXPANSION DEL LOCUS FRAXE 204
10. PREVALENCIA DEL SINDROME X FRAGIL 204
CONCLUSIONES , 207
BIBLIOGRAFIA 211



INTRODUCCION

1. EL SINDROME X FRAGIL.

El retraso mental es una afeccidén muy frecuente, 1 de cada
100 nacidos presenta algin tipo de deficiencia mental, sin
embargo las causas son muy variadas y en muchos casos
desconocidas. Se sabe desde hace mucho tiempo que, en la
poblacién general, hay una gran preponderancia de varones
respecto a mujeres con retraso mental. En U.S.A. se calcula que
existe un 24% mds de varones que de mujeres retrasados (Johnson
1987). En 1969 Lehrke propone en su tesis doctoral que este
exceso de varones se debe a los genes ligados al cromosoma X, y
estos retrasos mentales ligados al cromosoma X son responsables
de una gran proporcién del total de este tipo de patologia
(Lehrke, 1974).

En los paises industrializados se estima que el 2-3% de la
poblacién general sufre algun tipo de retraso mental (Bundey y
Carter, 1974) y el 0,4% padece retraso mental severo (Butler y
col., 1993), quedando un 63% de los individuos retrasados sin un
diagnéstico de certeza, en el que se establezca la causa, por lo
que se reunen en el grupo de retrasos de etiologia desconocida.
Hasta el momento se han descrito al menos 100 sindromes
diferentes de retraso mental ligados al cromosoma X (Lubs y col.,
1996) . Esto explicaria que haya un 20% méds de varones que de
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mujeres en instituciones especializadas (Opitz y col., 1986).

Se calcula que los genes ligados al cromosoma X producen el
25% de los retrasos mentales en varones y el 10% de los problemas
de aprendizaje en mujeres (Turner y col., 1980). En la figura 1
se muestra la localizacidén aproximada de los presuntos genes
responsables de los retrasos mentales ligados al cromosoma X
descritos hasta la actualidad.

A mediados de este siglo, se inicia el estudio sistematico
de familias con historia de retraso mental ligado al cromosoma
X (Martin y Bell, 1943; Dunn y col., 1963; Snyder y Robinson,
1969) y con ellas se forma un grupo heterogéneo denominado
retrasos mentales no especificos ligados al cromosoma X (XLMR)
(Turner y col., 1971). Martin y Bell describieron en algunas de
estas familias un fenotipo de retraso mental y rasgos dismbérficos
caracteristicos y que, hasta la aparicién de una prueba de
diagnéstico especifica, se llamé sindrome de Martin-Bell (Martin
y Bell, 1965).

El sindrome de Martin-Bell es la causa mas frecuente de
retraso mental hereditario y una de las enfermedades hereditarias
mas frecuentes, siendo la segunda causa de retraso mental
después del sindrome de Down (Rousseau y col., 1991). Estéa
caracterizado principalmente por una deficiencia mental de
moderada a severa y rasgos faciales y fisicos dismérficos. En las
mujeres portadoras el fenotipo es menos especifico y en muchos
casos no presentan rasgos anormales. Se considera a este sindrome
como una enfermedad genética ligada al cromosoma X, dominante y
con penetrancia incompleta.

Realizando estudios citogenéticos se encontrd un primer
marcador cromosémico que se heredaba ligado a este tipo de
retraso mental. Se detectd un punto fragil o constriccién, en la
zona distal del brazo largo del cromosoma X Yy se propuso que la
alteracién en esa regidn, o un gen ligado a la fragilidad, seria '

responsable de este tipo de retraso mental (Lub y col., 1969).
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Figura 1. Esquema de un cromosoma X en el que se observan las
bandas G, se indican con flechas la localizacidén de cada gen
implicado en la patologia que se indica al lado de cada flecha,
con barras se indica la zona donde se observa ligamiento en otras
muchas enfermedades que manifiestan retraso mental ligado al

cromosoma X, (adaptada de Lubs y col.,

1996)
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Este hecho fué confirmado por otros autores (Sutherland y
col. 1977) que pusieron de manifiesto ademas que la fragilidad
s6lo aparecia cuando las células se cultivaban en un medio pobre
en acido félico, similar al utilizado en los trabajos de Lubs y
col. (1969). Esta constriccién se refirid como sitio fragil y
estudios de bandeos m4s resolutivos situaron la fragilidad en
Xqg27.3 (Turner y col., 1978; Brookwell y Turner, 1983). Al
retraso mental que segregaba junto con la fragilidad se le dio
el nombre de sindrome del X fragil (Giraud y col., 1976, Harvey
y col., 1977; Sutherland y col., 1977). En la figura 2 se
muestran unas fotografias donde se observa la fragilidad
citogenética Xg27.3, en una preparacidén cromosbdmica y a la
derecha en los dos tipos de cariotipos, se muestran sélo los
cromosomas sexuales XX en la mujer y XY en el vardn.

El estudio de amplias familias con el sindrome del X fragil
puso de evidencia la existencia de varones transmisores normales
(NTM), (Fryns y col. 1984). Las peculiaridades de los &rboles
genealdgicos indicaban que la herencia en esta enfermedad no se
ajustaba a los patrones conocidos y que ademéds presentaba el
fendémeno que se conoce como anticipacién; es decir, que en las
generaciones posteriores aumenta la frecuencia de apariciédn y la
severidad del fenotipo (Weaver y Sherman, 1987).

Se ha estimado que un 20% de los varones que transmiten la
enfermedad no padecen rétraso mental (NTM). Las hijas de estos
varones transmisores normales, portadoras obligadas, tampoco
presentan alteraciones psiquicas ni fenotipicas, sin embargo
tienen muchas probabilidades de tener hijos afectos, lo que se
conoce como paradoja de Sherman definida por Opitz (1986). En
la figura 3 se esquematiza la paradoja en un &rbol genealdgico
hipotético, indicando la frecuencia de aparicién del retraso
mental en cada generacidn.

Con esta observacidén se propone que el riesgo de padecer el

10
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Figura 2. Fotografias donde se observa la fragilidad cromosdmica
al final del brazo largo del cromosoma i, en el 1 como se observa
en una preparacién de cromosomas en metafase realizada para los
estudios citogenéticos, en el 2 se observa el sitio fragil en el
cromosoma X izquierdo de un cariotipo de una mujer portadora y en
la 3 el cromosoma X fragil de un vardén afecto situado junto al

cromosoma Y de menor tamarfio.
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Figura 3. Arbol genealégico en el que se muestra un ejemplo de

la paradoja de

aparicién del sindrome segin la generacién.

"Sherman”,

con los datos de la frecuencia de

TABLA 1. Variabilidad en la frecuencia de hijos afectos segun el
estado psiquico del parental portador del sindrome X fragil.

HIJOS

MADRE PORTADORA

PADRE PORTADOR

Portador Normal Retrasada Normal Retrasado
Normal 0,12 0 0 0
Retrasado 0,38 0,5 0 0

Portadora
Normal 0,34 0,22 1 ?
Retrasada 0,16 0,28 0 ?

12
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sindrome varia segun la posicién en el arbol genealdgico y segun
las caracteristicas del progenitor portador lo que se indica en
la tabla I. El descubrimiento de las bases moleculares del
sindrome del cromosoma X fragil ha permitido resolver la paradoja
de Sherman y explicar el fendémeno de la anticipacién genética
(Sherman y col. 1985).

Para explicar las inusuales caracteristicas de transmisién
de este sindrome se propuso que los varones transmisores normales
tendrian una premutacién que pasaria sin cambios a sus hijas que
serian por lo tanto portadoras obligadas pero sin fenotipo de la
enfermedad. El paso de premutacién a mutacién se daria en la
siguiente generacién que tendria una probabilidad muy alta de
padecer el sindrome (Pembrey y col. 1985). Esta premutacién
generaria una mutacién definitiva s6lo cuando se transmitiera
por via materna. La mujer presentaria un reordenamiento
submicroscépico en la zona Xg27.3 que generaria un significativo
desbalance genético cuando la zona interviniese en un fenémeno
de recombinacién (Sherman y col. 1985).

Analizando marcadores genéticos flanqueantes a la fragilidad
en hijas de portadores normales, se observaban interferencias en
los sucesos de recombinacién que conducirian a la mutacién total
X fragil lo que determinaria la aparicién del retraso mental
(Winter y Pembrey, 1986). Existen evidencias de roturas fisicas
en los sitios frégiles, demostrandose translocaciones en células
somaticas hibridas donde se une la zona fragil a ADN heterdlogo
(Warren y col. 1987).

- Se ha calculado la frecuencia del sindrome X fragil en
diferentes poblaciones caucisicas a partir de estudios
citogenéticos encontrdndose 1 afecto por cada 1500 varones y 1
por cada 2000 mujeres. Se estima la existencia de un varén
portador normal por cada 5000 individuos y una frecuencia de
portadoras mayor del 0,9% (Rousseau y col. 1994). Recientemente

13
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se ha reevaluado la prevalencia del sindrome X fragil, con los
resultados de estudios moleculares por andlisis del ADN, y se
estima una prevalencia de 1 afecto por cada 4000 varones (Turner
y col. 1996). E1 sindrome del X fragil afecta a todas las
poblaciones estudiadas con frecuencias similares (Hagerman vy
Silverman, 1996). |

1.1 Descripcidén del sindrome.

El fenotipo més frecuente en los varones con el sindrome X
frdgil se caracteriza por retraso mental que puede variar de
moderado a severo y algunas caracteristicas fisicas que se
resumen en la tabla II. En la tabla III se indican los problemas
médicos mas frecuentes en los varones con el sindrome.

Estudios bioquimicos en células de pacientes X fréagiles
muestran una disminucién en los niveles de AMPc comparados con
grupos controles de individuos con sindrome de Down. Estos
resultados sugieren que defectos en la cadena de transduccién de
sefiales en las que participa el AMPc pueden contribuir al retraso
mental en estos pacientes, pues se conoce que la interrupcidn de
las cascadas mediadas por AMPc produce deficiencias cognitivas
(Berry-Kavis y col., 1993).

El fenotipo del sindrome X fragil en mujeres es mas sutil
que en el caso de 1los varones. El1 85% de las mujeres
heterozigotas parecen normales fenotipicamente pero presentan
problemas de aprendizaje (Loesch y Hay, 1988). Se ha descrito la
existencia de fallo ovarico prematuro en un 13% de las
heterocigotas (Kraus y col., 1987, Partington y col. 1996,
Vianna-Morgante y col. 1996) y un aumento de la fertilidad asi
como del numero de partos gemelares dicigdéticos en las
heterocigotas (Turner y col. 1994). Estudios en linfocitos
periféricos encuentran que el numero de cromosomas X fragiles
activos era mas alto en mujeres heterocigotas retrasadas que en

14
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TABLA II. Caracteristicas fisicas en los varones con el sindrome

X fragil, observadas en grupos de individuos que se caracterizan

por presentar el mismo genotipo. (Los datos
porcentaje).

se 1indican en

MUTACION _TOTAL MOSAICOS
Caracteristicas fisicas Metilacion total <50% Metilacion
(n=97) (n=5) (n=29)
Varones prepuberales
Cara alargada 64 40 63
Orejas prominentes 78 20 86
Paladar hendido 51 100 36
Hiperextension articular 81 80 86
Crestas palmares simples 26 40 14
Manos callosas 18 20 13
Pies planos 82 80 82
Prolapso de la valvula mitral 16 0 7
Macroorquidismo 54 40 54
M UTACION TOTAL MOSAICOS
Caracteristicas fisicas Metilacion total <50% Metilacion
(=64) (=7) (0=22)
Varones puberales y
postpuberales
Cara alargada 80 83 71
Orejas prominentes 66 - 36
Paladar hendido 63 — 38
Hiperextension articular 49 17 50
Crestas palmares simples 22 0 48
Manos callosas 52 0 40
Pies planos 60 17 50
Prolapso de la valvula mitral 29 33 9
Macroorquidismo 92 83 91

*Adaptada de Hagerman y Cronister (1996)

15
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TABLA III. Problemas médicos méas frecuentes en varones dJue

padecen el sindrome X fragil.

PROBLEMAS (N° pacientes) (%)
Falta de crecimiento (138) 15
Estrabismo (161) 36
Hernias (230) 15
Luxaciones (150) 3
Intervenciones ortopédicas (171) 21
Otitis media (291) 85
Sinusitis (43) 23
Convulsiones (288) 22
Historia de apnea (139) 10
Autismo (211) 20
Tics motores (188) 19
Ideas psicbdticas (146) 12

* Adaptada de Hagerman y Cronister, (1996)

16
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heterocigotas normales (Webb y Jacobs 1990). Se ha indicado
también un 8% de muertes subitas en varones y un 4% en mujeres

descendientes de madres portadoras (Davies, 1989).

Se han descrito también dos fenotipos, distintos al més
frecuente expuesto anteriormente, que se pueden asociar con el
sindrome X fragil. Uno de ellos es muy parecido al sindrome de
Prader-willi, que cursa con obesidad extrema, cara redondeada,
estatura baja, pies y manos cortos con dedos gordos e
hiperpigmentaciédn difusa (Frins y col., 1987; de Vries y col.,
1993; Schrander-stumpel y col., 1994).

El tercer fenotipo descrito asociado al sindrome del X
frdgil se ha encontrado en 6 pacientes que presentaban: talla
alta al nacer, circunferencia craneal grande, crecimiento inusual
y gigantismo con anomalias faciales menores. Sin embargo, otros
familiares también afectos del sindrome X fragil, presentaban el
fenotipo tipico indicado anteriormente (Beemer y col., 1986; de
Vries y col., 1995).

Recientemente se ha descrito una paciente diagnosticada
clinicamente de sindrome de Rett, que por estudios moleculares y
citogenéticos resultaba X fragil (Alembik y col. 1995), por lo
que los rasgos fenotipicos asociados con el sindrome X frégil
pueden ser muy variados y se estdn ampliando en la actualidad.

En la figura 4 se muestran 5 fotografias de pacientes X
fradgiles de nuestro estudio en Andalucia, donde pueden observarse
algunas caracteristicas faciales dismébrficas.

1.1.1 Datos neuroldgicos y psiquicos en el sindrome X-frdgil.

En los pacientes con el sindrome aparecen alteraciones

neuropsicolébégicas y de comportamiento, deficiencias en la memoria
temporal a corto plazo y secuencial asi como alteraciones en la

17
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Figura 4. Fotagrafias de individuos X fragil diagnosticados en
el estudio en Andalucia. En la parte superior tres miembros de
la familia 1 que se indicard en el apartado E de RESULTADOS, el
primero de la izquierda es el tio (III-9) de los dos de la
derecha que son primos(IV-3 y IV-6 respectivamente). En la parte
inferior a la izquierda el individuo IV-14 de la familia 16
diferentes y III-1 de la familia 7, que se indicardn en el
apartado G-4 de RESULTADOS.

18



INTRODUCCION

habituacién a estimulos sensoriales. En pacientes epilépticos con
el sindrome aparece un encefalograma de medio y alto voltaje
unilateral o subidas bilaterales en el &rea temporal durante el
suefio, que no suele aparecer en otros retrasos. La causa de las
convulsiones podria ser la deficiencia en el vermis cerebelar, al
perderse una apropiada inhibicién secundaria sobre el cerebelo
(Freund y Reiss, 1991).

En estudios neuroanatémicos se ha observado un aumento en el
volumen del hipocampo, una disminucién del volumen en el gyrus
temporal superior y menor tamafio del vermis cerebelar posterior
con incremento del tercer ventriculo, comparado con el grupo
control (Reis y col., 1994). Estudios con resonancia magnética y
morfometria cuantitativa, muestran un incremento del nucleo
caudado y un aumento del wventriculo lateral en varones, que se
correlacionan con el IQ de los pacientes. También el aumento de
volumen en el ntcleo caudado se correlaciona con el estado de
metilacién en el gen FMR-~1 (Schapiro y col. 1995).

Los varones X fragiles presentan un IQ entre 35-50, que va
disminuyendo con la edad (Hirst y col., 1993). Se observan
alteraciones del area cognitiva, con deficiencias en la atencidn,
problemas verbales que afectarian mas los niveles de significado
del lenguaje que la fonologia o sintaxis, ademds de problemas
aritméticos. Se observa que presentan fallos en la tarea de
memorizar listas de palabras o numeros, ligados a factores como
falta de atencién y ansiedad (Hagerman y Silverman, 1991). Los
individuos con el sindrome se caracterizan también por presentar
hiperactividad, movimientos estereotipicos, y alteraciones en el
habla (Baumgardner y col., 1995). En la tabla IV se resumen las
alteraciones psicomotoras mas frecuentes en los varones dque
padecen el sindrome X fragil.

Los resultados obtenidos usando tomografia cuantitativa
computarizada y analizando a su vez las tasas metabdlicas por

19



INTRODUCCION

TABLA IV. Resumen de las alteraciones psicomotoras mas frecuentes
en los varones que padecen el sindrome X fragil, se estudian en
tres grupos establecidos segun el genotipo de los individuos.
(Los datos que se indican estan calculados en porcentaije).

MUTACION TOTAL . MOSAICOS
Caracteristicas Metilacion total <50% Metilacion
psicomotoras (n=97) (n=5) (n=29)
Varones prepuberales
Agitacion manual 85 80 89
Golpean con las manos 64 40 42
Hiperactividad 89 60 96
Conportamiento reiterativo 95 60 95
Agresividad 57 60 65
Timidez 60 75 44
Ansiedad 64 75 53
Ataques de panico 25 50 25
Contacto visual escaso 88 80 87
Ataques de colera 25 25 28
Defensa tactil pobre 76 25 73
MUTACION TOTAL __. MOSAICOS
Caracteristicas Metilacion total <50% Metilacion
psicomotoras (n=64) ®=7) (n=22)
Varones puberales y
postpuberales
Agitacién manual 81 17 68
Golpean con las manos 64 17 50
Hiperactividad 64 67 82
Conportamiento reiterativo 100 75 91
Agresividad 55 67 47
Timidez 61 100 100
Ansiedad 79 100 91
Ataques de panico 39 25 22
Contacto visual escaso 98 67 100
Ataques de cllera 42 20 37
Defensa tactil pobre 96 . 60 80

*Adaptada de Hagerman y Cronister (1996).
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regiones cerebrales, sugieren que las alteraciones estructurales
y funcionales del cerebro de los pacientes X fragiles pueden
explicar las alteraciones cognitivas y de comportamiento que
ocurren en el sindrome. Las alteraciones observadas en 1la
asimetria izquierda-derecha pueden estar asociadas a los cambios
en las funciones visuales y verbales que se han encontrado en los
pacientes afectados del sindrome X fragil (Shapiro y col. 1995).

Se ha descrito una correlacidn inversa entre el valor de IQ
de las heterocigotas y el porcentaje de fibroblastos con el
cromosoma X frdagil activo, sugiriendo una seleccidén somdtica de
las células hematopoyéticas pluripotenciales (ES) «con un
cromosoma X fragil activo (Rocchi y col., 1990). En las mujeres
heterocigotas se observa que un 60% presentan un IQ<85,
encontridndose alteraciones en las habilidades matemdticas vy
graficas, mientras que las habilidades verbales no estan muy
alteradas (Sobesky y col. 1994 y Loesch y col. 1994).

1.2 Diagndéstico del sindrome X-frdgil.

Desde el principio de 1los afios 70 cuando se descubridé la
fragilidad como marcador citogenético del sindrome, hasta el
descubrimiento en 1991 del gen FMR-1 ligado al sitio fréagil y
causante de la aparicidén del sindrome, el estudio cromosémico a
partir de células sanguineas fue el método mds utilizado. Poner
de manifiesto la fragilidad es un trabajo intensivo que tiene que
llevarse a cabo en laboratorios experimentados. Por otra parte,
en muchos casos las fragilidades no se expresan, sobre todo en
los portadores y portadoras de la premutacidén (Brown, 1990). Esta
metodologia presenta ademids el problema de los falsos positivos
debidos a la expresidén, en bandas adyacentes a Xg27.3, de otros
sitios fragiles. Que seria la fragilidad comin llamada FRAXD en
Xg27.2, que se expresa en un 4-5% de las metafases de las
preparacién de muestras normales (Zaslav y col. 1991) y los
sitios fr&giles raros FRAXE y FRAXF en Xg28. En condiciones
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Optimas el sitio fragil aparece en un 10-40% de las metafases
de una preparacidén de un paciente con el sindrome. Una frecuencia
mucho menor se observa en las mujeres portadoras y no aparece en
varones transmisores normales (Richards y Sutherland, 1992).

Los sitios fragiles se expresan muy frecuentemente en la
poblacién general, aunque algunos sbélo se observan bajo
condiciones especiales de cultivo. Se encuentran muy conservados
en la evolucidén apareciendo en especies como ratones, caballos
o primates lo que sugiere una estructura o funcién comin (Deelen
y col. 1994). Se ha sugerido que los sitios frégiles pueden
predisponer a la rotura cromosdmica por esa zona y conducir a un
incremento de intercambio entre <cromdtidas hermanas o
recombinacién. Se ha demostrado que mas del 50% de roturas
cromosédmicas ocurridas durante la evolucidén en los primates se
han producido muy cercanas a los sitios fragiles (Knight y col.,
1993). En estudios cromosémicos de muestras de mamiferos se
expresa una fragilidad en la zona final del brazo largo del
cromosoma X que determina un sindrome en las vacas (Ronne y
col., 1992) y también se observa una fragilidad en Xg27 en
muestras de caballos aunque no parece estar ligada a ninguna
patologia (Deelen y col., 1994).

Durante un tiempo se usaron también para el diagnéstico
marcadores adyacentes a la zona fragil, que se conocian por
estudios de ligamiento para realizar mapas genéticos. Asi se
describié ligamiento del sindrome X fragil, en 6 familias
informativas de 18 estudiadas en una poblacién de Cerdefia, con
los loci de 1la deficiencia en la enzima Glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa y del daltonismo. En este estudio no se encontrd
ligamiento entre la deficiencia en la enzima y otros retrasos
mentales ligados al cromosoma X (Filippi y col., 1983).

En estudios de ligamiento del locus del factor IX con el
sindrome X fragil no se encontrd recombinacidén en 17 meiosis de
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2 familias estudiadas (Camerino y col. 1983). Por andlisis de
ligamiento multilocus en 147 familias y usando 4 marcadores
flanqueantes a la zona de la fragilidad ligada al retraso mental
(FRAXA) se propuso la siguiente situacién en el cromosoma X
centrémero- (DXS51, F9, DXS98)-FRAXA-DXS52-teldémero, reduciendose
asi la zona donde buscar alteraciones en el ADN responsables de
la fragilidad FRAXA (Brown y col., 1988).

Hasta pricipio de los afios 90 el diagnéstico del sindrome X
fridgil se realizaba con los datos clinicos que se comprobaban en
el 1laboratorio de citogenética o por pruebas indirectas de
anilisis de polimorfismos cercanos a la zona fragil. Con el
descubrimiento en 1991 del gen implicado en la enfermedad se han
podido generar sondas que permiten un andlisis directo de la zona
(Fu y col. 1991).

2. LOCALIZACION DEL GEN FMR-1.

A principios de los 90 se describié un mapa fisico del final
del brazo largo del cromosoma X cubriendo un total de 12 Mb,
situando la zona fragil entre 8 y 8,7 Mb proximal al teldmero y
marcando un intervalo de 300 a 700 Kb donde se situaria el sitio
frdgil (Pouskula y col., 1991). En el afio 1990, usando un
fragmento de 275 Kb de un cromosoma de levadura artificial (YAC)
que contenia el sitio fragil, se maped la secuencia con técnicas
de hibridacién "in situ" y se restringié la zona FRAXA a 15 Kb.
Se consiguid por digestién con la enzima de restriccién EcORI un
fragmento de 5.2 Kb, que contenia la zona donde se encontraba la
fragilidad (Yu y col., 1991).

En 1991 se caracterizd un gen que se denomind FMR-1 (retraso
mental ligado al sitio fragil 1) en la regidn ligada a la
fragilidad descrita para este sindrome. Se obtuvo un fragmento de
7.4 Kb que contenia una isla CpG (una secuencia de nuclebtidos
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5 ¥
B —

Isla CpG Gen FMR-1

Figura 4. Esquema de la zona FRAXA, donde se indica la situacién
de la zona de tripletes dentro del gen FMR-1, asi como la isla
CpG reguladora de la transcripcién del ARNm.
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rica en guaninas y citosinas que suele indicar la presencia de un
promotor de un gen y suelen encontrarse cerca de secuencias
génicas regulando su expresién) vy una =zona variable de
repeticiones CGG/CCG situada a 250 pb de la isla y que se
encontraba en el primer exé4n del gen FMR-1. Se sugirié que la
mutacién de este gen por aumento en el numero de tripletes
repetidos es lo que induce la expresidén fenotipica del sindrome
X-fragil (Verkerk y col., 1991). En la figura 4 se muestra un
esquema de la zona FRAXA. ’

A partir de estos hallazgos se establecieron las bases para
el diagndéstico molecular del sindrome X-fragil. Se han obtenido
sondas que hibridan en la zona de los (CGG/CCG)n como la StB12.3
y la 0x1.9. La sonda StB12.3 (pfxa7) es un fragmento de 1.2 Kb
utilizada para el andlisis de los polimorfismos de restriccién de
endonucleasas como EcoRI, HindIII, Eagl y SacII (Rousseau y col.
1991). La sonda Ox1.9 es un fragmento de 1.9 Kb que se usa en el
mismo tipo de estudios usando las mismas rectrictasas (Snow y
col. 1992). Otras sondas empleadas con menor frecuencia en el
diagnéstico del sindrome son la Pfxal y la Pfxa3 (Richards y col.
1992 y Warren y col. 1994). En la figura 5 se muestra un esquema
de la zona FRAXA con las dianas de restriccién de las enzimas mas
usadas en el diagnéstico del sindrome X fragil y los sitios de
hibridacién de las sondas més utilizadas.

2.1 Estructura del gen FMRI.

Los estudios sobre el gen FMR1 indican que ocupa unas 38 Kb
en Xq27.3 y estd compuesto por 17 exones y 16 intrones. La zona
de repeticién de tripletes (CGG/CCG)n estéd en el primer exdn pero
antes de la fase abierta de lectura, y por lo tanto no codifica
para el aminodcido Arginina como se postulaba en un principio
(Ashley y col. 1993). La figura 6 muestra un esquema del gen FMR1
indicédndose los tamafios de los exones y los intrones, y la
localizacién de la zona de tripletes (CGG/CCG)n.
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Hindlll
EcoRI
j

Pfxa1
Ox1.9
———— O{B12.3
—— Pfxa3
Sacll Hindlll
EcoRlI

Isla (CéG)n Gen FMR 1
CpG
P | 1 Kb i

Zona FRAXA (X q 27.3)

Figura 5. Esquéma explicativo de las zonas de hibridacién de las
sondas usadas para el diagnéstico por andlisis del ADN del
sindrome X fragil, asi como las dianas de corte de las enzimas
que se emplean mas frecuentemente en el estudio de la zona FRAXA.
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10000 Oog.

Exon II III v VI VIiI VIII IX X

Tamafio bp 298 S1 S3 94 72 149 94 117 1.71 - 79 . 110

Intron 1 2 3 4 S 6 8 10

Tamafio kb 9.9 3.7 2.9 0.35 1.3 0.18 2.3 0.09 2.9 0.9
L3

Exon X1 XIX XIII X1v Xv

Tamafio bp 135 63 87 196 183 83 159 1794
Intron 11 12 13 14 15 16
Tamafio kb 0.5 2.8 2.4 1.7 2.65% 2.9

Figura 6. Esquema del gen FMR-1, se indican los exones en numeros
romanos y los intrones que se situan entre los primeros en
numeros arabes, edbajo se indica el tamafio en kilobases, las
zonas rellenas indican secuencias que no se traducen a proteina
y los angulitos superiores entre exones indican lugares de
maduracién alternativa para la eliminacién de intrones. La zona
de los tripletes se sitla en la parte no traducida del primer
ex6n, (adaptada de Eichler y col. 1993).
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Se observa que el primer intrén del gen FMR1 es inusualmente
largo ocupando 9.9 kb, casi un tercio del total del gen (se
estima que s6lo un 2% de los genes humanos presentan intrones por
encima de 9 Kb), lo que indica que puede ser importante para la
regulacidén transcripcional y la maduracién del transcrito como
ha podido demostrarse para otros genes con intrones grandes.
También es caracteristico el tamafio de la zona no transcrita del
primer exdn que corresponde a 318 pb. Habitualmente la zona no
traducible es menor a la media del tamafio de los exones internos
que en el FMR-1 es 112 pb. Se postula que el gen FMR-1 pertenece
a un grupo compuesto por menos del 8% de los genes en 1los
vertebrados (Eichler y col. 1993). Debido a su ubicua expresidén
Yy a su conservacidn en la evolucidén se sugiere que este gen tenga
un papel en el mantenimiento general de 1la célula (gen
"housekeeping”) (Siomi vy col. 1993).

En la figura 7 se muestra la secuencia del gen FMR-1
humano, obtenida a partir del ADNc, indicando la zona inestable
de tripletes y los codones de iniciacién ATG y de terminacidén TAA
de la traduccidén. Se muestra un alelo con 30 tripletes en el que
se observan dos interrupciones AGG en las posiciones 11 y 21 de
las repeticiones. Se indican también las secuencias de las zonas
KH y la caja RGG, dominios muy conservados que tienen un papel
importante en la funcién de la proteina (Verkerk vy col. 1993).

El dominio KH1 se encuentra en el exén VIII del gen FMR1 y
el dominio KH2 se encuentra localizado entre los exones IX y X.
Estos dominios estdn formados por 90 nuclebétidos que codifican
una secuencia de aminodcidos hombéloga a los dominios KH que se
encontran en la proteina hnRNP K y en otras proteinas unidoras
de ARN (Ashley y col., 1993). Una mutacién puntual encontrada en
el primer dominio KH produce un fenotipo grave del sindrome lo
que apoya la hipétesis de la importancia de esta secuencia en la
funcién de la proteina (Siomi y col., 1994). En el exén XV se
sitla otra zona conservada que presenta homologias con la caja
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TAGCAGGGCT
CCAATGGCGC
ATAACAGTTG
TCATGATGTC
AAAGTGATGA
TGTTGGTGGT
AGAATATGCA
GTCTAAGATC
AAGATCAAGC
GGCGGCACAT
ATGATCCAGA
TCAAAGCGAG
TAAGTTGTCT
GTTCAAGGCA
GATCTGATGG
TAGAANAGTA
CATTTCATAT
TTTCTCGAAT
CAAAGTAATA
CAGGAGTTGT
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GGTTGGACCT
ACAGCACCCA
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Zona (CGG/CCG),
Inestable
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KH

Caja
RGG

2

Figura 7. Secuencia del gen FMR-1, implicado/en la aparicién del

sindrome X fragil, (tomada de Verkerk y col., 1991).
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RGG, implicada en la funcién unidora de ARNm (Verkerk vy col.,
1993).

Estudios del gen en distintos grupos animales desde anélidos
hasta mamiferos indican que estas zonas se han conservado sin
muchos cambios a lo largo de la evolucidén (Deelen y col., 1994;
Price y col.; 1996). Por estudios en "Zooblots" se ha comprobado
gue este gen estd muy conservado a lo largo de la evolucidn. Se
ha estudiado en moluscos, anfibios y mamiferos y su homogeneidad
indica, como se ha expuesto anteriormente, un gen implicado en
funciones bésicas de la célula (Verkerk y col., 1991; Ashley y
col., 1993}).

2.1.1 Inestabilidad de la zona de tripletes.

El tipo de mutacidén mas frecuente en el sindrome X fragil
es la expansién de las repeticiones del triplete CGG/CCG, situado
en la zona 5' del gen FMR-1, en el primer exén antes del triplete
de iniciacién de 1la traduccién. E1 aumento del nuUmero de
tripletes y la metilacién de la isla CpG prdxima al extremo 5°del
gen estan involucrados en la aparicién del fenotipo. E1 nUmero
de repeticiones es variable dentro de la poblacibn normal por lo
que el locus FRAXA es polimérfico (Kremer y col. 1991).

La frecuencia alélica mas alta se acumula en los alelos con
29 y 30 repeticiones CGG/CCG, pero aparecen tamafios entre 6 y 50
tripletes que serian alelos normales. Entre 52 y 200 tripletes
se considera que el alelo estd premutado aunque hay una zona de
incertidumbre en el paso de normal a premutado que se considera
entre 35 y 50 tripletes. El alelo estd mutado cuando el numero
de repeticiones supera las 200-230 pudiendo llegar a ser mas de
1000 (Fu y col. 1991).

Se demuestra que oligonuclebétidos formados por repeticiones
(CGG/CCG)n forman, en condiciones fisiolbégicas, estructuras
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complejas que semejan tetrahélices de ADN y que la metilacidn en
el nuclebdtido 5-citosina estabiliza esta estructura. Estas
formaciones pueden suprimir 1la transcripcién del gen y la
replicacién de la zona (Fry y Loeb, 1994).

Estudios de poblaciones indican que el 95% de los alelos
encontrados tienen menos de 40 CGG/CCG y un 2% un nudmero de
repeticiones por encima de 46. Entre 45 y 55 se establece una
"zona gris" en la que los alelos pueden ser premutados (por lo
que se herendan de forma inestable) o normales. E1 limite de los
alelos normales se ha establecido arbitrariamente en 54
repeticiones (Hirst y col. 1995).

Estudiando posibles funciones de las repeticiones de
tripletes, se encuentra que las secuencias (CGG/CCG), sirven como
zona de unidn a proteinas nucleares especificas que pueden actuar
en la regulacidén génica. La proteina que se une a este tipo de
zona repetitiva se ha llamado proteina unidora a CGG 1 (BP1-CGG),
y en la actualidad se estudia si puede tener algo que ver con los
mecanismos de expansién de los tripletes (Richards y col. 1993).
En extractos nucleares purificados con cromatografia de afinidad
para ADN aparece una proteina de 20 kDa que se une a la zona de
los tripletes CGG/CCG (Dreissler y col. 1996).

En los individuos X fragiles se encuentran mosaicismos de
tamafio en la zona de tripletes en un 40% de 1los casos,
observandose en la misma muestra tamafios premutados y mutados.
Comparando grupos de hermanos con muestras independientes no se
encuentra predisposicién familiar en la aparicidén del mosaicismo
(Nolin y col. 1994).

