DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SEVILLA

Identificacion y caracterizacion molecular de nuevos loci de
susceptibilidad para la enfermedad de Hirschsprung y el cancer

medular de tiroides.

RAQUEL MARIA FERNANDEZ GARCIiA

SEVILLA, 2004



DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SEVILLA

Memoria realizada en la Unidad Clinica de Genética y Reproduccion de los Hospitales
Universitarios Virgen del Rocio bajo la direccion de Dna. Salud Borrego Lopez,
Doctora en Medicina y la tutoria de D. Antonio J. Palomares Diaz, Catedratico de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla que presenta la
Licenciada en Farmacia RAQUEL MARIA FERNANDEZ GARCIA para optar al
grado de Doctor.

El Director, El Tutor,
Fdo. Salud Borrego Lopez Fdo. Antonio J. Palomares Diaz
Doctora en Medicina Catedratico de Microbiologia
Hospitales Universitarios Virgen del Rocio Universidad de Sevilla

Fdo. Raquel Maria Fernandez Garcia



Dedicada a mis padres



AGRADECIMIENTOS

Quisiera manifestar mi agradecimiento a todas aquellas personas que me han
ayudado y apoyado durante la realizacion de esta tesis doctoral.

A la Dra. Salud Borrego, directora de la presente tesis, y al Dr Guillermo
Antifiolo, director de esta Unidad, por darme la oportunidad de cumplir mi suefio de
introducirme en el mundo de la investigacion en Genética Humana y por sus ensefianzas
y apoyo.

Al Dr. Antonio Palomares, tutor de esta tesis doctoral en el Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia, por su cooperacion y
accesibilidad en todo momento.

A todos mis companeros de laboratorio, Ana P, Ana V, Irene, Isa, Javi, Javier,
José Luis, Maca, Mati y Salud C, por toda su ayuda, pero especialmente por el apoyo
animico que me han brindado en los momentos mas dificiles. Mencion especial para
Irene por sus aportaciones a mi formacion y sus sabios consejos; a Ana P por su
colaboracion en parte del trabajo presentado; a Maca por llevarme cada dia al
laboratorio y darme animos para comenzar el dia; a Isa por ser siempre capaz de
sacarme una sonrisa; a José Luis por su continua demostracion de amistad y carifio.

En especial a Juan Antonio, por estar siempre a mi lado y creer en mi. Sin su

animo y confianza hubiera sido imposible llegar a este punto.

Muchisimas gracias a todos

Raquel



INDICE




A.INTRODUCCION
A.1. Caracteristicas y funcion del receptor tirosin-kinasa RET
A.1.1. Aspectos moleculares del proto-oncogén RET
A.1.2 Estructura de la proteina RET
A.1.3 Mecanismo de activacion del receptor RET. Formacion del complejo
multimérico
A. 1.4 Senializacion celular mediada por RET
A.1.4.1. Activacion de la ruta RAS/ERK
A.1.4.2. Activacion de la ruta PI-3K/AKT
A.1.4.3. Activacion de la ruta JNK
A.2. Aspectos clinicos y bases moleculares de la neoplasia endocrina multiple
tipo 2 (MEN 2) y el cancer medular de tiroides esporadico
A.2.1. Clasificacion clinica de los sindromes MEN 2
A.2.2. Genética de los sindromes MEN 2
A.2.3. Etiologia del cancer medular de tiroides esporadico
A.2.4. Factores de susceptibilidad genéticos para MTC esporadico
A.3. Caracteristicas clinicas y bases moleculares de la enfermedad de
Hirschsprung
A.3.1. Concepto y caracteristicas clinicas de la enfermedad de Hirschsprung
A.3.2. Epidemiologia de la enfermedad de Hirschsprung
A.3.3. Etiopatogenia de la enfermedad de Hirschsprung
A.3.4. Genética molecular de la enfermedad de Hirschsprung
A.3.4.1. Mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung en genes

que participan en su ruta de sefializacion de RET: RET, GDNF y NTN

A.3.4.2. Mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung en los

10

12

13

13

13

14

18

18

20

21

23

24

27



genes de la ruta de sefializacion de la endotelina: EDNRB, EDN3 y ECE1

A.3.4.3. Asociacion de genes codificantes de factores de transcripcion o
de regulacion con HSCR: SOX10, PHOX2B 'y SIP1
A.3.4.4. Identificacion de regiones cromosomicas asociadas a HSCR

mediante andlisis de ligamiento

A.3.5. Co-segregacion de la enfermedad de Hirschsprung con sindromes

MEN 2

A.3.6. Factores de susceptibilidad genéticos para las formas esporddicas de

HSCR

B. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

B.1. Hipotesis de trabajo

B.2. Objetivos del estudio

C.PACIENTES Y METODOS
C.1 Pacientes y controles
C.1.1 Pacientes HSCR
C.1.2 Pacientes MTC
C.1.3 Individuos control
C.1.4 Familia MEN 24/HSCR
C.2 Métodos
C.2.1 Técnicas generales utilizadas
C.2.1.1 Extraccién de ADN a partir de sangre periférica
C.2.1.2 Espectrofotometria de ADN
C.2.1.3 Amplificaciéon de ADN genomico mediante PCR
C.2.1.4 Secuenciacion semiautomatica de los productos de PCR

C.2.1.5 Secuenciacion automatica de los productos de PCR

28

31

32

33

38

39

40

41

42

42

43

44

44

45

45

45

48

49

51

53



C.2.1.6 Rastreo de mutaciones mediante PCR-SSCP fluorescente
C.2.1.7 Rastreo de mutaciones mediante PCR-EMD fluorescente
C.2.1.8 Genotipacion por PCR-RFLP
C.2.1.9 Genotipacion espectral por PCR-FRET
C.2.1.10 Caracterizacion de los rearreglos génicos mediante Southern Blot
C.2.1.11 Tratamiento estadistico de los datos. Estudios de casos y
controles
C.2.2 Analisis molecular de la variante S836S de RET
C.2.3 Rastreo mutacional de los exones 10, 11, 13, 14, 15 y 16 del proto-

oncogen RET en los pacientes MTC

C.2.4 Rastreo mutacional del gen GFRA4 en la cohorte HSCR. Analisis

molecular de los polimorfismos identificados

C.2.5 Analisis molecular de las variantes de secuencia de los genes GFRAI

GFRA2 y GFRA3

C.2.6 Acotamiento de una delecion del gen GFRAI en una familia HSCR
C.2.6.1 Analisis de marcadores microsatélites en GFRA
C.2.6.2 Analisis por Southern Blot

C.2.7 Rastreo mutacional del intron 1 y region 5 'UTR del proto-oncogén

RET

C.2.8 Analisis molecular de los polimorfismos localizados en el intron 1 y la
region 5 de RET
C.2.8.1 Analisis de la variantes localizadas en el extremo 3" del intron 1

C.2.8.2 Analisis del resto de polimorfismos intronicos y de las dos

variantes de la region 5” de RET

55

57

59

59

61

67

70

71

72

73

76

76

78

79

81

82

83



D. RESULTADOS 87

D.1. Identificacién de una nueva mutacion en el proto-oncogén RET asociada

al cancer medular de tiroides familiar (FMTC)

88
D.2. Estudio de asociacion de la variante S836S (c.2439C>T) del proto-
oncogén RET al cancer medular de tiroides esporadico 29
D.3. Evaluacion de GFRA4 como gen de susceptibilidad para HSCR 90
D.4. Evaluacion de variantes de secuencia de los genes GFRAI, GFRA2 y
GFRA3 como factores de susceptibilidad para HSCR esporadico 01
D.5. Identificacion de una delecion dentro del gen GFRAI en una familia
HSCR 96
D.6. Evaluacion de variantes de secuencia de los genes GFRAI, GFRA2 y
GFRA3 como factores de susceptibilidad para MTC esporadico 99
D.7. Identificacion de loci de susceptibilidad en el intron 1 de RET para HSCR
y para MTC 102
D.7.1. Caracterizacion molecular del intron 1 de RET mediante
herramientas bioinformdticas 102
D.7.2. Analisis del extremo 3 'del intron I de RET. 103
D.7.2.1 Identificacion de 3 nuevos SNPs en el extremo 3’del intron 103
D.7.2.2 Estudios de asociacion entre los 3 SNPs intronicos y HSCR o
MTC esporadico 106
D.7.2.3 Analisis de haplotipos constituidos por la combinacion de los 3
SNPs intronicos 108

D.7.2.4 Analisis de haplotipos formados por la combinacion de los 3 SNPs
intronicos y los 7 cSNPs de RET. Evidencia de la existencia de un nuevo

locus fundador para HSCR 111



D.7.2.5 Asociacion de IVS1-126G>T y el haplotipo 2 de RET a MTC

esporadico en otra serie diferente de pacientes
D.7.3. Andlisis de la secuencia completa del intron 1 de RET

D.7.3.1 . Identificacion de nuevos polimorfismos a lo largo del intron 1

D.7.3.2 Estudios de asociacion entre las variantes encontradas y los
haplotipos constituidos por su combinacién, y HSCR: Evidencia de

ruptura del desequilibrio de ligamiento en la region 5" que limita con RET.

D.7.3.3 Estudios de asociacion entre las variantes encontradas y MTC

esporadico

D.&. Analisis molecular de RET en la familia MEN 2A/HSCR: Exclusion de la
mutacion C620S como causa del fenotipo HSCR

E. DISCUSION

E.1. Identificacion de una nueva mutacioén germinal, ¢.2304G>T, en el ex6n 13
del proto-oncogén RET. Implicacion de este cambio en la patogénesis del

cancer medular de tiroides familiar

E.2. Anédlisis de polimorfismos genéticos como factores de susceptibilidad para

el desarrollo de cancer medular de tiroides esporadico

E.2.1. Asociacion de la variante S836S del proto-oncogén RET a MTC

esporadico

E.2.2. Evaluacion de variantes de secuencia de los genes GFRAI, GFRA2 y
GFRA3 como factores de susceptibilidad para MTC esporddico

E.3. Busqueda de mutaciones germinales en GFRA4 asociadas al fenotipo
HSCR y evaluacion del papel de polimorfismos de GFRAI, GFRA2, GFRA3 y
GFRA4 en la aparicion de la enfermedad

E.4. Identificacion de un nuevo locus de susceptibilidad para HSCR en el

proto-oncogén RET

111

112

112

115

121

122

125

126

127

127

129

130

132



E.5. Identificacion de un nuevo locus de susceptibilidad para MTC esporadico

en el proto-oncogén RET

E.6. Exclusion de la mutacion C620S de RET como causante del fenotipo

HSCR en una familia MEN 2A /HSCR

F. CONCLUSIONES

G. REFERENCIAS

135

136

139

141



A. INTRODUCCION




Introduccion

A.1. Caracteristicas y funcion del receptor tirosin-kinasa RET.

A.1.1. Aspectos moleculares del proto-oncogén RET.

El proto-oncogén RET es un gen que codifica para la proteina RET, un receptor
de membrana con actividad tirosin-kinasa que se expresa en tejidos y tumores derivados
de la cresta neural (Takahashi y cols, 1985, 1987, 1988; Santoro y cols, 1990;
Nakamura y cols, 1994). Como su propio acréonimo sugiere, RET (REarranged during
Transfection) fue clonado por primera vez por Takahashi y cols en 1985 como un
oncogén quimérico, durante un ensayo clasico de transformacion de células NIH 3T3
con ADN procedente de linfoma humano.

RET se localiza en la region cromosomica 10q11.2 (Ishizaka y cols, 1989) con
una orientacion 5° centromérica / 3" telomérica (Pasini y cols, 1995a). Su estructura
genodmica se ha podido determinar mediante diferentes estrategias (Kwok y cols, 1993;
Ceccherini y cols, 1994; Pasini y cols, 1995a; Myers y cols, 1995) y hoy dia se sabe que
consta de 21 exones distribuidos a lo largo de 60 kilobases, resaltando que alrededor del
40% de su secuencia gendomica corresponde a un inmenso intrén de 23 kb ubicado entre
los exones 1y 2.

El ARN mensajero de Ret ha sido ampliamente estudiado en roedores y se ha
observado que su patron de expresion estd finamente regulado durante el desarrollo
embrionario, apareciendo unas tasas de expresion superiores en los estadios iniciales.
Durante esos estadios iniciales, Ret se expresa primariamente en la cresta neural,
sistemas nerviosos central y periférico y sistema excretor, donde estd implicado en el
desarrollo, migraciéon y supervivencia celular (Pachnis y cols, 1993; Avantaggiato y
cols, 1994; Schuchardt y cols, 1994; Tsuzuki y cols, 1995). En consonancia con su
patron de expresion, se ha visto que los ratones a los que se les provoca un bloqueo de
la expresion de Ret durante su desarrollo embrionario (Ret “knockout”), carecen de
nervios entéricos y ganglios cervicales superiores y presentan agenesia o disgenesia
renal (Schuchardt y cols, 1994; Durbec y cols, 1996). Ademas, en base a esos estudios
realizados en los ratones mutantes, se pudo demostrar que la mayor parte del sistema
nervioso entérico y los ganglios cervicales superiores se originan a partir de un pequefio

grupo de células de la cresta neural derivadas del rombencéfalo en un proceso que
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depende del funcionamiento de Ret (Durbec y cols, 1996). También se han realizado
estudios de expresion en tejido adulto de rata, observandose bajos niveles de expresion
en pulmoén, corazdén, bazo, e intestino delgado, y altos niveles en cerebro, timo y
testiculo (Tahira y cols, 1988).

En cuanto a estudios en humanos, la expresion de RET se detectd inicialmente en
tumores derivados de la cresta neural tales como neuroblastoma, feocromocitoma y
carcinoma medular de tiroides (Ikeda y cols, 1990; Santoro y cols, 1990; Takahashi y
cols, 1991). Actualmente, la informacion sobre los perfiles de expresion de RET en
tejidos sanos humanos esta disponible en diversas bases de datos, entre las que se
encuentra GeneNote (Gene Normal Tissue Expression), que recoge los resultados de los
experimentos realizados por el Weizmann Institute of Science, basados en la tecnologia

“DNA array” ( http://genecards.weizmann.ac.il/cgi-bin/genenote//GN_search.pl).

La importancia clinica de RET radica en su implicacion en ciertas enfermedades
humanas, tal como se describira mas adelante. Asi por ejemplo, una proporcion de casos
de carcinoma papilar de tiroides son debidos a translocaciones somaticas que implican a
RET y a otros genes activadores. También se han encontrado mutaciones somaticas de
RET en un porcentaje de casos de cancer medular de tiroides. Por ultimo, mutaciones
germinales que conducen a una ganancia de funcion del receptor son causantes de los
sindromes de neoplasia endocrina multiple tipo 2 (MEN 2; “Multiple Endocrine
Neoplasia type 2”°), mientras que mutaciones que conllevan una pérdida de funcion

originan la enfermedad de Hirschsprung (HSCR).

A.1.2. Estructura de la proteina RET.

Estructuralmente, la proteina RET es una molecula relativamente grande con un
peso molecular de alrededor de 124 Kdaltons. Como la mayoria de los miembros de la
familia de receptores tirosin kinasa (RTK), RET contiene un dominio extracelular, un
dominio transmembrana, y un dominio intracelular (Figura A.1).

El dominio extracelular no presenta homologia con ningun otro receptor tirosin-
kinasa (Takahashi y cols, 1988, 1989). Incluye un péptido sefal constituido por 28
aminodcidos, asi como una region con alta homologia a la familia de moléculas de
adhesion intercelular cadherinas, y una region rica en cisteinas. Veintisiete de los 28

residuos cisteinicos de dicha region se conservan entre especies, lo que sugiere que
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estos aminoacidos desempefian un papel fundamental en la formacion de enlaces
disulfuro intramoleculares, y por tanto en determinar la estructura terciaria de la
proteina (Takahashi y cols, 1989; Schneider, 1992; Iwamoto y cols, 1993).
Recientemente se han realizado estudios bioinformaticos para profundizar en el
conocimiento de la estructura molecular del dominio extracelular de RET. En uno de
esos estudios se ha encontrado que en total hay 4 dominios diferentes con homologia a
cadherinas, y que entre el segundo y el tercer dominio hay un sitio de unién a Ca*"

(Anders y cols, 2001).

Figura A.l1. Esquema de la estructura genomica del proto-oncogén RET y de su
correspondiente proteina. Se muestran cada una de las isoformas de la proteina RET

resultantes de la maduracion alternativa del extremo 3 de RET.
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S: Péptido sefial; Cd: Region con homologia a cadherinas; Cys: Dominio rico en cisteinas; TM: Dominio

transmembrana; TK1 y TK2: Dominios tirosin-kinasa; IK: Region entre los dominios tirosin-kinasa.

El dominio intracelular incluye al dominio con actividad tirosin-kinasa, donde
reside la actividad catalitica del receptor, que se encuentra interrumpido por una region
intermedia de 27 aminodcidos. Este dominio tirosin-kinasa se activa mediante la

fosforilacion de determinados residuos tirosinicos, desencadenando la activacion de
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ciertas rutas de sefializacion celular. Se han encontrado ciertas similitudes entre el
dominio tirosin-kinasa de RET y el de los receptores de los factores de crecimiento
derivados de plaquetas (Hanks y cols, 1988).

Existen varios transcritos distintos generados por la maduracion alternativa del
extremo 3" de RET , y que a su vez dan lugar a tres isoformas proteicas que difieren en
su extremo carboxi-terminal (Tahira y cols, 1990; Myers y cols., 1995) (Figuras A.1 y
A2).

Figura A.2. Patron de maduracion del ARN mensajero de RET.

t t t
A Stop Stop iop B
i i Y1062
_ Exén 19 Ex6n 20 Exé6n 21 l
L

RET9 -I-E-N-K-L-Y-G-R-I-S-H-A-F-T-R- RET9

-I-E-N-K-L-Y-D-A-Q-H-S-S-S-L- RET43
RET51

-I-E-N-K-L-Y-G-M-S-D-P-N-W-P- RET51

RET43

A). Los distintos transcritos de RET proceden de la combinacion de exones alternativos en el extremo 3,
y del uso de diferentes sitios de poliadenilacion. (A)n: cola de poliadeninas; linea continua: intrones
presentes en el transcrito; linea punteada: intrones ausentes. B) Secuencia aminoacidica que rodea a la

tirosina 1062 en las tres isoformas proteicas de RET.

Una serie de hechos indican que estas isoformas, conocidas como RET9 (1072
aa), RET43 (1106 aa) y RET51 (1114 aa), presentan distintas propiedades biologicas y
bioquimicas. (i) Se ha demostrado que la tirosina Y1062 juega un papel importante en la
sefalizacion celular mediada por RET (Takahashi, 2001; Coulpier y cols, 2002). Y1062
representa un sitio de unidén para varias moléculas adaptadoras tales como SHC,
SNT/FRS2, IRS1, DOK1, DOK4, DOKS5 y Enigma (Kurokawa y cols, 2003). Como
consecuencia, varias rutas de sefializacion entre las que se encuentran las de RAS/ERK,
PI-3K/AKT, p38MAPK, JNK y ERKS, se activan principalmente a través de la

fosforilacion de Y1062. Pues bien, el contexto en el que se encuentra esta tirosina es
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diferente en cada isoforma proteica, variando consiguientemente la afinidad de union de
las distintas moléculas efectoras. (i1) Por otra parte, RET51 presenta residuos tirosinicos
adicionales que estdn ausentes en RET9 y RET 43. Uno de ellos es Y1096, que
proporciona un sitio de unioén para la molécula adaptadora GRB2. (iii) Por tltimo, se ha
comprobado que hay diferencias notorias en la expresion de las isoformas durante el
desarrollo embrionario. Asi por ejemplo, la cantidad relativa de transcritos de RETS51
esta fuertemente regulada durante el desarrollo del rifién. En este tejido, la expresion de
la isoforma RET51 es muy baja en comparacion con la de RET9 durante las primeras
semanas de gestacion, pero posteriormente aumenta rapidamente hasta multiplicarse por
siete (Ivanchuk y cols, 1998). Como consecuencia de todo esto se piensa que las
distintas isoformas de RET podrian jugar diferentes papeles en el desarrollo y/o en los

procesos tumorigénicos en que se ha visto que RET es participe.

A.1.3. Mecanismo de activacion del receptor RET. Formacion del complejo

multimérico.

A diferencia de otros RTKs de mamiferos, la activacién de la proteina RET
requiere la previa formaciéon de un complejo heterotetramérico, en el que participan
miembros de dos grupos distintos de proteinas: un ligando soluble de la familia de
factores neurotroficos derivados de la glia (“Glial Derived Neurotrophic Factors”,
GDNF), y un co-receptor unido a la superficie celular de la familia de receptores o de
GDNF.

Los ligandos GDNF son miembros de la subfamilia TGF-3 (Lin y cols, 1993) y
se ha visto que todos ellos actian como potentes factores de supervivencia neuronal
(Baloh y cols, 2000). Hasta la fecha se han identificado 4 miembros pertenecientes a
esta familia, que son GDNF, neurturina (NTN), artemina (ART) y persefina (PSP).
Todos estos factores contienen un nodo cisteinico constituido por siete residuos
cisteinicos conservados y espaciados de forma similar, y aproximadamente el 40% de su
secuencia aminoacidica es idéntica. Se ha observado que GDNF, NTN y ART estan
implicados en la supervivencia de un amplio espectro de neuronas tanto periféricas

como centrales, mientras que PSP participa en la supervivencia de neuronas
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dopaminérgicas motoras y de la sustancia nigra tanto in vivo como in vitro, pero no en

la de neuronas periféricas (Takahashi, 2001).

Aunque los cuatro miembros de la familia GDNF actian como ligandos de RET,
no se unen directamente a este receptor sino que han de interaccionar previamente con

un co-receptor de la familia GFRa (Figura A.3).

Figura A.3. Activacion del receptor RET por parte de los miembros de la familia

GDNF.
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Estos co-receptores no tienen dominios intracelulares, sino que se encuentran
anclados a la membrana celular a través de un enlace glicosil-fosfatidilinositol (GPI)
(Treanor y cols, 1996; Jing y cols, 1996). Hasta el momento se han identificado 4 co-
receptores GFRa, conocidos como GFRal, GFRa2, GFRa3 y GFRa4. Cada uno de los
ligandos GDNF tiene una especial afinidad por un co-receptor GFRa concreto. Asi,
GDNF se une preferentemente a GFRal, NTN a GFRa2, ART a GFRa3 y PSP a

GFRa4, si bien también se pueden dar otras interacciones ligando-coreceptor diferentes,

7
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aunque con menor afinidad (Jing y cols, 1996; Treanor y cols, 1996; Buj-Bello y cols,
1997; Klein y cols, 1997; Sanicola y cols, 1997; Baloh y cols, 1998; Enokido y cols,
1998). En resumen, parece necesaria la interaccion de uno de los 4 ligandos (GDNF,
NTN, PSP, ART) con alguno de sus 4 correceptores (GFRal-4), antes de que el
complejo resultante pueda interaccionar con RET, produciendo su dimerizacién y
autofosforilacion (Figura A.3). Este seria el punto de partida de la cascada de
activacion, dependiente de RET, que se genera en respuesta a las sefiales externas.
Fisiologicamente, RET parece transducir intracelularmente sefales externas muy
diversas, en diferentes tejidos y en diferentes estadios del desarrollo; éstas irian desde
sefales de diferenciaciéon, de crecimiento tisular, de supervivencia o apoptosis

(Takahashi y cols, 2001).

A.1.4. Seiializacion celular mediada por RET.

RET ejerce sus funciones en la célula a través de una compleja serie de
interacciones con varios tipos de moléculas. Asi, cuando RET se activa puede
desencadenar respuestas de crecimiento, diferenciacion o supervivencia, dependiendo
del tipo celular, asi como de la etapa del desarrollo en que se dé dicha activaciéon. Como
se ha mencionado anteriormente, la dimerizacion de los receptores RET desencadena la
autofosforilacion de residuos tirosinicos intracelulares. Hasta la fecha se ha demostrado
que de las 18 tirosinas intracelulares de RET, 9 pueden fosforilarse como consecuencia
de la activacion del receptor (Takahashi y cols, 1988; Liu y cols, 1996). Seguidamente,
ciertas moléculas adaptadoras que contienen dominios SH2, reconocen la secuencia
aminoacidica que rodea a los residuos fosforilados e interaccionan con estos sitios de
manera especifica. Entre esas interacciones se encuentran la de GRB7 y GRBI10
(“Growth factor Receptor-Bound protein 7 y 10”), que se unen a la tirosina Y905; la
fosfolipasa C-y (PLC- v ) interacciona con la tirosina Y1015; la tirosina Y1062 es diana
de una gran variedad de moléculas tales como SHC, SNT/FRS2 (“Fibroblast growth
factor Receptor Substrate 2”), IRS1 (“Insulin Receptor Substrate 1), DOK1, DOK4,
DOKS (“Docking protein 1, 4 y 5) y Enigma; por Ultimo GRB2 (“Growth factor
Receptor-Bound protein 2”) se une a la tirosina Y1096 (Figura A.4) (Borrello y cols,
1994, 1996; Pandey y cols, 1995; Asai y cols, 1996; Arighi y cols, 1997; Lorenzo y
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cols, 1997; Alberti y cols, 1998; Durick y cols, 1998; Grimm y cols, 2001; Kurokawa y
cols, 2001; Melillo y cols, 2001a, 2001b; Murakami y cols, 2002).

Figura A.4. Rutas de sefializacion en las que participa RET.
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Como resultado de las interacciones de las formas fosforiladas de RET con todas
estas proteinas adaptadoras, se activan varias rutas de sefializacion conocidas, en las que
participan MAP-kinasas (“Mitogen Activated Protein kinases”). Las cascadas de las
MAP kinasas estan altamente conservadas en eucariotas y participan en varias rutas de
sefalizacion celular que controlan un amplio espectro de respuestas celulares,
incluyendo crecimiento, diferenciacion y respuestas ante estrés. Las MAP kinasas son
una familia de serin/treonin-kinasas que incluyen p42/44™4F% (también conocidas como
ERK1 y ERK2, “Extracellular signal-regulated kinases”) , INK/SAPK ( protein kinasa
activada por estrés, “c-Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase’), kinasa
p38 y kinasa ERKS5 o MEKS.

También se ha observado que RET interacciona con la fosfolipasa C-y (PLC-y) a
través de la tirosina Y1015, desencadenando la activacion de esta ruta ( Borrello y cols,

1996; Hansford y Mulligan, 2000; Figura A.4).

A.1.4.1. Activacion de la ruta RAS/ERK.

Se ha demostrado que RET es capaz de desencadenar la ruta de RAS-ERK, la
cual es esencial tanto para la supervivencia como para la diferenciacion neuronal
(Figura A.4) (Califano y cols, 1995, 2000; van Weering y cols, 1995; Worby y cols,
1996). La cascada RAS-ERK se puede originar a través de la interaccion de Y1062 de
RET con la molécula adaptadora SHC o SNT/FRS2, lo que provoca la activacion de
GRB2, que a su vez activa a RAS. Alternativamente la activacion de esta ruta se puede
dar por interaccion directa de la tirosina Y1096 con GRB2. También se ha visto que la
interaccion de GRB7 o GRB10 con Y905 esta relacionada con la activacion de esta ruta
(Iwashita y cols, 1996a) (Figura A.5).

La proteina GRB2 se acopla por un lado a uno de los residuos de fosfotirosina de
RET, y por el otro a otra proteina conocida como SOS que, al ser activada por GRB2,
funciona como una proteina de intercambio de guanina. Concretamente la unién de SOS
a la proteina RAS convierte a ésta en su forma activa asociada a GTP, dotandola
entonces de capacidad para desencadenar toda una cascada de protein-kinasas que
influirdn en los procesos de proliferacion y diferenciacion celulares. La proteina RAS

activada se unira al dominio N-terminal de RAF, una kinasa de serinas/treoninas.
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Figura A.5.Cascada RAS/ERK.
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muchas proteinas, incluidos factores de transcripcion que regulan la expresion de
importantes proteinas del ciclo celular y de la diferenciacion (Figuras A.4, A.S).

Entre esos factores de transcripcion se encuentra la proteina CREB (“cAMP
Response Element binding”), que es capaz de activar la transcripcion de genes
conocidos como genes de accion inmediata o temprana (IEG, “Inmediate Early-genes”).
Algunos de esos genes IEG codifican para otros factores de transcripcion, que a su vez
influirdn posteriormente para activar a los genes de accion tardia.

Pues bien, se ha visto que en algunos tipos celulares la activacion mediada por
RET de las rutas dependientes de RAS puede dar lugar a una diferenciacion celular
(Califano y cols, 2001). En cambio, en otros tipos celulares RET podria llegar a
bloquear la diferenciacion inducida por RAS evitando la translocacion nuclear de ERK,
y consiguientemente la induccion de la transcripcion de genes IEG (Colucci-D”Amato y

cols, 2000).

A.1.4.2. Activacion de la ruta PI-3K/AKT.

La activacion de la enzima fosfoinositol-3—kinasa (PI-3K), probablemente a
través de la interaccion de RET con GRB2 y GAB1 o GAB2, también se encuentra
implicada en la proliferacion y la supervivencia celular (Murakami y cols, 1999; Soler y
cols, 1999). La estimulacion de esta ruta por parte de RET esta asociada con la
motilidad e interacciones celulares, y puede conducir a la formacion de lamelipodios y a
la fosforilacion de proteinas relacionadas con la formacion de adhesiones focales (como
la paxilina, FAK, pl130cas...), o con el aumento de expresion de la conexina-43
(Romano y cols, 1994; Xing y cols, 1996; van Weering y cols, 1998; Murakami y cols,
1999b; Segouffin-Cariou y cols, 2000). RET también actiia a través de la PI3-K para
estimular a la protein-kinasa B o AKT-kinasa, que activa al factor de transcripcion
NFxB, jugando asi un papel importante en la supervivencia y proliferacion celular, pero
también pudiendo participar en procesos neopldsicos (Murakami y cols, 1999; Soler y

cols, 1999; Segouffin-Cariou y cols, 2000) (Figura A.4).
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A.1.4.3. Activacion de la ruta JNK.

También se ha mostrado que RET activa la cascada de la kinasa JNK a través de
la GTPasa cdc42/RACI. La kinasa JNK activa varios factores de transcripcion entre los
que se encuentra c-jun. La regulacion de c-jun por JNK modula la apoptosis inducida
por estrés en ciertos tipos celulares, y podria también jugar un papel en la induccion de
los procesos de reparacion de ADN en respuesta a dafio genotoxico. Esta ruta esta
implicada en procesos neoplasicos (Marshall y cols, 1997), pero aun no se conoce muy
bien como RET es capaz de desencadenarla, si bien se piensa que podria enlazar con la
ruta de la PI3 kinasa (Hansford y Mulligan, 2000). Estudios recientes sugieren que la
molécula adaptadora DOK1 se une a la tirosina 1062 de RET, y a otra proteina
adaptadora conocida como NCK, pudiendo esta asociacion ser también responsable de

la activacion de JNK (Kurokawa y cols, 2003) (Figura A.4).

A.2. Aspectos clinicos y bases moleculares de la neoplasia endocrina multiple

tipo 2 (MEN 2) y el cancer medular de tiroides esporadico.

A.2.1. Clasificacion clinica de los sindromes MEN 2.

El cancer medular de tiroides (MTC) representa aproximadamente el 5-10% de
todos los tumores malignos de tiroides. Alrededor del 75% de todos los casos de MTC
registrados son esporadicos, y los restantes (25%) estan englobados en un cuadro
hereditario conocido como neoplasia endocrina multiple 2 (MEN 2) (Eng, 1999). El
MEN 2 es un sindrome canceroso mendeliano autosémico dominante, que incluiria los
siguientes cuadros clinicamente diferenciables: neoplasia endocrina multiple 2A y 2B
(MEN 2A y MEN 2B) y céancer medular de tiroides familiar (FMTC). Las
caracteristicas clinicas de los diferentes cuadros, estan resumidas en la Tabla A.1.

El sindrome MEN 2A se presenta con la clasica triada de MTC, feocromocitoma
(PHEO) en aproximadamente el 50% de los casos, e hiperparatiroidismo (HPT) o
adenoma paratiroideo en un 15-30% de los casos (Schimke, 1984; Eng, 1999). Es la

forma mas comin de MEN 2, abarcando aproximadamente el 90% de todos los casos.
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El sindrome MEN 2B abarca un 5% de los casos MEN 2, y la clinica es similar a
la de MEN 2A con la diferencia de que la edad de manifestacion del tumor es una media
de 10 anos mas temprana. Ademas no cursa con HPT, pero va acompafiado de
anormalidades del desarrollo como habito marfanoide, ganglioneuromatosis, neuromas
mucosos y engrosamiento de fibras nerviosas corneales (Gorlin y cols, 1968; Eng,
1999).

Finalmente, el FMTC tiene como tnico fenotipo el cdncer medular de tiroides
(Farndon y cols, 1986; Eng, 1999). Se piensa que el curso de MTC en estas familias es
mas benigno que en MEN 2A y MEN 2B, y el pronostico es mas favorable.

Tabla A.1. Subtipos clinicos de los sindromes MEN 2

MTC PHEO HPT OTROS RASGOS
MEN 2A + * * Es la forma mas comtn. Normalmente no tiene otros rasgos asociados
MEN 2B + + - e Anormalidades musculo-esqueléticas:

- Habito marfanoide

- Pies cavos

- Pectus excavatum

- Hipotonia y debilidad muscular
e Neuromas en labios, lengua y conjuntiva
e Engrosamiento de las fibras nerviosas corneales
e  Ganglioneuromatosis del intestino

FMTC + - - Es de manifestacion tardia y curso lento

A.2.2. Genética de los sindromes MEN 2.

A diferencia de otros sindromes cancerosos, que estan asociados a la inactivacion
de genes supresores de tumores, los sindromes MEN 2 se producen por mutaciones
activadoras del proto-oncogén RET. Se estima que aproximadamente el 92% de los
casos de MEN 2 presentan mutaciones germinales en seis exones distintos de RET

(exones 10, 11, 13, 14, 15y 16) (Eng y cols, 1996a; Eng, 1999) (Figura A.6, Tabla A.2).
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Figura A.6. Representacion de la localizacion de las mutaciones de RET causantes de

los sindromes MEN 2.
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En MEN 2A el 98% de los pacientes tienen mutaciones germinales
identificables. Estas alteraciones aparecen agrupadas en un sitio caliente de mutaciones
especifico que se corresponde con 5 codones cisteinicos presentes en el dominio
extracelular de la proteina (codones 609, 611, 618, 620 y 634) (Mulligan y cols, 1995;
Eng y cols, 1996a). Rara vez se han observado la aparicion de duplicaciones/inserciones
en el exén 11 que se traducen en la inserciéon de 3 o 4 aminoacidos en el dominio
cisteinico del receptor (Hoppner y Ritter, 1997). Ademads, s6lo en una ocasioén se ha
descrito una mutacion afectando al codon 631, que si bien no es cisteinico se encuentra
localizado préoximamente a los codones cisteinicos 630 y 634 (Berndt y cols, 1998).
Aproximadamente el 87% de las mutaciones MEN 2A afectan al codon 634, siendo la
sustitucion mas frecuente la de cisteina por arginina (C634R), encontrada en mas del
50% de los casos (Mulligan y cols, 1995; Eng y cols, 1996a). En Espafia, la tasa de
mutaciones de las familias MEN 2A ha ofrecido unos resultados comparables con los
obtenidos en otras poblaciones. Sin embargo, cabe destacar la mayor prevalencia de la
mutacion C634Y, lo que sugiere un efecto fundador de esta mutacion en nuestra
poblacion (Sanchez y cols, 1998; 1999). Los estudios bioquimicos efectuados con las

proteinas mutadas en los codones cisteinicos, indican que los cambios de aminoacidos
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localizados en esta region, conducen a la pérdida de los puentes disulfuros
intramoleculares presentes en la proteina normal. En consecuencia, ain en ausencia de
sefales externas, las proteinas deletéreas sufren dimerizaciones espontaneas provocando
a su vez una autofosforilacion de los dimeros de RET, que permanecen activos de
manera auténoma. La consecuencia final es la activacion constitutiva de las vias
metabolicas de senalizacion de RET, siendo ésta la alteracion primaria que produce la
transformacion de las células parafoliculares del tiroides (Borrello y cols, 1995; Santoro
y cols, 1995; Rossel y cols, 1997).

Muchas de las mutaciones causantes de MEN 2A, también pueden originar
FMTC. En mas del 80% de las familias FMTC se han encontrado sustituciones en los
codones cisteinicos 609, 611, 618, 620 y 634, si bien su distribucidon es menos uniforme.
Curiosamente, la mutacion C634R, que es la mas frecuente en MEN 2A, no aparece
nunca asociada a FMTC (Mulligan y cols, 1995; Eng y cols, 1996a). Existen también
descripciones de mutaciones localizadas en el coddn cisteinico 630, y de inserciones
que introducen nuevas cisteinas en el dominio cisteinico del receptor (Komminoth y
cols, 1995; Pigny y cols, 1999). Ademas de las mutaciones que afectan a las cisteinas
extracelulares, FMTC se encuentra también asociado a sustituciones aminoacidicas que
afectan al dominio intracelular, en los codones 768, 790, 791, 804 y 891 (Eng y cols,
1995a; Bolino y cols, 1995; Fink y cols, 1996; Boccia y cols, 1997; Hofstra y cols,
1997; Berndt y cols, 1998; Dang y cols, 1999; Antifiolo y cols, 2002). El mecanismo
funcional de estas Gltimas mutaciones no ha sido suficientemente aclarado. No obstante,
se piensa que estos cambios podrian conducir a un incremento de la union de ATP a las
proteinas mutadas y/o a la alteracion de la especificidad de substrato de RET (Bolino y
cols, 1995; Eng y cols, 1995a; Pasini y cols, 1997; Dang y cols, 1999; Iwashita y cols,
1999) .