2.1.2 Expansiones y retracciones.

La inestabilidad de la zona de los tripletes implica en la
mayoria de los casos expansiones, sin embargo se han descrito
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también pequefias retracciones de los tripletes CGG/CCG que en
algunos casos ha supuesto la regresidén de un alelo premutado a
un alelo normal. Se ha descrito un alelo premutado de 110
repeticiones en la madre que pasdé a 44 repeticiones en su hija
(Vits y col., 1994). Se ha descrito una reversién de la mutacidn
X fragil a un alelo normal (Antifioclo y col., 1996). También se
ha descrito un paciente que habiendo heredado de su madre un
cromosoma mutado, presenta un tamafio normal sin metilar y un
tamafio mutado y metilado. Este es un ejemplo de mosaicismo con
una parte del cromosoma X normal y con manifestacién del sindrome
(Van-den-Ouweland y col., 1994).

2.1.3 Mutaciones puntuales y delecciones.

En algunos pacientes con un fenotipo claro del -sindrome no
se ha encontrado sin embargo expansidén en los tripletes del gen
FMR1. Se ha descrito un caso con una mutacidén puntual, de un sélo
nucledétido en el dominio KH1 del gen, que provoca el cambio de
un aminodcido critico para la funcién de la proteina. Hasta el
momento es la unica mutacidédn puntual, con expresidén del sindrome,
que se ha encontrado en el gen FMR-1 (Deboulle y col., 1993).

Se han presentado también dos casos de sindrome X fragil en
dos varones sin expansién de tripletes. En un caso la alteracidn
observada era una deleccidén "de novo" de un sélo nucledtido y en
el otro un cambio heredado de dos pares de bases (Lugenbeel y
col. 1995).

Ademas se han encontrado casos de delecciones de distinto
tamafio. Se ha observado una deleccién de 250 Kb en un paciente
con el sindrome pero sin expresién de la fragilidad (Wohrle y
col., 1992) o dos casos de delecciones de 2,6 Mb (Gedeon y col.,
1992) y 3.1 Mb respectivamente en las que se ha perdido el locus
FRAXA (Tarleton y col., 1992). En otro caso la delecciébn descrita
ocupaba toda la parte final del brazo largo de cromosoma X
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incluyendo FRAXA y FRAXE (Albright y col., 1994).

También se ha encontrado una pequeila deleccidén en la zona
FRAXA de 100 Kb en un paciente con el sindrome (Trottier y col.
1994) . Se han descrito dos pacientes X-fragiles, que no mostraban
expansién en la zona de tripletes, que tenian en un caso una
deleccibén de 660 pb (incluyendo la isla CpG, los CGG y el coddn
de iniciacién) y en el otro se habian perdido 25 Kb (desde la
zona inicial hasta el exén 11 del gen FMR~1), (Hirst y col.,
1994).

2.1.4 E1 sindrome X frdgil y otras patologias.

El sindrome X frdgil se ha diagnosticado en pacientes con
otras patologias que pueden modificar el fenotipo tipico de la
enfermedad, asi se han descrito pacientes con el sindrome de
Klinefelter (varones XXY) y fragilidad cromosémica en el locus
Xq27.3 (Fryns y col., 1988, Wilnut y col., 1990 y Chudley y col.,
1991). Se han descrito dos casos de mujeres XXX con el sindrome
X fragil (Kahkone y col., 1983; Fuster y col., 1988). '

También se han encontrado pacientes sindrome de Down con el
cromosoma X fragil en al zona FRAXA (Arinami y col., 1987;
Chudley y col. 1988). Se ha descrito un vardén con el sindrome X
fragil que era mosaico para el cromosoma sexual Y (46XY/47XYY)
(Milousky y col., 1993). Se han detectado dos mujeres mosaico
45X/46XX que tenian también expansién en los tripletes del gen
FMR-1 (Shapiro y col. 1994).

Asi mismo se observan pacientes con un fenotipo claro del
sindrome X frdgil pero que no presentan alteraciones detectables
en el gen FMR-1 y tienen expresidén normal del ARNm del gen. Por
lo que deben existir otras causas aun no encontradas en la
manifestacién del fenotipo del sindrome (Chiaruzi y col. 1994).
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2.2. Metilacidn de la isla CpG reguladora del gen FMR-1.

Se conocia que en las secuencias de nuclebdtidos gendmicas
existian zonas donde se obsevaba una frecuencia mayor de guanina
y citosinas por lo que se han llamado islas CpG, se observan que
estds localizadas proximalmente a =zonas de genes que se
transcriben y regulan su expresidén cuando se observa metilacidn
en las citosinas que aparecen delante de una guanina.

A finales de los 80 se propuso que el sindrome X fragil
estaba causado por una hipermetilacidén cromosbdmica anormal. La
mutacién conduciria a una inactivacidén por metilacién del gen o
genes en el sitio fragil. Esta proposicién se Jjustificaba al
observarse que la replicacién del ADN en la zona fragil era
tardia (Laird y col., 1987).

Para la aparicién de un alelo mutado, el alelo premutado
tiene que pasar a través de una inactivacién del cromosoma X
(lionizacidén que ocurre para compensar la dosis genica en células
con dos cromosomas X) y reactivacién posterior al pasar por la
oogénesis. Esta inactivacidén del cromosoma X, ocurriria por
metilacidén en las citosina de las islas CpG a lo largo de uno de
los dos cromosomas X de cada célula de una mujer(Laird y col.
1991).

Se ha demostrado que aunque la mutacién X fragil se debe a
cambios estructurales en la zona Xg27.3, la aparicién del
fenotipo estd asociada a la hipermetilacién de la isla CpG
préxima a FRAXA. Este hecho apoya la hipétesis propuesta por
Laird (1987) de hipermetilacién del locus y del doble paso
mutacional para la aparicidén del fenotipo.

El alelo X fragil aparece no metilado en varones
transmisores normales e hipermetilado en varones afectos del

sindrome. Cuando la expansién de los tripletes supera un numero
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critico, que se ha propuesto 200 tripletes, la isla CpG esta
hipermetilada, lo que induce la inactivacién del gen FMR-1 por
inhibicibén de la transcripcién (Oberle y col., 1991).

En estudios de metilacién del locus FRAXA se observa una
falta de metilacién en las vellosidades coridénicas y en la
placenta  (Luo y col., 1993; Iida y col., 1994). Esto implica que
en diagnésticos prenatales a partir de este tipo de muestra, no
se puede conocer el estado de metilacién del gen FMR-1 del feto,
por lo que deberd hacerse un nuevo estudio con liquido amniético
donde se encuentra la isla CpG metilada como en otros tejidos
fetales.

Se ha encontrado también mosaicismo de metilacidén en algunos
pacientes X fragiles en los que en células sanguineas aparecia el
alelo expandido metilado y sin metilar, indicando que puede
existir algo de transcripcidén (Merenstein y col., 1994; Feng y
col., 1995). Estos pacientes pueden tener un IQ normal pero
presentar problemas emocionales y de aprendizaje. Se ha propuesto
que la metilacidn variable en el locus FRAXA es responsable de la
diversidad fenotipica del sindrome (McConKei-Rosell y col., 1993;
Rousseau y col., 1994).

2.3 Otros polimorfismos ligados al gen FMR-1.

Para investigar el origen de la mutacién responsable del
sindrome X fragil, se han estudiado varios polimorfismos que
flanquean la zona de las repeticiones (DXS548, FRAXACl, FRAXAC2)
o se situan dentro del gen FMR-1 (FMRa y FMRDb) (Oudet y col.,
1993; Zhong y col., 1994). En la figura 8 se muestra un esquema
de la zona situando los polimorfismos ligados al gen FMR-1 e
indicando las distancias a las que se encuentran.
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Gen FMR-1
<-centrdémero- | ———— teldébmero->
DXS548 AC1 CGG/CCG FMRa AC2 FMRDb
=X HK—=—==P000000—K—-X=—X
| 143Kb | 7Kb | 6kb | 4Kb | 7Kb |

Figura 8. Localizacién de los polimorfismos ligados al locus
FRAXA en la zona Xqg27.3.

El polimorfismo DXS548 es un microsatélite de repeticiones
(AC/GT)n en el que se han descrito 9 alelos distintos que van
desde 18 hasta 26 dinuclebétidos repetidos. FRAXAC1 es un
microsatélite de repeticiones (AC/GT)n con 5 alelos distintos de
17 hasta 21 dinucledétidos. FRAXAC2 es un polimorfismo complejo
de repeticiones de dinucledétidos con una zona de trinucledtidos,
encontrandose 13 alelos diferentes (Oudet vy col., 1993). Los
polimorfismos FMRa y FMRb muestran dos alelos que se diferencian
en un sd6lo nuclebdtido (Kunst y col. 1994).

El estudio del 1locus FRAXA junto a estos otros loci
polimorficos, muestra que existe un desequilibrio de ligamiento
entre los alelos mutados X fragiles y ciertos alelos de 1los
microsatélites, lo que indica un efecto fundador de la mutacién.
Los haplotipos encontrados en los individuos con la mutacién
apuntan a una mutacién ancestral y a que unos determinados alelos
tienen predisposicién a sufrir la expansidén en los tripletes
CGG/CCG (Oudet y col., 1993; Zhong y col. 1995).

2.4 Modelo para explicar la mutacién X fragil.

Se postula que la mutacidén tiene que ver con los mecanismos
de impronta genética (que seria la diferencia en los patrones de
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metilacién del ADN segun el sexo) y con la inactivacién de uno de
los dos cromosomas X (lionizacién) las células que tienen dos
cromosomas X (Laird y col. 1991). En la figura 9 se muestra un
esquema de la hipdétesis propuesta para explicar la diferencia
observada en el paso de un cromosoma premutado a traves de una
mujer respecto a lo observado para un varén, determinandose la
inestabilidad de la zona de tripletes y su expansién para dar un
alelo mutado.

Estudios recientes indican que no es sb6lo el aumento en el
nimero de tripletes CGG/CCG lo que inestabiliza la regién.
Diversos estudios demuestran que en los alelos normales, cada 9
0 10 repeticiones CGG/CCG se intercala un triplete AGG/CCT lo que
confiere estabilidad al alelo. Mutaciones puntuales producirian
la desaparicién de las interrupciones y la inestabilidad del
alelo (Eichler y col., 1994; Kunst y col., 1994).

El paso de alelo premutado a mutado se ha demostrado por
distintos estudios que ocurriria en un momento del desarrollo
embrionario temprano, pero posteriormente a la seleccién de las
que seran las células germinales del embrién (Wohrle y col.
1993). Se observa que en individuos varones afectos del sindrome,
en los que aparece la mutacién completa en los linfocitos, sélo
presentan la premutacién en los espermatozoides (Reyniers y col.
1993).

También se ha descrito un caso de dos gemelas monocigbticas
discordantes para las repeticiones CGG/CCG. En una de ellas el
alelo estaba mutado y en la otra premutado, por lo que la
expansién de la zona debié producirse después de la divisién del
Zigoto (Kruyer y col., 1994). A partir de estos datos y puesto
que la linea celular germinal aparece a partir del dia 5 del
desarrollo embrionario, se postula que la expansién de las
repeticiones ocurriria entre los dias 5 y 20 del desarrollo del
embrién (Devys y col., 1992; Reyniers y col., 1993).
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(AD ALELO MATERNO PREMUTADO EN UN VARON PORTADOR

PREMUTADO
ESPERMATOGENESIS l METILACION ESPECIFICA DEL
ALELO
PREMUTADO
EMBRIOGENESIS l C\2H3 REPARACION CORRECTA DE
LOS ERRORES
PREMUTADO
\
CH

ALELO PATERNO PREMUTADO EN UNA MUJER PORTADORA

PREMUTADO
. ELIMINACION DE LA SENAL
OVOGENESIS EH3 DE METILACION
PREMUTADO
REIMPLANTACION v i[E)iIARACION FRRONEA DEL
DESARROLLO / Y
TEMPRANO <

‘_anEMUTADo__ R MUTADO

METILACION "DE NOVO",
REPARACION CORRECTA,
ESTABILIDAD DE LA MUTACION

POSTIMPLANTACION
DESARROLLO TARDIO

‘€ «

— L MmuTADO B—
CHy gy, CHy cH, CHs

Figura 9. Esquema de la hipétesis del paso de premutacién a
mutacién determinada por el sexo del parental portador (adaptada

de Wohrle y col., 1996).
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Asumiendo un modelo de expansién en multipasos, que
~ocurriria en algunos individuos ancestrales y en el desarrollo
embrionario temprano de los individuos que padeceran el sindrome,
se ha propuesto que la expansidén para dar alelos premutados
podria ocurrir tanto en oogenesis como en espermatogenesis,
mientras que la expansién a tamafios mutados estd restringida a
las células somaticas y en los alelos de origen materno (Sherman
y col. 1995).

En la figura 10 se muestra un esquema en el que se indica la
via mutacional multipasos que ocurriria en el sindrome X fragil,
estableciendose distintos grupos en los alelos para el locus
FRAXA, silvestres, premutados y X fragiles. el paso de primero al
siguiente y de este al tercero puede ocurrir por la inestabilidad
de los tripletes siendo variable la frecuencia de paso de un
grupo a otro, desplazandose hacia los alelos X fragiles en unos
haplotipos muy infrecuentes en la poblacién normal. También se
observan alelos X fragiles como resultado de sucesos Unicos en
los que no aparece inestabilidad de tripletes.

3. EXPRESION DEL GEN FMR-1.

Estudios sobre la expresién del gen FMR-1 a nivel de ARNm
indican que en individuos normales se expresa en nuUmMerosos
tejidos y mas abundantemente en cerebro y testiculos (Hinds vy
col., 1993). En los estudios de expresién en familias X fréagiles
se observa que existe expresién en los portadores pero no en los
individuos afectos del sindrome (Pieretti y col. 1991).

Estudios de expresién durante el desarrollo embrionario
indican que en un estadio temprano del desarrollo embrionario, se
transcribiria en la mayoria de los tejidos. En fetos de 11
semanas la transcripcidén es ubicua y en fetos de 20 semanas la
expresién es mids intensa en cerebro, ojos, higado, misculo
esquelético, médula espinal y pulmones manteniéndose la expresién
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VIA MUTACIONAL MULTIPASOS EN EL SINDROME X FRAGIL

ALELOS ALELOS ALELOS
SILVESTRES PREMUTADOS X FRAGILES
Grupo N Grupo S Grupo Z Grupo L

Haplotipos
frecuentes

aplotipos O
infrecuente

S

ucesos
Unicos

Delecciones y mutaciones puntuales

Figura 10. Esquema de la via mutacional multipasos propuesta para
el sindrome X fragil, (adaptada de Chiarruzzi y col., 1996).
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en el adulto sobre todo en cerebro, linfocitos y gbnadas

(Hergersberg y col., 1995).

Los trabajos realizados en células con distinto numero de
repeticiones indican que existe correlacidén entre la expresiodn
del gen y el ntmero de repeticiones CGG/CCG. Se estudian células
con un tamafio normal de tripletes ,7 tipos de expansiones en el
rango de premutacién, con un numero de tripletes de 57, 168, 182,
207, 266, 285 y 285 y una muestra de un varén afecto con 962
repeticiones. Los resultados indican que los niveles de expresidn
son similares en las celulas con un tamafio normal y en tamafios
premutados inferiores a 100. En las células con 207 tripeltes se
reducia la expresién al 24% y en las células con 266 triples sdlo
se encontraba un 12% de expresién. En las células con 285 no se
detectaba ARNm, igual que en el tamafio de 962 repeticiones (Feng
y col., 1995).

3.1 Estudios sobre la proteina FMR-1.

El andlisis de la secuencia de aminodcidos de la proteina
codificada por el gen FMR-1 indica que forma parte de la familia
de proteinas con capacidad de unidén al ARN que tiene dos dominios
KH y una caja RGG. Como se dijo anteriormente, se ha descrito un
paciente con el fenotipo grave del sindrome X fragil, sin
expansién de tripletes CGG/CCG y con una mutacidédn puntual en el
primer dominio KH. La sustitucién de una Adenina (A) a Timina (T)
que conlleva el cambio de una Isoleucina a Asparragina y produce
el fenotipo de la enfermedad reafirma la importancia del dominio
KH en la funcién de la proteina (Deboulle y col. 1993).

Utilizando espectroscopia con resonancia magnética nuclear
se ha establecido que el dominio KH tiene un pliegue alfa-beta
que consistiria en tres hojas beta antiparalelas conectadas por
dos hélices alfa, que en algunos dominios KH estarian
estabilizadas por una hélice alfa en la zona carboxilo terminal
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(Castiglone y col., 1995).

En los estudios de expresién a nivel de proteina se han
observado diferentes isoformas que vendrian determinadas por
maduracién alternativa del ARNm entre los distintos exones del
gen: IX-X, XI-XIII, XIII-XV, XIV-XV (Verkerk vy col., 1993). tn
anticuerpos monoclonales especificos contra la proteina FMR-1
humana se han detectado en el citoplasma de las células de 27
tejidos distintos, varias proteinas de pesos moleculares
diferentes. La proporcién relativa de cada polipéptido es
distinta en cada tejido estudiado, encontrandose una expresién
més intensa en animales jévenes (Khandjian y col., 1995).

Las isoformas de 67-90 kDa tienen el mismo extremo amino
terminal que las de 39-41 kDa pero se diferencian en el extremo
carboxilo, probablemente como resultado de una proteolisis que
elimina el extremo carboxi-terminal. Estas isoformas de menor
tamafio no tienen capacidad de unirse a ARN (Verheij y col.,
1995). Se ha demostrado que la proteina FMR-1 puede unir su
propio ARN mensajero y a un 4% de todos los ARNm celulares,
sugiriéndose que tenga alguna funcidén en el metabolismo del ARN
(Ashley y col., 1993).

Recientemente se ha observado que la proteina FMRP forma
parte de la subunidad 60S de los ribosomas pegados al reticulo
endoplasmatico y de los que estan libres en el citoplasma
(Willemsn y col., 1996). Se ha determinado que una isoforma de
la proteina en la que no existe el exon XIV, se localiza en el
nicleo celular donde estd asociada a los componentes granulares
(Sittler y col., 1996 ; Willemsen y col., 1996).

Se han estudiado los niveles de FMRP en células de
individuos con expansiones en el rango de la premutacién (285
tripletes) y se observa expresién del ARNm pero que no de
proteina, indicando que el aumento en el numero de tripletes
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puede inhibir la traduccién (Feng y col. 1995b).

En la figura 11 se esquematiza una hipdtesis para explicar
la aparicién de fenotipos intermedios en el sindrome X fréagil,
que dependerian del nivel de proteina FMRP.

Recientemente se han descubierto dos proteinas llamadas FXR1
(70 kDa) y FXR2 (74 kDa) cuyos genes estdn localizados en los
cromosomas 12ql3 y 17pl3.1 respectivamente, que presentan una
secuencia sorprendentemente similar entre ellas y con el gen FMR-
1. Tienen dos dominios KH con una identidad del 86% entre FMRP y
FXR1 y del 60% con FXR2. Estas proteinas también funcionarian
como unidoras de ARNm, sin embargo su expresién es normal en
pacientes con el sindrome X fragil.

En estudios "in vitro" se observan interacciones muy fuertes
entre este grupo de proteinas, encontrdndose homémeros vy
heterémeros de unas con otras, por lo que se propone que proceden
de un grupo de genes relacionados por su estructura y muy
posiblemente por su funcién. Se sugiere una posible regulacidén de
la actividad de la proteina FMR-1 por FXR1 y FXR2 que podrian
secuestrar la proteina FMRP y regular su actividad negativamente
(Siomi y col., 1995; Zhang y col., 1995).

3.2 Modelo animal del sindrome X frdgil.

El consorcio Belga-Holandes para el estudio del sindrome X
fragil (1994) ha obtenido un ratén nulo del gen FMR-1 que se esté
utilizando como modelo animal del sindrome. En el ratdn se ha
generado una mutacién sin sentido en el gen FMR-1 por lo que no
hay transcripcién ni traduccién del gen.

El ratdén presenta macroorquidismo aunque muestra una

fertilidad normal. No se observa letalidad fetal o Dbaja
viabilidad de la descendencia por lo que se postula que el gen
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PROTEINA NORMAL

PERSONAS CON SENSIBILIDAD
Y TIMIDEZ EXCESIVAS.

—» HUMOR INESTABLE.

—— > DEFICIENCIAS EN FUNCIONES FRONTALES.

(CARACTERES ESQUIZOIDES, INESTABILIDAD
EMOCIONAL, FALTA DE HABILIDADES SOCIALES)

> DEFICIENCIAS DEL HEMISFERIO DERECHO.
y (HIPERACTIVIDAD, PROBLEMAS DE COMPORTAMIENTO,
DEFICIENCIAS VISUAL- ESPACIALES)

» DEFICIENCIAS DEL HEMISFERIO IZQUIERDO.
(RETRASO MENTAL, PROBLEMAS DEL LENGUAJE,
AGRESIVIDAD, PROBLEMAS COGNITIVOS)

| SIN PROTEINA —» ALTERACIONES FISICAS Y PSIQUICAS
GRAVES

Figura 11. Esquema de la hipotesis que explica la aparicidén de
fenotipos intermedios en el sindrome X fragil, determinado por
los niveles de proteina FMRP, (adaptada de Hagerman y Cronister,
1996) .
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FMR-1 no debe tener un papel esencial en el desarrollo. No se
detectan otras alteraciones fisicas patentes o graves. Se observa
que muestran hiperactividad y deficiencias en el aprendizaje. Se
observa una dificultad mayor para aprender los cambios generados
en el entorno que los ratones normales (Kooy y col., 1996).

En pruebas bioquimicas midiendo los niveles de AMP ciclico
en ratones mutantes no se observa disminucidén de los niveles con
respecto a los controles a diferencia de lo encontrado en
plaquetas de pacientes X-fragiles (Godfraind y col., 1996).

4. FRAGILIDADES PROXIMAS AL LOCUS FRAXA.

Durante el diagnéstico citogenético del sindrome X fragil se
ha demostrado que aparecen otras dos fragilidades raras distintas
a FRAXA en la banda Xg28 en familias que no mostraban expansidn
de la zona de los tripletes CGG/CCG del gen FMR-1 (Flynn y col.,
1993; Hirst y col. 1993). A 500 Kb distal a FRAXA se expresa la
fragilidad FRAXE que en algunas familias se encuentra ligada a un
retraso mental moderado (Nakaori y col., 1991; Sutherland y
Baker, 1992). También se ha descrito la expresién de la
fragilidad sin retraso mental (Mulley vy col., 1995).

Se ha clonado la zona donde se expresa la fragilidad FRAXE
Yy se ha encontrado un polimorfismo de tripletes ligado a una isla
CpG. En individuos normales aparecen de 6 a 25 tripletes CCG/CGG,
mientras que en individuos que expresan la fragilidad hay mas de
200 tripletes y se asocia a hipermetilacién de la isla CpG
préxima a FRAXE. En mujeres portadoras se observan expansiones
intermedias con un numero de tripletes superior a 100 y no
expresan la fragilidad ni tienen retraso mental (Knight y col.,
1993).

En los casos estudiados de transmisién de un alelo expandido
a través de un vardn se han observado siempre retracciones en el
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a través de un vardn se han observado siempre retracciones en el
numero de tripletes del locus FRAXE, encontrandose también
retracciones en los tripletes al pasar de la madre a los hijos
(Hamel y col., 1994).

También se ha visto el fendémeno de mosaicismo lo que conduce
a una variabilidad en la expresidén del fenotipo ligado a locus
FRAXE, muy similar a lo encontrado para el sindrome X-fragil
(Knight y col., 1994). Se han descrito dos casos de una deleccidn
submicroscédpica en la regidén Xg28 en dos pacientes con desordenes
del desarrollo y problemas en el habla (Holden y col., 1996).
Utilizando la sonda VK21A se han detectado dos ARNm diferentes
encontrandose homologia cruzada con otras especies lo que indica
que se ha conservado durante la evolucidén (Gedeon y col., 1995).

A mediados de 1996 se ha localizado, a partir de un paciente
con una deleccién en la zona FRAXE, un gen denominado FMR~2
situado distalmente a la isla CpG descrita en la zona y que no
se expresa en los pacientes que presentan expansidén de los
tripletes (CCG/CGG)n ligados a esta isla CpG. Se observa que se
transcribe en cerebro y placenta y muestra homologias con otras
proteinas conocidas (Gecz y col., 1996; Gu y col., 1996).

En estudios poblacionales se determina que la incidencia del
retraso mental ligado a FRAXE es muy baja. En un estudio de 396
varones que requierian educacibdn especial (215 con retraso mental
profundo) no se encuentrd ninguno que presentara expansién de los
tripletes en el locus FRAXE, aunque se encuentrd un individuo con
una microdeleccién de 40 pb en la zona de los tripletes (Holden
y col., 1996).

En otro estudio no se encuentra ningun alelo expandido del
locus FRAXE, en una poblacién de 312 varones y 150 mujeres lo que
indicaria una frecuencia muy baja en la poblacidén general. En la
poblacién normal se observa que 6 alelos representan el 86% de
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los cromosomas estudiados, seguido del de 16 tripletes que
representa el 18% (Meadows y col., 1996).

En Espafia se han encontrado tres familias, entre 70
estudiadas con expresién de fragilidad citogenética en la zona Xq
27-28, que presentan expansién de los tripletes GCC/GGC en el
locus FRAXE (Carbonell y col., 1996). En estas familias aparecen
individuos normales con expansién, individuos con retraso leve y
otros con retraso profundo. Esta variabilidad podria explicarse
por un mosaicismo de tejidos ya que se ha observado un individuo
con retraso mental profundo que presentaba mosaicismo en células
de la sangre.

Estudiando el estado de expansidén del locus en el esperma de
un vardn transmisor normal que presenta la mutacién total en
sangre, y encuentran que sblo presenta la premutacidn semajante
a lo observado en el locus FRAXA. Estudiando las caracteristicas
fenotipicas se observa que, en dos varones con la expansién total
y retraso mental, uno muestra  hiperactividad y otro
macroorquidismo, caracteristicas infrecuentes en la expansién del
locus FRAXE (Carbonell y col., 1996).

Se ha descrito una familia con expansién del locus FRAXE
pero sin expresién citogenética de la fragilidad cromosdémica en
Xq 28. En esta familia dos hermanos tenian una expansion total y
metilacién de la isla CpG sin embargo uno tenia retraso mental y
el otro era clinicamente normal (Murgia y col., 1996). Estos
casos ponen de manifiesto la gran variabilidad fenotipica
asociada a la expansién de los tripletes del locus FRAXE.

Continuando los estudios de familias que presentaban
fragilidad citogenética en Xg28, pero que no presentaban
expansién en los tripletes en el locus FRAXE, usando técnicas de
hibridacién "in situ” por fluorescencia, se ha localizado a 1.2
Mb distal de FRAXA, un tercer sitio fragil raro que se ha
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1.2 Mb distal de FRAXA, un tercer sitio fragil raro que se ha
denominado FRAXF, proximal al locus GABA-of y al locus IDS
implicado en el sindrome de Hunter's (Hirst y col., 1993).

La expresidén de la fragilidad FRAXF no parece estar ligada
a ningun retraso mental, aunque se ha demostrado que la
fragilidad estd asociada a la expansidén de una zona de tripletes
CGG/CCG que en el rango normal de 6 a 29 repeticiones se
transmite de manera estable. En un estudio de 123 cromosomas
normales el alelo de 14 tripletes representa el 42% de la
frecuencia alélica y se observa una heterozigosidad del 78%
(Parrish y col., 1994).

Estudios de poblaciones del locus FRAXF en 500 varones, se
han encuentrado alelos de 10 a 38 tripletes representando el
alelo de 14 tripletes el 53% de la frecuencia alélica. No se ha
encontrado ningun alelo premutado o mutado en este estudio lo que
indica que en caso de existir expansiones en esta =zona la
frecuencia es muy baja en la poblacién (Holden y col., 1996).

Se ha descrito que los alelos de 36-38 tripletes pueden
tener cierta inestabilidad en la transmisidon. La frecuencia
alélica se acumula en los alelos de 12, 14, 21, 23 y 24
repeticiones, siendo el resto de los alelos encontrados muy poco
frecuentes. Se ha propuesto que los alelos 21-24 procederian de
los alelos 12-14 por un error de la polimerasa en la replicacién
de la zona (Holden y col., 199¢6).

En la figura 12 se muestra un esquema de la localizacién de
los locus FRAXA, FRAXE y FRAXF que determinan las fragilidades
citogenéticas observadas al final del brazo largo del cromosoma
X, en la zona Xg27.3-28. Que estén debidas a la expansién de los
tripletes CGG/CCG que se indican en los tres casos, asi como las
isal CpG reguladoras de la transcripcién de los genes FMR-1 y
FMR-2, ligados a FRAXA y FRAXE respectivamente.
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FMR-1 (38Kb) FMR-2
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Figura 12. Localizacién de las zonas inestables de tripletes
CGG/CCG encontrados en las bandas g27.3-28 del cromosoma X,
indicando los genes a los que estédn ligados en el caso de FRAXA
y FRAXE.

En la figura 13 se muestra un esquema del bandeo de un
cromosoma X indicando la localizacién de las fragilidades que se
observan en preparaciones citogeneticas. Las denominadas FRAXB;
FRAXC y FRAXD son comunes Yy Se expresan en preparaciones
normales, no se han asociado con ninguna patologia. Las indicadas
como FRAXA, FRAXE y FRAXF son las que se denominan raras porque
aparecen bajo condiciones especiales de cultivo en medio pobre
en acido félico.

5. EL ADN INESTABLE UN NUEVO TIPO DE MUTACION GENETICA.

Con el descubrimiento en el afio 1991 de la mutacidén por
inestabilidad de tripletes que causaba el sindrome del X fragil,
se abrié el camino para encontrar la causa de otras enfermedades
en las que también se observaba el fendmeno de la anticipacidén y
de la gran variabilidad clinica. Asi en muy pocos afios se han
localizado otros genes con zonas de repeticiones de tripletes
donde se genera la inestabilidad que estéan involucrados en el
desarrollo de varias enfermedades (Warren, 1996).
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Figura 13. Esquema de bandeo G del cromosoma X con la
localizacién de las fragilidades observadas en estudios
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En los tultimos 5 afios se han encontrado otros 12 loci
humanos, donde se observan expansiones en repeticiones de
tripletes ligados casi siempre a enfermedades neuroldgicas. De
los tripletes que pueden establecer secuencias repetitivas
diferentes, hasta el momento s6lo se ha observado la expansiodn,
en tres tipos de tripletes distintos: CGG/CCG, CAG/CTG, GAA/TTC.
5 loci estédn ligados a la aparicién de fragilidades cromosdmicas,
pero en 7 enfermedades no aparece fragilidad ligada a la zona de
expansién (Ross y col., 1993; Warren 1996).

Otras enfermedades en las que se ha observado este tipo de
mutacién por ADN inestable son: la enfermedad de Kennedy o
atrofia bulboespinal hereditaria (CAG/CTG), la enfermedad de
Steiner o distrofia mioténica (CTG/CAG), la corea de Huntington
(CAG/GTC), la ataxia espinocerebelosa tipo I (CAG/CTG), la
enfermedad de Machado-Joseph (CAG/CTG), el sindrome de Haw-River
o atrofia dentorrubropalidolusiana (CAG/CTG), el retraso mental
ligado al locus FRAXE (CGG/CCG) y la Ataxia de Friedreich
(GAA/TTC) (Warren, 1996).

En la tabla V se muestra una relaciédn de las enfermadades
por inestabilidad del ADN y los datos que se conocen hasta el
momento actual. Las expansiones del triplete CAG/CTG en todas las
enfermedades, menos en la distrofia mioténica, se produce en la
parte codificante del gen por lo que en la proteina aparece una
zona de poliglutamina. En estos casos la patologia se produce por
ganancia de funcidén, es decir aparece una proteina con
propiedades alteradas que determinaria la aparicién de la
patologia. En el resto de enfermedades debidas a expansiones, lo
que ocurre es una perdida de funcién al inhibirse la
transcripcién y/o la traduccibén, y no tener la proteina
correspondiente o transcribirse un ARNm defectuoso que no puede
madurar como se ha propuesto que ocurre en la ataxia de
Friedreich's (Warren, 1996).
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En los ultimos 5 afios se han encontrado otros 12 loci
humanos, donde se observan expansiones en repeticiones de
tripletes ligados casi siempre a enfermedades neurolbdgicas. De
los tripletes que pueden establecer secuencias repetitivas
diferentes, hasta el momento sb6lo se ha observado la expansioén,
en tres tipos de tripletes distintos: CGG/CCG, CAG/CTG, GAA/TTC.
5 loci estén ligados a la aparicién de fragilidades cromosémicas,
pero en 7 enfermedades no aparece fragilidad ligada a la zona de
expansién (Ross y col., 1993; Warren 1996).

Otras enfermedades en las que se ha observado este tipo de
mutacién por ADN inestable son: la enfermedad de Kennedy o
atrofia bulboespinal hereditaria (CAG/CTG), la enfermedad de
Steiner o distrofia miotébénica (CTG/CAG), la corea de Huntington
(CAG/GTC), la ataxia espinocerebelosa tipo I (CAG/CTG), la
enfermedad de Machado-Joseph (CAG/CTG), el sindrome de Haw-River
o atrofia dentorrubropalidolusiana (CAG/CTG), el retraso mental
ligado al 1locus FRAXE (CGG/CCG) y la Ataxia de Friedreich
(GAA/TTC) (Warren, 1996).