En el caso de MEN 2B, aproximadamente el 95% de los pacientes portan la
mutacion M918T (exdn 16), y alrededor del 2-3% porta la mutacion A883F (exdn 15)
(Carlson y cols, 1994; Eng y cols, 1994, 1996 a; Hofstra y cols, 1994; Mulligan y cols,
1995; Gimm y cols, 1997; Smith y cols, 1997). Ambas mutaciones, aparecen en la zona
de reconocimiento y union del substrato a RET alterando la especificidad de la proteina,

que parece fosforilar con mayor afinidad los substratos propios de las kinasas
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citoplasmaticas (Songyang y cols, 1995; Bocciardi y cols, 1997; Murakami y cols,

1999).

Tabla A.2. Mutaciones del proto-oncogén RET y los sindromes MEN 2 asociados

Exo6n Codon Cambio de nucleétido Cambio de aminoacido Fenotipo
10 609 TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC
TGC aTAC Cysa Tyr MEN2A
611 TGC aTAC CysaTyr MEN2A
TGC a TGG CysaTrp MEN2A, FMTC
TGC a GGC Cys aGly FMTC
618 TGC aTTC Cys a Phe MEN2A
TGC a TCC Cys a Ser MEN2A, FMTC
TGC a AGC Cys a Ser MEN2A, FMTC
TGC a GGC CysaGly MEN2A
TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC
TGC aTAC Cysa Tyr MEN2A, FMTC
TGC a TGA Cys a Stop MEN2A
620 TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC
TGC aTAC CysaTyr MEN2A
TGCaTTC Cys a Phe MEN2A
TGC aTCC Cys a Ser MEN2A
TGC a GGC Cys aGly MEN2A
11 630 TGCaTTC Cys a Phe FMTC
634 TGC a TAC Cysa Tyr MEN2A, FMTC
TGC a CGC Cys a Arg MEN2A
TGCaTTC Cys a Phe MEN2A, FMTC
TGC a GGC CysaGly MEN2A
TGC a TGG Cys a Trp MEN2A
TGC a AGC Cys a Ser MEN2A
TGC aTCC Cys a Ser MEN2A, FMTC
13 768 GAG a GAC Glu a Asp FMTC
GAG a GAT Glu a Asp FMTC
790 TTGaTTT Ley a Phe MEN2A, FMTC
TTG aTTC Ley a Phe MEN2A, FMTC
791 TATaTTT Tyr a Phe FMTC
14 804 GTGaTTG ValaLeu FMTC
GTG a ATG Val a Met FMTC
804 y 806 804-GTG a ATG Val a Met MEN2B
806-TAC a TGC Tyr a Cys
15 883 GCTaTTT Ala a Phe MEN2B
891 TCG a GCG Ser a Ala FMTC
16 918 ATG a ACG Met a Thr MEN2B
Duplicaciones N° de base Secuencia insertada Aminoacidos insertados Fenotipo
8 1741-1742 Ins GAG GAG TGT EEC 531-532 FMTC
11 2056-2057 Ins TCG CGC ACG CRT 636-637 MEN2A
2049-2050 Ins ACG AGC TGT GCC TSCA 634-635 MEN2A

También se ha encontrado un caso MEN 2B asociado a la doble mutacion

V804M e Y806C (Iwashita y cols, 2000). Se ha comprobado in vitro que esta
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combinacion de variantes tiene mas capacidad transformadora que cada una de las
variantes por separado, y que presenta propiedades biologicas similares a las de otras

mutaciones de RET asociadas a MEN 2B.

A.2.3. Etiologia del cancer medular de tiroides esporadico.

El céancer medular de tiroides esporadico, se define como un tumor de células
parafoliculares del tiroides, que aparece en un paciente sin antecedentes familiares ni
otras caracteristicas asociadas a los cuadros de MEN 2, y sin ninguna alteracion
germinal caracteristica del cuadro sindromico (Schimke, 1984; Eng, 1999). Sin embargo
varios estudios poblacionales han mostrado que un 3-7% de estos casos representan
casos MEN 2 de novo con mutaciones germinales en RET (Eng y cols, 1995b; Wohllk y
cols, 1996; Eng, 1999).

La etiologia del MTC esporadico no se conoce bien. Se ha observado que de un
23 a un 70% de esos casos portan mutaciones somaticas en RET (Eng y cols, 1996b).
No obstante, los analisis de subpoblaciones de células tumorales procedentes de un solo
paciente revelan que las mutaciones en RET aparecen en subgrupos de clones, lo que
sugiere que dichas mutaciones no son causantes del MTC, sino que aparecen durante la
progresion de éste (Eng y cols, 1995b, 1998). Aunque se han descrito mutaciones en los
exones 13 y 15, tratindose en la mayor parte de los casos de la mutacion M918T, su
mecanismo de aparicion se desconoce por completo. Resultados de estudios realizados
en la poblacion alemana indican que existe una sobre-representacion a nivel germinal de
la variante de RET S836S (¢.2439C>T) en los pacientes con MTC esporadico respecto a
la poblacion general, y curiosamente parece que la presencia de esta variante
correlaciona con la aparicion a nivel somatico de M918T (Gimm y cols, 1999). Estos
datos sugieren que S836S podria predisponer a la aparicion de M918T, aunque esta

hipotesis no esta atin confirmada.

A.2.4. Factores de susceptibilidad genéticos para MTC esporddico.

El ¢cSNP ("coding Single Nucleotide Polymorphism") S836S de RET es el primer
factor de susceptibilidad genético descrito para MTC esporadico (Gimm y cols, 1999).

Se trata de un cambio silente que fue identificado originalmente por nuestro grupo en el
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exon 14 del proto-oncogén RET, en una familia afecta de MEN 2A y enfermedad de
Hirschsprung (Borrego y cols, 1998). En un estudio de casos y controles realizado por
Gimm y cols en 1999, se detect6 la presencia de S836S en 9 pacientes de 49 (9%) y en
solo 5 controles sanos de 70 (3,6%). Al realizar el andlisis estadistico comparativo entre
pacientes y controles se observo una sobre-representacion significativa de la variante en
el grupo de pacientes (Test exacto de Fisher: p= 0.03). El mecanismo molecular de
S836S es desconocido, aunque se postula que podria actuar creando tractos
hipermutables hacia el segmento 3" del proto-oncogén RET dando lugar asi a la
mutacion somadtica M918T, en lugar de participar directamente en el proceso
tumorigénico. Alternativamente, se ha planteado que S836S podria aumentar la
expresion de RET o generar la activacion de sitios cripticos de maduracion,
conduciendo a la produccion de proteinas mutantes. En cualquier caso han de realizarse
estudios funcionales adicionales para determinar con exactitud el mecanismo molecular
por el que S836S parece predisponer a desarrollar cancer medular de tiroides.

Con posterioridad se ha descrito la existencia de un nuevo factor de
susceptibilidad para MTC esporadico localizado en el gen GFRAI (Gimm y cols, 2001).
Este gen codifica para el co-receptor GFRal de RET que, como se ha descrito
detalladamente en la seccion A.1.3, es necesario para la dimerizacion y consiguiente
activacion de la cascada metabolica del receptor. Dado que las mutaciones de RET que
generan una ganancia de funcion estan asociadas con MTC, seria igualmente factible
que mutaciones en genes que codifican para los miembros del complejo
heterotetramérico de activacion de RET, puedan afectar a la cascada metabdlica del
receptor y jugar asi un papel en la patogénesis de MTC. En la poblacion alemana se
detectd la sobre-representacion del polimorfismo —193C>G, situado en el extremo
5'UTR de GFRAI, y una sub-representacion de ¢.537T>C en el exén 4 del mismo gen,
al realizar un estudio poblacional comparativo entre casos MTC esporadicos y controles
sanos (Gimm y cols, 2001). Ademas, tras analizar la expresion diferencial de GFRAI a
nivel de ARN mensajero y de proteina, estos autores encontraron una sobre-expresion
en los tumores que portan el polimorfismo —193C>G. Estos datos podrian sugerir que —
193C>G actlia como un alelo de susceptibilidad de baja penetrancia para el desarrollo

de MTC. Por otra parte, ¢.537 T>C podria tener un efecto protector contra el desarrollo
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de la enfermedad. Sin embargo, los mecanismos precisos de actuacion de ambas
variantes de secuencia siguen siendo un misterio.

Dado que los fendmenos de asociacion de las variantes anteriormente
mencionadas a MTC esporadico podrian quedar restringidos a la poblacion alemana,
uno de los objetivos del presente trabajo de tesis ha sido la evaluacion de la implicacion
de dichos cambios de secuencia en la patogénesis de MTC, en la poblacion espafiola

(Ruiz y cols, 2001; Borrego y cols, 2002).

A.3. Caracteristicas clinicas y bases moleculares de la enfermedad de

Hirschsprung.

A.3.1. Concepto y caracteristicas clinicas de la enfermedad de

Hirschsprung.

La enfermedad de Hirschsprung o megacolon agangliénico (HSCR, OMIM
142623), es una patologia congénita caracterizada por la ausencia de los ganglios
intramurales de Meissner y Auerbach en una porcidon variable del intestino grueso,
dando como resultado una obstruccion intestinal funcional. Se puede presentar bajo dos
formas fenotipicas diferentes: HSCR de segmento corto (S-HSCR: 67-82% de casos),
en la que se ve afectada una regién por debajo del sigmoides superior, y HSCR de
segmento largo (L-HSCR: 15-25% de casos) en la que la aganglionosis se extiende por
encima del plexo esplénico. El criterio para catalogar a los pacientes con aganglionosis
hasta el colon descendente es variable, pudiéndose considerar como una tercera forma
fenotipica (HSCR de segmento colonico: 3-8%), o bien incluirse dentro de S-HSCR o
L-HSCR (Chakravarti y Lyonnet, 2002).

En la mayoria de los casos el diagnostico de HSCR se realiza en el periodo
neonatal, debido a una obstruccion intestinal con los siguientes signos: (1) dificultad en
expulsar el meconio durante las primeras 48 horas de vida, (2) distension abdominal que
se alivia con la estimulacion rectal o la administracion de enemas, (3) vomitos y (4)
enterocolitis neonatal (Torfs, 1998). Algunos casos se diagnostican mas tarde en la
infancia o en la etapa adulta con estrefiimiento severo, distension abdominal cronica,

vomitos y retraso de crecimiento (Parc y cols, 1984).

20



Introduccion

Las principales técnicas diagnosticas incluyen la visualizaciéon abdominal por
rayos X, enema de bario, manometria ano-rectal y biopsia de la pared rectal. En cuanto
al tratamiento, es quirdrgico tras un preoperatorio meticuloso. Basicamente el principio
consiste en situar el intestino normal en el ano, y eliminar la contraccion tonica del

esfinter anal interno.

A.3.2. Epidemiologia de la enfermedad de Hirschsprung.

Se estima que la incidencia de HSCR es de 1 de cada 5000 nacidos vivos
(Bodian y Carter, 1963; Amiel y Lyonnet, 2001). Sin embargo esta incidencia varia
significativamente entre los distintos grupos étnicos alcanzando valores de 1.5, 2.1y 2.8
de cada 10000 nacidos vivos en caucasianos, afro-americanos y asiaticos
respectivamente) (Torfs, 1998).

Usualmente HSCR aparece como caso aislado, sin historia familiar previa
(HSCR esporadico) aunque también hay casos familiares en los que se observan
patrones de herencia autosémicos dominantes y recesivos, con penetrancia y expresion
variables (Passarge, 1967). Existe una clara predominancia de varones afectos, siendo el
ratio varones: mujeres = 4:1 (Badner y cols, 1990). Curiosamente este ratio varones:
mujeres es significativamente mas alto para S-HSCR que para L-HSCR (Badner y cols,
1990; Torfs, 1998).

Aproximadamente el 70% de los pacientes HSCR no tienen otras
manifestaciones clinicas adicionales, mientras que en el 30% de casos restante este
fenotipo se presenta como formas sindromicas, asociado a otras malformaciones
congénitas o a otro desorden genético adicional (Tabla A.3, Tabla A.4) (Amiel y
Lyonnet, 2001). Concretamente HSCR aparece asociado a alguna anomalia
cromosodmica en un 12% de los casos, siendo la trisomia 21 la mas frecuente (>90%).
Por otra parte, el 18% de los pacientes HSCR aparecen con anomalias congénitas
asociadas, tales como malformaciones gastrointestinales, fisura palatina, polidactilia,
defectos en el septo cardiaco y anomalias craneo-faciales (Spouge y Baird, 1985;

Brooks y cols, 1998).
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Tabla A.3. Sindromes asociados con HSCR (Amiel y Lyonnet, 2001).

Sindromes MIM Rasgos clave
Neurocristopatias
Anomalias en la pigmentacion (mechén blanco, iris bicolor,
WS4 (Shah-Waardenburg) 277580 L S
hipopigmentacion irregular), y sordera
Yemenite deaf-blind 601706 Pérdida de audicion, anomalias oculares (microcornea, coloboma,
hipopigmentacion nistagmo), anomalias en la pigmentacion.
BADS 227010  Pérdida de audicion, hipopigmentacion de la piel y retina
Piebaldismo 172800  Hipopigmentacion irregular de la piel
Haddad o enfermedad de Ondine 209880  Hipoventilacion central congénita
MEN 2A 171400 Cgrcmomg rpedular de tiroides, feocromocitoma,
hiperparatiroidismo
Riley-Day 223900  Anomalias del sistema nervioso autonomo
HSCR siempre asociado
Goldberg-Shprintzen 235730 F isura palatln?, hipotonia, microcefalia, retraso mental, rasgos
faciales dismorficos
235740  Polidactilia, agenesia renal unilateral, hipertelorismo, sordera
HSCR con anomalias limbicas 235750  Polidactilia postaxial, defecto en el septo ventricular
235760  Hipoplasia de las falanges distales y uilas, rasgos dismorficos
604211  Polidactilia preaxial, defecto cardiaco, anomalias laringeas
306980  Braquidactilia tipo D
Anormalidades cerebrales, retraso, displasia ectodérmica,
BRESHEK malformaciones esqueléticas, HSCR, anormalidades de ojo y oido,
displasia renal
Diaplasia mesomélica tipo Werner Mesomelia, polidactilia
HSCR ocasionalmente asociado
Bardet-Bicdl 209900 Retlnopana.plgn.lf.:ntarla, qbemdad, hipogenitalismo, leve retraso
mental, polidactilia postaxial
Kauffiman-McKusick 236700 Hldr(?m.etrocolpo, polidactilia postaxial, defecto cardiaco
congenito
. . . Retraso en el crecimiento, microcefalia, retraso mental,
Smith-Lemli-Opitz 270400 hipospadia, sindactilia de 2-3 dedos de los pies, rasgos dismorficos
Hipoplasia de cartilago y cabello 250250 Dwarfismo, displasia metafisaria, inmunodeficiencia
HSCR rara vez asociado
Distrofia muscular congénita de 253800  Distrofia muscular, polimicrogiria, hidrocefalia, ataques
Fukuyama
Clayton-Smith 258840  Rasgos dismorficos, dedos y ufias hipoplasticas, ictiosis
Kaplan 304100 Agénesis del cuerpo calloso, pulgares cortos, ptosis, debilidad
muscular
Okamoto 308840  Hidrocefalia, fisura palatina, agénesis del cuerpo calloso
Asociaciones miscelaneas
Pallister-Hall (CAVE) 140510
Fryns 229850
Aarskog 100050
Enfeljmedad Qe Jeune o distrofia 208500
toracica asfixiante
Displasia frontonasal 136760
Osteopetrosis
Goldenhar 164210
Lesch-Nyhan 308000
Rubinstein-Taybi 180849
Toriello-Carey 217980
SEMDIJL 271640
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Tabla A.4. Anomalias cromosdmicas asociadas a HSCR.

Cromosoma Rasgos clave Numero de casos

+21 Sindrome de Down, S-HSCR, Varones: mujeres= 5.5-10.5 2-10% de casos HSCR
del 10q11 Retraso mental, L-HSCR 2 casos

del 13q22 Retraso metal y de crecimiento, rasgos dismorficos, S-HSCR 7 casos

del 2422-023 Retraso en el crecimiento postnatal y microcefalia, retraso
4eod mental, epilepsia, rasgos dismorficos, L-HSCR o S-HSCR
del 17q21 4 casos
Sindrome MCA/MR (“Multiple Congenital
dup 17g21-q23 Anomalies/Mental Retardation™)
+22ql1 Sindrome del ojo de gato

3 casos

4 casos

A.3.3. Etiopatogenia de la enfermedad de Hirschsprung.

La hipoétesis mas aceptada acerca de la etiopatogénesis de HSCR se basa en un
fallo en la migracién de neuroblastos de la cresta neural (CN) que, en condiciones
normales, deben alcanzar el intestino delgado en la séptima semana de gestacion, y el
recto en la duodécima semana (Okamoto y Ueda, 1967). Las distintas formas clinicas
que presentan una extension variable del segmento aganglionico, podrian considerarse
como el resultado de interrupciones del proceso migratorio en distintos periodos
gestacionales (Martucciello y cols, 2000).

La CN es una estructura muy peculiar. Tal como formulé Horstadius en 1950,
“al originarse tan temprano, se considera uno de los primeros 6rganos en el desarrollo
de los embriones de vertebrados. Sin embargo s6lo tiene una existencia temporal, y sus
células se dispersan por todo el cuerpo diferencidndose en varios tejidos”. Al finalizar
su migracion, las células de la CN se diferencian en varios tipos celulares, incluyendo
neuronas de los ganglios sensoriales, simpaticos y parasimpaticos, células
neuroendocrinas, médula adrenal, células pigmentadas, y cartilago facial (Bronner-
Fraser, 1993). Las enfermedades que surgen por defectos en la CN son particularmente
diversas en su presentacion clinica, e incluyen sindromes endocrinoldgicos, cutaneos,
neurologicos y digestivos entre otros. Entre esas neurocristopatias se encuentra la
enfermedad de Hirschsprung, relacionada con fallos en el desarrollo embrionario del
sistema nervioso entérico (SNE). Para contribuir al desarrollo del SNE, las células de la
CN han de poder abandonar el tubo neural, migrar al intestino, entrar en él en un
determinado momento, y comenzar su migracion craneo-caudal a lo largo del intestino

(Meijers y cols, 1992). Estos eventos se encuentran regulados por una compleja red de
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mecanismos moleculares y celulares que atn no se conocen en profundidad. Se han
identificado fundamentalmente dos vias metabodlicas que desempefian un papel critico
en la neurogénesis entérica de mamiferos: una de ellas es la ruta de sefializacion del
receptor tirosin quinasa RET, y la otra es la ruta mediada por el receptor B de
endotelinas (EDNRB). De hecho, y tal como se vera mas adelante, los genes que hasta
la fecha se han descrito como relacionados con la enfermedad de Hirschsprung estan

asociados de forma directa o indirecta con una de estas rutas de sefializacion.

A.3.4. Genética molecular de la enfermedad de Hirschsprung.

El andlisis de segregacion en familias de pacientes HSCR no sindromicos, ha
mostrado que el riesgo de recurrencia de la enfermedad en hermanos oscila entre un 1 y
un 33%, dependiendo de la longitud del segmento aganglionico y del sexo del
probando, asi como del sexo de los hermanos (Badner y cols, 1990). Actualmente se
asume que HSCR es una enfermedad multifactorial que resulta de la accion de varios
genes en combinacion con factores ambientales (Amiel y Lyonnet, 2001).

El analisis molecular de pacientes HSCR ha permitido identificar diferentes
genes asociados a la aparicion de este fenotipo. Hasta la fecha se han identificado 9
genes implicados en la aparicion de HSCR en humanos, que son RET, GDNF, NTN,
EDNRB, EDN3, ECE, SOX10, PHOX2B y SIP1.

A.3.4.1. Mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung en genes

que participan en la ruta de sefializacion de RET: RET, GDNF y NTN.

Hoy dia se sabe que el proto-oncogén RET es el principal gen de susceptibilidad
para HSCR. De hecho, fue el primer locus de susceptibilidad que se identifico tras el
analisis de familias multigeneracionales, en las que HSCR presentaba una forma de
herencia autosémica dominante con penetrancia incompleta (Lyonnet y cols, 1993;
Angrist y cols, 1993). Estos autores consideraron la region 10q11.2 como candidata al
observar una delecion intersticial en la misma, en pacientes con aganglionosis colénica
total y retraso mental (Martucciello y cols, 1992). RET, identificado como el gen

responsable de MEN 2 y localizado en 10q11.2, se consider6 un buen gen candidato
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debido a la concurrencia de MEN 2A y HSCR en algunas familias, y a que se expresa
en células derivadas de la cresta neural. Finalmente y cumpliendo las expectativas, el
rastreo molecular del gen permitio identificar mutaciones asociadas al fenotipo HSCR
(Edery y cols, 1994; Romeo y cols, 1994). Hoy dia se han identificado alrededor de 80
mutaciones en RET relacionadas con HSCR, que incluyen grandes delecciones,
microdelecciones, inserciones y mutaciones con cambio de sentido (“missense
mutations™), sin sentido (“nonsense mutations”) o que afectan a la maduracion
(“splicing mutations”) (Atti€¢ y cols, 1995; Angrist y cols, 1995; Seri y cols, 1997). A
diferencia de MEN 2A, donde las mutaciones se encuentran localizadas en una zona
caliente que abarca 6 codones cisteinicos, 0 de MEN 2B donde casi siempre aparece la
mutacion M918T, en el caso de HSCR las mutaciones de RET se encuentran
distribuidas por todo el gen. Mientras que in vitro se ha visto que las mutaciones
asociadas a MEN 2 conducen a una dimerizacion constitutiva del receptor, para HSCR
el mecanismo mas probable es la haploinsuficiencia (Pasini y cols, 1995b; Carlomagno
y cols, 1996; Pelet y cols, 1998). Los resultados de estudios bioquimicos destinados a
analizar los efectos de ciertas mutaciones en RET asociadas a HSCR, han mostrado que
dichos efectos son variables, pudiendo afectar al plegado de la proteina, al transporte de
¢ésta hasta la membrana celular, o incluso pudiendo abolir completamente su actividad
biologica (Carlomagno y cols, 1996; Pelet y cols, 1998). En consecuencia este déficit
afectaria a las rutas metabolicas en las que participa RET (Seccion A.1.4), generandose
un defecto en la migracion y proliferacion de precursores de la cresta neural al sistema
nervioso entérico en desarrollo.

Aunque RET es el principal locus para HSCR, so6lo se han identificado
mutaciones asociadas a la enfermedad en un 50% de los casos familiares (Attie y cols,
1995a). Sin embargo la mayoria de las familias, con algunas excepciones, son
compatibles con el ligamiento al locus RET (Bolk y cols, 2000; Carrasquillo y cols,
2002).

En cuanto a las formas esporadicas, los primeros estudios identificaron
mutaciones en RET en un 10-35% de los casos dependiendo de las series (Attie y cols,
1995a; Angrist y cols, 1995). Sin embargo, el primer estudio prospectivo basado en una
poblacion homogénea, ha demostrado que las mutaciones germinales de RET tan s6lo

explicarian un 3% de los casos esporadicos (Svensson y cols, 1998). Estas diferencias
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entre las series se explicarian en base a que en los primeros estudios efectuados en RET
se emplearon cohortes de pacientes muy seleccionados y con fenotipos muy agresivos
(edad de comienzo muy precoz y amplia extension de aganglionosis).

El papel de RET en la enfermedad de Hirschsprung convirtié a los genes que
codifican para las proteinas de su complejo de activacion (GDNF, NTN, ART, PSP,
GFRAI-4) en potenciales candidatos para el desarrollo de HSCR.

GDNF es el principal factor de superivencia para muchos tipos de neuronas. Los
ratones “Gdnf-knockout” presentan un fenotipo muy similar a los ratones “Ret-
knockout” (Schuchardt y cols, 1994; Moore y cols, 1996; Sanchez y cols, 1996; Pichel y
cols, 1996), consistente en megacolon de segmento largo y agenesia renal. Esto, junto
con el hecho de que GDNF participa en varios procesos metabdlicos necesarios para el
desarrollo y mantenimiento de neuronas centrales y periféricas, hacen de este gen un
magnifico candidato para HSCR. Sin embargo se han encontrado mutaciones en GDNF
en muy pocos pacientes HSCR. Ademads, dichas mutaciones podrian no ser suficientes
para originar HSCR, dado que algunos pacientes presentaban factores adicionales como
mutaciones en RET o trisomia 21 (Salomon y cols, 1996; Angrist y cols, 1996;
Ivanchuk y cols, 1996; Martucciello y cols, 2000). También se ha detectado una
mutacion en GDNF en un paciente con enfermedad de Ondine (Amiel y cols, 1998).

Por otra parte, el silenciamiento de genes que codifican la neurturina o su co-
receptor gfra2 en ratones (ratones Ntn-knockout o Gfra2-knockout), produce un
descenso en la densidad de neuronas colinérgicas del SNE aunque no se generan
anomalias renales (Heuckeroth y cols, 1999; Rossi y cols, 1999). Pues bien, se ha
identificado una mutaciéon asociada a HSCR en NTN, pero no se tiene certeza de su
grado de implicacion en la patologia, puesto que ésta aparecia en conjuncion con otra
mutacion en RET (Doray y cols, 1998).

Finalmente, aunque los ratones “Gfral-knockout” son fenotipicamente similares
a los ratones “Ret-knockout” y “Gdnf-knockout” (Enomoto y cols, 1998), aun no se han
identificado mutaciones en GFRAI en pacientes HSCR (Angrist y cols, 1998; Myers y
cols, 1999). Tampoco se han encontrado mutaciones en los genes GFRA2 ni GFRA3
(Vanhorne y cols, 2001; Onochie y cols, 2000). No obstante, estos hallazgos no
permiten descartar de forma definitiva la implicacién de estos genes en la enfermedad

de Hirschsprung.
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A.3.4.2. Mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung en los
genes de la ruta de sefializacion de la endotelina: EDNRB, EDN3 y
ECEL.

La ruta de las endotelinas fue estudiada inicialmente por su efecto
vasoconstrictor y su posible papel en hipertension. EDNRB y EDNRA (“Endothelin
receptor type B/A”) son proteinas heptahelicales acopladas a proteina G, que transducen
sefiales a través de las endotelinas (EDN1, EDN2, EDN3) (Inoue y cols, 1989; Sakurai
y cols, 1992). Hoy dia se sabe que la ruta de sefalizacion inducida por las endotelinas es
necesaria para el desarrollo de las células derivadas de la cresta neural destinadas a
inervar el colon (Chakravarti, 1996; Martucciello y cols, 2000).

Una serie de hechos hicieron pensar que 13q22, region donde se localiza el gen
EDNRB, podia albergar un locus de susceptibilidad para HSCR: (1) Se observo un /lod
score significativo en 13q22 al realizar un estudio de ligamiento sobre una comunidad
menonita, altamente endogdmica, con numerosos casos HSCR (Cohen y Gadd, 1982;
Puffenberger y cols, 1994a). (2) Se detectaron deleciones intersticiales de novo en
13922 en varios pacientes con HSCR (Kiss y Osztovics, 1989; Lamont y cols, 1989;
Bottani y cols, 1991). (3) En ratones el piebaldismo letal, un modelo de aganglionosis,
es fenotipicamente idéntico al del raton Ednrb-knockout, y en humanos el gen EDNRB
esta localizado en 13q22 (Hosoda y cols, 1994). El piebaldismo letal se considera como
el modelo murino para el sindrome de Shah-Waardemburg (WS4) en humanos, y
algunos de los individuos menonitas presentaban anomalias en la pigmentacion y
sordera ademas de HSCR. Este hecho incit6 a que se realizara un rastreo de EDNRB en
familias WS4, y se encontraron mutaciones en homocigosis en una fraccion de las
mismas (Attie y cols, 1995b). Recientemente se ha detectado también una mutacioén en
homocigosis en EDNRB en un paciente con hipoventilacion central congénita o
enfermedad de Ondine (Verheij y cols, 2002).

Por otra parte se identific6 una mutacion en el gen EDN3 en un ratén con
spotting letal, otro modelo murino para WS4 en humanos, lo que condujo al rastreo e
identificacion de mutaciones de EDN3 en pacientes WS4 (Hofstra y cols, 1996; Edery y
cols, 1996; Pingault y cols, 2001) o con enfermedad de Ondine (Bolk y cols, 1996).
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El rastreo mutacional de EDNRB y EDN3 en series de pacientes con HSCR
esporadico, ha mostrado que mientras que las mutaciones en EDN3 son muy poco
frecuentes (Bidaud y cols, 1997), en el caso de EDNRB se han encontrado mutaciones
en aproximadamente un 5% de los pacientes (Chakravarti, 1996; Amiel y cols, 1996;
Kusafuka y cols, 1996; Auricchio y cols, 1996). Cabe mencionar que en esos pacientes
estudiados, la penetrancia de mutaciones en heterocigosis de EDN3 y EDNRB es
incompleta, no se identificaron mutaciones de novo, y el fenotipo predominante al que
dan lugar es S-HSCR. La observacion de deleciones intersticiales en 13q22 abarcando
EDNRB en algunos pacientes HSCR, sugirio que el de accion de estas mutaciones
podria ser haploinsuficiencia. Posteriores analisis funcionales para determinar la
relevancia patogénica de diferentes mutaciones en EDNRB, han revelado que éstas
generan una pérdida de funcion del receptor (Abe y cols, 2000).

Las endotelinas maduras, EDN1, EDN2 y EDN3, son el resultado de la accion
proteolitica de las metaloproteasas ECE1 y ECE2 (Endothelin-Converting Enzyme 1 y
2) sobre las respectivas preproendotelinas. Se ha observado que el raton Ecel-knockout
presenta defectos craneo-faciales y anomalias cardiacas ademas de aganglionosis
coldnica (Yanagisawa y cols, 1998). Estos datos hicieron de ECE/ un gen candidato
para HSCR. De hecho, se ha podido identificar una mutacion en heterocigosis en un
paciente HSCR con defectos craneo-faciales y cardiacos (Hofstra y cols, 1999).

Todos estos hallazgos de mutaciones asociadas a HSCR en genes relacionados
con la ruta de las endotelinas (EDNRB, EDN3, ECEI), ponen de manifiesto la
relevancia de esta via de sefializacion en el desarrollo del sistema nervioso entérico.
Asimismo no se descarta la posibilidad de la implicacién de otros miembros de esta

cascada metabolica en la patogénesis de la enfermedad.

A.3.4.3. Asociacion de genes codificantes de factores de transcripcion o
de regulacion con HSCR: SOX10, PHOX2B y SIPI.

La expresion del proto-oncogén RET se encuentra regulada por una amplia gama
de factores de transcripcion que actuan sobre el gen de forma directa o indirecta. Entre
esos factores de transcripcion se encuentran MASH1, PHOX2A, PHOX2B, PAX3,
SOX10 y HOXI1L1, que evidentemente desempefian un papel fundamental en el
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desarrollo del SNE, si bien sus funciones precisas aun no se conocen en profundidad
(Newgreen y Young, 2002; Figura A.6). El hecho de que estos factores de transcripcion
regulen la expresion de RET convierte a los genes que los codifican en posibles
candidatos para HSCR. De hecho ya se ha podido establecer la relacion entre algunos de

estos genes como SOX10y PHOX2B, y algunas formas sindromicas de la enfermedad.
Figura A.7. Factores de transcripcion implicados en el desarrollo del SNE.

MASH1

N PHOXZA%MCK‘
SOX10 RET TH DBH

Por ejemplo, otro de los modelos murinos para el sindrome WS4 es el

megacolon dominante (Dom), siendo Sox10 (““Sex determining region Y box 10”) el gen
causante de este fenotipo. Este gen codifica para un factor de transcripcion que presenta
un motivo de union a ADN conocido como dominio HMG (“High Mobility Group ™). Se
han identificado mutaciones en heterocigosis en SOXI0 en formas familiares y
esporadicas de WS4 (Pingault y cols, 1998; Southard-Smith y cols, 1999; Touraine y
cols, 2000). También se han encontrado mutaciones en nifios con WS4 combinado con
otras neuropatias (Inoue y cols, 1999, 2002). Algunas de estas mutaciones afectan al
dominio de uniéon a ADN, y podrian conducir a una pérdida de funcion, por lo que de
nuevo el mecanismo propuesto mds aceptable para producir el fenotipo es la
haploinsuficiencia. En cambio otras mutaciones perturban el dominio de transactivacion
y podrian conducir a un efecto dominante negativo (Touraine y cols, 2000). Hasta el
momento, sin embargo, no se han encontrado mutaciones en SOX10 asociadas a formas
no sindrémicas de HSCR.

Por otra parte, se habia observado que los ratones Phox2b-knockout carecen de
sistema nervioso autonomo. En estos ratones las células de la cresta neural llegan a la
parte anterior del intestino, pero no alcanzan a migrar mas alld probablemente como
consecuencia de la falta de expresion de Ret (Pattyn y cols, 1999). PHOX2B (“Paired-

like Homeo bOX 2B”) codifica para otro factor de transcripciéon que se expresa en el
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sistema nervioso autonomo central y periférico durante el desarrollo embrionario, y que
funciona regulando la expresion de RET. Pues bien, el rastreo mutacional de este gen en
una serie de pacientes con enfermedad de Ondine ha permitido identificar mutaciones
que alteran la pauta de lectura, asi como expansiones de polialaninas (Amiel y cols,
2003; Sasaki y cols, 2003). Ademas, Benailly y cols 2003 encontraron una paciente con
S-HSCR, retraso en el desarrollo, rasgos dismorficos e hipotonia severa, que presentaba
una delecion de SMb en 4p12p13, abarcando la region donde se localiza este gen, lo que
sugiere que la haploinsuficiencia de PHOX2B podria predisponer a HSCR. Sin
embargo, el analisis de la secuencia del gen en una amplia cohorte de casos HSCR no
sindromicos no ha desvelado la presencia de ninguna mutacion causante de este
fenotipo, aunque si la existencia de una variante sobre-representada en este grupo de
pacientes al comparar con un grupo control (Garcia-Barcel6 y cols, 2003a).

Por ultimo, en algunos pacientes HSCR que presentan microcefalia, fisura
palatina y estatura pequefia (OMIM 235730) se han encontrado mutaciones en el gen
SIPI (“Smad Interacting Protein-1""), también conocido como ZFHXIB (“Zinc Finger
Homeo boX 1B”) (Cacheux y cols, 2001; Wakamatsu y cols, 2001). Con posterioridad
también se han identificado grandes deleciones y otras mutaciones de este gen en varios
pacientes HSCR con retraso mental y ciertas malformaciones como hipospadia y
agenesia del cuerpo calloso (Amiel y cols, 2001). Se piensa que estos fenotipos son el
resultado de la haploinsuficiencia de SIP/ generada por mutaciones en uno de los alelos.
Este gen se consider6 un candidato para generar el fenotipo, dado que uno de los
pacientes analizados en los primeros estudios presentaba una translocacion de novo
t(2;13)(q22;922), y SIP1 se localiza en 2q22. Ademas, SIPI parece realizar una funcién
importante en el desarrollo de la cresta neural, hecho que queda manifiesto en los
estudios de los ratones knockout para este gen (Van de Putte et al, 2003). Los estudios
realizados en ratones han demostrado que Sip1 es un miembro de la familia SEF1/Zth-1,
que interacciona con proteinas Smad (Verschueren y cols, 1999). Estas proteinas Smad
desempefian un papel fundamental en la cascada de transduccioén de la familia de los
factores de crecimiento TGF-B (“Transforming Growth Factor beta”) (Massague,
1998), que esta involucrada en el desarrollo y homeostasis de varios tipos celulares. La
activacion de la ruta TGF-f origina la fosforilacion y translocacion nuclear de las

proteinas Smad, las cuales participan en la regulacion de la expresion de genes diana.
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Los experimentos realizados en varios sistemas sugieren que Sipl es un represor que
puede actuar impidiendo la activacion transcripcional llevada a cabo por Smad, por lo
que su funcion reguladora es importante.

Siguen existiendo aun varios genes que codifican para factores de transcripcion
implicados en el desarrollo del SNE, cuya candidatura para generar HSCR atin no ha
sido evaluada. Dichos genes resultan por tanto un interesante objeto de estudio cuyo
analisis podria contribuir a profundizar en el conocimiento de la patogénesis de esta

enfermedad poligénica.

A.3.4.4 ldentificacion de regiones cromoséomicas asociadas a HSCR

mediante analisis de ligamiento

Como ya se ha mencionado, HSCR es una enfermedad compleja y multifactorial.
En la inmensa mayoria de los casos, mutaciones en los genes anteriormente descritos
conducen a la aparicion de formas sindromicas de HSCR, o bien de formas aisladas de
L-HSCR. Sin embargo estas mutaciones apenas se han identificado en las familias S-
HSCR, que son mucho mdas frecuentes. Con el objetivo de identificar loci de
susceptibilidad asociados a la apariciéon de esas formas S-HSCR, se han realizado
estudios de ligamiento en diversas familias HSCR, utilizando una amplia variedad de
marcadores microsatélite distribuidos por todo el genoma.