En la tabla V se muestra una relacién de las enfermadades
por inestabilidad del ADN y los datos que se conocen hasta el
momento actual. Las expansiones del triplete CAG/CTG en todas las
enfermedades, menos en la distrofia miotdénica, se produce en la
parte codificante del gen por lo que en la proteina aparece una
zona de poliglutamina. En estos casos la patologia se produce por
ganancia de funcibén, es decir aparece una proteina con
propiedades alteradas que determinaria la aparicién de 1la
patologia. En el resto de enfermedades debidas a expansiones, lo
que ocurre es una perdida de funcién al inhibirse Ila
transcripcién y/o la traduccién, y no tener la proteina
correspondiente o transcribirse un ARNm defectuoso que no puede
madurar como sSe ha propuesto que ocurre en la ataxia de
Friedreich's (Warren, 1996).
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Otros locus donde se ha observado expansién de tripletes
pero que no se han asociado a ninguna enfermedad son los sitios
fragiles 11B, 16A, FRAXF en los que se expande el triplete
(CGG/CCG) (Warren, 1996). En otras muchas proteinas se han
encontrado zonas de tripletes repetidos aunque no se han asociado
a este tipo de enfermedades como son el receptor o adrenérgico
con una zona con 6 GAG que en la proteina serian 6 glutaminas, o
una proteina de unién a la caja TATA con 18 CAG que aparecen en
la proteina como una regidén rica en glutamina, o el factor de
transcripcidén TFEB con una regién de 10 glutaminas debido una
zona de repeticiones CAG (Ross y col. 1993).

En la figura 15 se muestra un esquema de la localizacién de
la zona repetitiva de tripletes en los genes implicados en las
patologias descritas como ejemplo de mutaciones dindmicas por ADN
inestable.

Se han localizado 100 loci con més de 5 repeticiones AGC/GCT
y otras muchas zonas de repeticiones en mas de 40 ADNc por lo que
el mecanismo de mutacidén por expansidén de zonas inestables puede
ser frecuente y ser la causa de enfermedades hereditarias en las
que se observan caracteristicas como la anticipacién, transmisién
dominante, monogenicidad,‘variabilidad fenotipica y/o impronta
genética (Ross y col. 1993).

Entre las que se postulan como posibles enfermedades por ADN
inestable estdn la esclerosis miltiple, el temblor esencial
familiar, la ataxia hereditaria dominante tipo 2, la enfermedad
de Fabry, el autismo, la esquizofrenia, la enfermedad maniaco
depresiva y muchas otras que posiblemente pronto pasen a aumentar
el grupo de enfermedades debidas a mutacién por inestabilidad del
ADN (Ross y col. 1993).

5.1. Mecanismos de expansidén de las repeticiones.

53



INTRODUCCION

Otros locus donde se ha observado expansidén de tripletes
pero que no se han asociado a ninguna enfermedad son los sitios
fragiles 11B, 16A, FRAXF en los que se expande el triplete
(CGG/CCG) (Warren, 1996). En otras muchas proteinas se han
encontrado zonas de tripletes repetidos aunque no se han asociado
a este tipo de enfermedades como son el receptor o adrenérgico
con una zona con 6 GAG que en la proteina serian 6 glutaminas,
0 una proteina de unién a la caja TATA con 18 CAG que aparecen
en la proteina como una regién rica en glutamina, o el factor de
transcripcién TFEB con una regidén de 10 glutaminas debido una
zona de repeticiones CAG (Ross y col. 1993).

En la figura 15 se muestra un esquema de la localizacidn de
la zona repetitiva de tripletes en los genes implicados en las
patologias descritas como ejemplo de mutaciones dinamicas por ADN
inestable.

Se han localizado 100 loci con mé&s de 5 repeticiones AGC/GCT
y otras muchas zonas de repeticiones en mas de 40 ADNc por lo que
el mecanismo de mutacidén por expansidén de zonas inestables puede
ser frecuente y ser la causa de enfermedades hereditarias en las
que se observan caracteristicas como la anticipaciébn, transmisidn
dominante, monogenicidad, variabilidad fenotipica y/o impronta
genética (Ross y col. 1993).

Entre las que se postulan como posibles enfermedades por ADN
inestable estdn la esclerosis multiple, el temblor esencial
familiar, la ataxia hereditaria dominante tipo 2, la enfermedad
de Fabry, el autismo, la esquizofrenia, la enfermedad maniaco
depresiva y muchas otras que posiblemente pronto pasen a aumentar
el grupo de enfermedades debidas a mutacidén por inestabilidad del
ADN (Ross y col. 1993).

5.1. Mecanismos de expansién de las repeticiones.
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secuencias de tripletes concretas para formar estructuras en
cruadruplex que podria actuar dificultando la accién del complejo
de replicacidén (Kettani y col. 1996). También se ha postulado
en el sindrome X fragil, que la interrupcibn periddica de las
repeticiones por un tipo distinto de tripletes cada 9-10
tripletes, estabiliza la secuencia repetitiva (Chung y col.,
1993; Hirst y col., 1994; Reiss y col., 1994; Snow y col.,
1994) .

La perdida de estas interrupciones en determinados alelos
induciria la inestabilidad al pasar de una generacidn a otra. En
los alelos premutados, no aparecen o si estadn solo se encuentran
en la zona m&s centromérica de las repeticiones, apareciendo
largas colas de tripletes iguales hacia el telomero. Es en esta
zona terminal donde se producen las expansiones, pues la zona mas
centromérica de las repeticiones, donde estédn las interrupciones
en los alelos premutados se heredan sin cambios. En los alelos
mutados las variaciones aparecen en los dos extremos de la zona
repetitiva, pudiéndose perder las interrupciones si aparecian en
la generacidén anterior (Zhong y col. 1996).

Se han encontrado en algunos casos retracciones en los
alelos mutados que acercan el tamafio de la expansién a la
premutacion o al tamafio normal, este fenomeno se ha detectado muy
raras veces por lo que debe ser poco frecuente. En otras
enfermedades por mutacién inestable del ADN no se observan
interrupciones como ocurre en el retraso mental ligado a FRAXE,
en la Corea de Huntington o en la Distrofia Mioténica, lo que
indicaria que el fenomeno estabilizador de las interrupciones no
es general y debe haber otros fenomenos implidacos en la
inestabilidad de la secuencia (Zhong y col. 1996).
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TABLA V. Enfermedades debidas a la expansidén de tripletes.

Sindrome X-fragil (FRAXA)
Retraso mental FRAXE
Sitio fragil 11B

Ataxia de Friedreich’s

Mrofia bulboespinal
Maxia espinocerebelar [
Enfermedad de Huntington

Atrofia dentorrubropalidolusiana
Machado-Joseph

Enfermedad de

56

Distrofia Hioténica

RANGO
Enfermedad Situacién Triplete Gen Normal Portador Afecto Funcidn
Neuroldgica
S. X-fragil Xq27.3 (CGG) p, FMR-1 6-52 50-200 >230 perdida
5'UTR
=Z. Kenedy Xgli-12 (CAG)D AR 12-34 ? 40-62 ganancia
{A.bulboespinal) Exén 1
D. Mioténica 19g13.3 (CTG) PKAMP 5-37 ? >50 ARNm més
3'UTR estable
Z. Huntington 4p16.3 (CAG) IT15 9-37 2 42-200 ganancia
Exén 1
Ataxia espino- 6p22-23 (CAG) ,, ADCA-1 6-39 ? 41-81 ganancia
cerebelar T Exén 1
Retraso mental Xg28 (CGG)n FMR-2 6-25 100 >200 perdida
ligado a FRAXE 5'UTR
A. dentorrubro- 12pl2-13 (CAG)n ? 7-23 ? 49-75 ?
validolusiana
Ataxia de 9q13 (GRA) X25 10-21 ? >200 ARNm sin
Friedreich's intrén 1 madurar
AUG TAA
cGG | GAA CAG /\l_ CTG : CGG
-] {__gin } — //

Sitio Frigil FRAYF*
Sitio Fragil 16A*



OBJETIVOS

1. OBJETIVOS GENERALES.

Los objetivos generales de este trabajo son, montar la
técnicas para el diagnéstico del sindrome del cromosoma X fragil
por analisis del ADN, asi como estudiar el sindrome en la
poblacidén andaluza y calcular la prevalencia de este retraso
mental hereditario en nuestra comunidad. El andlisis del retraso
mental hereditario, con estas técnicas, permite un diagnéstico
de certeza para el sindrome X fradgil, tanto en individuos
afectos como en portadores asintomdticos, que sin padecer el
retraso mental pueden pasarlo a las siguiente generacidn, que si
tendra riesgo de manifestar el sindrome.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

A) Estudiar individuos con retraso mental de etiologia
desconocida para determinar, si se debe a la expansién de los
tripletes del gen FMR-1, causante del sindrome X fragil.

B) Estudiar las familias de los individuos diagnosticados
como afectos del sindrome X fragil y caracterizar a los varones
portadores normales y a las mujeres portadoras, para que puedan
pedir consejo genético en el caso de querer tener descendencia.
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C) Establecer relaciones entre el genotipo y el fenotipo en
los individuos con la mutacién en el gen FMR-1 por expansidén de

los tripletes, en familias con varias generaciones.

D) Determinar la frecuencia alélica del gen FMR-1, estudiando
las variaciones en el nimero de tripletes, en la poblacidn normal.
Comparandola con otras poblaciones establecer posibles

diferencias.

E) Determinar las frecuencias haplotipicas para los loci
DXS548 y FRAXA, en la poblaciétn normal y en la poblacidén
X fragil, buscando posibles desequilibrios de ligamiento en algun
alelo, que apoyen el origen ancestral de la mutacién X fragil.

F) Estudiar el mosaicismo en individuos normales con alelos
premutados en células sanguineas, para explicar la manifestacién

parcial de algunos rasgos del sindrome.

G) Estudiar la secuencia de las zonas de tripletes CGG/CCG
y adyacentes a las repeticiones del gen FMR-1 para determinar
posibles causas que favorezcan la inestabilidad de la zona de los
tripletes.
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1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS.

Para el estudio del sindrome X fragil las muestras que se
analizaron fueron células nucleadas de sangre periférica, células
del bulbo piloso y células de mucosa bucal.

Las muestras de sangre se obtenian de pacientes de 1los
Servicios de Neuropediatria, Psiquiatria infantil o Citogenética
de los siguientes Hospitales: H. Universitario Virgen Macarena
de Sevilla, H. Universitario Virgen del Rocio de Sevilla, H. Juan
Ramén Jiménez de Huelva, H. Infanta Elena de Huelva, H. Vazquez
Diaz de Huelva, H. de Especialidades Médicas de Jaén, H. Infanta
Margarita de Cabra (Cbérdoba), H. Universitario Puerta del Mar de
Cadiz, H. Universitario Virgen de la Victoria de Malaga. Otras
muestras procedian de colegios de educacién especial o de
integracién. Los sujetos a estudiar presentaban retraso mental
de moderado a severo de causa desconocida o fragilidades
citogenéticas en la zona ligada al sindrome X fragil.

En los casos de diagnédstico pdsitivo del sindrome X fragil
se estudiaban otros miembros de la familia. Se ha realizado un
diagnéstico prenatal, a partir de liquido amniético, a peticién
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de la madre que habia resultado ser portadora en un estudio
familiar previo.

Las muestras de mucosa bucal y de bulbo piloso se obtuvieron
de individuos X fréagil positivos (afectos o portadores) para
estudiar el posible mosaicismo de la mutacibén, en tejidos con
diferente origen embrionario.

2. ENZIMAS, SOLUCIONES Y REACTIVOS.

Para la extraccidén de ADN gendmico se usaron los siguientes
productos quimicos siempre de grado molecular o purisimos:

— Dextrano salino al 6%.

- Perclorato sbédico 5M.

- EDTA 0,5 M pH:8,0.

- SDS 10%.

- Fenol-cloroformo-isoamil alcochol (25:24:1).

- Cloroformo-isocamil alcohol (24:1).

- Isopropanol.

- Etanol 99%.

~ Tampdn de lisis de leucocitos (BLL)
(0,0IM Tris-Cl, 0,4M ClNa, 0,002M EDTA).

- Tris-EDTA 10:1 pH:8.0 ( 10mM Tris-Cl, 1mM
EDTA) .

- PBS (120 mM NaCl, 2,7 mM KC1, 10mM tampdn
fosfato salino pH:7,4).

- TENS (10mM Tris-Cl, 1mM EDTA, 0,1N NaOH,
0,5% SDS).

- Proteinasa-K 20 mg/ml.

Para el cultivo de bacterias, se usaron los medios vy
reactivos indicados a continuacidn:

- Medio "LB Broth", 300 ml (3 g Bacto-agar,
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1,5 g de extracto de levadura y 3 g de NaCl),
autoclavado.

- Ampicilina 50 mg/ml, se usa a 50 pg/ml.

- Medio de siembra en placas de "petri"
(250 m1 LB y 3,75 g Bacto-agar), estéril y 100
ng/ml ampicilina.

- Medio liquido " Brain Heart infusion".

Para la purificacién de los plasmidos portadores
de las sondas, se usaron los siguientes tampones:

- P1 100 pg/ml ARNasa, 50mM Tris-ClH, 10mM
EDTA pH:8,0.

- P2 200mM NaOH, 1% SDS.

- P3 3M KaC pH:5,5.

- QBT 750mM NaCl, 50mM MOPS, 15% Etanol,
0,15% tritén X-100, pH:7,0.

- QC 10mM NaCl, 50mM MOPS, 15% Etanol pH:7,0.

- QF 1.25 NaCl, 50mM tris-ClH, 15% Etanol
pH:8,5.

Para las reacciones de digestidén se usaron las enzimas
siguientes, con sus tampones comerciales correspondientes:

- EcoRI (Promega).

- Eagl (Biolabs).

- PstI (Promega).

- HindIII (Promega).
- Sacll (Pharmacia).
- Mspl (Promega).

Para las Reacciones de amplificacidén con la polimerasa se
usaron las enzimas y los reactivos que se indican a continuacién:

- Tag polimerasa (Perkin-Elmer o Promega).
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- Tth polimerasa (Clonteck).

~ T4 polinuclebétido kinasa (Promega).

- Pfu polimerasa Nativa (Stratagene).

- Pfu polimerasa Clonada (Stratagene).

~ Desoxinuclebtidos radioactivos, dCTP [ar32P],
dATP  [y-32P] , dATP [e->°S] (Amersham).

- DMSO 100%.

- Albumina bovina fraccidén V grado molecular
(Sigma) .

- Gelatina 10 mg/ml.

- Aceite mineral (Perkin-Elmer o Sigma) .

- Desoxinucleétidos trifosfatos 10mM
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP).

- 7-deaza DGTP 10mM y 7-deaza dATP 10mM.

- ClyMg 25 mM.

- Oligonucledétidos purificados como cebadores
(Boehringer-Mannheim y Promega) .

Para las electroforesis se usaron los siguientes

tampones y reactivos de grado molecular:

- TBE 5X (0,45M tris-borato, 0,01M EDTA pH:8,3).
- TAE 10X (0,4M tris-acetato, 0,01M EDTA pH:8,0).
- Agarosa Seakem GTG (FMC).
- Agarosa LMP Nusieve GTG (FMC).
- Poliacrilamida 19:1 40%.
- Tampbén de carga I (Agarosa LMP 1%, 0,025%
Azul de bromofenol).
- Tampdén de carga II (30% Glicerol, 0,25%
de azul de bromofenol, 0,25% de Xilene cianol).
- Tampdén de carga III ( 95% Formamida, 10mM NaOH,
0,5% azul de bromofenol, 0,5% Xilene cianol}).
- Amonio persulfato 10% (Sigma).
- TEMED (Sigma).
- Bromuro de Etidio 10 mg/ml (Sigma).
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- Marcadores de peso molecular (PBR322 MspI, 1Kb
ladder, PCR Marker, A-Hind III, ¢»r174 Hae III).
— Urea grado molecular (Sigma).

Para las hibridaciones se usaron los tampones que se indican

a continuacidn:

~ Hibridacién a 42°C: T. Prehibridacién (6x SSPE,
5x Denhardt's, 0,5% SDS, 10 pg/ml SSDNA, 40%
formamida). T. Hibridacidén(6x SSPE, 1x Denhardt's,
0.5% SDS, 10 pg/ml SSDNA, 40% formamida) .

- Hibridacién a 60°C: T. Pre/hibridacién. (2% SSPE,
8% SDS,60 pg/ml SSDNA, 12% Polietilenglicol).

- Hibridacién a 65°C: Tampén comercial (" Rapid
hibrid Buffer", Amersham).

- Solucién de lavado I: 2x SSC, 0,1% SDS.

- Solucibn de lavado II: 0,1x SSC, 0,1% SDS.

- Denhardt's 50x (1% Ficoll, 1%polivinilpirrolidona,
1% albumina bovina fraccién V).

- 8SC 20x ( 3M NaCl, 0,3M Na2-citrato, pH:7,0).

- SSPE 20x (3M NaCl, 0,2M NaH2P04.H2O, 0,02M

NaEDTA.ZHZO).

- "SSDNA" sonicado 10 mg/ml (ADN de esperma

de Salmén).

3. EXTRACCION DEL ADN.

La extraccidén del ADN se realizd por distintos métodos segun
el origen de la muestra. Cuando se disponia de 10 ml de sangre
se siguidé el protocolo de precipitacién salina, obteniendo
cantidad suficiente de ADN para realizar todas las técnicas que
se veran posteriormente. Cuando nos enviaban 2-3 ml de sangre o
la muestra estaba parcialmente coagulada se realizaba la
extraccidén con perclorato sbédico que requiere menos cantidad de
sangre. Para muestras de bulbo piloso, mucosa bucal y liquido
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amnidético se utilizd la técnica de extraccidn con fenol. En todos
los casos en los que el ADN estaba mal disuelto o se detectaba
exceso de proteinas (midiendo la densidad oéptica en el
espectrofotbémetro a 280/360 nm) se realizaba una reextraccidédn con
fenol.

3.1 Método de precipitacién salina.

Se utiliza 10 ml de sangre heparinizada a los que se afiade
2,5 ml de dextrano salino al 6%, se mezcla cuidadosamente y se
deja reposar durante 1 hora para que sedimente el dextrano con
los hematies. Se recoge la fase superior y se centrifuga durante
10 minutos a 3000 rpm. El precipitado se resuspende en 2 ml de
suero salino y se da un choque hipoténico para eliminar 1los
hematies que no hubieran quedado atrapados en el dextrano. Para
ello se afiade 6 ml de H,0 destilada estéril, mezcladndose durante
un minuto exacto, se restaura la molaridad afiadiendo 2 ml de NaCl
al 3,5% y se mezcla durante unos segundos (todas las soluciones
deben estar a 4°C). Las células nucleadas se obtienen por
centrifugacién durante 5 minutos a 3000 rpm y se resuspenden en
100 pl de PBS (en este paso se puede gquardar las células a
-20°C) . Para continuar con la extraccién, se afiade 3 ml de tampdn
de lisis de leucocitos (BLL), 200 pl de SDS 10% y 35 ul de
proteinasa-K (20 mg/ml); después de agitar los tubos durante una
hora a 50°C se incuba a 37°C hasta el dia siguiente.

Para precipitar las proteinas se afiade 1 ml de NaCl 6M,
agitando la muestra hasta que esté homogénea. A continuacién se
centrifuga a 3000 rpm durante 30 minutos, pasando el sobrenadante
con cuidado a un tubo Falcon de 50 ml; se aflade 2 volumenes
(8 ml) de etanol absoluto muy frio (-20°C), mezclando con
suavidad hasta que se ve aparecer una medusa que corresponde al
ADN precipitado. Se recoge la medusa y se lava con etanol al 70%,
dejando que se seque durante unos minutos. Se resuspende en 500
pl de TE 10:1 pH:8,0 y se incuba a 37°C con agitacién suave para
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que se disuelva totalmente antes, de medir la densidad éptica en
el espectrofotdmetro.

3.2 Extraccidén con perclorato sédico.

Para la extraccidén de ADN con esta técnica, las células se
rompen por congelacidén-descongelacidén. La sangre heparinizada se
mezcla bien antes de repartirla en alicuotas. Se puede guardar
a 4°C hasta 5 dias. Se hacen alicuotas de 350 pl en tubos de 1,5
ml etiquetados y se congelan a -20° hasta que se continde el
protocolo.

Se inicia la extraccién de ADN descongelando las muestras
en un bafio a 37°C durante 2 minutos. Se centrifuga 2 minutos en
microfuga (12500 rpm) a temperatura ambiente para sedimentar los
niucleos. El1 sobrenadante se elimina con cuidado de no tocar el
precipitado que es muy blando y dificil de distinguir del
sobrenadante, se resuspende en 400 pl de la solucidtn A (50mM
Tris-Cl pH:8,0; 150mM NaCl; 100mM EDTA), con cuidado sin usar
vortex. Se afiade 25 pl de SDS al 20%, se agita y se adiciona 80
nl de perclorato sédico 5M (recién preparado) para precipitar las
proteinas; se mezcla bien, invirtiendo el tubo varias veces. Se
aflade 1 volumen (500 pl) de cloroformo y se mezcla invirtiendo
el tubo durante 1-2 minutos.

Se centrifuga 10 minutos a 12000 rpm y se recoge la fase
superior acuosa pasandola a otro tubo donde se afladen 2 volumenes
de etanol 100% muy frio (-20°C) y se mezcla invirtiendo el tubo
varias veces hasta que aparezca el ADN precipitado. Se centrifuga
1 minuto a 12000 rpm a temperatura ambiente, se desecha el
sobrenadante y el sedimento se seca en "speed-vac" durante 2-3
minutos, resuspendiéndolo en 175 pl de tampé4n TE 10:1 pH:7,5. Se
afiaden 17, 5pl de 3M acetato sédico pH: 5,2 y 500pl de etanol 100%
muy frio, mezclando bien hasta wver el precipitado de ADN. Se
centrifuga 1 minuto a 12000 rpm y se elimina el sobrenadante. Se
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lava dos veces con 500ul de etanol al 80%. El precipitado se seca
bien y se resuspende en 100pl de tampdé4n EDTA 0,1 mM pH:8,0. Con
este procedimiento se obtiene 40-60 ng/pl, un total de 15-20ug
por cada 350pl de sangre inicial.

3.3 Extraccidén con fenol.

En un tubo eppendorff de 1,5 ml se pone la muestra, 100 pl
de sangre, bulbo piloso de 4-5 pelos, mucosa bucal o amniocitos
y se afiade 500 pl del tampén A (0,01 M Tris-Cl, 0,01 M EDTA, 0,1
M NaCl, 0,039 M DTT, 2% SDS, 20 pg/ml proteinasa-K). Se deja
durante una noche a 37°C para digerir las proteinas. A
continuacién se afiade 1 volumen de Fenol:cloroformo:isocamil
alcohol (24:25:1) y se mezcla con cuidado, dejandolo en hielo
unos minutos. Se centrifuga durante 3 minutos a 12000 rpm y se
separan dos fases, la superior se pasa a otro tubo etiquetado,
donde se afiaden 0,1 volumen de acetato sdédico y 2 volumenes de
etanol absoluto muy frio (-20°C), se mezclan bien y se mantiene
en el frigorifico a -20°C durante 2-3 horas. Se centrifuga
durante 10 minutos a 12000 rpm en microfuga, desechandose el
sobrenadante y lavando el precipitado con etanol 70%, se
centrifuga la muestra 2 minutos a 12000 rpm vy se desecha el
sobrenadante. Se deja secar a temperatura ambiente o en "speed-
vacum” 2-3 minutos y se resuspende en 30 pl de TE 10:1 pH:8,0;
se deja a 37°C hasta que se disuelva totalmente.

4. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE ADN.

Para determinar la concentracidén de ADN se toma una alicuota
de la muestra y se disuelve en agua destilada, midiendo 1la
absorbancia en un espectrofotémetro a 260 nm con cubeta de
cuarzo. Una absorbancia de 1 corresponde a una concentracién de
50 pg/ml de ADN de doble cadena. La concentracién de la muestra
se calculara multiplicando el valor de la absorbancia obtenida
por 50 y por la dilucidn, expresandose en ug/ml.
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Para conocer el grado de pureza del ADN se determina la
concentracién de proteinas midiendo la absorbancia de la muestra
a 280 nm. La razédn de la absorbancia 260/280 debe dar valores
comprendidos entre 1,8-2. Cuando el cociente obtenido era
inferior a 1.7 se realizaba una reextracciédn con fenol,
disolviendo la muestra de nuevo para, a continuacién, medir la

concentracidén de una dilucidén en el espectrofotdmetro.

Para calcular la concentracién de ADN de cadena simple
(oligonuclebtidos) se sigue el mismo procedimiento teniendo en
cuenta que un valor de absorbancia de 1 corresponde a una
concentracién de 33 pg/ml. También se puede calcular la
concentracién de ADN, cargando una alicuota de la muestra, en
paralelo a una cantidad conocida de un marcador de peso
molecular, en un gel de agarosa al 1%, que se tifie con bromuro
de etidio y comparando la fluorescencia de la banda de la muestra
con la banda del marcador que tenga un tamafio semejante, de la
que se conoce la cantidad de ADN, se puede conocer un valor
aproximado de la concentracidén de la muestra en la dilucidén. Este
procedimiento se utiliza sobre todo para conocer la concentracidn
de ADN en productos de PCR.

5. TECNICA DE "SOUTHERN-BLOT" PARA EL ESTUDIO DE LOS LOCI FRAXA
Y FRAXE.

5.1 Obtencidén de las sondas.

Para realizar la técnica de Southern se utilizaron la sondas
StB12.3, cedida por el Dr. J.L. Mandel del INSERM (Estrasburgo);
la 0x1.9 y la OxE.20 cedida por la Dra. S. Knight del Hospital
John Radcliffe (Oxford). La sonda StB12.3 estaba insertada en
un plasmido pBluescript II KS de 2,9 Kb con resistencia a
ampicilina e incorporado en bacterias XLI blue KS. El tamafio del
inserto era de 1,2 Kb y se obtenia con la enzima de restriccidn
Pstl. La sonda Ox1.9 estaba insertada en un plasmido pUC18 con
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resistencia a ampicilina incorporado en bacterias E.coli DH1. El
tamafio del inserto era de 1,9 kb y se obtenia con las enzimas de
restriccién BamHI y EcoRI. La sonda OxE.20 de un tamafio de 800
pb, se conseguia tras 1la digestién del plésmido portador
pBluescript recombinante, con las enzimas EcoRI y EagI.

Partiendo del medio sélido en el que nos enviaban las
bacterias, se tomdé una muestra para crecer en medio liquido "LB
Broth" suplementado con ampicilina 50 pg/ml. Se utilizaba un tubo
control con el mismo medio y sin bacterias para comprobar la
efectividad de la ampicilina. Después de incubar toda la noche
a 37°C con agitacién se recrecian las bacterias en un volumen de
250 ml de "heart-brain infusidén" autoclavado y con ampicilina 50
pg/ml. Asi mismo se sembraban varias placas Petri para obtener
colonias que pudieran conservarse durante 1 o 2 meses a 4 °C y
poder utilizarlas en caso de no conseguir suficiente sonda de la

primera extraccidn.

La obtencidén del plasmido a partir del cultivo de bacterias
se hacia por lisis de las células y posterior separacién del ADN
cromosé4mico utilizando las columnas Qiagen vy siguiendo el
protocolo de la "Maxiprep" indicado por la casa comercial
(Qiagen) . Para comprobar que el inserto que lleva el plésmido
corresponde a nuestra sonda se digieren 10 pl de la solucidn con
la enzima o las enzimas de restriccién adecuadas durante 2 horas
a 37°c.

Los productos de la digestidén y las muestras sin digerir se
visualizaban corriendo una electroforesis en gel de agarosa
Seakem GIG al 1% a 80 V durante 1-2 h y tifiendo el gel con
bromuro de etidio. Se utilizaba el marcador de tamafios "1lkb
ladder" de Promega para determinar el tamafio de las bandas. La
figura 15A muestra los resultados obtenidos de la digestidén de
los plésmidos portadores de las sondas StB12.3, 0x1.9 y OxE.20
que se usaron para el diagndéstico en nuestro laboratorio.
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Del cultivo inicial de las bacterias, antes de romper las
células, se toma 800 pl y se mezcla con 200 pl de glicerol
estéril. Las bacterias asi tratadas pueden congelarse a -80°C en
un vial de congelacién y volver a crecerlas cuando se necesite
mas cantidad de sonda. Como se observa en la figura 15A, los
tamafios de los fragmentos digeridos corresponden con los
esperados para las tres sondas, 1,2 Kb para StB12.3, 1,9 Kb para
0x1.9 y 800 pb para OxE.20. Por ello procedemos a la digestidn
de todo el plésmido obtenido en la etapa anterior: 50 pl del ADN
plasmidico, 9 pl de solucién tampédn, 4.5 pl del enzima o enzimas
correspondientes, en 90 pl de volumen de la reaccidén se incuban
durante 2 horas a 37°C.

Los fragmentos de la digestién se separan por electroforesis
en agarosa de bajo punto de fusidén Nusieve 3:1 al 1% en TBE 1x
con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio. La electroforesis se realiza
en camara fria a 20 V durante 20 h aproximadamente lo que se
muestra en la figura 15B. Bajo luz ultravioleta se visualizan los
fragmentos correspondientes a las sondas, se recortan con un
escalpelo y se colocan en un tubo previamente pesado para su
posterior purificacién.

La eliminacién de la agarosa se hacia utilizando el
protocolo del Jet Sorb de (Genomed) o el quiaquick de Qiagen. La
concentracién de la sonda se medié comparando con una banda de
un marcador de tamafios con una cantidad de ADN conocida, en gel
de agarosa Seakem GTG al 1%, tefiido con bromuro de etidio. En la
figura 16 se muestra las bandas correspondientes a las sondas
después de la purificacién que pueden compararse con las del
marcador de tamafios A-HindIII para calcular una concentracidn
aproximada.

5.2 Marcaje de la sonda.
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Figura 15. Fotografias de dos electroforesis en agarosa tefiidas
con bromuro de etidio, A: El primer carril (M) seria el marcador
de tamanios "1 Kb leader", el carril 1 es el plésmido con la sonda
StB12.3 sin digerir, el carril 2 la muestra 1 vya digerida la
sonda seria el fragmento de tamafio 1,2 Kb, el carril 3 seria el
plasmido con la sonda 0x1.9 sin digerir, el cuatro la muestra 3
digerida con la sonda de 1,9 Kb, en el carril 5 el plésmido con
la sonda OxE.20 y el 6 la muestra 5 digerida esta sonda se ria
la mé&s pequefia 800 pb. B: Digestién de un volumen mayor, las
bandas con la sonda que se muestran en esta fotografia
(fragmentos inferiores) se recortan y purifican para usarlas en
las hibridaciones. En este caso el marcador (M) es A-hindIII.
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(Kb) Kb)

0,56- .

Figura 16. Fotografia de una electroforasis en gel de agarosa de
las sondas purificadas.En el primer pocillo se puso 1 ug del
marcador de tamafios A-HindIII, con el que se comparan las bandas
de las sondas para calcular la concentracién en la solucidén. En
el Gltimo pocillo se puso el marcador de tamafios ¢i74-HaeIII. En
los carriles 1 y 2 se muestra la sonda StB12.3, en los carriles
3y 4 la sonda 0x1.9 y en los carriles 5 y 6 la sonda OxE.20. Se
cargaron 5 pl de cada solucibén. Puede observarse que tienen una
concentracién similar en los tres casos y de intensidad parecida
a la banda de 2,02 Kb del marcador AHindIII que tiene 42 ng, con
este dato se calcula la concentracién en la solucidén que seria
aproximadamente 8ng/ul.
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Una vez que se tiene la sonda purificada y se conoce su
concentracién se procede al marcaje. Se utilizaba el método de
incorporacién directa de dCTP [ar32P] con cebadores al azar y el
fragmento de Klenow de la DNA polimerasa. En el método manual se
pipetaeaba en un tubo de 1,5 ml en el orden indicado, 4 pl de
agua destilada esteril, 5 pl de tampdén de marcaje, 2 ul de mezcla
de dinucleétidos (1.5mM dATP, 1.5mM dTTP, 1.5mM dGTP), 30 ul de
DNA (50 ng desnaturalizado 10 minutos a 98°C), 2 pl de BSA (10
mg/ml), 5 pl de CTP [e=S2P] (3000 Ci/mmol, 10 pCi/pl) y 5
Unidades de DNA polimerasa. Se mezcla bien con la pipeta y se
deja a 37°C en estufa entre 4 y 20 horas. Transcurrido el tiempo
de marcaje se para la reaccién con 50 pl de tampdn de parada (20
pl de SSDNA 10 mg/ml, 20 pl de EDTA 0,5 mM pH:8.0, 2 pl de SDS
10% y 58 pl de agua). Por este procedimiento se marca también,
el marcador de peso molecular (generalmente el HindIII) que nos
servird de referencia, para calcular los tamafios de los
fragmentos hibridados con la sonda marcada.

Para eliminar el isbétopo radiactivo no incorporado, después
de parar la reaccidn de marcaje, se pasa el producto de 1la
reaccidén por una columna de exclusidén molecular Sephadex G-50.
Para la preparacién del Sephadex se pesa 10 g de resina en polvo
y se mezcla con 160 ml de agua destilada, se cambia el agua
varias veces para quitar el Sephadex solubilizado y se termina
equilibrando la resina con TE 10:1 pH:7,6 y autoclavando durante
20 minutos a 120°C y 1 Kg/cmz. Se conserva a temperatura ambiente
hasta el momento de usarla. La resina se carga en jeringas de
insulina tapadas con fibra de vidrio que se colocan en unos tubos
de 10 ml y se centrifugan a 1000 rpm 30 segundos 2-3 veces para
quitar parte del tampdén TE y compactar la resina.

Cuando la columna estd llena y compactada se cambia de tubo
y se pipetea 100 pl de la reaccién de marcaje, se centrifuga 10
minutos a 3000 rpm y las columnas se tiran inmediatamente en un
contenedor de radioactividad. La sonda marcada se recoge en el
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eluido. Para calcular la radiocactividad incorporada se pipetea
1 pl de la reaccidén antes de pasarla por la columna y 1 ul del
eluido sobre 2 filtros whatman respectivamente. Se mide la

radiactividad en un contador B y se determina el % de

incorporacién.

La actividad especifica (AS) de la sonda marcada se calcula:

uci * (2,2*10%) * % incorporaciém * (103)

AS (dpm/ug)
D; + [(1,3*103) * & incorporacién * pCi/S]
Dividiendo la radiactividad incorporada (medida en dpm o
uCi) por la cantidad total de ADN (sonda inicial D; + sonda
sintetizada por la Klenow) medida en ug, la cantidad sintetizada
de ADN es igual a (50 uCi x 13,2 x % de incorporacién /3000). La
radiactividad incorporada es igual a 50 pCi x 2,2x104 X % de
incorporacién. En los marcajes se obtenia una incorporaciédn del
60-80% y una actividad especifica del orden de 108—109 dpm/ug.

Se utilizé también un sistema de marcaje comercial
"Rediprime DNA labelling system" de 1la casa Amersham que
simplificaba el marcaje. Con este protocolo 30 ng de la sonda se
diluye hasta 45 pl con agua destilada esteril, se desnaturaliza
10 minutos a 98°C, se centrifuga para recoger las condensaciones
del tapbdn y se afiade a la mezcla de marcaje comercial, se afade
5 nl de 032pP-dCTP (3000 Ci/mmol, 10 pCi/pl), se mezcla bien con
la pipeta y se incuba de 10 minutos a 1 hora a 37°C. Pasado el
tiempo de incubacién se para la reaccidén aftiadiendo 5 pl de 0.2M
de EDTA pH:8.0.

5.3 Digestidén del ADN.
Las endonucleasas de restriccién EcoRI (GIAATTC), HindIII
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(ALAGCTT), EagI (cleGeeG) y  SacII (CccGelGG) son las més
utilizadas en el diagndéstico por "Southern” del sindrome del X
fragil. Eagl y SacII son sensibles a metilacidén y se usan en
doble digestidén junto con EcoRI o HindIII para conocer el estado
de metilacidén de las islas CpG que se encuentran en la zona
reguladora del gen FMR-1 (locus FRAXA) y cercana a la zona de
repeticiones de tripletes del locus FRAXE. Las enzimas elegidas
para la mayoria de las digestiones fueron EcoRI y EagI, de las
marcas comerciales Promega y Biolabs respectivamente. En algunos
pocos casos se realizd una digestidn simple con EcoRI y en otros
doble digestibén con HindIII y SacII.

Debido a que los loci estudiados son de copia tnica en el
genoma humano, se digesrian 10 pg de ADN, para que la senal
obtenida tras la hibridacién tuviera una intensidad adecuada.
En un tubo de 1,5 ml se pipetea la muestra de ADN, 6 pnl de tampdn
del enzima o de un tampdn compatible cuando es doble digestidn,
2-5 unidades/ng de ADN del/los enzima de restriccién y TE 10:1
pH:8.0 hasta completar un volumen de 60 pl. Se mezcla bien y se
incuba a 37°C durante 20 horas.

5.4 Electroforesis y tratamiento del gel.

Después de la digestidén del ADN se procede a separar los
fragmentos obtenidos por electroforesis en gel de agarosa Seakem
GTG al 0.8%, en tampbén TBE 1x. Las muestras se cargan en liquido
con un colorante como el azul de bromofenol o en seco afadiendo
al tampbén de carga agarosa de bajo punto de fusidén y dejandola
enfriar unos minutos en el frigorifico para que se cuaje en los
pocillos. El colorante permite controlar la velocidad a la que
se mueven los fragmentos dentro de la agarosa. En el primer
pocillo se carga un marcador de fragmentos de tamafios conocidos
que sirva de referencia. |

La electroforesis se realiza en tampén TBE 1x a 35-40
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voltios y el azul de bromofenol se deja correr unos 20 cm. En
algunos casos se realizaban electroforesis mds cortas para poder
ver mejor los fragmentos expandidos de mayor tamafio que podian
en algunos casos aparecer como un borrdn difuso. Terminada la
electroforesis se tifie el gel con bromuro de etidio y se expone
a la luz ultravioleta para comprobar que los ADN estén digeridos.
La figura 3 muestra una doble digestidén de diferentes muestras
de \ADN, con A-HindIII como marcador de peso molecular.

5.5 Transferencia y fijacidén del ADN.

Para realizar la transferencia del ADN desde gel de agarosa
a la membrana de nylon se procede a la desnaturalizacidén vy
posterior neutralizacién del gel. Se realizan 2 Dbafios
desnaturalizantes de 20 minutos en una solucién de 0.5 M NaOH y
1.5M ClNa pH:13.5 con agitacién suave. Después de lavar el gel
con agua destilada se neutraliza con 2 bafios de solucién
neutralizante (0.5M Tris-ClH y 1.5M ClNa pH:7.5) durante 20
minutos cada uno con agitacién suave.

Para la transferencia el método mas utilizado fué el de
transferencia por vacio en un aparato comercial de la casa
Appligene. El tiempo de transferencia era de 1-2 horas y la
eficiencia de 70-80% por lo que aventajaba en rapidez vy
rendimiento a la transferencia por capilaridad. El protocolo era
el siguiente: se corta la membrana un poco mayor que el gel, 0.5
cm por cada lado y un papel de filtro Watman de las mismas
dimensiones. Se humedecen en una batea con 2x SSC durante 2
minutos y se colocan sobre la capa porosa del aparato de
transferencia. Encima se pone un plastico con una apertura para
colocar el gel cuyos bordes deben quedar sobre el plastico. El
gel se bana con solucién de transferencia SSC 20x y se conecta
a la bomba de vacio con una fuerza de 50-60 mbar. Transcurrido
el tiempo indicado se desmonta el sistema y la membrana se seca
10 minutos a 80°C. Para conocer la eficiencia de la
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transferencia, el gel se tine 20 minutos con bromuro de etidio
0.5 pg/ml y se observa con luz ultravioleta el ADN no.
transferido.

La fijacién del ADN a la membrana se puede hacer por calor,
manteniendo la membrana durante 2 h a 80°C, o con radiacidn
ultravioleta. En la mayoria de los casos se hacia con un aparato
comercial "Ultraviolet crosslinker” de la casa Amersham, con lo
que la fijacién se realiza en unos segundos con una radiacién de
70 mJ/cm2 . Después de fijar el ADN, la membrana se puede guardar
a temperatura ambiente, entre dos hojas de papel de filtro, hasta
que se realice la hibridacién.

5.6 Hibridacidén con la sonda marcada con dCTP [0%32P].

Una vez que se tiene la membrana con el ADN fijado se
procede a la hibridacidén con la sonda marcada. La temperatura de
hibridacién depende del tampdn de hibridacién y de la sonda. En
la mayoria de los casos el tampdn de hibridacidén tenia 40% de
formamida por lo que la temperatura de hibridacidén era de 42° C.
Antes de la hibridacidén la membrana se humedece en 2x SSC y se
prehibrida en un tampén similar al de hibridacién durante 4 h.
En otros caso la hibridacién se hacia con 50% de polietilenglicol
por lo que la prehibridacién y la hibridacién se hacian a 60° C.
En ambos casos la sonda se desnaturaliza antes de afiadirla a la
solucién de hibridacidén calentando a 98°C durante 10 min y el
tiempo de hibridacidén era de 16-24 h.

En algunos casos se usé un tampén de hibridacidén comercial
"Rapid-hibrid buffer" de la casa Amersham, que tiene como
caracteristicas reducir el tiempo de prehibridacién a 15 minutos,
el de hibridacién a una hora, no hace falta purificar la sonda
con cromatografia después de el marcaje, y la cantidad de sonda
empleada es de 2 ng/ml de volumen del tampén. Con lo que se
consigue un ahorro de tiempo considerable, que permite realizar
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un protocolo entero en tres dias ( primer dia digestidén, segundo
dia electroforesis vy marcaje, tercer dia tranferencia e
hibridacién).

Después de hibridar la membrana se quita el tampdn de
hibridacién y se lava dos veces con una solucidn SSC 1x, SDS 0.1%
a temperatura ambiente 15 minutos cada uno, dos veces mas con una
solucidn SSC 0.1x, SDS 0.1% a 60°C durante 30 minutos. En algunos
casos se realizaba otro lavado a 65°C durante 15 minutos con la
solucidén utilizada en el sgundo lavado. La membrana se escurre
y se mete en una bolsa de plastico que se sella por calor.

5.7 Autorradiografia.

La membrana se coloca en un "cassette" de radiografia entre
2 placas radiograficas de alta sensibilidad (Konica o Kodak). El
casset se guarda a - 20°C y la primera placa se revela a las 72
horas. Dependiendo de la intensidad de las bandas la segunda
placa se revela entre 3 y 8 dias mas tarde. En la figura 17 se
esquematiza la técnica de "Southern-blot" indicando cada paso.

6. TECNICA DE PCR PARA EL ESTUDIO DE LOS LOCI FRAXA, DXS548 Y
FRAXE.

Con la técnica de amplificacién de un fragmento de ADN
usando una polimerasa termoestable se consigue conocer los
tamarfios exactos de los polimorfismos estudiados y por tanto
conocer el rango en el que se encuentran los alelos de los loci
FRAXA y FRAXE, los alelos normales y premutados se amplifican
bien por lo que puede medirse el tamafio. El1 locus DXS548 un
microsatelite polimérfico, ligado a fraxa, se usaréd como prueba
complementaria en el diagnéstico de sindrome X fragil.

6.1 Seleccidén de los cebadores.
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La realizacidén de esta técnica requiere el disefio de dos
oligonuclebtidos complementarios a una secuencia adyacente a la
zona del ADN que se quiere estudiar. Cuando la zona a amplificar
esta secuenciada, se elige englobando la zona y en la direccidn
5" a 3', dos cebadores de 24 a 30 nucleotidos de los indicados
en la secuencia, siempre en esa direccidén para las dos hebras de
ADN, teniendo en cuenta las siguientes reglas, que la proporcidn
de G+C no sea inferior al 60 % para que la temparatura de
hibridacidén o anilamiento no sea muy baja , que los extremos de
cada cebador y de los cebadores entre si no sean complementarios
y que en la secuencia no se formen palindromes (por ejemplo
CCTTAAGG) que puedan hibridar dentro del cebador, disminuyendo
la eficacia de unién a la secuencia complementaria del ADN
gendémico.

Para el locus FRAXA se eligieron tres pares de cebadores
para amplificar zonas cercanas a la regién 5' del gen FMR-1
englobando las repeticiones CGG o adyacentes a la secuencia
repetitiva. Cebador Fl1 5' GCT CAG CTC CGT TTC AC TTC CGGT 3',
cebador F2 5' AGG GGG CGT GCG GCA GCG CGG CGG CGG3', cebador Rl
5" AGC CCC GCA CTT CCA CCA CCA GCT CCT CCA 3', cebador R2 5' CCG
CCG CCG CGC TGC CGC ACG CCC CCT 3' y cebador R3 5' TTG TAG AAA
GCG CCA TTG GAG CCC 3', tomados de la secuencia publicada por Fu
y col., 1991; el par F1-Rl1 amplifica un fragmento de 309 pb en
el alelo mas frecuente de 29 repeticiones CGG, el par F2-R1
amplifica un fragmento de 205 pb en el alelo de 29 CGG, con el
par F1-R3 se consigue un tamafio de 327 pb para un alelo de 29
CGG, con el par F1-R2 se amplifica un fragmento de 133 pb que
serd el mismo en todos los alelos porque amplifica una zona
adyacente a las repeticiones CGG.

Se estudid el polimorfismo de repeticiones CA/TG del locus
DXS8548, 1ligado al locus FRAXA y situado a 150 Kb hacia el
centrémero. Los cebadores se tomaron de la publicacibén de Verkerk
y col., 1991. El par de cebadores engloba las repeticiones
CA/TG, F 5' AGA GCT TCA CTA TGC AAT GGA ATC 3° y cebador R 5'
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GAT CAT TAG AGT CAC CTG TGG TGC 3', el fragmento amplificado
puede variar en tamafio desde 192pb a 206 pb, diferenciandose los

alelos en sbélo dos pares de bases.

Para amplificar la zona de repeticiones de tripletes que
aparecen en los loci FRAXE se usd un par de cebadores Fxe-Rxe,
que permiten amplificar cada locus respectivo. El primer par se
tomo de la publicacidén de Knight y col., 1993. El1 fragmento
amplificado varia dentro de la poblacidén, el mas frecuente es de
327 pb para el alelo que tiene 12 repeticiones CCG/CGG. Fxe 5'
GCG AGG AGG CGG CGG CAG TGG CAC TGG G 3' y Rxe 5' CCT GTG AGT GTG
TAA GTG TGT GAT GCT GCC G 3'.

6.2 Condiciones de la reaccidn

Las condiciones de la reaccidén de la polimerasa dependen de
la zona a amplificar. En el caso de la zona de las repeticiones
(CGG/CCG) del locus FRAXA la reaccién se realizaba en un volumen
de 10 pl con 200 ng de ADN gendémico, 10 mM Tris-HC1l pH: 8.3, 50
mM KC1, 2 mM MgCl,, 200 uM dATP, 200 pM dTTP, 200 uM dCTP, 200
pM 7-deaza-dGTP, 5 pmol de cada cebador, 10% DMSO, 1 pCi de ar32P
dCTP y 0.5 U de Taq polimerasa. Cuando se necesitaba visualizar
el producto de la PCR con bromuro de etidio se utilizaba la Pfu
ADN polimerasa (Stratagene) que amplifica mas eficientemente y
no necesita la sustitucién del 100% del dGTP por 7-deaza-dGTP.
Para el locus FRAXE , al ser repeticiones de tripletes CGG/CCG,
las condiciones de la reaccidén fueron iguales a las del locus
FRAXA usando los cebadores especificos.

La amplificacién del locus DXS548 se realizd en 10 nl con
200-500 ng de ADN gendémico, 10 mM Tris-HC1l, 50 mM KCl, 1,2 mM
MgCl,, 0,01% de gelatina, 5 pmol de cada cebador, 0,25 mM de
dNTPs, 1 uCi de 39s- daTp y 0,25 U de Tag polimerasa.

Para la amplificacién simultédnea de los loci FRAXA y DXS548

79



MATERIALES Y METODOS

se emplearon las condicciones indicadas para el .locus FRAXA al
principio, pero incluyendo los dos pares de cebadores especificos
de cada loci.

6.3 Programa del termociclador.

Se utilizd el termociclador "ADN termal cycler 480" de la
casa Perkin-Elmer. Para escoger el programa adecuado hay que
tener en cuenta fundamentalmente la Tm de los cebadores y la
longitud del fragmento a amplificar. En general los programas
constan de una etapa inicial de desnaturalizacién seguida de 30
a 50 ciclos y una etapa final de extensién. Cada ciclo consta a
su vez de tres fases, desnaturalizacién, pegado de los cebadores

0 alineamineto y extensién.

La temperatura mas critica es la de alineamiento que hay que
ajustar conociendo la Tm de los cebadores y que en general es 4
grados por debajo de la Tm. En la amplificacién del locus FRAXA
la temperatura del alineamiento fue de 55°C para la zona de los
CGG, para la zona adyacente a las repeticiones la temperatura que
se usé fue 60°C. Para el Locus DXS548 fue de 57°C y para el
locus FRAXE de 65°C.

6.4 Separacién de los fragmentos amplificados.

Cuando la diferencia entre los fragmentos amplificados era
pequefia (2-30 pb), se utilizaba siempre un gel de acrilamida al
%. Si los alelos se diferenciaban en mds de 30 pb se separaban
en gel de agarosa al 2%. En cualquier caso siempre que se queria
calcular con exactitud el tamafio de los distintos fragmentos se
separaban en gel de poliacrilamida desnaturalizante al 6% con un
marcador de secuenciacién.

6.4.1 Electroforesis en gel de agarosa.
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Se utilizé este tipo de gel en aquellas reacciones en las
que no se sustituyd el dGTP por 7-deaza dGTP por lo que se podia
tefiir con una solucidén acuosa de Bromuro de etidio y verlo a la
luz ultravioleta, en las amplificaciones en las que los tamafios
de los alelos eran muy diferentes, o cuando se hacia una
transferencia de los fragmentos amplificados a una membrana de
nylon para hibridar con un oligonucleétido marcado con
radiactividad.

Se utilizaba agarosa Seakem GTG a concentraciones del 1% al
3% dependiendo del tamafio de los alelos a separar. Se empleaba
un  marcador de tamanos como referencia para conocer
aproximadamente el tamafio de la muestra. En algunos casos la PCR
se hacia con radiactividad y el marcador de tamafios se marcaba
en el extremo 5' con el isdtopo dATP [7—32P] y con la Ty
Polinuclebétido Kinasa.

6.4.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Para calcular el tamafio exacto de cada fragmento amplificado
se hacia una electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante corriendo en paralelo un control de
secuenciacién o a un marcador de tamafios de referencia adecuados
como el PBR322 digerido con MspI. Se utilizaba
acrilamida/bisacrilamida 19:1 al 6%, 8M de Urea y 1X TBE en un
aparato comercial "Sequi-gen, sequencing cell " de Biorad, con
cristales de 40 cm x 21 cm. Los separadores utilizados eran de
0.4 mm con peines de dientes de tiburén para 24 muestras.

La electroforesis se realizaba a 1500-1700 voltios con 50
W de potencia, durante 1 hora para fragmentos de tamafio inferior
a 150 pb; 2 horas para fragmentos hasta 350 pb y de 3 horas
cuando los fragmentos eran de mayor tamafio. Transcurrido el
tiempo de electroforesis se desensambla el aparato, el gel se
pega a un papel de filtro "Whatman 3MM" del tamafio del gel, se
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cubre con un plastico transparente fino y se seca dos horas a
80°C con vacio.

6.5 Autorradiografia.

En los casos en que las muestras de la electroforesis
estaban marcadas con radiactividad, las bandas se visualizaban
por autorradiografia. El gel perfectamente seco se coloca dentro
de un "cassette" para radiografias junto a una placa de alta
sensibilidad (Konica o KodaK). La placa se revelaba manualmente
0 con un aparato automatico. Con el sistema manual la placa se
pone en liquido de revelado 1 minuto, reaccidén de paro en &acido
acético 1% durante 2 minutos, bafio de fijacién durante dos
minutos y lavado con agua.

7. ESTUDIO DEL DESPLAZAMIENTO DE LOS CEBADORES POR LA TECNICA DE
"DOT-BLOT".

Para saber si la falta de amplificacién en la mayoria de los
afectos del sindrome del X fragil se debia al gran tamafio del
alelo o a una mala unidén de los cebadores, se estudid el
desplazamiento de los cebadores marcados radioactivamente por
marcadores frios con la técnica de dot blot. Los productos de la
PCR del 1locus FRAXA se pipeteaban paralelamente sobre dos
membranas de "Hybond" N* colocadas en un aparato para dot blot.
Después de 3 h y 1/2 de prehibridacién a 50 °C, se hacia una
prehibridacién adicional de 6 h en la que a una de las dos
~ membranas se le afiadia 200 pmoles del cebador frio. A
continuacién se hibridaban ambas membranas durante 14 h en
presencia de 20 pmoles del cebador marcado con dCTP [7—32P] V%
después de varios lavados se ponian en un cassette con una placa
radiografica para su impresién.
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8. SECUENCIACION DE DISTINTAS ZONAS DEL LOCUS FRAXA.

Variaciones en la secuencia de la zona 5' del gen FMR-1,
tanto en la zona adyacente a los CGG como la corespondiente a las
repeticiones pueden ayudar a establecer posibles mecanismos de
amplificacién de 1los tripletes. Se han secuenciado alelos
normales y premutados. Los alelos con un numero de tripletes
superior a 110 no se han secuenciado al no amplificarse por PCR.

8.1 Secuenciacidn de la zona de tripletes de ADN gendmico.

Se realizaba una primera PCR, para amplificar el fragmento
que se iba a secuenciar posteriormente, y asi obtener mayor
cantidad de templado. La amplificacién del locus FRAXA se hacia
en un volumen de 25 pl, con 10 pmoles de cada cebador Fl y R3,
100 ng de ADN, 1,5 mM de Cl,Mg, 1x tampbdn de reaccidn, 200 M de
desoxinucledtidos trifosfato excepto dGTP que se sustituia por
7-deaza dGTP, 10% de DMSO y 0,5 U de Taq polimerasa (Perkin-Elmer
o Promega). El1 programa del termociclador consistia en:
desnaturalizacién inicial de 5 min a 95°C, seguido de 30 ciclos
de 1 min a 95°C, 1 min a 55°C y 2 min a 72°C, con una extensién
final de 10 min a 72°C. El producto de la reaccién se purificaba
en minicolumnas de cromatografia "Wizard PCR preps” de Promega
para eliminar la mezcla de reaccidén de la PCR y conservar el ADN
amplificado.

La concentracidén de ADN en el eluido se determinaba midiendo
la absorbancia en un espectrofotémetro a 260 nm en microcubetas
de cuarzo. La concentracién de ADN también se determinaba
comparando los productos de la PCR con una cantidad conocida de
un marcador de peso molecular, en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio. En estos casos se sustituia sélo el 25% del
dGTP por 7-deaza dGTP,lo que permite que el bromuro de etidio se
intercale en 1la doble hebra de ADN y visualizarse en un
transiluminador de luz ultravioleta. Medir la concentracién de

83



MATERIALES Y METODOS

ADN con exactitud es necesario para poder calcular la cantidad
de ADN en la reaccidén de secuenciacién, se ponia de 4-100 fmol.

Para mejorar la primera reaccién de PCR se utilizd, en
algunos casos, la polimerasa Pfu de la casa Stratagene que tiene
menor rango de error que la Taq polimerasa y mayor eficiencia.
Para conseguir unas bandas de secuenciacién mas nitidas se
separaban las dos hebras de ADN por el método de la
biotina/estreptavidina. Se empleaban 10 pmol de los siguientes
cebadores: Pseqg-F 5' CGC TAA GCT TGG AAC AGC GTT GAT CAC GTG ACG
3' marcado con Biotina en el extremo 5' y Pseg-R 5'CGG CGA ATT
CTT GTA GAA AGC GCC ATT GGA GCC3' en un volumen de 20 pl con 1x
del tampdén de reaccién, 200 uM de dNTPs excepto del dGTP que se
sustituila en un 25% por 7-deaza dGTP, 100 ng de ADN gendémico, 15%
de DMSO y 0,5 U de Pfu polimerasa.

El programa de amplificacién consistia en 5 minutos a 98°cC,
seguido de 40 ciclos de 1 minuto a 98°C, 1 minuto a 65°C y 2
minutos a 73°C, con una extensién final de 7 minutos a 73°C. El
producto de la reaccidén se cargaba en una electroforesis en
agarosa al %, corriendo en paralelo un marcador de peso
molecular como el "PCR marker" (Promega) o el plésmido PBR322
digerido con MpsI, el gel se tefiia con una solucidén acuosa 0,5
pg/ml de bromuro de etidio. Los fragmentos amplificados se
visualizaban por fluorescencia y las bandas correspondiente a los
alelos que se habian amplificado se cortaban con un escalpelo
y se purificaban segun el protocolo del "Eluquick" (Quiagen) o
del "Wizard PCR preps" (Promega).

La hebra marcada con la biotina, se separa de la otra hebra
por medio de unas particulas magnéticas que llevan unidas
estreptavidina (Boehringer-Mannhein). El producto de la reaccién
se incuba en tampdn TENjgp @ temperatura ambiente durante 10
minutos y se lava dos veces con el mismo tampén. En cada paso las
esferas sedimentan por la atraccién de un metal magnético. Para
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separar las dos cadenas del ADN se afiade NaOH hasta una
concentracién final de 0,1 N, se incuba 2 minutos a 50°C, se deja
precipitar las esferas y se toma el sobrenadante donde estard la
cadena no marcada con biotina (en este caso la cadena sintetizada
a partir del cebador Pseqg-R) que se precipita con etanol,
resuspendiéndola en 10 pl de agua destilada estéril. Esta cadena
se secuencia por el método de terminacién de la reaccidén con los
didesoxinucledétidos con incorporacién directa de un isbdtopo
radiactivo dCTP [ar32P] o marcando el primer F1 con dATP [7—32P].

8.1.1 Marcaje del cebador con dATP [y—32P].

Cuando se obtenia muy poca cantidad de ADN para la
secuenciacién (40-100 fmoles), se utilizaba el marcaje del
cebador con la T, polinucleétido Kinasa que incorpora el grupo
fosfato terminal del dATP al extremo 5' del cebador. Se mezcla
en un tubo de 0,5 ml, 20 pmoles de cebador, 1x del tampdn de la
enzima, 25 pmoles del isdbtopo dATP [7—32P] (4500 Ci/pmol), H,0
estéril hasta 19 pl y 10 U de la enzima. Se incuba 30 minutos a
37°C y se detiene la reaccién incubando 2 minutos a 90°C. Se
puede guardar congelado a -20°C durante un mes y no es necesario
purificar el cebador después de la reaccién de marcaje.

8.1.2 Reaccidn de secuenciaciédn.

Se utilizd el método de terminacidén de la reaccibédn con los
didesoxinucledétidos, modificado para productos de PCR de Promega
(fmol ADN sequencing kit). El templado era ADN de doble cadena
o de cadena simple (separadas con las esferas magnéticas). Para
cada muestra se marcan 4 tubos de 0.5 ml con las letras G, A, T,
C, donde se afiaden 4 pl de la mezcla de terminacién
correspondiente, compuesta por 150 uM de cada dATP, dCTP, dTTP,
7-deaza dGTP y 1,5 uM del didesoxinucleétido adecuado, los tubos
se guardan a 4°C hasta que se prepare la mezcla de reaccién.
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En un tubo se pipetea: 40-100 fmoles de ADN, 1x del tampdn
de la enzima, 2 pmoles del cebador marcado (cuando se disponia
de 200-500 fmoles de ADN se realizaba la secuenciacién por el
método de incorporacién directa con 5 uCi del isébébtopo dCTP [o-
32P], sin marcar el cebador), 5% DMSO, 5 U de Taq polimerasa
grado secuenciacién.

Se mezcla con un pulso en la microcentrifuga y se reparte
4 ul en los tubos previamente marcados G,A,T,C. Se afiade una gota
de aceite mineral y se coloca en el termociclador programado con
anterioridad % precalentado a la temperatura de
desnaturalizacién. El programa mas habitual era el siguiente: 5
min a 95°C, seguido de 30 ciclos de 30 seg a 95°C, 1 min a 55°C
y 1 min a 72 ©C, terminando con una elongacién de 10 minutos a
72°C. En algunos casos se usd el protocolo de la termosequenasa
de Amersham, que mejora la eficiencia de la polimerasa al
incorporar en la reaccién una pirofosfatasa termorresistente que
impide la acumulacidén de pirofosfato.

Para conseguir que la polimerasa no se parara en la reaccidn
de secuenciacién, por encontrarse estructuras secundarias
formadas en la secuencia repetitiva (CGG)12_6O, se anadidé en las
reacciones la proteina que estabiliza ADN de cadena simple
(proteina SSB, Promega) a una concentracién de 1.5 pug de proteina
SSB/pg de molde, con una etapa final de desproteinizacién
incubando a 65°C durante 20 minutos con 0.1 pg de proteinasa-kK,
con lo que se mejoraba la lectura de la secuencia al desaparecer
los errores de parada de la polimerasa que eran frecuentes en las
reacciones.

Una vez terminada la reaccidén, se aflade 3 pl de tampdn de
carga de secuenciacién (95% formamida, 20mM EDTA, 0.05% azul de
bromofenol, 0.05% Xylene cianol) y las muestras se cargan en una
electroforesis en gel de poliacrilamida (19:1),6% 8M de urea.
En ocasiones se realizaba el gel con 40% de formamida para evitar
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la compresién en las Dbandas. Se conecta el aparato de
electroforesis vertical de secuenciacidédn (Bio-rad) a una fuente
de corriente con una potencia de 50W, durante 3 horas a una
temperatura de 50 ©C. Tras la electroforesis se fija el gel en
una solucidén de 10% metanol/acético durante 20 minutos, se seca
en secador de vacio a 80°C durante 1 hora y se expone a una placa

autorradiogradfica durante 15-48 horas.
8.2 Secuenciacidn de los tripletes de ADNc de rata.

El ADNc de rata se obtuvo por transcripcién inversa del ARN
total de distintos tejidos del animal por un comparfiero de nuestro
laboratorio, se realizdé una reaccidn de amplificacidén del locus
FRAXA por RT-PCR con el par de cebadores F1-R1l antes descrito,
por el protocolo anterior con Polimerasa Pfu y un 25% de 7-deaza
dGTP sustituyendo al nuclebétido dGTP. Se cargo en una
electroforesis en agarosa al 1% y tras cortar la banda obtenida
(250 pb) del gel, se purifico con el protocolo ya indicado
(Wizard PCR preps. Promega).

100 fmol del producto se secuenciaron con los cebadores F1
y Rl marcados en el extremo 5' con dATP [y—32P] por el protocolo
de la polimerasa termosequenasa y la enzima pirofosfatasa. Se
cargd 4ul de la reaccidén en gel de poliacrilamida al 6%,
desnaturalizante con 40% de formamida. Las condiciones de 1la
electroforesis descritas anteriormente.

8.3 Secuenciacidn de la zona adyacente a los tripletes.

La zona adyacente se amplificé por PCR con el par de
cebadores F1-R2, purificandose el producto con minicolumnas de
cromatografia Quiaquick (Quiagen), se calculdé la concentracién
midiendo la absorbancia en el espectrofotémetro a X 260 nm, con
una dilucién de 5 pl en 150 pl de agua destilada, con
microcubetas de cuarzo.
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Se secuencid 100 fmol del fragmento amplificado (133 pb) con
el cebador R2 marcado en el extremo 5' con JdATP [7—32P], y el
enzima Taq polimerasa grado secuenciacidén (fmol. Promega). Los
fragmentos se separaron en una electroforesis en poliacrilamida
(19:1) desnaturalizante, con las condiciones ya descritas.
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En el presente trabajo se ha estudiado el sindrome X
fragil, con técnicas de biologia molecular, en 357 muestras
enviadas por pediatras, neurdélogos infantiles, psiquiatras vy
citogenetistas de diferentes provincias de Andalucia. Se ha
analizado el tamafio de las repeticiones CGG/CCG en los alelos

normales, premutados vy mutados, asi como el estado de
metilacién de la isla CpG reguladora del gen FMR-1 (locus
FRAXA). También se ha analizado 1la =zona polimérfica de

repeticiones CA/TG del locus DXS548 1ligada al gen FMR-1,
situada 150 Kb hacia el centrémero.

En una serie de muestras que resultaron normales, para el
locus FRAXA, pero que presentaban fragilidad citogenética o
retraso mental ligado al cromosoma X (individuos con
antecedentes familiares maternos de retraso mental), se ha
analizado la expansién de la zona de tripletes del locus FRAXE,
otro polimorfismo que sufre inestabilidad y determina retraso
mental leve con expresién de una fragilidad cromosémica rara en
Xq28, este locus se encuentra muy cercano.al locus FRAXA,
localizado 0.5 Mb hacia el teldémero (Albright y col., 1994).

Para establecer posibles mecanismos de la inestabilidad de
los tripletes, se ha secuenciado la zona polimérfica del locus
FRAXA y la zona adyacente a las repeticiones.
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A) DETECCION DE SUJETOS AFECTOS Y PORTADORES DEL SINDROME
X FRAGIL CON LA TECNICA DE "SOUTHERN BLOT".

Para la determinacién genotipica del locus FRAXA, en
individuos afectos de retraso mental o sus familiares, se han
analizado los polimorfismos de restriccién del ADN gendmico,
por la técnica de "Southern-blot", hibridando con sondas
intragénicas del FMR-1. Este gen estd implicado en la aparicidn
del retraso mental ligado a la fragilidad FRAXA, localizada en
la banda Xg27.3. Esta técnica permite distinguir con claridad
los alelos de tamafio normal y los alelos expandidos.

El analisis se puede realizar empleando digestién simple
(con una enzima de restriccidén) o digestién doble (con dos
enzimas) una de ellas sensible a metilacién. Para este estudio
se emplearon las enzimas de restriccidén EcoRI, Eagl, HindIII y
SacII. La figura 18 muestra un esquema de la zona objeto de
estudio indicando las zona de expansién de los tripletes y la
isla CpG reguladora del gen FMR-1, situando los puntos de corte
de las enzimas utilizadas y la zona de hibridacién de las
sondas StB12.3 y 0Ox1.9 usadas en este estudio.

1. DIGESTION CON EcoRI.

Para el andlisis general de las muestras se utilizdé la
endonucleasa de restriccidén EcoRI, que reconoce una diana
ampliamente distribuida en el ADN gendémico cuya secuencia es
GAATTC/GAATTC. EcoRI corta la doble cadena de ADN y da extremos
cohesivos. El1 locus FRAXA tiene dos centros de restriccidédn para
EcoRI que engloban las repeticiones CGG/CCG y genera un
fragmento de un tamafio de 5,2 kb en muestras normales.

En la figura 19 se muestran dos digestiones con EcoRI. Las
muestras se cargaron en un gel de agarosa y se sometieron a

electroforesis horizontal durante 10 h (fig. 19 A) o 20 h (fig.
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LOCUS FRAXA, ZONA Xq27.3

Ox1.9

StB12.3

Hindlll Sacll Hindlil
EcoRl Eagl EcoRl

| |
Isla | (CGG)n Gen EMR-1

CpG \
7

L
1 Kb

Figura 18. Esquema del locus FRAXA situado en Xg27.3. Se
indican la =zona de tripletes (CGG/CCG)n, la isla CpG, las
dianas de restriccién para las endonucleasas HindIII, EcoRI,
SacITl y EagI, y las zonas de hibridacién de las sondas StB12.3
y 0X1.9.
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Figura 19. Digestidén de ADN gendmico con EcoRI y electroforesis
en gel de agarosa tefiida <con bromuro de etidio. A:
electroforesis corta de 10 h a 35 V. B: electroforesis de 20 h
a 35 V. En ambas electroforesis se utilizdé 1 pg del marcador de
tamafios AHindIII.
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19 B). Las electroforesis cortas se utilizan para visualizar
mejor las bandas difusas en los individuos afectos. En el
primer pocillo se carga un marcador que sirve de referencia
para determinar los tamafios de las bandas obtenidas después de
la hibridacién y que en nuestro ejemplo corresponde al X
HindIII. Cuando la digestidén es completa los fragmentos se
distribuyen homogeneamente a lo largo del carril, por lo que la
separacién de los distintos tamafios serd adecuada para la
deteccidén posterior en la hibridacién.

1.1 Hibridacidn con la sonda StBl1Z2.3.

En los estudios de "Southern" se ha utilizado
principalmente la sonda StB12.3, con la que se detectan
fragmentos de 5,2 Kb en los alelos normales (6-52 CGG/CCG) y de
5,3-5,6 kb en los alelos premutados (=55-200 CGG/CCG). En los
alelos con una expansién en el rango de mutacidén completa (>200
CGG/CCG), el patrdén es muy variable con bandas desde 5,7 Kb a
8 Kb que en muchos casos son difusas ("smear"). La figura 20
muestra un esquema de la zona indicando las dianas de las
enzimas usadas y los patrones de restriccién de individuos
normales, portadores y afectos. El esquema es similar para la
hibridacidén con la sonda 0x1.9.