En un primer estudio, Bolk y cols 1999 analizaron un total de 12 familias, e
identificaron un nuevo locus de susceptibilidad en la region cromosomica 9q31 que en
conjuncion con RET conduce a la aparicion del fenotipo HSCR.

Posteriormente, un analisis realizado sobre 49 familias demostré la existencia de
tres loci situados en 3p21, 10ql1 y 19ql2 tanto necesarios como suficientes para
explicar la incidencia y el riesgo de recurrencia de HSCR en la cohorte estudiada
(Gabriel y cols, 2002). Estos autores concluyen que el gen de susceptibilidad que reside
en 10ql1 es RET, llegando a encontrar mutaciones en este gen en 17 familias. Para el
resto de las familias ligadas a 10ql1, postulan que pueden existir mutaciones en la
region no codificante de RET, si bien tampoco se puede excluir totalmente la existencia
de mutaciones en otros genes situados en la region. Asi pues, RET seria el principal

causante de la aparicion del fenotipo, y 3p21 y 19q12 constituirian loci modificadores.

31



Introduccion

En otro estudio similar llevado a cabo por Carrasquillo y cols en 2002, se
identificaron loci de susceptibilidad para HSCR en las regiones 10q11, 13q22 y 16g23.
Este andlisis se realizo en 43 triadas familiares de origen menonita, poblacion con alto
indice de consanguinidad que presenta una incidencia de HSCR de 1:500 nacidos vivos.
De nuevo se llegd a la conclusion de que RET correspondia con el gen de
susceptibilidad de 10qll, y EDNRB correspondia con el localizado en 13q22
(previamente identificado como el principal locus HSCR en esta poblacion,
Puffenberger y cols, 1994a). En cuanto a 16q23, los autores sugirieron la posible
candidatura de dos genes localizados en esta region, e implicados en el desarrollo del
SNE (CDH13 y PLCG?2), aunque hasta el momento no se ha reportado ningun trabajo
en el que se analice su asociacidon con la patologia.

Todos estos datos ponen de manifiesto nuevamente el patrén de herencia no

mendeliano de HSCR, y sustentan la idea del caracter poligénico de la enfermedad.

A.3.5. Co-segregacion de la enfermedad de Hirschsprung con los sindromes

MEN 2.

La co-segregacion de MEN 2 y HSCR es bastante infrecuente. Hasta la fecha
solo se han reportado 20 familias afectadas con ambos fenotipos (Verdy y cols, 1982;
Chretien y cols, 1994; Mulligan y cols, 1994; Borst y cols, 1995; Blank y cols, 1996;
Caron y cols, 1996; Peretz y cols, 1997; Borrego y cols, 1998; Decker y cols, 1998;
Romeo y cols, 1998; Siyjmons y cols, 1998; Pasini y cols, 2002) y todas ellas se han
asociado con mutaciones en los codones 609, 618 y 620 de RET. Se ha sugerido que la
coexistencia de ambos fenotipos debido a la misma mutacion, podria explicarse por un
efecto dual. En este sentido los resultados de estudios funcionales parecen demostrar
que mutaciones en los codones 609, 618 y 620, disminuyen la expresion del receptor en
la superficie celular pero también son capaces de inducir la formacién aberrante de
homodimeros de RET, conduciendo a la activacion constitutiva de las proteinas
mutantes (Iwashita y cols, 1996b; Ito y cols, 1997; Chappuis-Flament y cols, 1998;
Takahashi y cols, 1999). Por tanto, las mutaciones activadoras darian lugar a MEN 2
mientras que la disminucion de la expresion de RET en la superficie celular generaria

HSCR. El mecanismo propuesto es el siguiente sugiere que las cisteinas mutadas
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podrian alterar el plegado de RET, interfiriendo parcialmente con su maduracion, su
transporte intracelular o su expresion estable en la membrana plasmatica. Aunque los
niveles de dimerizacion de RET fuesen bajos, la actividad de las proteinas mutantes
seria suficiente para desencadenar el desarrollo de carcinoma medular de tiroides asi
como de feocromocitoma. Y por otra parte, la disminucién de la expresion de RET en la
superficie celular de los neuroblastos entéricos durante la embriogénesis, transmitiria
una sefializacion por debajo del umbral necesario para completar su diferenciacion, o
para prevenir una apoptosis inapropiada. Asi pues, en principio podria ser factible que
una sola mutacion en el codon 609, 618 o 620 funcionase a la vez como “mutacion con
ganancia de funcioén”, y “como mutacién con pérdida de funcion”, dependiendo de los

tipos celulares en los que se exprese (Takahashi, 2001).

A.3.6. Factores de susceptibilidad genéticos para las formas espordadicas de

HSCR.

Los primeros factores de susceptibilidad genéticos para HSCR fueron
encontrados por nuestro grupo a raiz de los resultados del andlisis genético de los
miembros de una familia MEN 2A/HSCR (Borrego y cols, 1998). En ese trabajo
describiamos un pedigri en el que postuldbamos que ambos fenotipos estaban asociados
a la mutacion puntual C620S de RET. Un intenso analisis genético, mediante
secuenciacion directa de los genes RET y GDNF en los pacientes de esta familia,
descarto la posibilidad de que el cuadro de HSCR que se observa en el tinico miembro
que presentaba ambos fenotipos se debiera a una segunda mutacion en estos genes. Sin
embargo, el andlisis molecular resultante demostré que este paciente era homozigoto
para el polimorfismo silente A45A (c. 135G>A), ubicado en el exén 2 de RET. Este
dato sugeria la posibilidad de que A45A pudiera ser un factor de susceptibilidad para la
enfermedad de HSCR, actuando como un alelo de baja penetrancia mediante la
activacion de un sitio criptico de maduracién (Para mds detalles sobre este pedigri,
puede consultarse Figura C.1 y seccion C.1.3 de Metodologia).

Si era cierta esa observacion, la relacion entre el polimorfismo A45A y el
fenotipo HSCR debia contrastarse en una cohorte HSCR esporadica. Para evaluar este

supuesto, nuestro grupo efectué un estudio de casos/controles genotipando 7 cSNPs del
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proto-oncogén RET (A45A, V125V, A432A, G691S, L769L, S836S y S904S) en 64
pacientes HSCR esporadicos y 100 controles no relacionados y sin antecedentes de
enfermedades gastrointestinales relevantes (Borrego y cols, 1999). Este estudio
demostrd que existen dos polimorfismos silentes de RET (A45A y L769L) que estan
estrechamente asociados a la aparicion del fenotipo HSCR. Especificamente, la variante
A45A aparecia en 75/128 cromosomas HSCR (59%) y en 32/200 cromosomas control
(16%) (x*= 62.50, p<<0.0001). Por su parte, el polimorfismo L769L (c.2307T>G) se
identifico en 39/128 cromosomas HSCR (30%) y en 28/200 cromosomas control (14%)
(x*= 12.03, p= 0.0005). Este estudio también demostré que los polimorfismos G691S
(c.2071C>A) y S904S (c.2712C>G), probablemente en desequilibrio de ligamiento,
aparecen subrepresentados en la cohorte HSCR respecto de la poblacion control.

Para determinar si los cSNPs asociados a HSCR conferian per se la
predisposicion a la enfermedad, o bien existia un locus en desequilibrio de ligamiento
causante de la misma, nuestro grupo traz6 los haplotipos de RET constituidos por la
combinacion de los 7cSNPs anteriormente analizados. Este trabajo permitio identificar
doce haplotipos diferentes (A-L, Figura A.8), mediante al andlisis de segregacion de las
variantes en 57 triadas constituidas por el caso index y sus padres. Por otra parte, los
haplotipos se pudieron inferir de manera fidedigna en 65 de los 100 controles
genotipados. La distribucion haplotipica, demostrd una desviacion muy significativa al
comparar casos con controles (y>= 81.4, con 11 grados de libertad, p<<0,0001, Figura
A.9). Todos los haplotipos que incluyen el polimorfismo A45A, estaban desviados y
sobre-representados al comparar HSCR y controles. Ademas, la distribucion de los
genotipos (parejas de haplotipos) entre pacientes y controles también mostr6 una notoria
diferencia (y*= 93.8, con 37 grados de libertad, p<<0,0001). Es interesante resaltar que
se identificaron genotipos exclusivos tanto en la cohorte HSCR (BB, BH, CD y BD),
como en el grupo control (AA, DD, GG, GJ, AG) (Borrego y cols, 2000). El anélisis de
los resultados mediante test de desequilibrio de transmision (“Transmision
disequilibrium test”) revelod que los haplotipos B, C, F y H son los mas frecuentemente
transmitidos de padres a hijos afectos, mientras que los menos frecuentes son A, Dy G.
Consiguientemente el andlisis de mapeo genético empleando desequilibrio de
ligamiento, parecia indicar la existencia de al menos dos loci de susceptibilidad para

HSCR independientes en nuestra poblacion. Uno de ellos estaria en desequilibrio de
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ligamiento con los haplotipos B, C y F, y el otro locus estaria asociado especificamente

con el haplotipo H.

Figura A.8. Haplotipos de RET generados por la combinacion de las siete variantes

situadas en su secuencia codificante.
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Los trabajos llevados a cabo por nuestro grupo supusieron la identificacion de
los primeros factores de susceptibilidad genéticos asociados a la enfermedad de
Hirschsprung (véase OMIM 142623). Ademas, la relevancia de los datos aportados por
nuestro grupo fue confirmada en una cohorte de 62 casos HSCR de origen aleman y un
grupo de 156 controles, empleando una metodologia similar (Fitze y cols, 1999).
Estudios mutacionales realizados con posterioridad en esa cohorte alemana han
demostrado que en pacientes HSCR con mutacién en RET, A45A parece modificar el
fenotipo mediante una interaccion intragénica de esta variante con la mutacion (Fitze y

cols, 2002, 2003).
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Figura A.9. Distribucion de los haplotipos RET encontrados en los casos HSCR

esporadicos y en los individuos control.
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Los resultados obtenidos en la poblacion espafola también se confirmaron en un
estudio muy reciente llevado a cabo en la poblacién china, siendo estos hallazgos
particularmente interesantes al tratarse de una poblacion genéticamente tan diferente a
la nuestra (Garcia-Barcel6 y cols, 2003b). En este trabajo se volvi6 a detectar una sobre-
representacion de los polimorfismos A45A y L769L en HSCR versus controles. Asi, el
analisis haplotipico revel6 la clara asociacion del haplotipo que porta las dos variantes
(lo que nosotros denominamos haplotipo C, Borrego y cols, 2000) a la aparicion de la
enfermedad. La diferencia con nuestros resultados radica en que la variante A432A se
encuentra significativamente sub-representada en pacientes frente a controles, hecho
que no ocurre en nuestra poblacion.

Por otra parte, en un estudio similar llevado a cabo en la poblacion italiana, se
detectd la sub-representacion del polimorfismo S836S en la cohorte de 92 pacientes
HSCR al comparar con un grupo control (Griseri y cols, 2000), lo que sugeriria un

efecto protector de la variante frente a la aparicion de HSCR. Estos autores llevaron a
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cabo estudios funcionales con los que se descart6 el efecto directo del polimorfismo en
las interacciones ADN-proteina, en la estabilidad de los transcritos o en la maduracion
del ARN. En cualquier caso, este fenomeno de asociacidon parece quedar restringido a la
poblacion italiana, puesto que dicha sub-representacion no se detectd de forma
estadisticamente significativa en la poblaciones espafiola, alemana o china (Borrego y
cols, 1999; Fitze y cols, 1999; Garcia-Barcelo y cols, 2003b). Ademas, en un estudio
realizado por los mismos autores con posterioridad en 156 casos y 40 controles de
origen danés, tampoco se encontrd una diferencia significativa en la distribucion de la
variante (Griseri y cols 2002), si bien el analisis de alelos transmitidos y no transmitidos
de los padres a sus hijos afectos, demostrd que el alelo polimorfico sélo era heredado
por un paciente HSCR en una de las 20 familias que presentaban algin progenitor
heterocigoto, existiendo consiguientemente una fuerte desviacion de transmision
(Transmission disequilibrium test, TDT: p=0.00057).

Para concluir, todos los resultados publicados por nuestro grupo sugerian la
existencia de un locus ancestral asociado a los haplotipos que contienen A45A, ubicado
en 5’ respecto a esta variante en un intervalo de 0-20Kb, region que se corresponde con
el intron 1 de RET. Uno de los objetivos prioritarios de la presente tesis doctoral ha sido
la identificacion molecular de ese locus de susceptibilidad para Hirschsprung ligado a la

variante A45A de RET.
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Hipotesis y objetivos

B.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

Diversos estudios funcionales han puesto de manifiesto que el proto-oncogén
RET se asocia, por mecanismos contrarios, tanto a la aparicion de enfermedad de
Hirschsprung (HSCR) como de cancer medular de tiroides (MTC). Asi, hoy dia se sabe
que mutaciones germinales de RET que conducen a una ganancia de funcion del
receptor originan formas familiares de MTC (sindromes MEN 2), mientras que otras
mutaciones que producen una pérdida de funcidon son causantes de HSCR.

Nuestro grupo tiene evidencias muy significativas de la asociacion de la variante
A45A, localizada en el ex6n 2 de RET, con el fenotipo HSCR (Borrego y cols, 1999,
2000). Todos los resultados publicados previamente por nuestro grupo sugieren la
existencia de un locus ancestral asociado a los haplotipos que contienen A45A, ubicado
en 5" respecto a esta variante y en un intervalo de 0-20Kb (regién que se corresponde
con el intron 1 de RET). El principal objetivo del presente proyecto de tesis es la
identificacion y caracterizacion molecular de ese locus de susceptibilidad para HSCR.
En concreto, dicho locus podria estar asociado a un dominio implicado en la regulacion
de la expresion de RET. La consecuciéon de estos objetivos contribuiria asi al
esclarecimiento de la base genética de esta enfermedad. Asimismo, dada la naturaleza
poligénica de HSCR, hemos pretendido desarrollar una evaluacion sistematica de otros
genes candidatos, con el fin de identificar factores de susceptibilidad asociados a su
aparicion.

Por otra parte, el conocimiento sobre la etiologia del cancer medular de tiroides
esporadico es bastante escaso. No obstante, puesto que mutaciones activadoras de RET
son responsables de las formas familiares de MTC, y que la mutacion somatica M918T
se ha encontrado en una proporcion importante de tumores esporadicos, este gen pasa a
ser el principal candidato como gen de susceptibilidad para las formas MTC
esporadicas. Esta hipotesis es apoyada por el hecho de que en el punto de partida del
presente trabajo, el unico factor de susceptibilidad descrito para MTC esporadico en una
serie de casos alemana era el polimorfismo S8368S, localizado en el ex6n 14 de RET. Por
consiguiente, nos planteamos la posibilidad de que cambios de secuencia de los genes
que participan en la cascada metabodlica de RET, tales como el propio receptor, sus

ligandos o co-receptores, puedan jugar un papel en la patogénesis de MTC. Partiendo de
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esta idea, hemos iniciado una busqueda de factores de susceptibilidad genéticos para

esta patologia en esos genes candidatos.

B.2 OBJETIVOS PLANTEADOS

1. Identificacion y caracterizacion molecular de un nuevo locus HSCR, ligado a los

haplotipos que contienen el polimorfismo A45A del gen RET.
2. Andlisis de mutaciones y polimorfismos en otros genes candidatos para HSCR
(GFRAIL, GFRA2, GFRA3, GFRA4). Evaluacion de su implicacion en la aparicion de la

enfermedad.

3. Busqueda de factores de susceptibilidad genéticos para el MTC esporadico en genes

candidatos para dicha patologia.
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A.1. Caracteristicas y funcion del receptor tirosin-kinasa RET.

A.1.1. Aspectos moleculares del proto-oncogén RET.

El proto-oncogén RET es un gen que codifica para la proteina RET, un receptor
de membrana con actividad tirosin-kinasa que se expresa en tejidos y tumores derivados
de la cresta neural (Takahashi y cols, 1985, 1987, 1988; Santoro y cols, 1990;
Nakamura y cols, 1994). Como su propio acréonimo sugiere, RET (REarranged during
Transfection) fue clonado por primera vez por Takahashi y cols en 1985 como un
oncogén quimérico, durante un ensayo clasico de transformacion de células NIH 3T3
con ADN procedente de linfoma humano.

RET se localiza en la region cromosomica 10q11.2 (Ishizaka y cols, 1989) con
una orientacion 5° centromérica / 3" telomérica (Pasini y cols, 1995a). Su estructura
genodmica se ha podido determinar mediante diferentes estrategias (Kwok y cols, 1993;
Ceccherini y cols, 1994; Pasini y cols, 1995a; Myers y cols, 1995) y hoy dia se sabe que
consta de 21 exones distribuidos a lo largo de 60 kilobases, resaltando que alrededor del
40% de su secuencia gendomica corresponde a un inmenso intrén de 23 kb ubicado entre
los exones 1y 2.

El ARN mensajero de Ret ha sido ampliamente estudiado en roedores y se ha
observado que su patron de expresion estd finamente regulado durante el desarrollo
embrionario, apareciendo unas tasas de expresion superiores en los estadios iniciales.
Durante esos estadios iniciales, Ret se expresa primariamente en la cresta neural,
sistemas nerviosos central y periférico y sistema excretor, donde estd implicado en el
desarrollo, migraciéon y supervivencia celular (Pachnis y cols, 1993; Avantaggiato y
cols, 1994; Schuchardt y cols, 1994; Tsuzuki y cols, 1995). En consonancia con su
patron de expresion, se ha visto que los ratones a los que se les provoca un bloqueo de
la expresion de Ret durante su desarrollo embrionario (Ret “knockout”), carecen de
nervios entéricos y ganglios cervicales superiores y presentan agenesia o disgenesia
renal (Schuchardt y cols, 1994; Durbec y cols, 1996). Ademas, en base a esos estudios
realizados en los ratones mutantes, se pudo demostrar que la mayor parte del sistema
nervioso entérico y los ganglios cervicales superiores se originan a partir de un pequefio

grupo de células de la cresta neural derivadas del rombencéfalo en un proceso que
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depende del funcionamiento de Ret (Durbec y cols, 1996). También se han realizado
estudios de expresion en tejido adulto de rata, observandose bajos niveles de expresion
en pulmoén, corazdén, bazo, e intestino delgado, y altos niveles en cerebro, timo y
testiculo (Tahira y cols, 1988).

En cuanto a estudios en humanos, la expresion de RET se detectd inicialmente en
tumores derivados de la cresta neural tales como neuroblastoma, feocromocitoma y
carcinoma medular de tiroides (Ikeda y cols, 1990; Santoro y cols, 1990; Takahashi y
cols, 1991). Actualmente, la informacion sobre los perfiles de expresion de RET en
tejidos sanos humanos esta disponible en diversas bases de datos, entre las que se
encuentra GeneNote (Gene Normal Tissue Expression), que recoge los resultados de los
experimentos realizados por el Weizmann Institute of Science, basados en la tecnologia

“DNA array” ( http://genecards.weizmann.ac.il/cgi-bin/genenote//GN_search.pl).