En algunas muestras aparecen varios fragmentos de
distinto tamafio, que corresponden a individuos mosaicos en 1los
que hay variaciones del numero de tripletes desde el rango de
premutacién hasta la mutacién completa. Las bandas obtenidas
con la digestién simple e hibridacién con la sonda StBl2.3 nos
indica el tamafio de los tripletes CGG/CCG del locus FRAXA, pero
no ise ‘obtiene informacién acerca del estado de metilacidén de la
isla CpG, reguladora de la expresién del gen FMR-1. En las
mujeres, normales las bandas suelen ser mas intensas que en los
varones, por, la acumulacién de f;aémentos del mismo tamafio
correspondientes a-los dos Cromosomas X.
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EcoRI : EcoRI
HindIII SONDA HindIII
. N 1
(CGQG),
| B _NORMAL | 52Kb
| QPREMUTADO | 5,2 Kb +Expansion

MUTADO
L 1 5,2 Kb + Expansion

-7

O
®
| @

& (Kb)

Figura 20. Esquema de la digestién con EcoRI de la zona FRAXA.
Se indican los distintos patrones
Muestras normales (vacio), premutadas
(relleno).

que pueden encontrarse.

(con un punto) y mutadas
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En la fiqura 21 se muestran dos ejemplos de los resultados
obtenidos en la digestién simple, al hibridar con la sonda
StB12.3 marcada radiactivamente. Se puede observar el patrédn
normal, con una tGnica banda de 5,2 kb tanto en varones CoOmo
en mujeres (carriles 1, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 de la figura 21A y
carriles 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 de la figura 21B). También se
muestra el patrén encontrado en mujeres portadoras de un alelo
premutado, con una banda en 5,2 Kb y otra de un tamafo superidr
(carriles 1, 2 y 3 de la fig. 21 B), y el patrdn en individuos
afectos con bandas superiores a 5,8 Kb (carriles 2 y 3 de la
fig. 21 A).

1.2 Hibridacidén con la sonda Ox1.9

El patrén de hibridacidén con la sonda 0x1.9 es similar al
que se observa con la sonda StB12.3, cuando se utiliza el mismo
enzima de restriccidén (Ver la figura 20 donde se indican los
patrones mas frecuentes). En la figura 22 se muestra un ejemplo
de una hibridacién con la sonda O0Ox1.9. Encontramos muestras
normales de 5,2 Kb (carriles 1, 4, 6 y 9), muestras premutadas
de 5,4 Kb (carriles 3, 7 y 8) vy muestras con mutaciones
completas de 6,5 y 6,2 Kb (carriles 2 y 5 respectivamente).

2. DIGESTION DOBLE CON EcoRI Y EaglI.

En el estudio del sindrome X frégil, ademds de conocer el
tamafio de la expansién de los tripletes CGG/CCG, es importante
conocer el estado de metilacién de la isla CpG, reguladora de
la expresién del gen y que va a determinar en gran medida, si
el gen se estd transcribiendo. Para ello se utiliza una enzima
de restriccién sensible a la metilacién de las citosinas, con
una diana en la isla CpG préxima al gen FMR-1 (ver esquema de
la fig. 18). En la mayoria de los casos se utilizé la enzima
EaqgI, una endonucleasa con una diang qQ restriccidén
CGGCGG/CCGCCG ep la isla CpG, siempre usdndola en una doble
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Figura 21. Autorradiografias de hibridaciones con la soﬁda
StB12.3, en una digestién con EcoRI. Se observan muestras
normales (5.2 Kb), muestras premutadas (ligeramente superior a
5.2 kb) y muestras mutadas (por encima de 5.8 Kb). En A se
muestran los resultados de una electroforesis corta y en B de

una electroforesis larga.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 (Kb)

s -6,5
- N 88

W - - el N | .52

Figura 22. Autorradiografia de wuna digestidén con EcoRI e
hibridacién con la sonda 0X1.9 en una electroforesis de 20 h.
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digestidén con la enzima EcoRI.

Con este protocolo de digestidén y la posterior hibridacién
con la sonda adecuada, se detecta ademds del tamano de las
repeticiones CGG/CCG, el estado de metilacién de la =zona

reguladora que nos indica si el alelo es activo o inactivo.

En la figura 23 se muestra un ejemplo de doble digestién con
EcoRI y Eagl. En los carriles primero y ultimo se observa el
marcador A-HindIII que nos permite comparar el tamafio de los
fragmentos obtenidos tras la hibridacién.

2.1 Hibridacidén con la sonda StB12.3.

El patrdén de restriccidén, utilizando doble digestidén e
hibridacién con la sonda StB12.3, de individuos normales,
portadores y afectos se muestra esquemdticamente en la figura
24. Puede observarse como en las mujeres normales aparecen dos
bandas, una de 2,8 y otra de 5,2 correspondientes al cromosoma
X activo e inactivo respectivamente. También puede apreciarse
como las amplificaciones en el rango de mutaciédn se encuentran

metiladas.

En la figura 25 se muestran dos ejemplos de los resultados
obtenidos en wuna doble digestién hibridando con la sonda
StB12.3. A corresponde a una electroforesis de 20 horas. Los
varones normales tienen una banda de 2,8 Kb (carriles 2 y 9)
y las mujeres una de 2,8 Kb y otra de 5,2 Kb (carriles 1, 5 vy
7).

También se puede observar un vardén portador con una banda
de 3 Kb (carril 6) y un vardn con la mutacién completa con un
patrén mosaico de tamafio y metilacién (carril 8). Por ultimo se
muestran dos mujeres portadoras de una premutacidén sin metilar
(carriles 3 y 4) que tienen una banda de 3.2 Kb y otras dos de
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2.8 Kb y 5.2 Kb respectivamente. Estas dos ultimas bandas
corresponden al cromosoma normal, que en parte de sus células

esta metilado y en otra parte sin metilar.

En estas hibridaciones las sefiales en las mujeres son de
menor intensidad debido a que la cantidad de ADN total se
divide entre las dos bandas correspondientes al cromosoma X

activo y al cromosoma X inactivo.

En B se muestran los resultados obtenidos realizando una
electroforesis de 10 h. Se observan mujeres normales (carriles
1 y 9), varones normales (carriles 2, 4, 7 y 8), varones
portadores (carriles 5 y 6) y un vardn con la mutacidn
completa (carril 3) que presenta un patrédn mosaico de tamano.

Como se ha indicado anteriormente las bandas
correspondientes a mutaciones completas se visualizan mejor en
electroforesis de 10 hdras. La figura 26A muestra los
resultados obtenidos en wuna electroforesis corta. de wuna
digestidén doble EcoRI/Eagl, en varones afectos (carriles 1, 3,
4, 5, 6, 7, 10 y 11) y mujeres portadoras (carriles 2, 8, 9 vy
12), en el carril 13 se observa la banda correspondiente a un
vardn normal (2.8 Kb).

Entre la poblacibén estudiada se han encontrado dos mujeres
portadoras de la mutacién completa (>200 CGG/CCG) en las que el
alelo estaba sin metilar, en una de ellas el nuamero de
tripletes era 235 vy en la otra 260 aproximadamente (carriles
8 v 9 respectivamente de la fig. 26A). También se encontraron
dos varones afectos que presentaban un patrén mosaico con
bandas de diferentes tamafios entre las que se observaba una
amplificacién por encimag de 300 repeticiones sin metilar
(carriles 3 y 4 fig, 26A). Tamadios por encima de 400
repeticiones CGG/CCG se han encontrado siempre metilados
(carriles 1, 5, 6, 7, 10 y 11 de la fig. 26A).
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M1234 56 7891011120

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa tefiida con bromuro
de etidio de una doble digestién con las enzimas EcoRI y Eagl.
La electroforesis corrié durante 10 h a 35 V. En el primer
pocillo y en el tultimo se cargd el marcador de tamafios A

HindIITI.
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Ox1.9
EcoRlI Eagl StB12.3 EcoRlI
| ‘mmi B . 1
L= 12,8 Kb X activo
! m___NORMAL 15,2 Kb X inactivo

(CGG), l

S PREMUTADO | 2,8 Kb + expansion
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Figura 24. Esquema de la zona FRAXA con las dianas de las
enzimas EcoRI y Eagl. Se indican los patrones que pueden
obtenerse tras la hibridacidén con las sondas StB12.3 u 0x1.9 en
muestras de varones y mujeres normales (vacio), premutados
(punto) y mutados (relleno).
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Figura 25. Autorradiografia de wuna doble digestién con
EcoRI/Eagl al hibridar con la sonda StB12.3. En el primer
carril se observa el patrdén del control de tamafios A-hindIII.
En A se muestran los resultados de una electroforesis de 20 h
y en B los resultados de una electroforesis de 10 h. En el
texto se especifican los tipos de patrones que se observan y

las muestras analizadas.
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Figura 26. A: Autorradiografia de una doble digestidén con las
enzimas EcoRI/Eagl y la sonda StB12.3 en una electroforesis

Se muestran varones afectos del sindrome X fragil y sus

madres portadoras.

B: Autorradiografia de una doble digestidn

con EcoRI/Eagl y la sonda 0x1.9 en una electroforesis larga. En
ambas electroforesis se muestra en el primer carril, el control
de tamafios A-hindIII.
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2.2 Hibridacidén con la sonda Ox1.9.

La hibridacién con 1la sonda 0xl1.9 determina el mismo
patrén que con la sonda StB12.3, cuando se utilizan las mismas
enzimas de restriccidén (ver £fig. 24). En la figura 26B se
muestra un ejemplo de hibridacidén con la sonda 0x1.9 en una
digestién doble con EcoRI/Eagl. Se pueden observar varones
normales (carriles 2, 4, 6 y 9), mujeres normales (carriles 3
y 5), varones portadores (carriles 7 y 8) con un incremento de
200 pb (90 CGG/CCG), una mujer portadora (carril 1) con un
incremento de 300 pb (120 CGG/CCG). También se observa un
individuo afecto (carril 10) que corresponde a un vardn mosaico
con tamanos premutados sin metilar (expansiédn de 400 pb) vy
tamafios mutados metilados (expansiones de 1000 pb a 1200 pb).

3. DIGESTION DOBLE CON HindIII y SacII.

En el diagnéstico del sindrome X fragil y para realizar
algunos estudios se usaron las enzimas HindIII/SacII en una
doble digestidén (siendo SaclII la enzima sensible a metilacidn).
Sus dianas de restriccién son AAGCTT/AAGCTT y CCGCGG/CCGCGG
respectivamente. Los patrones de restriccibén son similares a
los observados cuando se utilizan EcoRI y EagI.

3.1. Hibridacidén con la sonda StB12.3.

En la figura 27 se muestra el esquema de la zona a
estudiar con 1los centros de restriccién de las enzimas
utilizadas y un esquema de los patrones de restriccidén que se
detectan tras 1la hibridacién. Como puede observarse son
similares a los encontrados cuando se digiere con EcoRI/EagI,
pues las dianas estdn muy prdéximas en la secuencia de ADN del
locus FRAXA. En la figura 28 se muestra un ejemplo de la
electroforesis en gel de agarosa de una digestién de ADN con
las enzimas HindIII y SacII, tefiida con bromuro de etidio.
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Ox1.9
Hindlll Sacll StB12.3 HindIll
L e TR " I
L m -2 7 Kb X activo
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Figura 27. Esquema de la zona FRAXA con las dianas para las
enzimas HindIII y SacII. Se indican los fragmentos posibles y
los patrones de hibridacién en las distintas muestras, que
pueden ser normales (vacias), pfemutados (punto) y mutadas

(rellenas).
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‘ M 1234567831011 1213141561617 18192021

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa tefiida con bromuro
de etidio, que ha corrido 20 h a 35 V. Las muestras estas
digeridas con las enzimas HindIII y SaclI. Se observa en el
primer carril el marcador de tamafios A-hindIII.
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En el primer carril se observa el marcador A-HindIII que
nos permite calcular el tamafio de los fragmentos obtenidos tras
la hibridacién. La figura 29 muestra un ejemplo de 1los
resultados obtenidos en una digestién doble con HindIII/SacII
e hibridacibén con la sonda StB12.3. Se observa una banda de 2,7
kb en los varones normales (carriles 1, 8 y 11) y una banda de
2,7 kb correspondiente al cromosoma X activo y una de 5,2 kb
correspondiente al cromosoma X inactivo, en las mujeres
normales (carriles 3, 4, 7 vy 10). También se pueden ver
muestras de mujeres que tienen un alelo normal y otro premutado
pudiendo estar, cualquiera de los dos, metilados o sin metilar
segun el patrén de inactivacién del cromosoma X (carriles 2 y
9). En el carril 5 se observa un patrén mosaico de un vardn
afecto, con tamafios premutado de 3,1 Kb y mutado de 6,5 kb, y
en el carril 6 se muestra una mujer, hermana del paciente
anterior portadora de una mutacidén total metilada y con retraso
mental.

4. RESULTADOS INDIVIDUALIZADOS EN LA POBLACION ESTUDIADA.

A continuacién se relacionan los resultados obtenidos con
esta técnica para cada muestra estudiada. Se indica el Sexo:
d = vardn, @ = mujer. Tipo: (RM)= individuo retrasado mental.
(RL) individuo retrasado leve. (N)= individuo no retrasado.
(P)= individuo portador/a. (RM-FRAX)= individuo retrasado con
el sindrome X-fragil. (RD, FRAG)= retraso en el desarrollo y
fragilidad en la zona Xg27-28. (RM-KF)= individuo Klinefelter
con retraso mental.

MUESTRAS  SEXO TIPFO TAMARO  DIGESTION MUESTRAS SEXO TIPO TAMARO  DIGESTION
1.1 & (RM) 3kb (Eagl- EcoRl) 17 & (RM) " "
1.2 & (RM) 2.8Kb ! 1.8 & (RM) ! !
13 @ (RM) " 19 o (M) " "
14 RM) . 110 RW) .
15 ¢ RM) g 21 9 (RM)  28-52k
16 & (M) " 22 ¢ (RM) g
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MUESIRAS SEXO TIPO
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5.10
6.1
6.2
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TAMARO ~ DIGESTION
RM) 28k
(RM) " '

(RM)  28-52kp "
(RM) " !
(RM) )

(RM) 286 "
(RM) 2852k "
(RM) 2.8k
(RM) 2.8k 0
(RM) ! )
(RM) "

(RM) ' '
(RM)  28-52kp "
(RM) ' '
(RM) 28k "
(RV)  28-52kb "
(RM) " "
(Rut) "

(Rm) " "

(RM) 28k g
(RM) ' )
(RM) )

(N) 2.8-5.2kb "
(RM) 2.8kb !
(N) 2.8-5.2kb !
(N) " "
() " )

! 2.8-3.6-6kb "
(RM)  bondo difusa "
(RM) " "
(N) 52-5.4kb  (EcoRl)

! 5.2-5.5kb !

" 5.2kb "
(RM) ' '

(R-P)  3-52kb  (Fagl-EcoRl)
(RU-FRAX)  6.5kb g
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6.3
6.4
6.5
6.6
6.7
6.8
6.9
7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
1.6
7.7
8.1
8.2
8.3
8.4
8.5
8.6
8.7
8.8
8.9
8.10
8.1
8.12
9.1
9.2
9.5
94
9.5
9.6
9.7
9.8
9.10
10.1
10.2
10.3

W0 40 0 40 Q G 40 9 4 4 Q 4 G 4 G 4 G 4 Q 4 Q 4 Q 4 9 9 Q 9 o O 9 4 4 9 9 9

DIGESTION

TAMARO

2 (N) 2.8-5.2kb
(RW) 2 8kb
(RM-FRAX)  7kb
() 2.8kb
(N) 2.8k
" 2.8-5.2kb
(RM) 2.8kb
(RM) !
(RM) "
(RM) "
(RM-FRAX) banda difusa "
(RM) 2.8k
(RM) "
(RL-P)  2.8-6.2kb
(RU-FRAX)  7kb
(P) 3552
N 2.8kb
() 2.8->6kb
(N) 2.8kb
" 2.8-5.2kb
(RM-FRAX)  7kb
(P) 2.8-31-52kb "
(RM) 2.8kb
(RM) 2.8-5.2kb
(RM) 2.8k
(N 28-5.2
(RM) 28k "
N 28-52k
! 2.8kb "

(R 2.8-5.2kb
(RM) 2.8k
(RM) '
(N) 2.8-5.2kb
(

(

(
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TAMARO  DIGESTION

2.8k "
28-52kb "

28kb  (EcoRi-Fag)

28k "
28-52k "

28 "
28-52k

286 "

5.2kb

3-5.2kb (EcoRl-Eagl)
3.1kb !
3kb !
2.8kb "
3.1kb "
2.8kb "
3kb !
2.8-52kb "
2.8-5.6kb "
28kb "
2.8-5.5kb "
4-6-7kb "
2.8-5.2-6kb "
2.8-52-67kb "
2.8-52kb "
54kb  (EcoRl)
5.2kb !
2.8-5.3kb (EcoRl-Eagl)
6.4kb !
2.8kb !

MUESTRAS SEXO TIFO

13.6
13.7
13.8

TAMARG DIGESTION
& (RM-FRAX)  6kb  °
¢ (RM-FRAX) Banda difusa "
¢ (P) 5.2-55Kb (Ecol)
& (V) 52Kp
2 (P) 52-55Kb "
& (RM-FRAX)  BKb
& (RW) 28Kb  (EcoR~Eag)
2 (P) 5.2-5.7 Kb (EcoRl)
& (RM-FRAX) bonda difusa "
e (N) 52Kkb "
g " 22Kb "
g " 52 Kb "
g " 52Kb "
g 52Kb "
" 52Kb "
s " 52Kb "
& (RM) 2.8 Kb (Eagl-EcoRl)
e " " "
o " g "
& (N) " "
9 (P 28-56Kp "
& (RM) 52Kp "
J " "
g " "
R " "
g y "
I y "
o " "
P " "
P " !
@ (N) " "
9 " "
& (RM) " "
d
S
&
&
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MUESTRAS  SEXO TIPO
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9.1
19.12
20.1
20.2
20.3
20.4
20.5
20.6
20.7
20.8
20.9
20.10
20.11
2012
211

TAMARD
& (N) " "
o " "
& (RM) " "
& (RM-FRAX)  65kKp "
9 (RD,FRAC) 2.8-5.2 Kb {FcoRl-Eag)
¢ 28Kp
& (RM) " "
2 (N 28-5.2Kb
g " "
¢ 28Kp
2 (V) 28-52Kp "
9 " "
2 (RM) ! "
s 28Kk "
g (M) 28-52Kb "
s (RM) 28K
R " "
R " "
R " "
R " "
s 52 Kb (EcoRl)
& (N) " "
g " "
- " u
g " "
¢ (M) 28Kkp
R " "
. " "
R " "
2 (N) " "
g " 5.2 Kb !
¢ (RM) v
& (N) " "
g " 2.8-5.2 Kb (EcoRi-Eaql)
& (RW) 28Kp "
a " "
R " "
R . "

DIGESTION

(EcoRI-Eoql)

110

MUESTRAS  SEXO TIFO

212
21.3
214
7215
2156
2.7
218
21.9
21.10
22.1
22.2
2.5
22.4
22.5
22.6
22.7
228
22.9
22.10
22,11
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2310
241
24.2
24.3
24.4
245
245
247
24.8

2 (N)

(RL)

(N)
(RM-FRAX)
(RM)
(RM-P)

(RM-KF-P)
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&

&

?

&

e
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&
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&
?
&
&
&
&
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TAMARG  DIGESTION
28-52Kb "
2.8 Kb

28k
28-52Kkb "
28 Kb (EcoRl-Eaql)
28-52 kKb "

2.8 Kb "

2.8-52Kkp "
28K "

6 Kb "
28K "

31Kk

28-52Kb "
2.8 Kb "
2.8-55Kb "
28Kp "
2.8-55Kb "
2.8-52 Kb "
31-52Kb "
28Kb "
2.8-527 Kb "
28K "
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MUESTRAS SEXOTPO  TAMARO  DIGESTION MUESTRAS SEXOTIPO  TAMARO  DIGESTION
249 & (RW) 28Ky 88 & o
2410 & " " " 289 & v
AP " " 2810 & (RV-P) 3kb "
252 @ " " " 291 @ (RW) 28K "
253 g " 28-52Kb " 290 & (RM-FRAX)  63Kb
B4 28Ky 293 & (RM-FRAX)  62Kb "
255 & " " " 294 & (RM) 28Ky
56 @ " " " 295 @ (RMW) oo
SV " " 296 & (RM) O
258 & (RM)  2.8Kb  (EcoRl-Fagl) 297 @ (RW) N
59 @ " " " 298 & (RM) 28Kb  (FcoRi-Eagl)
2510 & " " " 209 9 (N) 28-52Kb "
%1 & " " " 2910 ¢ (R 28-52-6kb °
260 & " " " 301 & (RM) 28Kb "
%3 & " " " 302 & (N) O
%4 & " " 303 & (RM) O
%5 & " ‘ " 04 ¢ (R 28-54Kb "
%6 & " " " 05 9 (RM) 28-52Kb "
%7 & " " " 306 2 () 28-3-52kb "
268 & " " " 307 9 (P)  28-3-52Kb "
269 & " " " 08 9 (P) 28-3-52Kkp "
2640 ¢ " 28-52Kb " 309 2 (N) 28-52Kb "
271 ¢ " " 3010 & (N) O
272 & " 28Ky " g (N 28-52Kb "
2723 2 (N) 28-52Kb " 312 9 () 28-3-52Kb "
274 ¢ v " " 38 (N) 28-52Kb "
275 & (RM) 28Ky 4 2 (N) 28-52Kb "
276 & " " 315 @ (RW) 28Kh
27 & v " " 316 & (RM) 28K "
278 & " " 317 @ (RW) 28Ky "
229 & v " " 318 o (RM) 28Ky
281 ¢ 28-52KB 319 & (RM) 28K "
282 & (RM) 28Ky " 3110 & (RM) 26Ky "
283 & " " 21 & (RM) 28Ky "
84 " " 322 & (RM) 28K "
85 ¢ 28-52Kb " 323 & (RM-TRXA)  29-4-6Kb "
86 & " 28Ky " 3249 (RM-FRXA) 2.8-34-52Kb "
287 & " neoo 325 & (M) 28Kb  (FcoRi-Eagl)
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UUESTRAS SEXO TIPO  TAMARO  DIGESTION MUESTRAS SEXO PO TAMARO  DIGESTION
26 9 (P)  28-32-52Kb" 1 & (RM) 28Kp "
27 & (RM-FRXA)  4-63Kb " WA T 28Ky "
328 ¢ (RM-FRYA)  28-6Kb " 343 ¢ (N 28-31-52Kb"
39 2 (N) 28-52Kb " 4 (RM)  28-31kKb "
210 & (N) 28Ky M5 9 (N} 2.8-31-52Kb"
31 o (RM) o« M6 o (N) 28Ky "
32 9 (P) 2.8-3.2-52-55Kb " W7 (N) 28K
332 (N) 28-52Kp 8 9 (N)  2.8-32-52 Kb "
34 g 28K " 39 ¢ (N} 28-4-6Kb "
W5 & (RM) " " 3410 & (RM) 65kb
36 @ (RM-FRXA)  6.3Kb " Mg (N 28-52Kp "
37 @ (M) 28kp "

338 @ (RM) 28Ky

339 @ (N) 28Ky

5. MOSAICISMO EN CELULAS SANGUINEAS.

En la poblacién estudiada se han observado individuos
afectos del sindrome X fragil, en los que se encuentra un
patrén de hibridacién con fragmentos de diferentes tamafios, que
indican la existencia de mosaicismo celular. En nuestro estudio
se ha observado un 17% de individuos varones X fragiles que
presentaban mosaicismo. Estos individuos tenian fragmentos con
tamafios en los rangos de premutacién vy de mutacién completa,
que se explican por inestabilidad en la zona de repeticiones
del locus FRAXA.

La figura 30 muestra los resultados, del andlisis de los
polimorfismos de restriccibén, de una familia con mosaicismo de
tamafio y metilacién. También se muestra un vardén, al que no se
estudié la familia, en el que se observan nitidamente las
distintas bandas correspondientes a tamafios premutados vy
mutados. La muestra 1 pertenece a un vardn afecto de retraso
mental X fragil, en el que se observa un bandeo difuminado a
lo largo del carril, la muestra 2 pertenece a su
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2,8 -

m
2 3 4 (Kb)
west |27
-6.,5
-5.2
-—i.48
-45
-3.2

Figura 30. Autorradiografia de un "Southern-blot"

de muestras

con patrones mosaicos de tamafios y metilacidén en varones (1 vy
Se utilizé la sonda StB12.3 y la doble

4) y mujeres (2 y 3).
digestién EcoRI/EagI.
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madre que es portadora de una mutacién completa, en la que
aparecen fragmentos metilados de 6.5 Kb y sin metilar de 4.5
Kb, apareciendo el cromosoma X normal repartido entre una banda
de 2.8 Kb més intensa (activo) y otra banda de 5.2 Kb mas débil
(inactivo). La muestra 3 pertenece a la hermana del paciente
que es portadora de una mutacidén completa metilada, con un
bandeo entre 6 y 7 Kb para el cromosoma X fragil lo que indica
mosaicismo de tamafio, y bandas de 2.8 y 5.2 Kb correspondientes
al cromosoma X normal, apareciendo la banda de 5.2 Kb mucho mas
intensa que la de 2.8 Kb. Esto indica que el cromosoma normal
estd inactivo en la mayor parte de las células sanguineas
contrario a lo que se observa en su madre, en la que el
cromosoma normal se encuentra preferentemente activo. En la
muestra 4, se observa un vardn afecto del sindrome X frégil que
presenta mosaicismo de tamafio y metilacién. La banda de 3.1 Kb
corresponde a una premutacibén sin metilar, la banda de 4.8 Kb
a una mutacidén no metilada, también se observa una banda de 7
Kb correspondiente a una mutacidén completa metilada. El tamarfio
de los fragmentos que aparecen sin metilar en las muestras 2 y
4 estd por encima de 4 Kb lo que corresponde a un tamafio >400
tripletes. Se encontrdé mosaicismo en tres casos mads que no se
muestran en la radiografia.

Otro caso estudiado en este trabajo es un varén con
retraso mental profundo, enviado por presentar expresién
citogenética de fragilidad cromosdmica en la banda Xg27.3. Con
la técnica de "Southern-blot" se detectaron tamafios en el rango
normal y premutado sin metilar. Su madre y su hermana son
portadoras de una premutacién.

En la figura 31 se muestran 1los resultados de esta
familia. La muestra 1 corresponde a la madre que es portadora
de una premutacién sin metilar de 3.2 Kb lo que corresponde a
133 tripletes. La muestra 2 pertenece al vardén retrasado mental
con dos fragmentos uno de 2.8 Kb y otro de 3.2 Kb.

114



RESULTADOS

1 2 3 (Kb)

Figura 31. Autorradiografia de los patrones de restriccidén en
una familia X fragil (ver en apartado G-4.1 la familia 11). El
carril 1 corresponde a la madre portadora, el 2 al vardén afecto
y el 3 a una hermana portadora. En todas las muestras se

observa un alelo normal y una premutacién no metilada.
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En el carril 3 se observa el patrén de restriccidédn de su
hermana, que es igual al de su madre. La existencia de
fragilidad citogenética y retraso mental junto con la
premutacién podria sugerir la existencia de un mosaicismo que
en otros tejidos, por ejemplo el sistema nervioso, diera lugar
a una mutacién completa y a la manifestacién del sindrome. Sin
embargo no se puede descartar una simple coincidencia.

B) DETERMINACION DEL NUMERO DE TRIPLETES DEL LOCUS FRAXA.

Tras la secuenciacién del gen FMR-1 a finales de 1991, se
han podido disefiar cebadores que permiten la amplificacién
especifica de la zona de repeticiones CGG/CCG por la técnica de
PCR y con ello poder calcular el numero exacto de tripletes en
los alelos normales y premutados. Las expansiones grandes no
pueden amplificarse por lo que el tamafio se calcula de forma
aproximada a partir de los resultados obtenidos con la técnica
de "Southern"” como se ha expuesto en el apartado anterior.

1. AMPLIFICACION DE LOS TRIPLETES DEL LOCUS FRAXA.

La amplificacién especifica de la =zona de repeticiones
CGG/CCG se hizo por PCR utilizando dCTP- 2P para visualizar el
producto de la PCR segun el protocolo descrito en "MATERIAL Y
METODOS". Los alelos de tamafio normal o premutados se
amplifican con facilidad y se separan en electroforesis
vertical en gel de poliacrilamida al 6% desnaturalizante.

Cuando el numero de repeticiones es muy grande la
amplificacién del fragmento es mas dificil porque las
repeticiones (CGG/CCG)n forman estructuras secundarias dque
paran la reaccién de la polimerasa. En muchos casos los
fragmentos amplificados son de varios tamafios, dependiendo del
punto de interrupcién de la amplificacién por la polimerasa y
apareceran como un borrén a lo largo del carril de la muestra.
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En la figura 32 se muestran dos ejemplos de amplificacién
de alelos normales donde se puede observar un claro
polimorfismo entre 1los distintos individuos estudiados, con
tamanos desde 20 hasta 38 tripletes. El tamafio exacto de los
distintos alelos encontrados en nuestra poblacién se determina
corriendo en paralelo un control de secuenciacién del plésmido
M13mpl8 o los marcadores pBR322 (digerido con MspI) o @ 174
(digerido con HaeIII) como se muestra en otras radiografias.

En algunos casos la polimerasa es capaz de amplificar
alelos expandidos relativamente grandes, pero no pueden ser
visualizados en una electroforesis en gel de poliacrilamida,
porque el tamafic de los fragmentos estd fuera de la resolucidn
de la acrilamida al 6% y se quedan en los pocillos. En estos
casos los productos de la PCR se cargan en una electroforesis
de agarosa al 2%, en la que se pueden detectar tamafios en un
rango mas amplio que en la electroforesis en acrilamida, si
bien las bandas aparecen mucho mas difusas.

La figura 33 muestra dos ejemplos de amplificacién de
alelos normales y expandidos en una electroforesis en gel de
agarosa. Se utiliza el marcador "lkb ladder"™ como referencia de
tamafios. Los alelos de 29 tripletes CGG/CCG corren a la vez que
el tamafio de 309 pb del marcador. Los distintos alelos normales
detectados corren segun su numerco de repeticiones (carriles 1,
3, 4, 5, 6, 7, 11, 12, 13, 16, 17 y 18 de la fig. 33a y 2, 3,
6, 10, 14 y 15 de la fig. 33B). Los alelos premutados pueden
aparecer como una sola banda o como un pequefio borrbén (carriles
2, 8y 14 de 1la fig. 33A y 1, 4, 5, 8, 11, 13, 17 y 18 de la
fig. 33B). Los alelos mutados con un numero de tripletes por
encima de 600 pb o bien no se amplifican y el carril aparece
vacio (carriles 9, 10, 15 de la fig. 33A y carriles 7, 9 y 16
de la fig. 33B), o aparecen como un borrdén ocupando todo el
carril (muestra 12 de la fig. 33B).
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(pb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 (CGG),

- - 38

-34
—— -32

309- - - | - 29

-28

e .22
’ Y 20

-18

(Pb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 17 (CGG),

30“’1- -

303
300 4

294 [

Figura 32. Autorradiografias de los resultados obtenidos con la
técnica de PCR aplicada a la amplificacién del locus FRAXA en
individuos normales, en los que se observa un claro
polimorfismo de tamafio indicativo de la variabilidad en el

numero de tripletes.
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(pb) M 12345678 910 1112131415161718 19

(CGGICCG),

1078 4 %

12345678910111213141516 1718

(CGG)..

-115

-80
-65

Figura 33. Autorradiografias de dos geles de agarosa desecados
en un sistema de vacio, donde se muestran los resultados de una
PCR del locus FRAXA para muestras normales, premutadas vy
mutadas. En la figura 33A se muestra en el primer carril el
marcador de tamafios "1Kb ladder" marcado con radiactividad.

119



RESULTADOS

Otro método wutilizado para poner de manifiesto estos
alelos consistia en realizar una PCR no radiactiva, separar los
productos de PCR en una agarosa al 2%, transferirlos a una
membrana de nylon e hibridar con un oligonuclebétido radiactivo
(ver "MATERIAL Y METODOS").

En la figura 34 se muestra un ejemplo de los resultados
obtenidos con esta técnica. Los alelos normales (carriles 1, 6,
8, 9 y 10) y premutado (carril 2) se visualizan muy bien, sin
embargo los alelos mutados pueden aparecer como bandas difusas
(carriles 4 y 7) o no se amplifican y aparecen los carriles
vacios (carriles 3 y 5). Esta técnica pude wusarse para
conseguir una- idea del tipo de muestra que se analiza pero no
se puede calcular el tamafio exacto de las repeticiones, por 1o
que se empled poco en el diagndéstico del sindrome x fragil,
siendo mas usada la técnica de electroforesis en acrilamida.

1.1 Desplazamiento de los cebadores.

Para conocer si la causa de que no se amplificasen algunos
alelos del locus FRAXA, se debia a la falta de hibridacién de
los cebadores o si era debido al porcentaje elevado de CGG en
el fragmento a amplificar, se estudié el desplazamiento de los
cebadores con la metodologia expuesta en "MATERIAL Y METODOS".
Se utilizaron muestras de individuos normales como control (2,
8 y 10), premutados (1, 3, 5 vy 9) y mutados (4, 6 y 7) que se
habian estudiado previamente por Southern y PCR.

En la figura 35 se muestra la sefial de la membrana
hibridada con el cebador marcado (A) y la sefial de la membrana
prehibridada con el cebador sin marcar (B). En todos los casos
se observa una disminucidén de la radiactividad, sugiriendo que
los cebadores hibridan adecuadamente con el ADN molde y que
seria el gran tamafio de la expansidén de los tripletes del alelo
mutado lo que hace imposible su amplificacién.