La importancia clinica de RET radica en su implicacion en ciertas enfermedades
humanas, tal como se describira mas adelante. Asi por ejemplo, una proporcion de casos
de carcinoma papilar de tiroides son debidos a translocaciones somaticas que implican a
RET y a otros genes activadores. También se han encontrado mutaciones somaticas de
RET en un porcentaje de casos de cancer medular de tiroides. Por ultimo, mutaciones
germinales que conducen a una ganancia de funcion del receptor son causantes de los
sindromes de neoplasia endocrina multiple tipo 2 (MEN 2; “Multiple Endocrine
Neoplasia type 2”°), mientras que mutaciones que conllevan una pérdida de funcion

originan la enfermedad de Hirschsprung (HSCR).

A.1.2. Estructura de la proteina RET.

Estructuralmente, la proteina RET es una molecula relativamente grande con un
peso molecular de alrededor de 124 Kdaltons. Como la mayoria de los miembros de la
familia de receptores tirosin kinasa (RTK), RET contiene un dominio extracelular, un
dominio transmembrana, y un dominio intracelular (Figura A.1).

El dominio extracelular no presenta homologia con ningun otro receptor tirosin-
kinasa (Takahashi y cols, 1988, 1989). Incluye un péptido sefal constituido por 28
aminodcidos, asi como una region con alta homologia a la familia de moléculas de
adhesion intercelular cadherinas, y una region rica en cisteinas. Veintisiete de los 28

residuos cisteinicos de dicha region se conservan entre especies, lo que sugiere que
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estos aminoacidos desempefian un papel fundamental en la formacion de enlaces
disulfuro intramoleculares, y por tanto en determinar la estructura terciaria de la
proteina (Takahashi y cols, 1989; Schneider, 1992; Iwamoto y cols, 1993).
Recientemente se han realizado estudios bioinformaticos para profundizar en el
conocimiento de la estructura molecular del dominio extracelular de RET. En uno de
esos estudios se ha encontrado que en total hay 4 dominios diferentes con homologia a
cadherinas, y que entre el segundo y el tercer dominio hay un sitio de unién a Ca*"

(Anders y cols, 2001).

Figura A.l1. Esquema de la estructura genomica del proto-oncogén RET y de su
correspondiente proteina. Se muestran cada una de las isoformas de la proteina RET

resultantes de la maduracion alternativa del extremo 3 de RET.
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El dominio intracelular incluye al dominio con actividad tirosin-kinasa, donde
reside la actividad catalitica del receptor, que se encuentra interrumpido por una region
intermedia de 27 aminodcidos. Este dominio tirosin-kinasa se activa mediante la

fosforilacion de determinados residuos tirosinicos, desencadenando la activacion de



Introduccion

ciertas rutas de sefializacion celular. Se han encontrado ciertas similitudes entre el
dominio tirosin-kinasa de RET y el de los receptores de los factores de crecimiento
derivados de plaquetas (Hanks y cols, 1988).

Existen varios transcritos distintos generados por la maduracion alternativa del
extremo 3" de RET , y que a su vez dan lugar a tres isoformas proteicas que difieren en
su extremo carboxi-terminal (Tahira y cols, 1990; Myers y cols., 1995) (Figuras A.1 y
A2).

Figura A.2. Patron de maduracion del ARN mensajero de RET.

t t t
A Stop Stop iop B
i i Y1062
_ Exén 19 Ex6n 20 Exé6n 21 l
L

RET9 -I-E-N-K-L-Y-G-R-I-S-H-A-F-T-R- RET9

-I-E-N-K-L-Y-D-A-Q-H-S-S-S-L- RET43
RET51

-I-E-N-K-L-Y-G-M-S-D-P-N-W-P- RET51

RET43

A). Los distintos transcritos de RET proceden de la combinacion de exones alternativos en el extremo 3,
y del uso de diferentes sitios de poliadenilacion. (A)n: cola de poliadeninas; linea continua: intrones
presentes en el transcrito; linea punteada: intrones ausentes. B) Secuencia aminoacidica que rodea a la

tirosina 1062 en las tres isoformas proteicas de RET.

Una serie de hechos indican que estas isoformas, conocidas como RET9 (1072
aa), RET43 (1106 aa) y RET51 (1114 aa), presentan distintas propiedades biologicas y
bioquimicas. (i) Se ha demostrado que la tirosina Y1062 juega un papel importante en la
sefalizacion celular mediada por RET (Takahashi, 2001; Coulpier y cols, 2002). Y1062
representa un sitio de unidén para varias moléculas adaptadoras tales como SHC,
SNT/FRS2, IRS1, DOK1, DOK4, DOKS5 y Enigma (Kurokawa y cols, 2003). Como
consecuencia, varias rutas de sefializacion entre las que se encuentran las de RAS/ERK,
PI-3K/AKT, p38MAPK, JNK y ERKS, se activan principalmente a través de la

fosforilacion de Y1062. Pues bien, el contexto en el que se encuentra esta tirosina es
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diferente en cada isoforma proteica, variando consiguientemente la afinidad de union de
las distintas moléculas efectoras. (i1) Por otra parte, RET51 presenta residuos tirosinicos
adicionales que estdn ausentes en RET9 y RET 43. Uno de ellos es Y1096, que
proporciona un sitio de unioén para la molécula adaptadora GRB2. (iii) Por tltimo, se ha
comprobado que hay diferencias notorias en la expresion de las isoformas durante el
desarrollo embrionario. Asi por ejemplo, la cantidad relativa de transcritos de RETS51
esta fuertemente regulada durante el desarrollo del rifién. En este tejido, la expresion de
la isoforma RET51 es muy baja en comparacion con la de RET9 durante las primeras
semanas de gestacion, pero posteriormente aumenta rapidamente hasta multiplicarse por
siete (Ivanchuk y cols, 1998). Como consecuencia de todo esto se piensa que las
distintas isoformas de RET podrian jugar diferentes papeles en el desarrollo y/o en los

procesos tumorigénicos en que se ha visto que RET es participe.

A.1.3. Mecanismo de activacion del receptor RET. Formacion del complejo

multimérico.

A diferencia de otros RTKs de mamiferos, la activacién de la proteina RET
requiere la previa formaciéon de un complejo heterotetramérico, en el que participan
miembros de dos grupos distintos de proteinas: un ligando soluble de la familia de
factores neurotroficos derivados de la glia (“Glial Derived Neurotrophic Factors”,
GDNF), y un co-receptor unido a la superficie celular de la familia de receptores o de
GDNF.

Los ligandos GDNF son miembros de la subfamilia TGF-3 (Lin y cols, 1993) y
se ha visto que todos ellos actian como potentes factores de supervivencia neuronal
(Baloh y cols, 2000). Hasta la fecha se han identificado 4 miembros pertenecientes a
esta familia, que son GDNF, neurturina (NTN), artemina (ART) y persefina (PSP).
Todos estos factores contienen un nodo cisteinico constituido por siete residuos
cisteinicos conservados y espaciados de forma similar, y aproximadamente el 40% de su
secuencia aminoacidica es idéntica. Se ha observado que GDNF, NTN y ART estan
implicados en la supervivencia de un amplio espectro de neuronas tanto periféricas

como centrales, mientras que PSP participa en la supervivencia de neuronas
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dopaminérgicas motoras y de la sustancia nigra tanto in vivo como in vitro, pero no en

la de neuronas periféricas (Takahashi, 2001).

Aunque los cuatro miembros de la familia GDNF actian como ligandos de RET,
no se unen directamente a este receptor sino que han de interaccionar previamente con

un co-receptor de la familia GFRa (Figura A.3).

Figura A.3. Activacion del receptor RET por parte de los miembros de la familia

GDNF.
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Estos co-receptores no tienen dominios intracelulares, sino que se encuentran
anclados a la membrana celular a través de un enlace glicosil-fosfatidilinositol (GPI)
(Treanor y cols, 1996; Jing y cols, 1996). Hasta el momento se han identificado 4 co-
receptores GFRa, conocidos como GFRal, GFRa2, GFRa3 y GFRa4. Cada uno de los
ligandos GDNF tiene una especial afinidad por un co-receptor GFRa concreto. Asi,
GDNF se une preferentemente a GFRal, NTN a GFRa2, ART a GFRa3 y PSP a

GFRa4, si bien también se pueden dar otras interacciones ligando-coreceptor diferentes,
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aunque con menor afinidad (Jing y cols, 1996; Treanor y cols, 1996; Buj-Bello y cols,
1997; Klein y cols, 1997; Sanicola y cols, 1997; Baloh y cols, 1998; Enokido y cols,
1998). En resumen, parece necesaria la interaccion de uno de los 4 ligandos (GDNF,
NTN, PSP, ART) con alguno de sus 4 correceptores (GFRal-4), antes de que el
complejo resultante pueda interaccionar con RET, produciendo su dimerizacién y
autofosforilacion (Figura A.3). Este seria el punto de partida de la cascada de
activacion, dependiente de RET, que se genera en respuesta a las sefiales externas.
Fisiologicamente, RET parece transducir intracelularmente sefales externas muy
diversas, en diferentes tejidos y en diferentes estadios del desarrollo; éstas irian desde
sefales de diferenciaciéon, de crecimiento tisular, de supervivencia o apoptosis

(Takahashi y cols, 2001).

A.1.4. Seiializacion celular mediada por RET.

RET ejerce sus funciones en la célula a través de una compleja serie de
interacciones con varios tipos de moléculas. Asi, cuando RET se activa puede
desencadenar respuestas de crecimiento, diferenciacion o supervivencia, dependiendo
del tipo celular, asi como de la etapa del desarrollo en que se dé dicha activaciéon. Como
se ha mencionado anteriormente, la dimerizacion de los receptores RET desencadena la
autofosforilacion de residuos tirosinicos intracelulares. Hasta la fecha se ha demostrado
que de las 18 tirosinas intracelulares de RET, 9 pueden fosforilarse como consecuencia
de la activacion del receptor (Takahashi y cols, 1988; Liu y cols, 1996). Seguidamente,
ciertas moléculas adaptadoras que contienen dominios SH2, reconocen la secuencia
aminoacidica que rodea a los residuos fosforilados e interaccionan con estos sitios de
manera especifica. Entre esas interacciones se encuentran la de GRB7 y GRBI10
(“Growth factor Receptor-Bound protein 7 y 10”), que se unen a la tirosina Y905; la
fosfolipasa C-y (PLC- v ) interacciona con la tirosina Y1015; la tirosina Y1062 es diana
de una gran variedad de moléculas tales como SHC, SNT/FRS2 (“Fibroblast growth
factor Receptor Substrate 2”), IRS1 (“Insulin Receptor Substrate 1), DOK1, DOK4,
DOKS (“Docking protein 1, 4 y 5) y Enigma; por Ultimo GRB2 (“Growth factor
Receptor-Bound protein 2”) se une a la tirosina Y1096 (Figura A.4) (Borrello y cols,
1994, 1996; Pandey y cols, 1995; Asai y cols, 1996; Arighi y cols, 1997; Lorenzo y
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cols, 1997; Alberti y cols, 1998; Durick y cols, 1998; Grimm y cols, 2001; Kurokawa y
cols, 2001; Melillo y cols, 2001a, 2001b; Murakami y cols, 2002).

Figura A.4. Rutas de sefializacion en las que participa RET.
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Como resultado de las interacciones de las formas fosforiladas de RET con todas
estas proteinas adaptadoras, se activan varias rutas de sefializacion conocidas, en las que
participan MAP-kinasas (“Mitogen Activated Protein kinases”). Las cascadas de las
MAP kinasas estan altamente conservadas en eucariotas y participan en varias rutas de
sefalizacion celular que controlan un amplio espectro de respuestas celulares,
incluyendo crecimiento, diferenciacion y respuestas ante estrés. Las MAP kinasas son
una familia de serin/treonin-kinasas que incluyen p42/44™4F% (también conocidas como
ERK1 y ERK2, “Extracellular signal-regulated kinases”) , INK/SAPK ( protein kinasa
activada por estrés, “c-Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase’), kinasa
p38 y kinasa ERKS5 o MEKS.

También se ha observado que RET interacciona con la fosfolipasa C-y (PLC-y) a
través de la tirosina Y1015, desencadenando la activacion de esta ruta ( Borrello y cols,

1996; Hansford y Mulligan, 2000; Figura A.4).

A.1.4.1. Activacion de la ruta RAS/ERK.

Se ha demostrado que RET es capaz de desencadenar la ruta de RAS-ERK, la
cual es esencial tanto para la supervivencia como para la diferenciacion neuronal
(Figura A.4) (Califano y cols, 1995, 2000; van Weering y cols, 1995; Worby y cols,
1996). La cascada RAS-ERK se puede originar a través de la interaccion de Y1062 de
RET con la molécula adaptadora SHC o SNT/FRS2, lo que provoca la activacion de
GRB2, que a su vez activa a RAS. Alternativamente la activacion de esta ruta se puede
dar por interaccion directa de la tirosina Y1096 con GRB2. También se ha visto que la
interaccion de GRB7 o GRB10 con Y905 esta relacionada con la activacion de esta ruta
(Iwashita y cols, 1996a) (Figura A.5).

La proteina GRB2 se acopla por un lado a uno de los residuos de fosfotirosina de
RET, y por el otro a otra proteina conocida como SOS que, al ser activada por GRB2,
funciona como una proteina de intercambio de guanina. Concretamente la unién de SOS
a la proteina RAS convierte a ésta en su forma activa asociada a GTP, dotandola
entonces de capacidad para desencadenar toda una cascada de protein-kinasas que
influirdn en los procesos de proliferacion y diferenciacion celulares. La proteina RAS

activada se unira al dominio N-terminal de RAF, una kinasa de serinas/treoninas.
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Figura A.5.Cascada RAS/ERK.

GOOOOXOOOGNOOOO KKK KX XX QOOCOXKXK]

_®
_®

®_

RET dimerizado
y autofosforilado

La fijaciéon de GRB2 y SOS acopla
RET a RAS inactiva

RRKRYY ZOIOIOI!IOZOIOIOI’IOIOZ’IOIOI’IOZﬁéIﬂ. A RRXRKXRRXK]

209—:%

GrB2 ®O—

G GTP SOS provoca la disociacion de GDP
de RAS; se fija el GTP y SOS se
disocia de las RAS activada

&

0101010.';{(01 KXRRKRKR KRR KX K RXRXNC CIKRXRXKXK]

®
—®
—®

activa

T @
activa
MEK1
Fijacién de RAF
a RAS activa
EKXKKKEX]

Fijacion y
fosforilacion de
MEK1 por RAF

Fosforilacion y
activacién de
ERL1/2 por MEK1

010{010{0{010310103"‘1010101010 KRRRERR)

activa

Introduccion

inactiva

ERL
inactiva

0103.':0310310331(01{0310

COOH(O) on

ERL1/2

AL
NUCLEO

RAF se unird y fosforilara a la proteina MEK1, otra protein-kinasa que fosforila

residuos de serina y tirosina. MEK1 fosforilara y activard a la MAP-kinasa ERK1 o
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muchas proteinas, incluidos factores de transcripcion que regulan la expresion de
importantes proteinas del ciclo celular y de la diferenciacion (Figuras A.4, A.S).

Entre esos factores de transcripcion se encuentra la proteina CREB (“cAMP
Response Element binding”), que es capaz de activar la transcripcion de genes
conocidos como genes de accion inmediata o temprana (IEG, “Inmediate Early-genes”).
Algunos de esos genes IEG codifican para otros factores de transcripcion, que a su vez
influirdn posteriormente para activar a los genes de accion tardia.

Pues bien, se ha visto que en algunos tipos celulares la activacion mediada por
RET de las rutas dependientes de RAS puede dar lugar a una diferenciacion celular
(Califano y cols, 2001). En cambio, en otros tipos celulares RET podria llegar a
bloquear la diferenciacion inducida por RAS evitando la translocacion nuclear de ERK,
y consiguientemente la induccion de la transcripcion de genes IEG (Colucci-D”Amato y

cols, 2000).

A.1.4.2. Activacion de la ruta PI-3K/AKT.

La activacion de la enzima fosfoinositol-3—kinasa (PI-3K), probablemente a
través de la interaccion de RET con GRB2 y GAB1 o GAB2, también se encuentra
implicada en la proliferacion y la supervivencia celular (Murakami y cols, 1999; Soler y
cols, 1999). La estimulacion de esta ruta por parte de RET esta asociada con la
motilidad e interacciones celulares, y puede conducir a la formacion de lamelipodios y a
la fosforilacion de proteinas relacionadas con la formacion de adhesiones focales (como
la paxilina, FAK, pl130cas...), o con el aumento de expresion de la conexina-43
(Romano y cols, 1994; Xing y cols, 1996; van Weering y cols, 1998; Murakami y cols,
1999b; Segouffin-Cariou y cols, 2000). RET también actiia a través de la PI3-K para
estimular a la protein-kinasa B o AKT-kinasa, que activa al factor de transcripcion
NFxB, jugando asi un papel importante en la supervivencia y proliferacion celular, pero
también pudiendo participar en procesos neopldsicos (Murakami y cols, 1999; Soler y

cols, 1999; Segouffin-Cariou y cols, 2000) (Figura A.4).
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A.1.4.3. Activacion de la ruta JNK.

También se ha mostrado que RET activa la cascada de la kinasa JNK a través de
la GTPasa cdc42/RACI. La kinasa JNK activa varios factores de transcripcion entre los
que se encuentra c-jun. La regulacion de c-jun por JNK modula la apoptosis inducida
por estrés en ciertos tipos celulares, y podria también jugar un papel en la induccion de
los procesos de reparacion de ADN en respuesta a dafio genotoxico. Esta ruta esta
implicada en procesos neoplasicos (Marshall y cols, 1997), pero aun no se conoce muy
bien como RET es capaz de desencadenarla, si bien se piensa que podria enlazar con la
ruta de la PI3 kinasa (Hansford y Mulligan, 2000). Estudios recientes sugieren que la
molécula adaptadora DOK1 se une a la tirosina 1062 de RET, y a otra proteina
adaptadora conocida como NCK, pudiendo esta asociacion ser también responsable de

la activacion de JNK (Kurokawa y cols, 2003) (Figura A.4).

A.2. Aspectos clinicos y bases moleculares de la neoplasia endocrina multiple

tipo 2 (MEN 2) y el cancer medular de tiroides esporadico.

A.2.1. Clasificacion clinica de los sindromes MEN 2.

El cancer medular de tiroides (MTC) representa aproximadamente el 5-10% de
todos los tumores malignos de tiroides. Alrededor del 75% de todos los casos de MTC
registrados son esporadicos, y los restantes (25%) estan englobados en un cuadro
hereditario conocido como neoplasia endocrina multiple 2 (MEN 2) (Eng, 1999). El
MEN 2 es un sindrome canceroso mendeliano autosémico dominante, que incluiria los
siguientes cuadros clinicamente diferenciables: neoplasia endocrina multiple 2A y 2B
(MEN 2A y MEN 2B) y céancer medular de tiroides familiar (FMTC). Las
caracteristicas clinicas de los diferentes cuadros, estan resumidas en la Tabla A.1.

El sindrome MEN 2A se presenta con la clasica triada de MTC, feocromocitoma
(PHEO) en aproximadamente el 50% de los casos, e hiperparatiroidismo (HPT) o
adenoma paratiroideo en un 15-30% de los casos (Schimke, 1984; Eng, 1999). Es la

forma mas comin de MEN 2, abarcando aproximadamente el 90% de todos los casos.
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El sindrome MEN 2B abarca un 5% de los casos MEN 2, y la clinica es similar a
la de MEN 2A con la diferencia de que la edad de manifestacion del tumor es una media
de 10 anos mas temprana. Ademas no cursa con HPT, pero va acompafiado de
anormalidades del desarrollo como habito marfanoide, ganglioneuromatosis, neuromas
mucosos y engrosamiento de fibras nerviosas corneales (Gorlin y cols, 1968; Eng,
1999).

Finalmente, el FMTC tiene como tnico fenotipo el cdncer medular de tiroides
(Farndon y cols, 1986; Eng, 1999). Se piensa que el curso de MTC en estas familias es
mas benigno que en MEN 2A y MEN 2B, y el pronostico es mas favorable.

Tabla A.1. Subtipos clinicos de los sindromes MEN 2

MTC PHEO HPT OTROS RASGOS
MEN 2A + * * Es la forma mas comtn. Normalmente no tiene otros rasgos asociados
MEN 2B + + - e Anormalidades musculo-esqueléticas:

- Habito marfanoide

- Pies cavos

- Pectus excavatum

- Hipotonia y debilidad muscular
e Neuromas en labios, lengua y conjuntiva
e Engrosamiento de las fibras nerviosas corneales
e  Ganglioneuromatosis del intestino

FMTC + - - Es de manifestacion tardia y curso lento

A.2.2. Genética de los sindromes MEN 2.

A diferencia de otros sindromes cancerosos, que estan asociados a la inactivacion
de genes supresores de tumores, los sindromes MEN 2 se producen por mutaciones
activadoras del proto-oncogén RET. Se estima que aproximadamente el 92% de los
casos de MEN 2 presentan mutaciones germinales en seis exones distintos de RET

(exones 10, 11, 13, 14, 15y 16) (Eng y cols, 1996a; Eng, 1999) (Figura A.6, Tabla A.2).
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Figura A.6. Representacion de la localizacion de las mutaciones de RET causantes de

los sindromes MEN 2.
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En MEN 2A el 98% de los pacientes tienen mutaciones germinales
identificables. Estas alteraciones aparecen agrupadas en un sitio caliente de mutaciones
especifico que se corresponde con 5 codones cisteinicos presentes en el dominio
extracelular de la proteina (codones 609, 611, 618, 620 y 634) (Mulligan y cols, 1995;
Eng y cols, 1996a). Rara vez se han observado la aparicion de duplicaciones/inserciones
en el exén 11 que se traducen en la inserciéon de 3 o 4 aminoacidos en el dominio
cisteinico del receptor (Hoppner y Ritter, 1997). Ademads, s6lo en una ocasioén se ha
descrito una mutacion afectando al codon 631, que si bien no es cisteinico se encuentra
localizado préoximamente a los codones cisteinicos 630 y 634 (Berndt y cols, 1998).
Aproximadamente el 87% de las mutaciones MEN 2A afectan al codon 634, siendo la
sustitucion mas frecuente la de cisteina por arginina (C634R), encontrada en mas del
50% de los casos (Mulligan y cols, 1995; Eng y cols, 1996a). En Espafia, la tasa de
mutaciones de las familias MEN 2A ha ofrecido unos resultados comparables con los
obtenidos en otras poblaciones. Sin embargo, cabe destacar la mayor prevalencia de la
mutacion C634Y, lo que sugiere un efecto fundador de esta mutacion en nuestra
poblacion (Sanchez y cols, 1998; 1999). Los estudios bioquimicos efectuados con las

proteinas mutadas en los codones cisteinicos, indican que los cambios de aminoacidos
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localizados en esta region, conducen a la pérdida de los puentes disulfuros
intramoleculares presentes en la proteina normal. En consecuencia, ain en ausencia de
sefales externas, las proteinas deletéreas sufren dimerizaciones espontaneas provocando
a su vez una autofosforilacion de los dimeros de RET, que permanecen activos de
manera auténoma. La consecuencia final es la activacion constitutiva de las vias
metabolicas de senalizacion de RET, siendo ésta la alteracion primaria que produce la
transformacion de las células parafoliculares del tiroides (Borrello y cols, 1995; Santoro
y cols, 1995; Rossel y cols, 1997).

Muchas de las mutaciones causantes de MEN 2A, también pueden originar
FMTC. En mas del 80% de las familias FMTC se han encontrado sustituciones en los
codones cisteinicos 609, 611, 618, 620 y 634, si bien su distribucidon es menos uniforme.
Curiosamente, la mutacion C634R, que es la mas frecuente en MEN 2A, no aparece
nunca asociada a FMTC (Mulligan y cols, 1995; Eng y cols, 1996a). Existen también
descripciones de mutaciones localizadas en el coddn cisteinico 630, y de inserciones
que introducen nuevas cisteinas en el dominio cisteinico del receptor (Komminoth y
cols, 1995; Pigny y cols, 1999). Ademas de las mutaciones que afectan a las cisteinas
extracelulares, FMTC se encuentra también asociado a sustituciones aminoacidicas que
afectan al dominio intracelular, en los codones 768, 790, 791, 804 y 891 (Eng y cols,
1995a; Bolino y cols, 1995; Fink y cols, 1996; Boccia y cols, 1997; Hofstra y cols,
1997; Berndt y cols, 1998; Dang y cols, 1999; Antifiolo y cols, 2002). El mecanismo
funcional de estas Gltimas mutaciones no ha sido suficientemente aclarado. No obstante,
se piensa que estos cambios podrian conducir a un incremento de la union de ATP a las
proteinas mutadas y/o a la alteracion de la especificidad de substrato de RET (Bolino y
cols, 1995; Eng y cols, 1995a; Pasini y cols, 1997; Dang y cols, 1999; Iwashita y cols,
1999) .

En el caso de MEN 2B, aproximadamente el 95% de los pacientes portan la
mutacion M918T (exdn 16), y alrededor del 2-3% porta la mutacion A883F (exdn 15)
(Carlson y cols, 1994; Eng y cols, 1994, 1996 a; Hofstra y cols, 1994; Mulligan y cols,
1995; Gimm y cols, 1997; Smith y cols, 1997). Ambas mutaciones, aparecen en la zona
de reconocimiento y union del substrato a RET alterando la especificidad de la proteina,

que parece fosforilar con mayor afinidad los substratos propios de las kinasas
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citoplasmaticas (Songyang y cols, 1995; Bocciardi y cols, 1997; Murakami y cols,

1999).

Tabla A.2. Mutaciones del proto-oncogén RET y los sindromes MEN 2 asociados

Exo6n Codon Cambio de nucleétido Cambio de aminoacido Fenotipo
10 609 TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC
TGC aTAC Cysa Tyr MEN2A
611 TGC aTAC CysaTyr MEN2A
TGC a TGG CysaTrp MEN2A, FMTC
TGC a GGC Cys aGly FMTC
618 TGC aTTC Cys a Phe MEN2A
TGC a TCC Cys a Ser MEN2A, FMTC
TGC a AGC Cys a Ser MEN2A, FMTC
TGC a GGC CysaGly MEN2A
TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC
TGC aTAC Cysa Tyr MEN2A, FMTC
TGC a TGA Cys a Stop MEN2A
620 TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC
TGC aTAC CysaTyr MEN2A
TGCaTTC Cys a Phe MEN2A
TGC aTCC Cys a Ser MEN2A
TGC a GGC Cys aGly MEN2A
11 630 TGCaTTC Cys a Phe FMTC
634 TGC a TAC Cysa Tyr MEN2A, FMTC
TGC a CGC Cys a Arg MEN2A
TGCaTTC Cys a Phe MEN2A, FMTC
TGC a GGC CysaGly MEN2A
TGC a TGG Cys a Trp MEN2A
TGC a AGC Cys a Ser MEN2A
TGC aTCC Cys a Ser MEN2A, FMTC
13 768 GAG a GAC Glu a Asp FMTC
GAG a GAT Glu a Asp FMTC
790 TTGaTTT Ley a Phe MEN2A, FMTC
TTG aTTC Ley a Phe MEN2A, FMTC
791 TATaTTT Tyr a Phe FMTC
14 804 GTGaTTG ValaLeu FMTC
GTG a ATG Val a Met FMTC
804 y 806 804-GTG a ATG Val a Met MEN2B
806-TAC a TGC Tyr a Cys
15 883 GCTaTTT Ala a Phe MEN2B
891 TCG a GCG Ser a Ala FMTC
16 918 ATG a ACG Met a Thr MEN2B
Duplicaciones N° de base Secuencia insertada Aminoacidos insertados Fenotipo
8 1741-1742 Ins GAG GAG TGT EEC 531-532 FMTC
11 2056-2057 Ins TCG CGC ACG CRT 636-637 MEN2A
2049-2050 Ins ACG AGC TGT GCC TSCA 634-635 MEN2A

También se ha encontrado un caso MEN 2B asociado a la doble mutacion

V804M e Y806C (Iwashita y cols, 2000). Se ha comprobado in vitro que esta
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combinacion de variantes tiene mas capacidad transformadora que cada una de las
variantes por separado, y que presenta propiedades biologicas similares a las de otras

mutaciones de RET asociadas a MEN 2B.

A.2.3. Etiologia del cancer medular de tiroides esporadico.

El céancer medular de tiroides esporadico, se define como un tumor de células
parafoliculares del tiroides, que aparece en un paciente sin antecedentes familiares ni
otras caracteristicas asociadas a los cuadros de MEN 2, y sin ninguna alteracion
germinal caracteristica del cuadro sindromico (Schimke, 1984; Eng, 1999). Sin embargo
varios estudios poblacionales han mostrado que un 3-7% de estos casos representan
casos MEN 2 de novo con mutaciones germinales en RET (Eng y cols, 1995b; Wohllk y
cols, 1996; Eng, 1999).

La etiologia del MTC esporadico no se conoce bien. Se ha observado que de un
23 a un 70% de esos casos portan mutaciones somaticas en RET (Eng y cols, 1996b).
No obstante, los analisis de subpoblaciones de células tumorales procedentes de un solo
paciente revelan que las mutaciones en RET aparecen en subgrupos de clones, lo que
sugiere que dichas mutaciones no son causantes del MTC, sino que aparecen durante la
progresion de éste (Eng y cols, 1995b, 1998). Aunque se han descrito mutaciones en los
exones 13 y 15, tratindose en la mayor parte de los casos de la mutacion M918T, su
mecanismo de aparicion se desconoce por completo. Resultados de estudios realizados
en la poblacion alemana indican que existe una sobre-representacion a nivel germinal de
la variante de RET S836S (¢.2439C>T) en los pacientes con MTC esporadico respecto a
la poblacion general, y curiosamente parece que la presencia de esta variante
correlaciona con la aparicion a nivel somatico de M918T (Gimm y cols, 1999). Estos
datos sugieren que S836S podria predisponer a la aparicion de M918T, aunque esta

hipotesis no esta atin confirmada.

A.2.4. Factores de susceptibilidad genéticos para MTC esporddico.

El ¢cSNP ("coding Single Nucleotide Polymorphism") S836S de RET es el primer
factor de susceptibilidad genético descrito para MTC esporadico (Gimm y cols, 1999).

Se trata de un cambio silente que fue identificado originalmente por nuestro grupo en el

18



Introduccion

exon 14 del proto-oncogén RET, en una familia afecta de MEN 2A y enfermedad de
Hirschsprung (Borrego y cols, 1998). En un estudio de casos y controles realizado por
Gimm y cols en 1999, se detect6 la presencia de S836S en 9 pacientes de 49 (9%) y en
solo 5 controles sanos de 70 (3,6%). Al realizar el andlisis estadistico comparativo entre
pacientes y controles se observo una sobre-representacion significativa de la variante en
el grupo de pacientes (Test exacto de Fisher: p= 0.03). El mecanismo molecular de
S836S es desconocido, aunque se postula que podria actuar creando tractos
hipermutables hacia el segmento 3" del proto-oncogén RET dando lugar asi a la
mutacion somadtica M918T, en lugar de participar directamente en el proceso
tumorigénico. Alternativamente, se ha planteado que S836S podria aumentar la
expresion de RET o generar la activacion de sitios cripticos de maduracion,
conduciendo a la produccion de proteinas mutantes. En cualquier caso han de realizarse
estudios funcionales adicionales para determinar con exactitud el mecanismo molecular
por el que S836S parece predisponer a desarrollar cancer medular de tiroides.

Con posterioridad se ha descrito la existencia de un nuevo factor de
susceptibilidad para MTC esporadico localizado en el gen GFRAI (Gimm y cols, 2001).
Este gen codifica para el co-receptor GFRal de RET que, como se ha descrito
detalladamente en la seccion A.1.3, es necesario para la dimerizacion y consiguiente
activacion de la cascada metabolica del receptor. Dado que las mutaciones de RET que
generan una ganancia de funcion estan asociadas con MTC, seria igualmente factible
que mutaciones en genes que codifican para los miembros del complejo
heterotetramérico de activacion de RET, puedan afectar a la cascada metabdlica del
receptor y jugar asi un papel en la patogénesis de MTC. En la poblacion alemana se
detectd la sobre-representacion del polimorfismo —193C>G, situado en el extremo
5'UTR de GFRAI, y una sub-representacion de ¢.537T>C en el exén 4 del mismo gen,
al realizar un estudio poblacional comparativo entre casos MTC esporadicos y controles
sanos (Gimm y cols, 2001). Ademas, tras analizar la expresion diferencial de GFRAI a
nivel de ARN mensajero y de proteina, estos autores encontraron una sobre-expresion
en los tumores que portan el polimorfismo —193C>G. Estos datos podrian sugerir que —
193C>G actlia como un alelo de susceptibilidad de baja penetrancia para el desarrollo

de MTC. Por otra parte, ¢.537 T>C podria tener un efecto protector contra el desarrollo

19



Introduccion

de la enfermedad. Sin embargo, los mecanismos precisos de actuacion de ambas
variantes de secuencia siguen siendo un misterio.

Dado que los fendmenos de asociacion de las variantes anteriormente
mencionadas a MTC esporadico podrian quedar restringidos a la poblacion alemana,
uno de los objetivos del presente trabajo de tesis ha sido la evaluacion de la implicacion
de dichos cambios de secuencia en la patogénesis de MTC, en la poblacion espafiola

(Ruiz y cols, 2001; Borrego y cols, 2002).

A.3. Caracteristicas clinicas y bases moleculares de la enfermedad de

Hirschsprung.

A.3.1. Concepto y caracteristicas clinicas de la enfermedad de

Hirschsprung.

La enfermedad de Hirschsprung o megacolon agangliénico (HSCR, OMIM
142623), es una patologia congénita caracterizada por la ausencia de los ganglios
intramurales de Meissner y Auerbach en una porcidon variable del intestino grueso,
dando como resultado una obstruccion intestinal funcional. Se puede presentar bajo dos
formas fenotipicas diferentes: HSCR de segmento corto (S-HSCR: 67-82% de casos),
en la que se ve afectada una regién por debajo del sigmoides superior, y HSCR de
segmento largo (L-HSCR: 15-25% de casos) en la que la aganglionosis se extiende por
encima del plexo esplénico. El criterio para catalogar a los pacientes con aganglionosis
hasta el colon descendente es variable, pudiéndose considerar como una tercera forma
fenotipica (HSCR de segmento colonico: 3-8%), o bien incluirse dentro de S-HSCR o
L-HSCR (Chakravarti y Lyonnet, 2002).

En la mayoria de los casos el diagnostico de HSCR se realiza en el periodo
neonatal, debido a una obstruccion intestinal con los siguientes signos: (1) dificultad en
expulsar el meconio durante las primeras 48 horas de vida, (2) distension abdominal que
se alivia con la estimulacion rectal o la administracion de enemas, (3) vomitos y (4)
enterocolitis neonatal (Torfs, 1998). Algunos casos se diagnostican mas tarde en la
infancia o en la etapa adulta con estrefiimiento severo, distension abdominal cronica,

vomitos y retraso de crecimiento (Parc y cols, 1984).
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Las principales técnicas diagnosticas incluyen la visualizaciéon abdominal por
rayos X, enema de bario, manometria ano-rectal y biopsia de la pared rectal. En cuanto
al tratamiento, es quirdrgico tras un preoperatorio meticuloso. Basicamente el principio
consiste en situar el intestino normal en el ano, y eliminar la contraccion tonica del

esfinter anal interno.

A.3.2. Epidemiologia de la enfermedad de Hirschsprung.

Se estima que la incidencia de HSCR es de 1 de cada 5000 nacidos vivos
(Bodian y Carter, 1963; Amiel y Lyonnet, 2001). Sin embargo esta incidencia varia
significativamente entre los distintos grupos étnicos alcanzando valores de 1.5, 2.1y 2.8
de cada 10000 nacidos vivos en caucasianos, afro-americanos y asiaticos
respectivamente) (Torfs, 1998).

Usualmente HSCR aparece como caso aislado, sin historia familiar previa
(HSCR esporadico) aunque también hay casos familiares en los que se observan
patrones de herencia autosémicos dominantes y recesivos, con penetrancia y expresion
variables (Passarge, 1967). Existe una clara predominancia de varones afectos, siendo el
ratio varones: mujeres = 4:1 (Badner y cols, 1990). Curiosamente este ratio varones:
mujeres es significativamente mas alto para S-HSCR que para L-HSCR (Badner y cols,
1990; Torfs, 1998).

Aproximadamente el 70% de los pacientes HSCR no tienen otras
manifestaciones clinicas adicionales, mientras que en el 30% de casos restante este
fenotipo se presenta como formas sindromicas, asociado a otras malformaciones
congénitas o a otro desorden genético adicional (Tabla A.3, Tabla A.4) (Amiel y
Lyonnet, 2001). Concretamente HSCR aparece asociado a alguna anomalia
cromosodmica en un 12% de los casos, siendo la trisomia 21 la mas frecuente (>90%).
Por otra parte, el 18% de los pacientes HSCR aparecen con anomalias congénitas
asociadas, tales como malformaciones gastrointestinales, fisura palatina, polidactilia,
defectos en el septo cardiaco y anomalias craneo-faciales (Spouge y Baird, 1985;

Brooks y cols, 1998).
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Tabla A.3. Sindromes asociados con HSCR (Amiel y Lyonnet, 2001).