120



RESULTADOS

(pb) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (CGQG),

700-
| : -156
510- - . a6
405- Zr -61
309- .29

Figura 34. Autorradiografia en la que se muestra el producto de
una PCR que tras wuna electroforesis en agarosa se ha
transferido a una membrana, y después se ha hibridado con el
oligonucleébtido (CGG)5 marcado con radiactividad. Se indican
los tamafios en pares de bases y el numero de repeticiones

aproximado.
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1 23 4 5678 9 10

A 09000000000

B ..'o..'.'.

Figura 35. Autorradiografia del "dot-blot" que muestra el
desplazamiento del cebador marcado. A: membrana no
prehibridada, B: membrana prehibridada con el cebador sin
marcar. PCR de muestras normales, premutadas y mutadas.
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2. RESULTADOS INDIVIDUALIZADOS EN LA POBLACION ESTUDIADA.

Para cada muestra estudiada de la poblacién se relacionan

a continuacidn los resultados obtenidos con la técnica de PCR:

MUESTRA  SEXO

11
14
1.5
3.3
3.6
3.8
3.9
3.10

oL Wt W
(@ AR 7 T LT @ o ¥

W W W n
— <€© (o ) ~ D
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o
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~N ~N > > > o
M = O CO ~ O

~
[@X]

d

Q,

QG &4 Q 0 0 Qg 9 G QG 0 Q 4 g Q 4 0 4 G Q 40 0 40 W 4 Q9 4 q Qg

PCR (pb)
banda difuso

309

318

309

318

318
309-318
309-315
306-309
318-?

banda difusa

345-549
309-7
348-7
348

309
309-552

?

309

309

?

309
309-312
309

315

N* CG6
?
29
32
29-29
32
32-32
29-32
29-31
28-29
32->200
>200
42-109
29->200
43->200
43
29
29-110
>200
29-29
29
>200
29

29-30
29-29

MUESTRA SEXO

7.4
7.5
7.6
1.7
8.1
8.2
8.5
8.4
8.5
8.6
8.7
8.8
8.9
8.10
8.1
8.12
9.1
9.2
9.3
9.4
9.5
9.6
9.7
9.8
9.10
10.1
10.2
10.3
10.4
105
106

d

qQ 0 40 40 0 0 0 &% Q& 0 Qq 0 4 q 0 g 4 q W Q 4 Q 0 q 0 9 o Q Qq g
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PCR (pb)

318
banda difusa
306
315
309-?
banda difusa
309-7?
309
309-7
309
282-309
bando difuso
282-460
309
309
312
306-309
309
290-309
309
309-312
309
290-309
303-315
300-315
300-303
290-306
306-309
290

N* (GG
32
>200
28
3
29->200
>200
29->200
29
29->200
29
20-29
>200
20-81
29
29-29
29
78-29
29
23-29
29
29-30
29
23-29
27-31
26-31
26~27
25-28
28-29
23
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14,3
14.4
145

Q 0 9 q g 9 0 q g
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e
d
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PCR (pb)
290

306
306-312
309-438
525
405
281
525
306
498
309-351
281-2
351
309-2
510-560-?
309-510
268-411
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3. AMPLIFICACION SIMULTANEA DE LOS LOCI FRAXA y DXS548.

Durante el estudio del sindrome X fragil en la poblacidn
retrasada se puso a punto un protocolo de PCR para amplificar
los loci DXS548 y FRAXA en la misma reaccidén, consiguiéndose un
ahorro de tiempo considerable, asi como la reduccién del gasto
de enzimas y reactivos. En 1la figura 36 se muestra una
autorradiografia en la que se observan los dos polimorfismos.
Se utiliza como marcador el PBR322 digerido con MspI. E1 DXS548
corre entre los tamafios de 190-204 pb y el locus FRAXA cercano
a la banda de 309 pb por lo que pueden separarse perfectamente
en la acrilamida. ‘ '

El pocillo 1 (M) corresponde al marcador de tamafios. Las
muestra 1-6, 8, 10-14, 17 y 18 corresponden a individuos con
alelos de tamafio normal. En algunos casos como en los carriles
7, 15 y 16 se amplifica el locus DXS548 pero no el locus FRAXA.
Estos resultados indican que la reaccidén ha funcionado bien
pero que posiblemente el tamafio del alelo de FRAXA era
demasiado grande y no se puede amplificar.

Esta asuncién fue confirmada por estudios de "Southern-
blot" ya que en las tres muestra se observaron expansiones en
el rango de mutacién. En el carril 9 no se observan fragmentos
en ninguno de los dos loci posiblemente por algun problema en
la reaccién de amplificacién, pues la muestra como pudo
comprobarse por "Southern-blot" era normal. Puede concluirse
gue la amplificacidén simultanea de los dos loci sirve también
como control interno para comprobar que la reaccién de PCR ha
funcionado correctamente.

4. FRECUENCIAS ALELICAS DEL LOCUS FRAXA.

El numero de tripletes CGG/CCG es variable en 1la

127



RESULTADOS
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Figura 36. Autorradiografia de una PCR simultanea de los loci
FRAXA y DXS548. El segundo locus sirve de control interno de la

reaccidén de amplificacidn.
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normal (Fisch y col. 1994), con una distribucién de frecuencias
que es caracteristica de cada poblacidén. En nuestro estudio se
han observado 23 alelos distintos, con un ntmero de tripletes
CGG/CCG desde 10 hasta 43 repeticiones. En la figura 37 se
muestran en un diagrama de barras las frecuencias absolutas de
cada alelo en el rango normal, calculados a partir de los
individuos no relacionados de la muestra. El alelo mas
frecuente para el locus FRAXA, en nuestra poblacién es el de 29
tripletes (46%), seguido de los de 30, 28 y 31. Estos 4 alelos
representan el 69% de la frecuencia acumulada. Con un pico
menor en los alelos de 23 y 32 repeticiones (5% cada uno). Si
se dividen los alelos normales en pequefios (<35 CGG/GGC) vy
grandes (>35 CGG/CCG), la frecuencia se acumula en un 88,44% en
los alelos pequefios, representando los alelos normales grandes
s6lo el 11,56%. En estos alelos grandes se sitta una zona gris
debido a que en algunos son estables y otros inestables. En
estudios en otras poblaciones se calculan valores similares en
la frecuencia de los alelos en la zona gris, se indica un
11,26% en el trabajo de Snow y col,. (1993) y un 12,1% en el
trabajo de Zhong y col., (1995).

5. ESTUDIO PRENATAL DEL SINDROME X FRAGIL.

Debido a que no existe tratamiento para el sindrome X
fragil, el diagnéstico prenatal en mujeres portadoras junto con
el consejo genético a las familias X fragiles, es el dtunico
método disponible en la actualidad, para disminuir la
incidencia de esta enfermedad hereditaria.

5.1. Ejemplo de un diagndéstico por PCR.
Se realizd el diagndéstico prenatal en una paciente,
portadora de una premutacién (individuo V-2 de la familia 2,

apartado G de RESULTADOS), en el segundo mes de gestacién,
utilizando una muestra de ADN de amniocitos. Se utilizaron
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Figura 37. Diagrama de barras de las frecuencias absolutas de

los distintos alelos encontrados en nuestra muestra. Se observa

que los alelos méas frecﬁehtes en nuestra poblacién son los de
29 y 30 tripletes.
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también muestras de ADN de células blancas de la sangre de la
madre IV-2 portadora de una premutacién, de una hija portadora
de wuna mutacién completa (este individuo, V-I se habia
diagnosticado previamente, vy se utilizé de referencia para
conocer el alelo paterno) y del abuelo materno portador de una
premutacién (individuo III-2 de la familia 2).

Se amplificaron los tripletes CGG/GGC del locus FRAXA vy
las repeticiones CA/TG del 1locus DXS548 por PCR utilizando
dATP[arP32]. Los alelos se separaron en una electroforesis en
gel de poliacrilamida al 6% desnaturalizante. La figura 38
muestra wuna autorradiografia del gel con los resultados
obtenidos. de la amplificacién de ambos loci.

En el carril 1 se observa el alelo del abuelo materno
portador de una premutacién de 92 tripletes. La madre (carril
2) tiene un alelo normal de 29 repeticiones y un alelo
premutado de 92 repeticiones. E1 carril 3 corresponde a una
hija portadora diagnosticada previamente por "Southern blot” en
el que podemos ver el alelo normal de 20 repeticiones, heredado
por via paterna. El1 carril 4 corresponde a la muestra del
"index" y como puede observarse tiene 2 alelos normales, unoc de
29 CGG/CCG heredado de su madre y otro de 20 CGG/CCG heredado
de su padre, por lo que el genotipo del feto es el de una nifia
normal para el locus FRAXA.

Para corroborar los resultados obtenidos, se estudid el
locus DXS548 que cosegrega con el locus FRAXA. A la derecha de
la radiografia, puede observarse que el alelo mutado de FRAXA
va ligado al alelo 2 (204 pb), segin la nomenclatura propuesta
por Macpherson y col., (1994) para el locus DXS548, que aparece
en las muestras del abuelo materno (carril 1), de la madre
(carril 2) y de la hija portadora (carril 3). Sin embargo, el
probando (carril 4) tiene solo el alelo 7 (194 pb) que en esta
familia estd 1ligado al cromosoma normal concluyendo que es
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Figura 38. Autorradiografia de los resultados de la PCR de los

loci FRAXA y DXS548 en un diagnéstico prenatal.

carril

(M)

En el primer

se observa el control de tamafios PBR322/Mspl marcado
con radiactividad.
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homocigota para este locus. Con los resultados obtenidos se
puede concluir que el feto presenta un genotipo normal para el
locus FRAXA, por lo que el riesgo de padecer el sindrome X
fragil, por expansidén en los tripletes CGG/CCG, es nulo.

Para comprobar la ausencia de contaminacién de células
maternas en el liquido amnidtico se estudiaron a su vez tres
loci polimérficos de repeticiones CA/TG, y no se detectd

contaminacidn.

C) POLIMORFISMO (CA/TG)n DEL LOCUS DXS548.

El locus DXS548 se caracteriza por ser un polimorfismo de
repeticiones CA/TG, por lo que el numero de dinuclebdtidos seré
variable en la poblacién. La cercania del locus DXS548 y el
locus FRAXA permite un claro ligamiento durante la meiosis,
encontrandose una frecuencia de recombinacién muy baja, entre
0% (Verkerk y col., 1991) y 0,15% (Dreesen y col., 1994). Por
ello este locus ha sido muy utilizado como complemento en el
diagnéstico de familias X fragiles junto con las pruebas
directas del gen FMR-1, analizadas en los apartados anteriores.
En la actualidad se utiliza como prueba complementaria en el
diagnéstico y para estudiar el posible efecto del cromosoma
fundador observado en el sindrome X fragil.

1. LOCUS DXS548 EN LA POBLACION ESTUDIADA.

La Figura 39 (A Y B) mnuestra dos ejemplos de la
amplificacién por PCR del 1locus DXS548. Se wutiliza para
determinar el tamafio de los alelos el control de secuenciacién
M13pml8 y el marcador de tamafios PBR322/Mspl. Se observa
fragmentos de diferentes tamafios debido al polimorfismo del
locus. Se han descrito 9 alelos diferentes denominados segun
propone Macpherson y col., (1994) como 9 (18 CA/TG), 8 (19
CA/TG), 7 (20 CA/TG), 6 (21 CA/TG), 5 (22 CA/TG), 4 (23 CA/TG),
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Figura 39. Autorradiografias de la amplificacién por PCR del
locus DXS548. En el primer carril se observa el marcador de
tamafios PBR322/Mspl y en los cuatro ultimos un control de
secuenciacibén del plasmido M13mpl8.
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3 (24 CA/TG), 2 (25 CA/TG) y 1 (26 CA/TG). Hemos estudiado las
frecuencias alélicas para el locus DXS548 en los individuos no
relacionados y normales para el locus FRAXA. En la tabla VI se
muestra un estudio comparativo de las frecuencias alélicas
encontradas en distintas poblaciones. Se observa que en nuestra
poblacidén aparece un alelo nuevo, no descrito anteriormente,
que hemos denominado 10 (con 17 repeticiones CA/TG; carriles 4
de la fig. 39 A y B). También hemos encontrado el alelo 9 que
es muy poco frecuente, descrito sbélo en Italia (Chiurazzi vy
col., 1996) y en la poblacidén belga-holandesa (Buyle y col.,
1993).

Se observa también el alelo 5 que se ha encontrado en 4
poblaciones de las 8 mostradas en la tabla VI. El resto de 1los
alelos encontrados han aparecido con anterioridad en la mayor
parte de las poblaciones estudiadas, aunque las frecuencias
alélicas son diferentes. En las poblaciones mediterrdneas los
tres alelos m&s frecuentes son el 2, el 6 y el 7 que
representan el 90% de la frecuencia acumulada total, mientras
que en Andalucia, siendo también los mas frecuentes, sdblo
representan el 74,8%. Esto indica que hay una mayor dispersién
de frecuencias en nuestra poblacidén, lo que apoya la hipdtesis

de una mayor diversidad genética.
2. ESTUDIO HAPLOTiPICO.

Se estudiaron las frecuencias haplotipicas para los loci
DXS548 y FRAXA en 146 cromosomas no X fragiles y en 19
cromosomas X fragiles (ver tabla VII). En la poblacién no X
fradgil, el haplotipo mé&s frecuente es 7-29 (19,1%), seguido del
6-29 (6,1%), el 7-28 (4,1%), el 7-30 (4,1%) y el 7-31 (4,8%).
En la poblacién caucédsica estudiada por Zhog y col., (1994) los
13 haplotipos mas frecuentes cubren el 77% de la frecuencia
acumulada, mientras que en nuestra poblacibén sbélo cubren el
66,8%, observandose por lo tanto mayor dispersién haplotipica.
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TABLA VI: Distribucion alélica del locus DXS548 en diferentes poblaciones.

DXASI:;s( , AOALUC EE AN AT mg: RN AL mﬁ CAERN
N ; T T

O W B f TR T R

ve | 1T { 9
o |t 1 I B
sl | 8 3 b
| m 3 TR R N A
Tmy o onom % Mm@ % W
| B s ) S S B B |
oy 2 | 2

ne | 2

me|om oW A R T N |

(a) Alelos DXS548 nombrados como Macpherson y col. (1994).

Se indica el nimero absoluto de cromosomas no X fragiles. -
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TABLA VII: Haplotipos DXS548-FRAXA en las muestras estudiadas de Andalucia.

DX$548 alleles
Aelos FRAXA 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
(CGG/CCG)n 17CA 18CA  19CA 20CA 21CA 2CA 23CA  24CA  25CA  26CA
10 2
12 1
16 2
20 1 1 3 1
2o 1
2 4 | 1 1
2 5 1 1
2 1 1
28 1 6 2 1 1
29 1 5 28 9 2 1 2 5 2
30 1 § 3 1 1 1
3 1 7 1 2 2
32 1 1 2 1
35 1 1
3 2
39 1 1 1
10 |
42 2 f
43 1 3 2
NO X FRAGIL 2 2 13 2t 2+ 3 2 7 14* 5
X FRAGIL 5 3 i 100

*Cromosomas no X fragiles comparados con los X Fréagiles. X*=19.4 P=0,0002 (daf)=3.
Alelos DXS548 nombrados segin Macpherson y col. (1994).
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Figura 40. Diagrama de barras donde se representan los valores
de frecuencias (%) de 1los alelos del 1locus DXS548 en la
poblacién no X fragil (gris) y en la poblacién X fragil
(negro) . Puede observarse el desequilibrio de ligamiento en el
alelo 2.
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En la Tabla VII se muestran las frecuencias absolutas de
los haplotipos DXS548-FRAXA encontrados en la poblacidén no X
fradgil. Se puede observar también los haplotipos DXS548-FRAXA
en los 19 cromosomas X fragiles no relacionados de nuestra
muestra. La fiqura 40 muestra las frecuencias alélicas del
locus DXS548 en la poblacidén andaluza no X fragil (N=146) y en
la poblacidén X fragil (N=19). Se observa que el alelo 7 (20 CA)
es el mads frecuente en la poblacidén no X fragil (49,3%). En la
poblacién X fragil (cromosomas X mutados no relacionados) el
alelo mas frecuente es el 2 (25 CA), (52,6%), sin embargo es
muy poco frecuente en los cromosomas no X fragiles (9,6%). Se
establece que existe un desequilibrio de ligamiento entre los
dos marcadores estudiados. Empleando el test de xz para
comparar los alelos encontrados en la poblacién X frigil con
los valores de estos alelos en la poblacidén no X fragil, se
calcula un valor de x2= 19,4 (P=0,0002, con 3 grados de
libertad). Estos datos apoyan 1la hipbétesis del cromosoma
fundador en el sindrome X fradgil en Andalucia, como se ha
propuesto en otras poblaciones estudiadas (Zhong y col., 1994;
Chiurazzi y col., 1996a). Se ha postulado que el antecesor
comun habria surgido en Africa donde se ha encontrado el mismo
desequilibrio de ligamiento (Chiurazzi y col., 1996b).

D) SECUENCIACION DE DISTINTAS ZONAS DEL LOCUS FRAXA.

La causa inicial que origina la 1inestabilidad vy
amplificacién de las repeticiones CGG/GGC del locus FRAXA no
se conoce. Estudios recientes postulan que 1la pérdida de
interrupciones AGG/CCT en wuna secuencia de mas de 10
repeticiones CGG/GGC puede ser la causa de la inestabilidad de
esos alelos (Zhong y col., 1995; Kunst y Warren, 1994). Por
otra parte la secuencia descrita para las zonas adyacentes a
las repeticiones CGG/GGC por Verker y col., (1991) difieren de
la descrita por Kremer y col., (1991) y se desconoce si esta
regién es variable en la poblacién y/o si tiene alguna
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influencia sobre la inestabilidad de los tripletes CGG/GGC.
1. SECUENCIACION DE LOS TRIPLETES.

En la actualidad se postula que alelos con una secuencia
de tripletes por encima de 36 CGG/CCG sin ninguna interrupcién
AGG/CCT son inestables y pueden sufrir variaciones de tamafio,
al pasar de una generacién a otra (Zhong y col., 1995).
Estudios recientes (Eichler y col., 1995) demuestran que estas
interrupciones aparecen también en otros primates, como los
gorilas, que junto con el hombre son las especies con mayor
numero de CGG/GGC en el locus FRAXA. Estas observaciones
sugieren que- a partir de un cierto numero de repeticiones
CGG/CCG aparecen las interrupciones AGG/CCT y que éstas
confieren estabilidad a los alelos.

En este trabajo se ha secuenciado la zona de repeticiones
CGG/GGC del locus FRAXA, en alelos normales y premutados, a
partir de los respectivos productos de PCR con el método de
termociclacién y parada de la reaccidén por dideoxinucledtidos
(ver MATERIAL Y METODOS). Este protocolo permite secuenciar
muestras con muy poca cantidad de templado, sin necesidad de
clonar. Sin embargo, puede haber méds ruido de fondo y pueden
aparecer bandas ambiguas siendo muy dificil la lectura completa
en los alelos premutados. Ademas ésta zona al tener abundancia
en bases C y G (=70%) aumenta la frecuencia de formacidén de
estructuras secundarias, con las consecuentes paradas en la
reaccion de secuenciacidén, que aparecen como bandas en todos
los carriles y dificultan la lectura. Este problema es mas
acusado cuanto mayor es el numero de tripletes.

El tamafio de los alelos que se han secuenciado y el numero

exacto de repeticiones se calculaban previamente con los datos
obtenidos por PCR.
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En la figura 41 se muestra una autorradiografia de una
secuenciacién de un alelo con 29 CGG/CCG donde se aprecian dos
interrupciones AGG/CCT en las posiciones 11 y 21 de los
tripletes. En la figura 42 se muestra una autorradiografia de
la secuenciacién de un alelo normal, de 35 repeticiones, con
tres interrupciones AGG/CCT en las posiciones 11, 21 y 31.

Los alelos premutados eran dificil de secuenciar, no
pudiéndose leer todos los tripletes de la muestra. El tamafio
exacto se calculaba por PCR. En la figura 43 se muestra una
autorradiografia de un alelo premutado de 92 CGG/CCG en el que
se puede observar al menos una primera interrupcién en la
posicidén 11 de las repeticiones, sin embargo no pudimos conocer
si existian otras interrupciones entre los deméds tripletes.

Se esquematizan a continuacién los patrones de distribucién
de las interrupciones AGG (X) encontradas entre las
repeticiones de tripletes CGG (0), en los alelos del locus
FRAXA secuenciados. En los alelos premutados se representa el
numero total de tripletes y se indica con un guién hasta donde
se pudo leer en las electroforesis.

ALELOS NORMALES:
12 TRIPLETES

000000000X00

29 TRIPLETES
00000000OXO0000O0OOX000000000

29 TRIPLETES
00000000O0X0000000000XO0000000

30 TRIPLETES
0000000000XO000000000X00000000
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GATC.

Figura 41. Autorradiografia de la secuenciacién de un alelo de
29 repeticiones CGG/CCG en el que se observan dos
interrupciones periddicas (T) en la zona de tripletes (CCG).
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Figura 42. Autorradiografia de la secuenciacibén de un alelo
normal de 35 repeticiones. Se observan tres interrupciones
periodicas (T) a lo largo de las repeticiones (CCG).
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Figura 43. Autorradiografia de la secuenciacidén de un alelo
premutado de 92 repeticiones. Se observa una primer interupcién

(T) en la secuencia repetitiva (CCG).
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35 TRIPLETES
0000000000XO00000000XO0O0000000X0000

ATELOS PREMUTADOS:

72 TRIPLETES
0000000000X0000000000X000000000-—================ === —————— ==

92 TRIPLETES
0000000000ROOO0 == === == = = = = = = = = = o

65 TRIPLETES
000000000000000000000 === == == = = = = = — =

2. SECUENCIACION DE LA ZONA ADYACENTE A LOS TRIPLETES.

La secuenciacién de las =zonas adyacentes a los tripletes
CGG/GGC tenia por objeto establecer si existian diferencias
individuales o poblacionales en la zona. En la figura 44A se
muestra una autorradiografia de la secuenciacidén de la zona
adyacente a las repeticiones CGG hacia el teldémero y en la 44B
la secuenciacidén de la zona hacia el centromero.

En los tres alelos distintos estudiados se observa que la
secuencia se corresponde con la publicada anteriormente por
Verker y col., (1991), lo que indica que no existe polimorfismo
en la zona inmediatamente adyacente a la secuencia repetitiva
CGG/GGC del gen FMR-1. En la figura 45 se muestra un esquema de
la secuencia encontrada en este estudio (2) comparada con las
publicadas por Verkerk y col., (1991) (3) y Kremer y col.,
(1991) (1).
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Figura 44. Autorradiografias de la secuenciacidén de las zonas
adyacentes a las repeticiones de tripletes del locus FRAXA. A:
zonal proximal. B: zona distal.

146



RESULTADOS

1)
2)
3)

1)
2)
3)

1)
2)
3)

CCGGTGGAGGGCCGCCTCTGAGCGGGCGGCGGGCCGACGGCGAGCGCGGE [CGGy gTGG. .« .

CGGGCGGCGGCGGTGA.CGGAGGééCCGCTGCCAGGGGGCGTGCGGCAGCG[CGGnAGGCGGn

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooooooooooo
...........................

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

AGGCGG9]CTGGGCCTCGAGCGCCCGCAG.CCC.ACCTCTCGGGGGCGGGCTCCCGGCGCT

AGCAGGGCTGAAGAGAAGA . TGGAGGAGCTGGTGG

oooooooooooooooooooooooooooooooooo
oooooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooooooooooooooooooo
ooooooooooooooooooooooooooooooooooo

AGCAGGGCTGAAGAGAAGAATGGAGGAGCTGGTGG

Figura 45. Esquema de las zonas adyacentes con las secuencias
determinadas en este estudio (2), comparadas con las publicadas
por Kremer y col., (1991) (1) y por Verkerk y col., (1991} (3).
Las homologias se indican con doble punto (:).

147



RESULTADOS

3. HOMOLOGIA DEL LOCUS FRAXA ENTRE LA RATA Y EL HOMBRE.

El gen FMR-1 es muy antiguo en la escala filogenética
habiéndose descrito en Caenorhabditis elegants y Xenopus Leavis
(Verkerk y col., 1991; Siomi y col., 1995). Los tripletes
(CGG/GGC)n sdbdlo aparecen en los mamiferos vy tienen diferentes
tamafios segun la especie. Para conocer el grado de homologia,
entre la rata y el hombre, en la zona de las repeticiones del
locus FRAXA, se secuencid ADNc de rata Wistar albina obtenido
por RT-PCR en nuestro laboratorio. La figura 46 muestra uno de
los alelos secuenciados en el que aparecen 4 repeticiones CGG
seguidas. Se observa ademds que las secuencias adyacentes son
hombélogas a la humana, con pequefias variaciones que no impiden
la amplificacién por PCR del locus, wutilizando 1los mismos
cebadores que en humanos. En la figura 47 se muestra un esquema
de las secuencias obtenidas en la especie humana y en la murina
estableciendo una homologia de un 75% para las zonas
adyacentes.

E) RELACION GENOTIPO/FENOTIPO EN UNA FAMILIA X FRAGIL

En el presente trabajo sobre el sindrome X fragil en
Andalucia se ha estudiado la relacibén entre genotipo vy
fenotipo, uno de los aspectos mé&s controvertidos en esta
enfermedad. El andlisis se ha centrado en una familia X fragil
(familia 1) en la que se ha podido correlacionar los datos
moleculares (genotipo) con los datos morfolégicos vy
psicoldégicos (fenotipo). Los resultados obtenidos muestran una
gran variabilidad en el fenotipo propia de wuna mutacién
dinamica como la que aparece en este sindrome.

1. ARBOL GENEALOGICO.

En la figura 48 se muestra el arbol genealbgico de la familia
1 con los datos moleculares del estudio para cada individuo.
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GATOC

Figura 46. Autorradiografia de 1la secuenciacién de 1la zona
FRAXA en la rata, donde sbélo se observan 4 repeticiones (CCG)
seqguidas en las posiciones 26-38 se la secuencia.
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GCGCCCGCCACAGTCACTGCCGCCGCGGCGACGGCCCCCCGCACGCCATTGC RATA

ooooooooooooooooooooooooooooooo
...............................

GCG.CCGC ...... CACTGCCGCCGCGGCGACGGTCCCCCGCACGCC. TGGC HUMANO

ooooooooooooooo

ZONA DE TRIPLETES

Figura 47. Esquema de la secuencia determinada en 1la rata
comparada con la secuencia en humanos. Las homologias se
indican con dos puntos (:) y se subraya las zonas repetitivas.
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3-5.2Kb
2972
2-7
L
1 2
2.8-3-5.2 SKb $1B12.8 EcoRI-Eagl
20-31 72 CGG FMR1
2-7 z DX5548
1 2 5 3 7 8 9 10 11
1) ™ [ C1 ) O L O
3.8-82 |2.8Kb . S.1Xb 3.1Kb 2.8-6.1Kb 2.8Kb 7Xb 2.8-82  |2.8-5.2Kb
29.>200 |29 101 101 29->200 20 >200 29-20 20-29
2-7 8 2 2 2-7 7 z 7.8 7-8
1 2 s 4 5 6 7
v [ ]O N 9
2.8 Xb 2.8-88  TXb 2.3%b 2.9-5.2 7.5Kb 2.8Xb
29 29-200  >200 29 29.58 >200 29
7 2-8 2 7 2-7 2 7

Figura 48. Arbol genealdégico de la familia 1. Se indican para
cada individuo los datos del estudio molecular.
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2. RESULTADOS DEL "SOUTHERN-BLOT".

En la figura 49 se muestran los resultados de la
hibridacién con la sonda StB12.3 de una doble digestidn con
EcoRI y EagI. Puede observarse como en una misma generacién
aparecen fragmentos de restriccidén variables, asi como patrones
de metilacién diferentes. Los carriles 1 (individuo III-7), 3
(individuo IV-2), 8 (individuc III-1), 12 (individuo II-1) ,13
(individuo I-1) y 15 (individuo IV-5) corresponden a mujeres
portadoras con incrementos de 900 pb, 800 pb, 700 pb, 250 pb,
200 pb y 60 pb respectivamente. Los carriles 9 (individuo III-
10), 10 (individuo III-11l) corresponden con mujeres normales.
En los carriles 5 (individuo 1IV-1), 6 (individuo 1IV-4), 7
(individuo IV-7) y 17 (individuo III-8) pertenecen a varones
normales. Los carriles 14 (individuo III-5), 16 {individuo III-
3), 18 (individuo III-6) y 19 (individuo II-2) corresponden a
varones portadores de incrementos 150 pb, 70 pb, 150 pb, y 100
pb respectivamente. Los carriles 2 (individuo IV-6), 4
(individuo IV-3) y 11 (individuo III-9) corresponden a
individuos afectos del sindrome X fragil con mutaciones totales
y fenotipos que incluyen retraso mental junto con otras muchas
caracteristicas tipicas del sindrome. Aparece una mnujer
portadora III-7 con un cromosoma totalmente mutado (carril 1)
intelectualmente por debajo de la media con un tamafio de la
expansién de 900 pb y metilacidén completa del alelo.

3. RESULTADOS DE LA PCR.

En la figura 50 se pueden observar los resultados de la
PCR del locus FRAXA en la que se amplifican tamafios de hasta
101 repeticiones. En 1los casos de mutaciones 1los carriles
aparecen libres (8:IV-3; 13:IV-6; 17:II1I-9). Se muestra en 1los
carriles 4 (III-1), 5 (IV-2) y 6 (III-7) mujeres portadoras de
alelos mutados que no se consiguen amplificar, pero si se
amplifican los alelos normales de un tamafio de 309 pb. En
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3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 (Kb)

-3.5

G -2.8

Figura 49.

Autorradiografia de los resultados del "Southern-

de las muestras de la familia 1. En el texto se indica a
que individuo corresponde cada muestra.

153



RESULTADOS

(pb) 1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13141516 17 18 19 (CGG),

526 - L 101
465-1 e - - | 81
405 -

S < o o g - | 61
309 .| *= - e T e A | s
280. o ® ® L 20

Figura 50. Autorradiografia de la PCR del locus FRAXA en la

familia 1. En el texto se indica a que individuo corresponde
cada muestra.
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los carriles 11 (I1I-8), 14 (Iv-I), 15 (Iv-4), 16 (Iv-7) y 18
(ITI-2) se muestran alelos normales pertenecientes a varones.
En el carril 7 (III-10) aparece una mujer normal heterocigota.
Mujeres portadoras de alelos premutados se muestran en los
carriles 1 (I-1), 2 (II-1), y 19 (IV-5) en los que se pueden
observar bandas de tamafio normal vy bandas con pequefias
expansiones (entre 61 y 81 tripletes). Los varones portadores
de premutaciones se muestran en los carriles 3 (II-2), 9 (III-
5), 10 (III-3) y 12 (III-6) en los que se observa un sélo alelo
con una pequefla expansién. Encontramos en esta familia dos
pequerias reducciones de tamafio en alelos premutados, en un caso
a través de la madre al pasar el gen del individuo II-1 (81
CGG) al III-3 (61 CGG) y en otro caso a través del padre de
ITI-3 (61 CGG) a 1IV-5 (55 CGG). También se encuentran
expansiones pequefias y grandes al pasar el alelo premutado a
través de la mujer II-1 a sus hijos .

4. DATOS FIsICOS Y PSICOLOGICOS.

Para la determinacién del fenotipo, se estudiaron los
rasgos morfoldgicos y psicoldbgicos mas frecuentemente afectados
en el sindrome X fragil. La tabla VIII muestra el genotipo de
cada uno de los individuos estudiados Jjunto con determinadas
caracteristicas de interés en este sindrome. Se observa como en
la mayoria de 1los casos el fenotipo se corresponde con el
genotipo. Sin embargo, los individuos III-5 y III-6 tienen una
premutacién del mismo tamafio ambos sin metilar y el individuo
III-6 presenta algunas caracteristicas propias del sindrome.

Los resultados del estudio psicolbégico se muestra en la
tabla IX. Se observa que los datos del genotipo se corresponden
con los datos sobre aprendizaje y. habilidad manual para cada
uno de 1los individuos estudiados, excepto para el individuo
III-6 que tiene un coeficiente intelectual dentro del rango de
la normalidad pero una habilidad manual claramente disminuida.
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TABLA VIII. Genotipo y caracteristicas fisicas de la familia 1.

GENERACION I II I1I v
ddkkhkkkhhdhhhdhbhhhdhkhhhddbhdhdrhhdhdhdhdhdhrhrhdhkhdhhhhhhhhhdhhhkhhhbhddhdhhhdrdhdhhhrhhrhhdhrhhhdkhdhdorrdrdrrhdhhrhkhkhddrhrhhhdhhtd
INDIVIDUOS 1 1 2 1 3 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6
dhkdhkhkhkrhhkhkhh bk hhddhrhhhdFdhhdhdhdhbrhdhhhdkdhrxhdrhhhdhrhddrhkdhhhhhkkhkhhdrhkdbhhdrddhhrrhhrhhhhdhhhdhkhdhkkhhhhrhhdhbhhkddhhhkrdhhhrds
EDAD (afios) 77 52 39 28 27 22 20 18 17 15 12 13 11 7 2 1 1
ADN (A kB)

Metilado 0 080.25 - 0 - - - 0.9 - 1.8 o} - 0.8 1.8 - 0 2
No metilado 0.2 0&0.25 0.2 0.7 0.15 0.3 . 0 0 0 0 0 0 - 0 0.1 -
Macrocefalia No No No No No No No No No 8i No No No 81 No No 81
Frente amplia No No No No No No si No No 8i No No No 8i No No 8i
Cara alargada No No No No No No si No No 8i No No No 8i No No 81
Orejas largas No No No No No No 8d No No 8i No No No 8i No No 8i
Epicanto No No No No No No No No No 8i No No No 8L No No 84
Paladar hundido No No No No No No No No No 8i No No No 8i No No 84
Macroorquidismo -~ - No - No No No - No 8i - No - 8i No - No
Cresta plantar No No No No No No No No No 8i No No No 8i No No 84
Hipotonia No No No No No No No No No No No No No 8i No No 8i
Alteraciones No No No No No No 8i si No 8i No No No 8i No - -
oral-motoras
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TABLA IX. Resultados de los test psicolégicos de la familia 1.

Resultados en adultos
*hkhkhkdkhkhkdhhhkhddhkdhhbhdkhhhk

TEST I-1 I11-1 1II-2 IIr-1 I1I11-3 1III-5 TIII-6 1III-7 III-8 1ITI-9
WAIS-R

IQ verbal 72 79 101 91 106 89 83 65 93 48

IQ Manipulativo 74 78 112 87 110 103 93 80 108 41

IQ Escala total 70 76 109 87 108 94 85 69 102 39

RAVEN (IQ) 12 18 38 35 48 44 34 24 58 5

Percentil 25 25 50 25 75 50 25 5 95 <5

Rango Iv+ Iv+ III- IV+ IT IIT IV+ \" I v

Resultados en nifios
Ihkhkhkkhkhkhdkhkhrhrhdkkhd

TEST I1T-10 v-1 1IV-2 TEST Iv-3
WISC-R WIPPSI

IQ Verbal 88 112 94 IQ Verbal 46
IQ Manipulativo 59 92 75 IQ Manipulativo 45
IQ Escala total 71 103 83 IQ Escala total <44
RAVEN (IQ) 37 32 27 RAVEN COLOR (IQ) 3
Percentil 50 50 50 Percentil <5
Rango IIT IIT III Rango \

Para los test WAIS-R, WISC-R y WIPPSI, la puntuacion estandar segun la edad se haya con una media
de 100 y una desviacién estandar de 15. Puntuaciones entre 85 y 115 estan por lo tanto en un rango
intermedio. De acuerdo con la escala para el test RAVEN y RAVEN color los valores de los percentiles
coresponden con los siguientes rangos: I superior a la media, II+ y II sobre la media , III+, III
y III- entre la media, IV+ y IV por debajo de la media, V retrasado.
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5. ESTUDIO EN TEJIDOS DE DISTINTO ORIGEN EMBRIONARIO.

El estudio de la relacidén entre genotipo/fenotipo de una
de las familias diagnosticadas del sindrome X fragil (familia
1), demostrd la existencia de trastornos leves del aprendizaje
y del comportamiento en un individuo portador ~de una
premutacién (III-6), de tamafio idéntico al de un hermano que no
presentaba sintomatologia (III-5, ver apartado anterior). Se
acepta en la actualidad que la expansién de los tripletes
CGG/CCG del 1locus FRAXA se produce en algan momento del
desarrollo embrionario temprano (Devys y col., 1992). Nos
propusimos estudiar si la diferencia en el fenotipo de los dos
hermanos podria deberse a wun posible mosaicismo entre
diferentes tejidos. El1 numero de tripletes en los Organos
procedentes del ectodermo y por consiguiente en el sistema
nervioso podria ser diferente al encontrado en sangre y esto
pudiera explicar la expresién parcial del sindrome en el
individuo 1III-6. Como referencia de 1las tres procedencias
embrioldgicas se tomaron: las células blancas de la sangre como
tejido mesodérmico (S), 1las células del bulbo piloso como
tejido ectodérmico (P) y las células de la mucosa bucal como
tejido endodérmico (M). La extraccién del ADN y la PCR se
realizaron como se ha explicado en "MATERIAL Y METODOS". En la
figura 51 se muestran los resultados de los individuos
estudiados IT-1 mujer portadora carril 2 (S, P, M), III-5
vardn portador normal carril 1 (S, P, M), III-6 vardn portador
con expresién parcial del fenotipo del sindrome X fragil carril
3 (S, P, M) y IV-4 vardn normal carril 4 (S, P, M).

En las muestras indicadas como 1 y 3 se amplifican
fragmentos de 520 pb (101 CGG) pertenecientes a los individuos
ITI-5 (1) y III-6 (3) de la familia .1 (ver Tabla VIII). El
estado de metilacién de 1la isla CpG, reguladora de la
transcripcién del gen, sbélo pudo ser estudiado en células
sanguineas, debido a que la cantidad de ADN que se obtiene de
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1 2 3 4
b)) S MP SMP SMP SMP (CGG),

525 A -101

465 - - 8

-29
-20

309
280 -

Figura 51. Autorradiografia de la PCR del locus FRAXA en
muestras de distinto origen embrionario sangre (S), mucosa (M)
y bulbo piloso (P). El estudio del mosaicismo se realizd en los
individuos III-5 (1) y III-6 (3), siendo II-1 (2) y IV-4 (4)
los controles.
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las células del bulbo piloso o de mucosa bucal, es
insuficiente para poder realizar el "Southern-blot" y fue
imposible realizar una biopsia epitalial, para obtener cantidad
suficiente de células en cultivo que permitiesen extraer mayor
cantidad de ADN. En células sanguineas el alelo, en los
dos individuos, estaba sin metilar como se habia comprobado con

anterioridad con la técnica de "Southern-blot".
F) ESTUDIO DEL POLIMORFISMO (CGG/CCG)n DEL LOCUS FRAXE.

Para el estudio del sindrome X fragil en Andalucia nos
enviaron pacientes con fragilidades citogenéticas en el extremo
del brazo largo del cromosoma X que resultaron negativos para
el locus FRAXA. En trabajos recientes (Knight y col., 1993;
Hirst vy col., 1993A) se han diferenciado dos nuevas
fragilidades en la banda Xg28, <cercana al gen FMR-1 que
corresponden con expansiones de tripletes CCG/CGG que se
denominan FRAXE y FRAXF. La fragilidad en FRAXE se ha asociado
a retraso mental hereditario por lo que se analizé también este
locus en los individuos que presentaban fragilidad cromosémica.
Los arboles genealdgicos de las familias estudiadas se indican
en la figura 52. También se analizaron algunos pacientes
aislados cuyos datos individualizados se muestran a
continuacidén. Se utilizdé la técnica de "Southern blot” con las
enzimas HindIII y SacIl y la sonda OxE.20, que mapea en la zona
de tripletes del locus FRAXE, asi como la amplificacidén de la
zona de tripletes por la técnica de PCR.

1. DIGESTION CON LAS ENZIMAS HindIII Yy SaclI.

Para el analisis de los polimorfismos de restriccidédn del
locus FRAXE, se empled el enzima de restriccidédn HindIII, una
endonucleasa con una diana de corte ampliamente distribuida por
el genoma humano y con dos dianas que engloban la zona FRAXE.

En algunos casos se completo el estudio con la enzima sensible
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II

/

1 2

1 2

2.8 Xb 2.8-3.2Kb

29 29-29

6%

2
2.8-5.2KB
29-30
196-196

StB12.3 EcoRI-Eagl
CGG Fmr-1
DX$348

Fragilidad

StB12.3 Eagi-EcoRl

2.83Kb 2.8-3.2Kb
29 23-30

2.3-5.2Kb  S5t812.3 EcoRI-Eagl
23-29 CGG Fmr-1
Xq28-t1 Translocacion

Figura 52. Arboles genealbgicos y datos moleculares del locus
FRAXE de familias que presentaban fragilidad citogenética o una
translocacién en la zona Xg28 donde se situa la zona FRAXE.
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a metilacidén SacII, que presenta una diana de corte en la isla
CpG cercana a las zona de repeticiones CCG/CGG y que aparecera
hipermetilada en los alelos expandidos, por lo que la enzima no
cortara. En la figura 53 se muestra un esquema de la zona FRAXE
con las dianas de las endonucleasas y los fragmentos que se
encuentran cuando se hibrida con la sonda OxE.Z20.

1.1 Hibridacidén con la sonda Ox.E20.

En la digestidén simple con HindIII, el patrdén en 1los
alelos normales serd una banda de 5.2 Kb tanto en varones como
en mujeres. En los alelos expandidos, por la inestabilidad de
la zona las posibilidades son muchas,con bandas superiores a
5.3 Kb. En la digestién doble con HindIII y SacII el patrén
diferencia el cromosoma X activo del inactivo (por
hipermetilacién) en mujeres, el patrdén en los varones normales
serd una banda de 1.8 Kb, en las mujeres normales dos bandas
una de 1.8 Kb (cromosoma activo) y otra de 5.2 Kb (cromosoma
inactivo), en mujeres portadoras el patrdédn serdn dos bandas una
de ellas aumentada de tamafio por la expansidén de los tripletes,
pueden aparecer mas bandas si en las células sanguineas hay
mosaicismo de metilacidén o tamafio para el alelo expandido.

En los varones FRAXE positivo el patrdén serd un fragmento
mayor de 6.5 Kb que aparece metilado, y en las mujeres afectas
el cromosoma normal estard activo o inactivo y en el otro
cromosoma el elelo expandido esta hipermetilado (por tanto
inactivo también), apareceran distintos fragmentos, uno de 1,8
Kb y/o 5.2 Kb y otro por encima de 6 Kb. En la figura 54 se
muestra un ejemplo de hibridacién con la sonda OxE.20, de una
doble digestidén, en la que los patrones son normales.

1.2 Resultados individualizados.
Los resultados obtenidos con esta técnica en las muestras

162



RESULTADOS

LOCUS FRAXE Xq28

Sonda |
Hindlil Sacll OxE.20 Hindlll
L Hm FVR-2 |
Lm 1 1,8 Kb X Activo
. m NORMAL 1 5,2 Kb X Inactivo
(cce), |

S 5 REMUTADO; 1,8 Kb + Expansion

L i 1 5,2 Kb + Expansion

| v MUTADO | 5:2 Kb + Expansién

E O O >

— — |(Kb)
— -5,2
Hindlll
Sacli
- — - 1,8

Figura 53. En la parte superior se muestra un esquema de la
zona FRAXE donde se indica los lugares de restriccién de las
enzimas utilizadas y la zona de hibridacién de la sonda OxE.Z20.
En la parte inferior se muestra los distintos patrones que se
pueden encontrar en un "Southern-blot" con las enzimas y la

sonda indicadas.
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(Kb) M 1 23 4567 8 910 1112131415 M (Kb)

6,5 -
4.3 - s - 5,2
24
2.0 4
Nt o SR Sl i s g = - 1,8

Figura 54. Autorradiografia del "Southern-blot" del locus FRAXE
con las enzimas HindIII/SacII y la sonda Ox.E20. En el primer
carril y en el Ultimo se encuentra el marcador de tamafios A
HindIII. Los individuos que corresponden a los distintos

carriles se especifican en el texto.
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estudiadas nos indican que no existe expansién de la zona de
tripletes en ninguna de ellas. Los resultados para cada muestra
se indican a continuacién:
MUESTRAS SEXO TIPO TAMANOS DIGESTION
16. RM 1.8 Kb HindIII-SacII
10. RM " "
22. " " "
24.
27.3
27.6
28.6
28.10
29.7
29.9
30.2
31.5
32.3
4.8
26.3
28.6
29.7
29.9
27.3

B oY Q@

111 Lid 114

" 1.8-5.2 Kb "
" 1.8 Kb "

" " T
" " "

" " "

" 1.8-5.2 Kb "
1.8 Kb "

L "

2

" 5.2 Kb HindIII
" " ]

1] " "

04 Q Q Q§ Q4 Qg q Qg Q] Qq 0 g Qq Qg q

11 " ”n

2. DETERMINACION DEL NUMERO DE TRIPLETES DEL LOCUS FRAXE.

El numero de tripletes CCG/CGG del locus FRAXE se
estudiaron por PCR (ver MATERIAL Y METODOS). Los alelos
normales tienen de 6 a 39 repeticiones (Knight et al., 1993).
Con los cebadores empleados en nuestro estudio aparecen como
bandas de entre 309 y 419 pb. No se han observado alelos con
pequerias amplificaciones y los alelos expandidos no se suelen
amplifican como ocurre con los alelos expandidos del locus
FRAXA. En 1la figura 55 se puede observar un ejemplo de
amplificacién por PCR de alelos en le rango normal con un
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(pb) 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 (CGG),

e

330 _P w . -15
309 A . -8

Figura 55. Autorradiografia de una PCR del 1locus FRAXE en
muestras normales, donde se puede observar el polimorfismo de
tamafio que estd determinado por el diferente numero de
tripletes en cada alelo amplificado.
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polimorfismo muy claro en el numero de tripletes. Aquellos
alelos que no se consiguen amplificar por PCR, se estudian con
la técnica de analisis de los polimorfismos de restriccidn por
hibridacidén, con la sonda OxE.20.

2.1 Resultados individualizados.

Los resultados para cada muestra analizada se indican a

continuacién:

MUESTRAS FENOTIPO TAMARGS MUESTRAS FENOTIPO TAMAROS
2.1 2 RM 16-16 FQ1 ¢ 18-19
2.2 g " 17-18 FQ2 ? 18-18
2.3 g " 8 6.1 e 16-16
2.4 a " 19 © 6.2 g RM 16
2.5 I 18-18 6.3 2 16-18
2.6 g " 17-19 6.4 d 16
2.7 e " 18-20 6.7 d 15
2.8 " 19 6.8 2 16-18
2.9 g " 11-20 6.9 g " 15-18
2.10 ¢ " 18 71 g RM 21
3.2 g " 16 7.2 g RM 20
3.3 " 15 75 g " 20
3.7 g " 15-16 15 g " 20
3.8 a " 15 810 d " 21
310 ¢ " 15-16 9.1 ¢ 21-71
456 e 14-15 9.2 & RM 21
4.8 d RM 14 9.3 e 21-21
5.1 ¢ 15-16 94 d 21
5.2 2 16-17 9.5 d 21
5.3 ) 20-20 9.6 e 23-23
54 d RM 20 9.7 J 19
5.5 " 20 938 g 19
5.6 e 20-20 10.1 ¢ RM 21-22
5.7 ¢ 16-20 10.2 g " 22-22
5.8 ¢ 16-20 10.3 ¢ 21-22
5.9 d 17 10.4 e 22-25
5.10 & RM 15 10.5 ) 21-25
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MUESTRAS FENOTIPO TAMAROS MUESTRAS FENOTIPO TAMAROS
106 o 23 243 d 19
10.16 7 19 76.1 RM 20
127 J 20 26.2 d RM 18
12.8 g 16-16 26.3 d " 26
12.9 ? 25-25 26.4 & " 18
VAl J 21 26.5 d " 9
15.10 & RM 15 76.6 ¢ ! 20
237 d 19 26.7 J ! 17
73.8 ? 19-21

73.9 s 19-21

2310 F{XXY) RM 20-25

3. FRECUENCIAS ALELICAS DEL POLIMORFISMO (CGG/CCG)n DEL LOCUS
FRAXE.

En la poblacién estudiada, que ha correspondido a 73 muestras
totales, todos los alelos estaban dentro del rango normal. El
tamafio de los tripletes (CCG/CGG)n han oscilado de 8 a 23, con
una frecuencia maxima de los alelos con 16 y 20 tripletes. En
la figura 56 se muestra un diagrama de barras con los alelos
encontrados para el polimorfismo de tripletes (CCG/CGG)n del
locus FRAXE y los valores absolutos de cada alelo.

G) DATOS GLOBALES DEL PRESENTE ESTUDIO.

Se muestra a continuacién un resumen de los resultados
obtenidos en este estudio, que se han usado para calcular la
prevalencia del sindrome X fragil en la poblacién con retraso
mental de causa desconocida, que representa el 63% del total de
los tipos de retrasos conocidos. V

1. NOMERO DE MUESTRAS ESTUDIADAS POR PROVINCIAS.

Se han estudiado un total de 357 muestras con la siguiente
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1

20

15

10

NUmero de alelos observados

Numero de repeticiones (CCG/CGG)n

Figura 56. Diagrama de barras donde se representan los valores
absolutos de 1los distintos alelos FRAXE encontrados en una

poblacidén de 83 cromosomas X no relacionados.
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distribucién por provincias: 29 de Cadiz, 5 de Cbrdoba, 1 de
Granada, 145 de Huelva, 96 de Jaen, 6 de Malaga y 75 de Sevilla
(ver tabla X). De las 357 muestras totales 186 pertenecian a
individuos no relacionados y 171 a otros miembros de las 37
familias analizadas. Se han estudiado 214 individuos con
retraso mental de causa desconocida de los que 180 eran varones
y 34 mujeres. También se han analizado 143 muestras de
individuos que no presentaban retraso mental de los que 96 eran

mujeres y 47 varones.
2. PREVALENCIA DEL SINDROME X FRAGIL.

Tomando ‘la subpoblacién de individuos con retraso mental
de causa desconocida y no relacionados con un total de 186 (63
de ellos estaban en instituciones de educacidén especial), se ha
calculado la prevalencia del sindrome X fragil en la poblacidn
retrasada mental de etiologia desconocida. Como se muestra en
la tabla XI de 186 individuos se diagnosticaron 21 X fréagiles
lo que nos da una prevalencia del 11,2%. Si se realiza el
calculo en la subpoblacién de individuos institucionalizados la
prevalencia es del 6,3%, un valor mucho menor.

El numero de individuos afectos del sindrome X fragil en
la poblacidén estudiada es de 28 varones, en los que encontramos
un tamafio de repeticiones CGG/CCG, en el rango de la mutacidn
total, metilado o mosaico (tamafios premutados no metilado vy
mutados metilados), también se han encontrado tres individuos
que mostraban rasgos caracteristicos del sindrome como el
retraso mental o rasgos dismérficos, pero que en los estudios
en células sanguineas portaban premutaciones y un individuo que
siendo portador de una premutacidén (miembro de una familia X
fragil con un hermano y sobrinos con el sindrome) que sélo
mostraba ciertos trastornos leves que s eha indicado como
fenotipo parcial. Dentro de las mujeres estudiadas que
presentaban retraso mental, 4 mostraban expansiones en el
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TABLA X: Muestras del estudio del sindrome X fragil en Andalucia

CADIZ CORDOBA GRANADA  HUELVA  JAEN  MALAGA SEVILLA

2 5 1 145 % 6 75
A T N N
24 5 3 2 -1 80 6 70 2% 3 3 4 28

O LRV

RM RM RM RM RM RM RM ARM ARM RM RM RM RM RM

A 13 - - - 52 11 8 6 1 - 4 16

LelbLEelE b

FRACFRAX  FRAX FRAX  FRAX FRAX  FRAX FRAX FRAX FRAX FRAX FRAX FRAX FRAX
6 + 1+ - - - 7 2 121 - - 2

 Nimero de muestas 357 (140 mujeres y 227 varones).
Nimero de individuos con retraso mental 214 (34 mujeres y 180 varones).
*V=VarGn, M=Mujer, RM=retraso mental, FRAX=X fragil
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TABLA XTI:
estudiada.

Subgrupos establecidos en la poblacién andaluza

Sin Con Retraso
Retraso Retraso Mental
Mental Mental X frégil
Sexo .
i
Vardén (d) 47 180 28
Mujer (% 36 34 4
TOTAL 143 214 32
Retrasados i X fragiles [ Retrasados i X fragiles
sin sin en centros i en centros
parentesco : parentesco E.especial | E.especial
= — ]
Varédn (J) 157 19 (12,1%) 48 3 (6,25%)
Mujer (%) 29 2 (6,7%) 15 1 (6,6%)
TOTAL 186 21 (11,2%) 63 4 (6,3%)
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rango de mutacidén total en los CGG/CCG del gen FMR1, por lo
que padecian el sindrome X fréagil.

3. PORTADORES EN LA POBLACION ESTUDIADA.

Hemos consideradeo como individuos portadores a aquellas
personas que no sufren retraso mental pero que tienen una
premutacién en el caso de los varones y una premutacién o
mutacién completa en uno de los dos cromosomas X en las
mujeres.

Se han diagnosticado 26 mujeres portadoras de alelos
premutados o totalmente mutados, que no presentaban retraso
mental, familiares de varones X fragiles. No se ha realizado un
estudio sistemético para descartar la presencia de
manifestaciones leves del sindrome como labilidad psicolédgica
0 tendencia a la depresidén, caracteristicas descritas en
algunos estudios realizados sobre mujeres portadoras, estudio
que sera objeto de otra tesis ya iniciada. Respecto a los
varones hemos diagnosticado 6 varones con expansiones dentro
del rango de la premutacién y que no sufrian retraso mental,
son los llamados en la literatura "varones normales
transmisores"”, aunque pueden manifestar fenotipos parciales.

En este estudio las expansiones en el rango de la
premutacién (52-200 CGG/CCG), presentan tamafios muy variados,
ejemplo de mutacién dindmica por inestabilidad de la zona de

repeticiones. Se han detectado 14 alelos premutados no
relacionados que se indican a continuaciébn:

1=109 Tripletes 8=123 Tripletes

2=110 " 9= 76 "

3=81 " 10=160 "

4=120 " 11=100 "

5=92 " 12= 52 "

6=96 " 13=133 "

7=180 " 14=105 "
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También se han encontrado otros tamafios de alelos
premutados, al pasar alguno de los anteriores a la siguiente

generacién familiar.
3.1 Varones con premutacién y retraso mental profundo.

En nuestro estudio hemos encontrado 3 varones con una
premutaciédn y con retraso mental profundo. Dos de ellos eran
hermanos y tenlan wuna premutacidén correspondiente a 65
tripletes CGG/CCG no metilada (individuos. 22-9 'y 22-10
respectivamente), sin embargo un tercer hermano también
retrasado tenia un alelo normal de 31 repeticiones (individuo
22-11). Otro caso correspondia a un vardédn con retraso mental
profundo, institucionalizado y con el fenotipo tipico de X
frdgil que tenia una premutacidén no metilada de 100 tripletes
(individuo 1.1).

4. FAMILIAS ESTUDIADAS.

Se han estudiado 37 familias que correspondian a
individuos con retraso mental y antecedentes familiares y/o a
individuos diagnosticados como sindrome X fragil.

4.1 Familias X  frdgil. Arboles genealdgicos 'y datos
moleculares.

De las 37 familias analizadas, 16 han resultado ser X
fradgiles lo que corresponde a un 43%. Ademds de la familia 1
expuesta en el apartado F de "RESULTADOS" se muestran los
drboles genealbgicos de las demds familias X fragiles,
incluyendo los datos moleculares de los individuos estudiados.
En las familias pueden seguirse las expansiones o retracciones
que sufre la zona de los CGG/CCG en estos alelos inestables.

Familia 2. Se analizan, en este estudio, tres generaciones
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Familia 2.

P
»

I1

I

IV

175

$tB12.3 EcoRI-Eagl
CGG FMR-1
DX$548

2.8-5.2kb

2.8kb
43

2.8-5.7
21->200
2-8

2.8-5.2kb 2.8kb 2.8-5.8kb
21-29 43 29->200
8-8 8 2-8
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de una rama de un &rbol genealdgico mucho més amplio, (el
carecter de ©portador y afecto, de otros individuos no
estudiados ahora, se habia establecido con anterioridad en otro
laboratorio). En esta familia se realizdé el diagnéstico
prenatal expuesto en el apartado D de "RESULTADOS". Entre los
individuos estudiados aparecen portadores de alelos premutados
y mutados, un individuo afecto del sindrome aparecia como
antecedente materno del abuelo III-2). También aparece un alelo
normal de los clasificados como grandes con 43 tripletes, pero
que como se observa en el arbol genealdgico, se hereda de forma
estable sin que sufra expansiones. Se muestra en esta familia
que el alelo mutado se hereda 1ligado al alelo 2 del
polimorfismo DXS548 que es poco frecuente en la poblacidn
normal. '

Familia 3. En esta familia, se han diagnosticado tres
varones afectos del sindrome X fragil y dos mujeres portadoras,
madres de los individuos afectos, no se pudo estudiar 1la
primera generacidén, por lo que no se puede indicar en que rama
familiar se encuentra el alelo mutado. Como se observa en los
tres individuos afectos III-1, III-3 y III-4 el alelo mutado se
ha heredado ligado al alelo 7 del polimorfismo DXS548 que es el
mas frecuente en la poblacién no X frégil.

Familia 4. Se han diagnbésticado en esta familia, cuatro
individuos afectos del sindrome X fragil, 1 mujer y 3 varones
con un retraso mental profundo, el estado de portadoras en las
madres de estos individuos no se pudo establecer pero son
portadoras obligadas. El resto de los familiares analizados
resultaron normales para el tamafio de las repeticiones del
locus FRAXA o no han podido ser analizados. En esta familia el
alelo mutado se hereda 1ligado al alelo 2 del polimorfismo
DXS548. '

Familia 5. En esta familia, sélo se han podido estudiar
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Familia 3.

Familia 4.

4 5
II 7
5.2-5.5Kb 2.8 Kb
29-120 29

7-8

11

8 Kb 2.8 Kb 6 Kb 6.5Kb gB12.3 EcoRI-Eagl
>200 29 >200 >200  CGG FMR-1

7 8 7 7 DXS548

II

I

5
v

ﬁ
463Kb 286Kb 63Kb

>200 29>200  >200
2 2-2 2

7 ‘s 9
65 Kb 28-52Kb  Sth123 EcoRI
>200 29-29 CGG FMR-1
2 - DXSS48

5

177



RESULTADOS

Familia 5.

Familia 6.

I

2.8-6 Kb
29->200
7-8

>200 CGG FMR-1

6.4 Kb StB12.3 Eagl-EcoRI
/ 7 DX$548

i
1

3.1 3.1 2 8 $tB12.3 EcoRI-Eagl
76 76 29 CGG Fmr-1
7 7 7 DXS§548
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dos individuos un varén afecto del sindrome y su madre
portadora, no se tienen datos acerca de otros miembros con
retraso mental. Se observa ligamiento entre el alelo mutado y
el alelo 7 del polimorfismo DXS548.

Familia 6. Esta familia se remite al estudio al encontrarse

tres hermanos con retraso mental de una mujer normal que quiere
tener descendencia, en los andlisis del 1locus FRAXA, dos
hermanos presentan una premutacién (76 CGG/CCG) no metilada, vy
el otro un tamafio totalmente normal (29 CGG/CCG), estos
resultados se confirman por otro laboratorio independiente,
tamafios de expansiones en el rango de premutaciédn pequefia no
parece que determine un fenotipo de retraso mental profundo,
otros rasgos, caracteristicos del sindrome, no aparecen muy
claros, por lo que en esta familia no podemos indicar que el
retraso mental se deba exclusivamente al sindrome X fréagil,
pudiendo existir otra causa que determina el retraso mental en
los tres hermanos o un mosaicismo de tejido que no detectamos
al analizar células sanguineas. El alelo premutado estd ligado
en esta familia al alelo 7 del polimorfismo DXS548.

Familia 7. Se han estudiado, en esta familia, dos
generaciones. Se conocian antecedentes maternos de retraso
mental y el diagnéstico del sindrome X fragil demuestra que el
retraso se debe a la expansidédn de los tripletes del gen FMRI1,
que aparecen en el rango de la premutacién en la madre
portadora y totalmente mutados en su hijo retrasado mental
profundo. En esta familia el alelo mutado estd ligado al alelo
7 del locus DXS548.

Familia 8. En la familia estudiada se han diagnosticado
dos varones afectos del sindrome X fragil y dos mujeres
portadoras madres de los afectados, no se ha podido analizar a
los demids miembros de la familia. La mujer portadora II-l1
muestra mosaicismo de metilacidén en el alelo mutado y su
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Familia 7. 1 2

II

11

65Kb  2.8-5.2 $th12.3 EcoRI-Eag!
/‘ >200 23-29 CGG Fmr-1

Familia 8. 7 3-7 DX$548

Bandeo Bandeo

/ >200 /‘ >200 gtgézé& gxi%l-EcoRI
2 2 DX$548
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hermana II-2 muestra una premutacidén con una pequefia expansién
de 109 tripletes, mientras que en los dos individuos afectos se
observa mosaicismo de tamafio en alelos mutados. Se observa un
ligamiento de 1la mutacidén con el alelo 2 del polimorfismo
DXS548.

Familia 9. Esta familia se caracteriza por presentar
mosaicismo de tamafio en la madre portadora, el hijo afecto de
retraso mental por el sindrome X fragil y en la hija portadora
(ver figura 30, seccién 5 del apartado A), habian aparecido
antecedentes maternos de retraso pero el resto de la familia no
se presto al estudio. Se observa ligamiento del alelo mutado
con el alelo 6 del locus DXS548.

Familia 10. En esta familia se han diagnosticado un vardn
afecto del sindrome X fragil por expansidén de los tripletes del
gen FMR1 y su madre portadora, los demds individuos retrasados
estan pendientes de su estudio molecular. El1 alelo mutado
aparece ligado al alelo 6 del polimorfismo DXS548.

Familia 11. Estéd familia empieza a estudiarse por un varon
que padece retraso mental y que expresa fragilidad en el final
del brazo largo del cromosoma X. Por anédlisis del ADN se
detecta expansién en los tripletes del gen FMR-1 tanto en el
indiviudo afectado como en su madre y hermana, pero como dato
curioso en el indiviudo retrasado se observa mosaicismo con
bandas en rango normal y premutado que no deberian determinar
un retraso profundo, aunque no se puede descartar un mosaicismo
de tejido donde un porcentaje de las células presenten una
expansidén mayor, que determinaria la aparicién de la fragilidad
y el retraso.

Familia 12. En este estudio se analizan las muestras de un

varébn con retraso mental, de sus padres y su hermana, se
encontré que el retraso se debia a la expansién de los
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Familia 9. 1

Mosaico 2.8 Kb
20-96>200 |16
6-7 7

1 2

I @

Mosaico Mosaico  Stb12.3EcoRI-Eagl
16->200 >200 CGG Fmr-1

6-7 6 DXS548
Familia 10.
1 2
| ?
1 2 3
11 ?
2.8-3-5.2
29-<200
6-6
1 2 3 4 5 ]

II

2.8Kb 6.3Kb 2.8-5.2Kb $tB12.3 EcoRI-Eagl
29 >200 23-29 CGG FMR-1

6 6 7-6 DX$548
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Familia 11 1 2

II

~
-~
;M

2,8-3-5,2
29-<200

1

2,8-3,5  2,8-3-5,2 Stb12.3 EcoRI-Eagl
<200 30-<200 CGG FMR-1

Familia 12

I NO

2,8-6Kb  |2,8Kb
31->200 |29
7-2 7

1 2

I1I O

6.5 Kb 2,8-5,2Kb  stbh12.3 EcoRI-Eagl
>200 29-31 CGG FMR-1
7 7-2 DXS548
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Familia 13

2,8-3-5,4
29-<200
7-5

I1

Familia 14

I

I

IV

6,2Kb 2,8Kb  Stb12.3 EcoRI-Eagl
>200 29 CGG FMR-1
5 7 DXS548
Z
1 2 3 4 5
? 7
3 l4 5 7 8 iﬁ) 10

2,8-52 6,5Kb S$tb12.3 EcoRl-Eagl
22-29  >200 CGG FMR-1
9-9 z DXS$548
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tripletes del gen FMR-1 y por lo tanto al sindrome X fragil, el
alelo aparecia mutado tanto en la madre como en su hijo
afectado y ligado al alelo 7 del locus DXS548.

Familia 13. El estudio se inicié por un vardn con retraso
mental profundo que resulto afecto del sindrome X fragil pues
los tripletes del gen FMR-1 aparecia expandido a rangos
patoldégicos, su madre presentaba una premutacién y sus dos
hermanos, también estudiados, presentaban alelos en tamafios
normales. El1 alelo mutado estd ligado al alelo 5 del
polimorfismo DXS548 muy poco frecuente en la poblacidén normal.

Familia 14. Este estudio se inicia en un vardén con retraso
mental (IV-2) que tenia amplios antecedentes maternos de
retraso mental, se observa expansidén en los tripletes del gen
FMR-1 por lo que el alelo estid mutado, se encuentra ligado al
alelo 2 del locus DXS548. La madre es portadora (III-1) de una
premutacién. La hija (IV-1) es normal en cuanto al numero de

tripletes.

Familia 15. En este estudio se analizan dos hermanos un
varébn (III-4) y una mujer (III-3) con retraso mental profundo
de un arbol con mas casos con retraso leve en su madre y otro
hermano. Se observa expansiones en rangos patoldgicos en ambas
muestras, encontrandose el alelo mutado ligado al alelo 7 del
locus DXS548.

Familia 16. En este estudio se analiza la familia mas
extensa de este estudio, la procedencia inicial era Huelva,
pero se han estudiado miembros de Sevilla, Cadiz y Malaga. El
estudio se inicia por aparecer antecedentes familiares del
sindrome dignésticados en un vardén (IV-13) que padecia
retrasado mental de Madrid, se ha realizado un estudio
exhaustivo de muchos miembros de la familia para establecer la
procedencia del alelo mutado tanto en la linea de la abuela
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1 2
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1 2
1 2 3 4
25-4-52 6,5Kb Stb12.3 EcoRI-Eagl
29->200 >200 CGG FMR-1
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materna (no se muestra en este Aarbol genealdgico por que no se
encontré ningun individuo afecto por lo que no eran x fragil)
donde se han analizado 10 muestras de entre sus sobrinos vy
hermanos sin encontrar rastro del gen mutado por lo que se
continudé con la linea del abuelo materno (IV-8), que ya tenia
hermanos afectos de retraso mental, en esta familia aparecen 4
cruces consanguineos (lineas dobles) en las generaciones III,
V y VI aunque no se ha detectado ningin caso de homocigosis
para el alelo mutado. Se caracteriza por la presencia de pocos
individuos afectados profundos sélo 2 en 44 individuos totales.
Se han estudiado 29 individuos de 3 generaciones diferentes, se
han diagnosticado en la V generacién 4 mujeres portadoras (V-5,
V-7, V-10 y V-17) y en la VI generacién 3 mujeres portadoras
(VI-2, VI-3 y VI-5) y 1 vardédn afecto del sindrome (VI-14), en
la generacién VII se han encontrado dos portadoras (VII-2 vy
VII-12).

4.2 Familias con antecedentes de retraso mental no X
fragil, drboles genealdgicos y datos moleculares.

En el estudio sobre el sindrome X fragil en Andalucia, se
han encontrado varias familias, que a pesar de presentar
antecedentes familiares por la linea materna (retrasos mentales
ligados al cromosoma X), han resultado negativas para la
expansidén de los tripletes en el gen FMR-1, en las figuras 57A
y 57B se muestran sus &rboles genealdgicos con los datos
moleculares del locus FRAXA. En estos casos el estudio se ha
completado analizando el locus FRAXE con resultado negativos.
En la figura 58 se muestran los A&rboles genealégiéos con los
datos moleculares en familias donde aparecia més de un miembro
con retraso mental pero que resultaron negativas en las pruebas
realizadas para detecrar el sindrome X fragil.
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Figura 57A. Arboles genealdbgicos de 1las familias con
antecedentes de retraso mental ligado al cromosoma X, que

resultaron no X fragil. Los datos moleculares se indican debajo
de cada individuo estudiado.
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Figura 57B. Arboles genealégicos de otras familias con
antecedentes de retraso mental ligado al cromosoma X, que

resultaron no X fragil.
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Figura 58. Arboles genealbgicos de familias con mas de un
miembro que padece retraso mental, que en los estudios del
sindrome X fragil no presentaban expansién en los tripletes del
gen FMR-1. |
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En el presente trabajo se ha estudiado el sindrome X fragil
en una muestra de 357 individuos procedentes de distintas
provincias de Andalucia que correspondian a personas con retraso
mental de causa desconocida o a sus familiares. Se ha
caracterizado el genotipo del locus FRAXA, calculando el numero
de tripletes y determinando el estado de metilacién de la isla
CpG préxima a dicho locus. Se ha detectado un importante ntmero
de afectos y portadores. En una amplia familia X fragil se han
analizado 4 generaciones y se ha estudiado 1la relacién
genotipo/fenotipo. Asi mismo se ha secuenciado la zona de los
tripletes y las zonas adyacentes. Para establecer la existencia
de un cromosoma fundador en este sindrome, se ha estudiado el
polimorfismo del locus DXS548 ligado a FRAXA.

Se ha estudiado también, en una muestra de 73 individuos con
retraso mental de causa desconocida ,el polimorfismo de tripletes
del locus FRAXE que presenta inestabilidad y estd ligado a la
aparicién de un retraso familiar leve. En este polimorfismo se
ha calculado el numero de repeticiones del triplete (CCG/CGG) y
el estado de metilacién de la isla CpG proéxima al lucus FRAXE.
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1. ANALISIS DEL ADN FRENTE AL ESTUDIO CITOGENETICO.

A partir de los afios 70 y hasta la década de los 90 el
diagnéstico del sindrome del X fragil se realizaba por
citogenética, analizando los cromosomas en metafase y observando
la aparicién de la fragilidad en el extremo del brazo largo del
cromosoma X. A partir de la localizacidén del gen responsable de
la enfermedad y la obtencién de una sonda capaz de detectar
directamente las alteraciones de dicho gen, el diagnostico
molecular del sindrome del X fragil ha demostrado ser el método

de elecciotn.

En nuestro estudio hemos utilizado las técnicas de analisis
del ADN ("Southern blot" y PCR) para el diagndstico del sindrome
del X fragil. En las muestras que nos han sido enviadas con
citogenética positiva, hemos detectado algunos casos de falsos
positivos, es decir presentaban fragilidad en el extremo del
brazo largo del cromosoma X pero tenian un numero normal de
tripletes en el gen FMR-1. La fragilidad observada se
corresponderia probablemente con una fragilidad comin en Xq27.2
llamada FRAXD, que aparece en 1-3% de las metafases y que no se
encuentra ligada a ninguna patologia conocida (Zaslav y col.,
1991; Richards y Sutherland, 1992).

En otros casos la citogenética era negativa y con las
técnicas de biologia molecular se demostraba el estado anormal
del gen FMR-1. Como Richards y Sutherland (1992) indican, la
expresién de la fragilidad FRAXA se encuentra, en la mejores
preparaciones, en un 4-40% de las metafases en individuos afectos
del sindrome, con una frecuencia menor en las mujeres normales
portadoras de una mutacién total, y nunca en varones y mujeres
portadores de una premutacidén. Por lo tanto el estudio molecular
para establecer el estado de portador es imprescindible. Los
datos de nuestro estudio confirman lo descrito en la literatura
de la mayor fiabilidad de las técnicas moleculares frente a las
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citogenéticas (Perroni y col., 1996 y Turner y col., 1996).

Por otra parte Hirtzlin y col., (1995) han realizado un
estudio comparativo del coste de 1las técnicas citogenéticas
frente a los estudios de biologia molecular del ADN. Establecen
que el coste es significativamente menor con las técnicas
moleculares, por lo que las ventajas del diagndéstico por biologia
molecular estan perfectamente establecidas.

2. DETERMINACION DEL GENOTIPO.

Para determinar el genotipo de un individuo que consulta
sobre el sindrome X fragil, se deben utilizar varias técnicas
complementarias para llegar a un diagndéstico de certeza. El
método mas répido y econdémico es estudiar por PCR el locus FRAXA
y establecer el numero exacto de repeticiones (CGG/CCG). Los
resultados de PCR nos permitird descartar el sindrome en varones
y mujeres que tengan 1 o 2 bandas respectivamente, de tamafio
normal y de intensidad adecuada. En el caso de mujeres con una
sola banda y varones en los que no se amplifica la zona o ésta
es muy pobre es necesario utilizar otras técnicas

complementarias.

La falta de amplificacidén en los varones es un indice
indicativo de un posible X fragil aunque a veces la falta de
amplificacién por PCR se debe a una mala hibridacién de los
cebadores. Las mujeres con wuna sola banda pueden ser
homozigbéticas para ese locus o tener un alelo expandido que no
se amplifica.

Para establecer si la falta de amplificacidén por PCR del
locus FRAXA se debia a una deficiente hibridacién de 1los
cebadores o a fallos de la polimerasa, por el tamafio y
composicién del fragmento a amplificar, se realizaron estudios
de desplazamiento del cebador marcado por cebador fric. Puede
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observarse en la figura 35, que en todos los casos el cebador
frio desplazaba al radiactivo indicando una buena hibridacién.

El diagnéstico de certeza del sindrome del X fragil debe
hacerse con la técnica de "Southern-blot" con una digestidn
simple para detectar las amplificaciones. En los casos positivos
es necesario realizar el "Southern-blot"™ con dos enzimas de
restriccidén para conocer el estado de metilacidn de la isla CpG
préxima a FRAXA. En el presente trabajo hemos utilizado las
enzimas EcoRI/Eagl o HindIII/SacII con las sondas StB12.3 u O0x1.9
con resultados de resoluciédn semejante en ambos casos. Sin
embargo, de acuerdo con la mayoria de los laboratorios que
realizan el diagndéstico del sindrome del X fragil (Mila y col.,
1994, Rousseau y col., 1994, Perroni y col., 1996, Spence y col.,
1996, y Sherman y col., 1996), la sonda méas utilizada en nuestro
estudio ha sido la StB12.3.

En casos de diagnéstico dudoso, sobre todo para determinar
el estado de portadora en mujeres, es importante estudiar algun
locus que cosegregue con FRAXA (Zhong y col., 1996). En las
familias con un miembro X fradgil se analiza a qué alelo del locus
objeto de estudio estd ligado FRAXA. En nuestro trabajo hemos
analizado el 1locus DXS548 y ha sido de gran utilidad para
confirmar algunos diagndbsticos.

Se han descrito casos aislados de individuos que presentan
un fenotipo claro del sindrome X frégil pero con los tripletes
en un rango normal. En estos pacientes seria conveniente
secuenciar las zonas del gen importantes para la funcidén de la
proteina como son los dominios KH, la zona RGG y los sitios de
maduracién del ARN para eliminar los intrones (Chiurazzi y col.,
1994) . De Boulle y col., (1993) han descrito un fenotipo completo
del sindrome en un paciente con un rangd normal de tripletes, que
presentaba una mutacién en un sélo nucledétido en el primer
dominio KH del gen FMR-1. Este es el Gnico caso en la literatura
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de mutacion puntual como causa del sindrome, sin embargo no

pueden descartarse otras mutaciones todavia no encontradas.

Asi mismo una pequefia deleccidén en alguna zona activa podria
determinar también la aparicién del fenotipo del sindrome X
frdgil como se ha indicado en Introduccién (Trotier y col.,
1994) . En nuestro trabajo hemos estudiado solamente la causa méas
frecuente del sindrome (>99%) que corresponde a la amplificacién
de los tripletes CGG/CCG del 1locus FRAXA, si bien hemos
encontrado varios casos de varones con el fenotipo tipico del
sindrome pero un numero normal de tripletes.

3. CARACTERISTICAS POBLACIONALES.

El estudio de las frecuencias alélicas de varios loci en una
poblacibén, permite conocer sus caracteristicas genéticas vy
compararlas con otras poblaciones ya estudiadas para los mismos
loci. Ademés, el estudio del ligamiento entre dos loci uno de
ellos causante de enfermedad permite estudiar el efecto del/los
cromosoma fundador.

Las repeticiones (CGG/CCG)n del locus FRAXA son
polimérficas en 1la poblacién con un rango descrito para la
poblacidén normal de 6 a 50 repeticiones (Fu y col., 1991). En
nuestro estudio hemos encontrado alelos en un rango de 10 a 43
tripletes, todos ellos estables. Los alelos mads frecuentes en
nuestra poblacidén son el de 29 seguidos del de 30 repeticiones.
Estos resultados son semejantes a los encontrado en un estudio
realizado en Catalufia (Mila y col., 1994) donde encuentran un 24%
de los cromosomas con 29 repeticiones vy un 22,5% de 1los
cromosomas con 30 tripletes.

En algunas poblaciones mediterraneas (Syrrou y col., 1996)
como la griega se observa que un 41% de los cromosomas tiene 29

repeticiones y un 20% tiene 28 repeticiones. En otras poblaciones
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caucdsicas, sin embargo, el alelo mas frecuente es el de 30
tripletes. En Finlandia este alelo representa el 23,2% del total
sequido del de 23 tripletes que aparece en el 14,3% de los
cromosomas (Zhong y col., 1996). En Italia el alelo de 30
repeticiones aparece en el 37% de los cromosomas, seguido del de
29 con un 13% del total (Chiurazzi y col., 1996).

Si se dividen los alelos encontrados en dos grupos A:<35
tripletes y B:>35 tripletes la frecuencia se acumula en un 88, 44%
en los pequefios que siempre son estables. Los alelos grandes se
situan en la zona gris donde algunos pueden ser inestables. En
nuestra muestra los alelos grandes representan el 11,56% del
total de cromosomas no X fragiles. Datos similares se han
descrito en otros estudios con valores de 11,26% y 12,1% de
alelos en la zonas gris (Snow y col., 1993; zhong y col., 1995).

El locus DXS548 es polimérfico en la poblacidén y cosegrega
con el locus FRAXA, por lo que es muy Util para estudiar el
efecto fundador en el sindrome del cromosoma X fragil. Las
frecuencias alélicas para este locus comparadas con otros
estudios publicados indican que existen diferencias
significativas con las poblaciones de Francia (Oudet y col.,
1993), Italia (Chiurazzi y col., 1996) y Grecia (Syrrou y col.,
1996) asi como con otras poblaciones centroeuropeas, africanas
(Chiurazzi y col., 1996 a y b) y norteamericanas (Zhong y/col.,
1994) .

En este estudio se ha encontrado un alelo nuevo de 17
repeticiones AC/TG que hemos denominado alelo 10 siguiendo 1la
nomenclatura propuesta por Macpherson y col., (1994). También se
ha encontrado el alelo 9 de 18 repeticiones AC/TG, que sbélo se
habia descrito en las poblaciones de Italia (Chiurazzi y col.,
1996) y de Bélgica-Holanda (Buyle y col., 1993). Las frecuencias
alélicas de nuestro estudio muestran una mayor dispersién, como
se ha descrito previamente para otros loci (Chillon y col., 1994;
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Bertrantpetit y col., 1991) e indicarian una mayor heterogeneidad

genética en nuestra poblacién.

El estudio de los haplotipos DXS548-FRAXA establece que en
nuestra poblacién existe un desequilibrio de ligamiento entre los

2 para comparar los alelos

dos marcadores. Empleando el test de g
encontrados en los cromosomas X fragiles con los valores de estos
alelos en los cromosomas no X fragiles, se calcula un valor de
x2= 19,4 (P=0,0002, con 3 grados de libertad) lo que apoya la
hipétesis del cromosoma fundador en el sindrome X fragil en

Andalucia.

En nuestro estudio se observa un claro ligamiento entre el
alelo 2 del locus DXS548 y los individuos afectos del sindrome
X fragil. Estos resultados se han encontrado en otras poblaciones
caucésicas (Zhong y col., 1994; Chiurazzi y col., 1994;
Chiurazzi y col., 1996a; Sirrou y col.,1996; Zhong y col.,
1996). Chiurazzi y col., (1996a) postulan que existiria un
antecesor comun del cromosoma X mutado que debié surgir en Africa
dénde se observa este mismo desequilibrio de ligamiento. En las
poblaciones orientales, sin embargo, no se encuentra este
ligamiento entre los cromosomas X fragiles y el alelo 2 del locus
DXS548 (Chiurazzi y col. 1996b).

4. DIAGNOSTICO PRENATAL DEL SINDROME X FRAGIL.

Como se ha dicho anteriormente el sindrome del X fragil es
la primera causa de retraso mental hereditario y en la actualidad
no tiene tratamiento especifico. Por ello la tnica forma de
disminuir su incidencia es detectar a los portadores y realizar
el diagnéstico prenatal en los embarazos de riesgo. El estudio
prenatal del sindrome se realiza en células del liquido amniético
alrededor de la decimosexta semana de gestacién o en las células
de las vellosidades coridnicas en el primer trimestre del
embarazo.
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El método de eleccién depende de la cantidad de células
disponibles siendo la PCR el més utilizado (Brown y col., 1996).
Sin embargo, es necesario realizar un "Southern-blot" en todos
los casos en los que la PCR no sea informativa. El diagnébstico
prenatal que presentamos en este trabajo se realizd por PCR en
células del liquido amnidético. En este caso la PCR fue claramente
informativa ya que el feto tenia dos alelos normales uno
procedente de la madre y otro del padre. Los datos se confirmaron
con los resultados del locus DXS548, puesto que el feto no tenia
el alelo que en esta familia cosegregaba con el cromosoma X
fragil, indicando ademéds que no habia contaminacién de la muestra
con células maternas.

Como se ha indicado el "Southern-blot"™ seria necesario en
los casos en los que el feto no haya heredado los cromosomas
normales de los padres y el mutado no pueda detectarse por PCR.
También es aconsejable realizar un "Southern-blot" para detectar
mosaicismos de tamafio y estudiar el estado de metilacién de la
isla CpG reguladora de la expresién del gen FMR-1 implicado en
el retraso mental.

En el caso de haber heredado el cromosoma mutado, la
expresidén del fenotipo es muy variable por lo que seria dificil
definir si padecerd o no retraso mental profundo (Hagerman vy
Cronister, 1996). Si el feto es vardn y la isla CpG ligada al gen
FMR-1 estd metilada el riesgo de ser retrasaso es casi del 100%,
siendo el 40% aproximadamente en las mujeres (Hagerman vy
Cronister, 1996).

5. EVOLUCION DE LA ZONA FRAXA .
El numero de repeticiones CGG/CCG es variable en la
poblacién normal (Verkerk y col., 1991), sin embargo las

expansiones se producen en alelos inestables que 1llamamos
premutados. Existe una zona gris entre los 40-50 tripletes en los
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que es muy dificil predecir si el alelo es estable o inestable.
Se ha postulado que los alelos grandes (>35 repeticiones) serian
los mas predispuestos a sufrir mutaciones (Zhong y col., 1994).
Sin embargo, nuestros resultados no apoyan esta hipdtesis, pues
tenemos muy pocos alelos en los tamafios mids altos de la zona gris
y por otra parte, los alelos de tamafios mads pequefios de la zona
gris no estan ligados al haplotipo mé&s frecuente en los
cromosomas X fragiles.

En los alelos normales que se han secuenciado se ha
observado la existencia de interrupciones peridédicas AGG/CCT
(Zhong y col., 1994). Se ha propuesto que la inestabilidad de los
tripletes vendria determinada por la pérdida de dichas
interrupciones causada por mutaciones puntuales, y no por el
numero total de tripletes CGG/CCG (Hirst y col., 1994; Reiss y
col., 1994 y Snow y col., 1994).

En los datos de secuenciacidén de la zona de repeticiones en
nuestra poblacidén se observan interrupciones periddicas en todos
los alelos normales estudiados. La dificultad para secuenciar los
alelos premutados no nos ha permitido una lectura total de las
repeticiones. En dos alelos premutados se ha observado una
primera interrupcién en la posicidén 11 de los tripletes pero no
hemos podido determinar si existian otras interrupciones
posteriores. Estos alelos aparecen totalmente expandidos en las
generaciones siguientes, lo que indica que eran muy lnestables
incluso con una interrupcién en la primera parte de las
repeticiones.

En otras enfermedades debidas a mutaciones dinémicas, por
amplificacidn de tripletes, como el retraso metal ligado a FRAXE,
la distrofia miotdénica o la corea de Huntington no se han
observado interrupciones en las zonas repetitivas (Zhong y col.,
1996) . Esto indicaria que el fendmeno de estabilizacidén por las
interrupciones no es general para todas los tipos de mutaciones
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dinadmicas y debe haber otras causas para explicar la
inestabilidad.

Se ha secuenciado la zona adyacente a las repeticiones para
establecer si eran polimérficas, pues la secuencia publicada por
Verkerk y col., (1991) era diferente a la publicada por Kremer
y col., (1991). La secuencia de los alelos analizados en este
estudio se corresponde con la publicada por Verkerk y col.,
(1991) y no hemos encontrado variaciones en ninguno de los alelos
estudiados.

6. RELACION GENOTIPO-FENOTIPO EN EL SINDROME X FRAGIL.

Uno de los temas mds estudiados y controvertidos en la
actualidad es la relacidén genotipo-fenotipo en el sindrome del
X fragil, sobre todo en las mujeres portadoras. Ademis,
recientemente se han descrito nuevos fenotipos asociados al
retraso mental X fragil (de Vries y col., 1993; de Vries y col.,
1995 y Alembik y col., 1995).

En la familia 1 de nuestro estudio, hemos encontrado un
varén con una expansioén del gen FMR-1 en el rango de premutacién
pero que presentaba una expresidén parcial del sindrome (III-6,
fig. 48). Sin embargo, un hermano que tenia una expansién de
identico tamafio era absolutamente normal (III-5, fig.48). La
hipbtesis era que el vardén con expresién parcial del sindrome
pudiera tener tamafios m&s grandes en otros tejidos y asi explicar
las alteraciones fenotipicas.

Los estudios de PCR realizados en células procedentes de
mesodermo (células sanguineas), endodermo (mucosa bucal) vy
extodermo (bulbo piloso) mostraban una expansién identica en las
tres procedencias embrionarias. No pudimos descartar diferencias
en la metilacién debido a la escasa cantidad de ADN, por lo que
no se puede determinar si la expresién parcial del sindrome en
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este individuo se debe a la premutacién o es una simple
coincidencia.

En el presente estudio hemos encontrado un individuo varén
afecto de retraso mental, en una familia X fragil, que presentaba
tamarios normales y premutados detectables por "Southern-blot",
pero que no tenia ningin fragmento con la mutacién completa ni
se sospechaba un "smear" (individuo 34.10 del apartado A de
Resultados) . No puede descartarse que en otros tejidos aparezcan
tamafios mutados que determinen la aparicién del sindrome como
demuestran Dobkin y col., (1996) en algunos individuos mosaicos.

También presentamos tres varones (individuos 1.1, 22.9 y
22.10 del apartado A de Resultados), con retraso mental profundo
que en los estudios moleculares de células sanguineas,
presentaban sélo premutaciones sin metilar. Como indican Dobhin
y col., (1996) y Maddalene y col., (1996) se detectan individuos
con premutaciones en sangre y mutaciones completas en tejido
epitelial, estudiando las muestras por "Southern-blot". McConkey
y col., (1993) encuentran variaciones en los niveles de
metilacién que podrian dar lugar a la expresién parcial del
sindrome, por lo que postulan un efecto gradiente en la expresidn
del fenotipo X fragil (ver fig. 11).

En el presente estudio ademéds de las expansiones tipicas del
sindrome se observan varias retracciones de los alelos al pasar
de una generacidén a otra. En la familia 1 aparecen retracciones
que se heredan tanto via materna como paterna (III-3 y IV-5
respectivamente, fig. 48). No se ha observado, sin embargo,
ninguna expansién cuando el alelo se hereda via paterna como ha
sido ampliamente demostrado en otros estudios (Oberle y col.,
1991; Sutherland y col., 1992: Yu y col., 1991). Las mujeres que
hereden el gen premutado via paterna son fenotipicamente
normales, siendo sus hijos los que tienen un riesgo muy alto de
padecer retraso mental, como puede observarse en las familias 2
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y 16 de nuestro estudio.
7. VARIABILIDAD EN LA METILACION DE LA ISIA CpG DEL LOCUS FRAXA.

El estudio molecular de la zona FRAXA indicaba que la
expansién en el rango de mutacidén (> de 200 repeticiones) se
acompafia de hipermetilacién de la isla CpG préxima a dicho locus,
lo que induciria la falta de expresidén del gen FMR-1 (Bell y
col., 1991; Luo y col., 1993). Estudios posteriores han propuesto
que la metilacién de la isla CpG se produciria cuando el tamafio
de las repeticiones superase los 230 tripletes (Mueller y col.,
1995 y McConKey-Rosell, 1995).

En nuestro estudio se han encontrado dos mujeres portadoras
de una mutacidén total (>200 tripletes) en las que el alelo estaba
sin metilar, en una de ellas el numero de repeticiones era de 235
y en la otra de 260 (8.3 y 5.3 respectivamente del apartado A de
resultados). En algunos varones afectos del sindrome con patrones
mosaicos hemos observado fragmentos por encima de 300
repeticiones sin metilar (12.12, 32.7 y 33.6 del apartado A de
resultados). Sin embargo los alelos con expansiones de 1200 pb
(400 tripletes) se han encontrado siempre metilados.

Trabajos recientes muestran que alelos premutados con
tamafios en el rango de 400 tripletes sin metilar conllevan
niveles mas bajos de proteina FMRP, con niveles normales de ARNm.
Estos datos sugieren que el nuimero de tripletes en si mismo,
inhibe 1la traduccién de 1la proteina y puede determinar la
aparicién de fenotipos intermedios (Feng y col., 1995b).

8. MOSAICISMOS EN CELULAS SANGUINEAS.
La inestabilidad en las repeticiones determina una alta

variabilidad en los patrones detectados por "Southern-blot", que
a veces aparece como un banda difusa ("smear"). Estos mosaicismos
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que se observan con relativa frecuencia, en los portadores de una
mutacién completa y que a veces se acompafian de premutaciones,
pueden inducir a falsos negativos en los resultados por PCR
(Rousseau y col., 1992).

Se ha descrito un patrén mosaico idéntico en tres pares de
gemelos monocigdéticos, 1lo que indica gque 1la heterogeneidad
somatica y de metilacién se establece muy temprano en el
desarrollo. En los casos de mosaicismo se observa un nivel muy
bajo de expresién del ARNm del gen FMR-1 lo que determinaria la
aparicién del retraso mental (Devys y col., 1992).

En nuestro estudio, se ha detectado una familia en la que
la madre portadora y sus dos hijos, un vardn con retraso mental
Yy una mujer normal, eran mosaicos de tamafio de la zona de
tripletes y de metilacién en 1la isla CpG adyacente a las
repeticiones (individuos 1,2 y 3; fig. 30). En cuatro casos mas
se han detectado mosaicismos pero no se pudieron realizar
estudios familiares por lo que no se puede indicar si son
fendmenos aislados o tienen algun componente familiar (ver como
ejemplo el individuo 4, fig. 30).

En nuestro estudio hemos encontrado un 17% de mosaicismo
entre los varones afectos (5 mosaicos en 28 individuos X
fragiles) similar a los valores descritos por otros autores.
Nolin y col., (1994) detectan un 15% de mosaicismo y Rousseau
y col., (1994) en un estudio en 318 familias con el sindrome X
- fragil encuentran un 12% en varones y un 6% en mujeres.

9. BAJA PREVALENCIA DE LA EXPANSION DEL LOCUS FRAXE.
En algunas muestras de individuos retrasados que nos
enviaban para el estudio del sindrome X fragil, pero que

resultaron negativas, se ha analizado también el locus FRAXE
ligado a un retraso mental familiar ligero con una amplia
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variabilidad clinica. Para caracterizarlo se ha calculado el
tamafio de las repeticiones CCG/GGC y el estado de metilacién de
la isla CpG ligada al gen FMR-2 implicado en este tipo de retraso
mental.

No hemos detectado ningun individuo con expansidén en la zona
repetitiva (CCG/CGG)n de FRAXE, lo que indica, a pesar de que la
muestra estudiada es pequefia, que el retraso mental ligado a
FRAXE debe ser poco frecuente en Andalucia. Estos resultados
estan de acuerdo con lo previamente descrito en otras poblaciones
(Hofstee y col., 1994; Holden y col., 1996; Meadows y col.,
199¢6) .

10. PREVALENCIA DEL SINDROME X FRAGIL.

Uno de los objetivos de nuestro trabajo ha sido estudiar la
prevalencia del sindrome X fragil en los individuos con retraso
mental de causa desconocida en Andalucia. Se ha calculado una
prevalencia de un 11,2% (11,1% en varones y 6,7% en mujeres), un
valor algo superior al encontrado por otros autores (Hagerman y
Silverman, 1991).

Considerando que el retraso mental de origen desconocido es
aproximadamente el 63% del total de retrasos mentales (Hofstee
y col., 1994), se calcula que la prevalencia del sindrome X
fragil en la poblacidén retrasada de Andalucia es aproximadamente
el 7%. Los valores publicados oscilan desde un 1,9% en una
poblacidén de Hawaii (Jacobs y col., 1986) hasta el 11% encontrado
en un estudio en Australia (Turner y col., 1986).

La prevalencia del sindrome del X fragil en la poblacidén
general se calculd en principio por estudios citogenéticos, en
los que se observaba 1 individuo afecto entre 1250 varones y 1
entre 2000 mujeres (Mazurczak, y col., 1996). Una reevaluacién
de la prevalencia en la poblacién caucédsica por estudios
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moleculares reducen la frecuencia a 1 individuo afecto entre 4000
varones (Turner y col., 1996). Un cdlculo aproximado de la
prevalencia del sindrome X fragil en Andalucia, asumiendo que el
1% de la poblacidén se estima que tiene algin tipo de retraso
mental (Hagerman y Cronister, 1996) seria de 1 afecto entre 1300
varones. Esta prevalencia es ligeramente superior a la encontrada
en otros estudios (Turner y col., 1996) puede deberse a un

involuntario sesgo en la muestra.

En el estudio en Andalucia, como se ha indicado
anteriormente, podria existir wuna desviacidén del muestreo,
producida por los especialistas clinicos, al seleccionar ellos
parte de las muestras que enviaban para el andlisis del sindrome
X fragil. Eligiendo principalmete aquellas que cumpliesen ciertas
caracteristicas como antecedentes familiares o) rasgos
fenotipicos, por lo que el valor real de la prevalencia puede ser
algo menor al calculado. Dentro de las 42 familias estudiadas,
que presentaban antecedentes familiares de retraso mental, se ha
diagnosticado el sindrome en 19 de ellas lo que representa un
45%. Un 38,8% habia sido indicado por Frister-Iskenius y col.,
(1983), un 14% en el estudio de Carpenter y col., (1982) y un 19%
en el estudio de Carpenter y col., (1987) por lo que las
frecuencias calculadas son variables de un estudio a otro.

Para poder determinar la prevalencia exacta del sindrome X
fragil en Andalucia, seria necesario realizar un estudio més
amplio en la poblacién general evitando cualquier tipo de
desviacién de la muestra. En otros paises se estdn realizando
estudios sistemdticos en la poblacidén general para detectar a los
afectos y portadores lo que posibilita el consejo genético y el
diagnéstico prenatal en las familias X fragiles (Spence y col.,
1996) . Esto ha permitido en paises como Australia reducir en 10
veces la prevalencia de hijos afectos en mujeres portadoras
(Robinson y col., 199¢6).
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1. En el presente trabajo se ha estudiado el sindrome del X
fradgil en una muestra, de individuos con retraso mental de causa
desconocida y sus familiares, procedente de diversas provincias
de Andalucia. Se han puesto a punto, en el laboratorio, las
técnicas de biologia molecular para el estudio del sindrome del
X fragil por anadlisis del ADN. Estas técnicas permiten obtener
un diagndéstico de certeza tanto de afectos como de portadores.

2. La técnica de PCR es rapida y de relativo bajo costo, y
permite descartar el sindrome en un gran numero de individuos,
preferentemente en mujeres heterozigotas con dos fragmentos de
tamafio normal. La PCR es la técnica de eleccidn para conocer el
tamafio exacto de las expansiones.

3. E1 diagnéstico del sindrome X fragil debe realizarse con la
técnica de "Southern-blot". La digestién simple con EcoRI o
HindIII permite conocer si existe expansién de los tripletes pero
no da informacién sobre el estado de metilacién da la isla CpG.
Los resultados son validos tanto con la sonda StB12.3 como con
la 0Ox1.9.

207



CONCLUSIONES

4. En los afectos del sindrome X fragil es aconsejable conocer
el estado de metilacidén de la isla CpG prdxima a FRAXA, por lo
que debe realizarse el estudio por "Southern-blot" con doble
digestidén. Pueden usarse indistintamente las enzimas EcoRI/Eagl
o HindIII/SacII.

5. La aparicién de individuos con fenotipo del sindrome X fragil,
pero sin expansiones en la zona de los tripletes (CGG/CCG)n
indica que deben realizarse pruebas complementarias {estudio de
mutaciones puntuales o de expresidén de la proteina FMRP) para
descartar otras causas del sindrome, si bien éstas constituyen

un porcentaje minimo.

6. El fenotipo en el sindrome X fragil es muy variable, lo que
puede estar determinado por la diversidad en el numero de
tripletes y/o el estado de metilacién de la isla CpG prdxima a
FRAXA. En nuestro estudio, 1los datos moleculares de 1los
individuos analizados, se correlacionaban bien con los fisicos
y psicolbégicos. Hemos encontrado, sin embargo, dos hermanos con
la misma expansién y estado de metilacidén en la zona FRAXA y
distinta expresién del sindrome. No se detectd mosaicismo de
tamanio en los distintos tejidos estudiados, aunque la escasez de
la muestra no permitidé estudiar el estado de metilacién de la
isla CpG reguladora de la transcripcidén del gen FMR-1.

7. En el diagnéstico prenatal del sindrome X fragil, la PCR del
locus FRAXA del feto (probando) y otros familiares, complementada
con el estudio del polimorfismo DXS548, ligado a FRAXA, puede
llevar al diagnéstico de certeza en los casos de fetos mujeres
heterocigotas, con alelos de tamafio normal para el numero de
tripletes del gen FMR-1.

8. En los individuos no X fragiles, el rango de los alelos
encontrados para el locus FRAXA oscila de 7 a 43 tripletes,

siendo el de 29 seguido del de 30 los més frecuentes. Los alelos
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pequenios (< de 35 repeticiones) constituyen el 88,44% y los
grandes (> de 35 tripletes) el 11,56%. La proporcidén de alelos
en la zona gris (alelos estables o inestables) es similar a la
calculada en otras poblaciones.

9. El estudio del polimorfismo (CA/TG)n del locus DXS548 en
nuestra muestra presenta una mayor dispersién de frecuencias
respecto a otras poblaciones caucasicas estudiadas, indicando una
mayor heterogeneidad genética. Se ha encontrado un nuevo alelo
de 17 (CA/TG) que hemos denominado alelo 10 seguin la nomenclatura

propuesta por Macpherson y col., (1995).

10. El1 andlisis de los haplotipos DXS548/FRAXA en la poblacién
andaluza no X fragil, muestra una mayor dispersidén de frecuencias
que en otras poblaciones, lo que indicaria de nuevo una mayor
heterogeneidad genética. En la poblacidén X fragil se observa un
ligamiento estadisticamente significativo (x2=l9,2. P=0,0002 con
3 grados de libertad), entre el alelo 2 del locus DXS548 y los
cromosomas mutados, apoyando la hipdtesis del cromosoma fundador
surgido en Africa.

11. La secuencia de la zona de repeticiones (CGG/CCG)n del locus
FRAXA de los alelos normales muestra que a intervalos periddicos
aparece una interrupcidén (AGG/CCT). En los alelos premutados
hemos encontrado una primera interrupcién en el extremo proximal;
sin embargo la dificultad en la lectura de la secuenciacidén de
estos alelos, ha hecho imposible determinar si existian otras

interrupciones.

12. El estudio de las zonas adyacentes al locus FRAXA en las
muestras estudiadas, ha puesto de manifiesto que la secuencia en
nuestra poblacibén se corresponde con la previamente descrita por
Verker y col. (1991), no observandose ningun tipo de polimorfismo
en esta zona.
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13. La zona FRAXA del gen FMR-1 estd muy conservada en la
evolucién encontrandose una homologia del 75% con la secuencia
en la rata. El nimero de tripletes (CGG/CCG) es, sin embargo
mucho menor en esta especie, observandose 4 repeticiones seguidas
sin ninguna interrupcién (AGG/CCT).

14. Se han encontrado 3 casos de varones con retraso mental
severo y portadores de una premutacidédn en el locus FRAXA. No se
ha podido determinar si eran mosaicos de tejidos, o el retraso
mental se debia a otras causas distintas al sindrome X fragil.

15. No se han encontrado afectos de retraso mental tipo FRAXE
entre los 73 individuos analizados, por lo que la prevalencia de
este sindrome debe ser muy baja en la poblacidén retrasada de
Andalucia.

16. La prevalencia del sindrome X fragil, en 1la poblacién
andaluza con retraso mental de causa desconocida, es del 11,2%;
siendo mucho menor entre los individuos retrasados e
institucionalizados, con un valor del 6,3%. Esto indicaria una
mayor proporcidén de retrasos moderados en este sindrome. A partir
de los resultados de este estudio se calcula que la prevalencia
del sindrome X fragil en varones, es aproximadamente 1 de cada
1300, ligeramente mas alta que 1la establecida para otras
poblaciones caucédsicas. Esto podria ser debido a un cierto sesgo
de la muestra estudiada.

17. La alta prevalencia de esta enfermedad hereditaria, que este
trabajo confirma también en Andalucia, aconseja continuar su
estudio para detectar los numerosos casos aun sin diagnosticar
y mantener un seguimiento médico de las familias X frdgiles. Un
consejo genético adecuado y la posibilidad de realizar
diagnésticos prenatales en los embarazos de riesgo permitiria una
disminucién efectiva de la incidencia del sindrome X fragil en
Andalucia. '
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