Sindromes MIM Rasgos clave
Neurocristopatias
Anomalias en la pigmentacion (mechén blanco, iris bicolor,
WS4 (Shah-Waardenburg) 277580 L S
hipopigmentacion irregular), y sordera
Yemenite deaf-blind 601706 Pérdida de audicion, anomalias oculares (microcornea, coloboma,
hipopigmentacion nistagmo), anomalias en la pigmentacion.
BADS 227010  Pérdida de audicion, hipopigmentacion de la piel y retina
Piebaldismo 172800  Hipopigmentacion irregular de la piel
Haddad o enfermedad de Ondine 209880  Hipoventilacion central congénita
MEN 2A 171400 Cgrcmomg rpedular de tiroides, feocromocitoma,
hiperparatiroidismo
Riley-Day 223900  Anomalias del sistema nervioso autonomo
HSCR siempre asociado
Goldberg-Shprintzen 235730 F isura palatln?, hipotonia, microcefalia, retraso mental, rasgos
faciales dismorficos
235740  Polidactilia, agenesia renal unilateral, hipertelorismo, sordera
HSCR con anomalias limbicas 235750  Polidactilia postaxial, defecto en el septo ventricular
235760  Hipoplasia de las falanges distales y uilas, rasgos dismorficos
604211  Polidactilia preaxial, defecto cardiaco, anomalias laringeas
306980  Braquidactilia tipo D
Anormalidades cerebrales, retraso, displasia ectodérmica,
BRESHEK malformaciones esqueléticas, HSCR, anormalidades de ojo y oido,
displasia renal
Diaplasia mesomélica tipo Werner Mesomelia, polidactilia
HSCR ocasionalmente asociado
Bardet-Bicdl 209900 Retlnopana.plgn.lf.:ntarla, qbemdad, hipogenitalismo, leve retraso
mental, polidactilia postaxial
Kauffiman-McKusick 236700 Hldr(?m.etrocolpo, polidactilia postaxial, defecto cardiaco
congenito
. . . Retraso en el crecimiento, microcefalia, retraso mental,
Smith-Lemli-Opitz 270400 hipospadia, sindactilia de 2-3 dedos de los pies, rasgos dismorficos
Hipoplasia de cartilago y cabello 250250 Dwarfismo, displasia metafisaria, inmunodeficiencia
HSCR rara vez asociado
Distrofia muscular congénita de 253800  Distrofia muscular, polimicrogiria, hidrocefalia, ataques
Fukuyama
Clayton-Smith 258840  Rasgos dismorficos, dedos y ufias hipoplasticas, ictiosis
Kaplan 304100 Agénesis del cuerpo calloso, pulgares cortos, ptosis, debilidad
muscular
Okamoto 308840  Hidrocefalia, fisura palatina, agénesis del cuerpo calloso
Asociaciones miscelaneas
Pallister-Hall (CAVE) 140510
Fryns 229850
Aarskog 100050
Enfeljmedad Qe Jeune o distrofia 208500
toracica asfixiante
Displasia frontonasal 136760
Osteopetrosis
Goldenhar 164210
Lesch-Nyhan 308000
Rubinstein-Taybi 180849
Toriello-Carey 217980
SEMDIJL 271640
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Tabla A.4. Anomalias cromosdmicas asociadas a HSCR.

Cromosoma Rasgos clave Numero de casos

+21 Sindrome de Down, S-HSCR, Varones: mujeres= 5.5-10.5 2-10% de casos HSCR
del 10q11 Retraso mental, L-HSCR 2 casos

del 13q22 Retraso metal y de crecimiento, rasgos dismorficos, S-HSCR 7 casos

del 2422-023 Retraso en el crecimiento postnatal y microcefalia, retraso
4eod mental, epilepsia, rasgos dismorficos, L-HSCR o S-HSCR
del 17q21 4 casos
Sindrome MCA/MR (“Multiple Congenital
dup 17g21-q23 Anomalies/Mental Retardation™)
+22ql1 Sindrome del ojo de gato

3 casos

4 casos

A.3.3. Etiopatogenia de la enfermedad de Hirschsprung.

La hipoétesis mas aceptada acerca de la etiopatogénesis de HSCR se basa en un
fallo en la migracién de neuroblastos de la cresta neural (CN) que, en condiciones
normales, deben alcanzar el intestino delgado en la séptima semana de gestacion, y el
recto en la duodécima semana (Okamoto y Ueda, 1967). Las distintas formas clinicas
que presentan una extension variable del segmento aganglionico, podrian considerarse
como el resultado de interrupciones del proceso migratorio en distintos periodos
gestacionales (Martucciello y cols, 2000).

La CN es una estructura muy peculiar. Tal como formulé Horstadius en 1950,
“al originarse tan temprano, se considera uno de los primeros 6rganos en el desarrollo
de los embriones de vertebrados. Sin embargo s6lo tiene una existencia temporal, y sus
células se dispersan por todo el cuerpo diferencidndose en varios tejidos”. Al finalizar
su migracion, las células de la CN se diferencian en varios tipos celulares, incluyendo
neuronas de los ganglios sensoriales, simpaticos y parasimpaticos, células
neuroendocrinas, médula adrenal, células pigmentadas, y cartilago facial (Bronner-
Fraser, 1993). Las enfermedades que surgen por defectos en la CN son particularmente
diversas en su presentacion clinica, e incluyen sindromes endocrinoldgicos, cutaneos,
neurologicos y digestivos entre otros. Entre esas neurocristopatias se encuentra la
enfermedad de Hirschsprung, relacionada con fallos en el desarrollo embrionario del
sistema nervioso entérico (SNE). Para contribuir al desarrollo del SNE, las células de la
CN han de poder abandonar el tubo neural, migrar al intestino, entrar en él en un
determinado momento, y comenzar su migracion craneo-caudal a lo largo del intestino

(Meijers y cols, 1992). Estos eventos se encuentran regulados por una compleja red de

23



Introduccion

mecanismos moleculares y celulares que atn no se conocen en profundidad. Se han
identificado fundamentalmente dos vias metabodlicas que desempefian un papel critico
en la neurogénesis entérica de mamiferos: una de ellas es la ruta de sefializacion del
receptor tirosin quinasa RET, y la otra es la ruta mediada por el receptor B de
endotelinas (EDNRB). De hecho, y tal como se vera mas adelante, los genes que hasta
la fecha se han descrito como relacionados con la enfermedad de Hirschsprung estan

asociados de forma directa o indirecta con una de estas rutas de sefializacion.

A.3.4. Genética molecular de la enfermedad de Hirschsprung.

El andlisis de segregacion en familias de pacientes HSCR no sindromicos, ha
mostrado que el riesgo de recurrencia de la enfermedad en hermanos oscila entre un 1 y
un 33%, dependiendo de la longitud del segmento aganglionico y del sexo del
probando, asi como del sexo de los hermanos (Badner y cols, 1990). Actualmente se
asume que HSCR es una enfermedad multifactorial que resulta de la accion de varios
genes en combinacion con factores ambientales (Amiel y Lyonnet, 2001).

El analisis molecular de pacientes HSCR ha permitido identificar diferentes
genes asociados a la aparicion de este fenotipo. Hasta la fecha se han identificado 9
genes implicados en la aparicion de HSCR en humanos, que son RET, GDNF, NTN,
EDNRB, EDN3, ECE, SOX10, PHOX2B y SIP1.

A.3.4.1. Mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung en genes

que participan en la ruta de sefializacion de RET: RET, GDNF y NTN.

Hoy dia se sabe que el proto-oncogén RET es el principal gen de susceptibilidad
para HSCR. De hecho, fue el primer locus de susceptibilidad que se identifico tras el
analisis de familias multigeneracionales, en las que HSCR presentaba una forma de
herencia autosémica dominante con penetrancia incompleta (Lyonnet y cols, 1993;
Angrist y cols, 1993). Estos autores consideraron la region 10q11.2 como candidata al
observar una delecion intersticial en la misma, en pacientes con aganglionosis colénica
total y retraso mental (Martucciello y cols, 1992). RET, identificado como el gen

responsable de MEN 2 y localizado en 10q11.2, se consider6 un buen gen candidato
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debido a la concurrencia de MEN 2A y HSCR en algunas familias, y a que se expresa
en células derivadas de la cresta neural. Finalmente y cumpliendo las expectativas, el
rastreo molecular del gen permitio identificar mutaciones asociadas al fenotipo HSCR
(Edery y cols, 1994; Romeo y cols, 1994). Hoy dia se han identificado alrededor de 80
mutaciones en RET relacionadas con HSCR, que incluyen grandes delecciones,
microdelecciones, inserciones y mutaciones con cambio de sentido (“missense
mutations™), sin sentido (“nonsense mutations”) o que afectan a la maduracion
(“splicing mutations”) (Atti€¢ y cols, 1995; Angrist y cols, 1995; Seri y cols, 1997). A
diferencia de MEN 2A, donde las mutaciones se encuentran localizadas en una zona
caliente que abarca 6 codones cisteinicos, 0 de MEN 2B donde casi siempre aparece la
mutacion M918T, en el caso de HSCR las mutaciones de RET se encuentran
distribuidas por todo el gen. Mientras que in vitro se ha visto que las mutaciones
asociadas a MEN 2 conducen a una dimerizacion constitutiva del receptor, para HSCR
el mecanismo mas probable es la haploinsuficiencia (Pasini y cols, 1995b; Carlomagno
y cols, 1996; Pelet y cols, 1998). Los resultados de estudios bioquimicos destinados a
analizar los efectos de ciertas mutaciones en RET asociadas a HSCR, han mostrado que
dichos efectos son variables, pudiendo afectar al plegado de la proteina, al transporte de
¢ésta hasta la membrana celular, o incluso pudiendo abolir completamente su actividad
biologica (Carlomagno y cols, 1996; Pelet y cols, 1998). En consecuencia este déficit
afectaria a las rutas metabolicas en las que participa RET (Seccion A.1.4), generandose
un defecto en la migracion y proliferacion de precursores de la cresta neural al sistema
nervioso entérico en desarrollo.

Aunque RET es el principal locus para HSCR, so6lo se han identificado
mutaciones asociadas a la enfermedad en un 50% de los casos familiares (Attie y cols,
1995a). Sin embargo la mayoria de las familias, con algunas excepciones, son
compatibles con el ligamiento al locus RET (Bolk y cols, 2000; Carrasquillo y cols,
2002).

En cuanto a las formas esporadicas, los primeros estudios identificaron
mutaciones en RET en un 10-35% de los casos dependiendo de las series (Attie y cols,
1995a; Angrist y cols, 1995). Sin embargo, el primer estudio prospectivo basado en una
poblacion homogénea, ha demostrado que las mutaciones germinales de RET tan s6lo

explicarian un 3% de los casos esporadicos (Svensson y cols, 1998). Estas diferencias
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entre las series se explicarian en base a que en los primeros estudios efectuados en RET
se emplearon cohortes de pacientes muy seleccionados y con fenotipos muy agresivos
(edad de comienzo muy precoz y amplia extension de aganglionosis).

El papel de RET en la enfermedad de Hirschsprung convirtié a los genes que
codifican para las proteinas de su complejo de activacion (GDNF, NTN, ART, PSP,
GFRAI-4) en potenciales candidatos para el desarrollo de HSCR.

GDNF es el principal factor de superivencia para muchos tipos de neuronas. Los
ratones “Gdnf-knockout” presentan un fenotipo muy similar a los ratones “Ret-
knockout” (Schuchardt y cols, 1994; Moore y cols, 1996; Sanchez y cols, 1996; Pichel y
cols, 1996), consistente en megacolon de segmento largo y agenesia renal. Esto, junto
con el hecho de que GDNF participa en varios procesos metabdlicos necesarios para el
desarrollo y mantenimiento de neuronas centrales y periféricas, hacen de este gen un
magnifico candidato para HSCR. Sin embargo se han encontrado mutaciones en GDNF
en muy pocos pacientes HSCR. Ademads, dichas mutaciones podrian no ser suficientes
para originar HSCR, dado que algunos pacientes presentaban factores adicionales como
mutaciones en RET o trisomia 21 (Salomon y cols, 1996; Angrist y cols, 1996;
Ivanchuk y cols, 1996; Martucciello y cols, 2000). También se ha detectado una
mutacion en GDNF en un paciente con enfermedad de Ondine (Amiel y cols, 1998).

Por otra parte, el silenciamiento de genes que codifican la neurturina o su co-
receptor gfra2 en ratones (ratones Ntn-knockout o Gfra2-knockout), produce un
descenso en la densidad de neuronas colinérgicas del SNE aunque no se generan
anomalias renales (Heuckeroth y cols, 1999; Rossi y cols, 1999). Pues bien, se ha
identificado una mutaciéon asociada a HSCR en NTN, pero no se tiene certeza de su
grado de implicacion en la patologia, puesto que ésta aparecia en conjuncion con otra
mutacion en RET (Doray y cols, 1998).

Finalmente, aunque los ratones “Gfral-knockout” son fenotipicamente similares
a los ratones “Ret-knockout” y “Gdnf-knockout” (Enomoto y cols, 1998), aun no se han
identificado mutaciones en GFRAI en pacientes HSCR (Angrist y cols, 1998; Myers y
cols, 1999). Tampoco se han encontrado mutaciones en los genes GFRA2 ni GFRA3
(Vanhorne y cols, 2001; Onochie y cols, 2000). No obstante, estos hallazgos no
permiten descartar de forma definitiva la implicacién de estos genes en la enfermedad

de Hirschsprung.
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A.3.4.2. Mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung en los
genes de la ruta de sefializacion de la endotelina: EDNRB, EDN3 y
ECEL.

La ruta de las endotelinas fue estudiada inicialmente por su efecto
vasoconstrictor y su posible papel en hipertension. EDNRB y EDNRA (“Endothelin
receptor type B/A”) son proteinas heptahelicales acopladas a proteina G, que transducen
sefiales a través de las endotelinas (EDN1, EDN2, EDN3) (Inoue y cols, 1989; Sakurai
y cols, 1992). Hoy dia se sabe que la ruta de sefalizacion inducida por las endotelinas es
necesaria para el desarrollo de las células derivadas de la cresta neural destinadas a
inervar el colon (Chakravarti, 1996; Martucciello y cols, 2000).

Una serie de hechos hicieron pensar que 13q22, region donde se localiza el gen
EDNRB, podia albergar un locus de susceptibilidad para HSCR: (1) Se observo un /lod
score significativo en 13q22 al realizar un estudio de ligamiento sobre una comunidad
menonita, altamente endogdmica, con numerosos casos HSCR (Cohen y Gadd, 1982;
Puffenberger y cols, 1994a). (2) Se detectaron deleciones intersticiales de novo en
13922 en varios pacientes con HSCR (Kiss y Osztovics, 1989; Lamont y cols, 1989;
Bottani y cols, 1991). (3) En ratones el piebaldismo letal, un modelo de aganglionosis,
es fenotipicamente idéntico al del raton Ednrb-knockout, y en humanos el gen EDNRB
esta localizado en 13q22 (Hosoda y cols, 1994). El piebaldismo letal se considera como
el modelo murino para el sindrome de Shah-Waardemburg (WS4) en humanos, y
algunos de los individuos menonitas presentaban anomalias en la pigmentacion y
sordera ademas de HSCR. Este hecho incit6 a que se realizara un rastreo de EDNRB en
familias WS4, y se encontraron mutaciones en homocigosis en una fraccion de las
mismas (Attie y cols, 1995b). Recientemente se ha detectado también una mutacioén en
homocigosis en EDNRB en un paciente con hipoventilacion central congénita o
enfermedad de Ondine (Verheij y cols, 2002).

Por otra parte se identific6 una mutacion en el gen EDN3 en un ratén con
spotting letal, otro modelo murino para WS4 en humanos, lo que condujo al rastreo e
identificacion de mutaciones de EDN3 en pacientes WS4 (Hofstra y cols, 1996; Edery y
cols, 1996; Pingault y cols, 2001) o con enfermedad de Ondine (Bolk y cols, 1996).
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El rastreo mutacional de EDNRB y EDN3 en series de pacientes con HSCR
esporadico, ha mostrado que mientras que las mutaciones en EDN3 son muy poco
frecuentes (Bidaud y cols, 1997), en el caso de EDNRB se han encontrado mutaciones
en aproximadamente un 5% de los pacientes (Chakravarti, 1996; Amiel y cols, 1996;
Kusafuka y cols, 1996; Auricchio y cols, 1996). Cabe mencionar que en esos pacientes
estudiados, la penetrancia de mutaciones en heterocigosis de EDN3 y EDNRB es
incompleta, no se identificaron mutaciones de novo, y el fenotipo predominante al que
dan lugar es S-HSCR. La observacion de deleciones intersticiales en 13q22 abarcando
EDNRB en algunos pacientes HSCR, sugirio que el de accion de estas mutaciones
podria ser haploinsuficiencia. Posteriores analisis funcionales para determinar la
relevancia patogénica de diferentes mutaciones en EDNRB, han revelado que éstas
generan una pérdida de funcion del receptor (Abe y cols, 2000).

Las endotelinas maduras, EDN1, EDN2 y EDN3, son el resultado de la accion
proteolitica de las metaloproteasas ECE1 y ECE2 (Endothelin-Converting Enzyme 1 y
2) sobre las respectivas preproendotelinas. Se ha observado que el raton Ecel-knockout
presenta defectos craneo-faciales y anomalias cardiacas ademas de aganglionosis
coldnica (Yanagisawa y cols, 1998). Estos datos hicieron de ECE/ un gen candidato
para HSCR. De hecho, se ha podido identificar una mutacion en heterocigosis en un
paciente HSCR con defectos craneo-faciales y cardiacos (Hofstra y cols, 1999).

Todos estos hallazgos de mutaciones asociadas a HSCR en genes relacionados
con la ruta de las endotelinas (EDNRB, EDN3, ECEI), ponen de manifiesto la
relevancia de esta via de sefializacion en el desarrollo del sistema nervioso entérico.
Asimismo no se descarta la posibilidad de la implicacién de otros miembros de esta

cascada metabolica en la patogénesis de la enfermedad.

A.3.4.3. Asociacion de genes codificantes de factores de transcripcion o
de regulacion con HSCR: SOX10, PHOX2B y SIPI.

La expresion del proto-oncogén RET se encuentra regulada por una amplia gama
de factores de transcripcion que actuan sobre el gen de forma directa o indirecta. Entre
esos factores de transcripcion se encuentran MASH1, PHOX2A, PHOX2B, PAX3,
SOX10 y HOXI1L1, que evidentemente desempefian un papel fundamental en el
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desarrollo del SNE, si bien sus funciones precisas aun no se conocen en profundidad
(Newgreen y Young, 2002; Figura A.6). El hecho de que estos factores de transcripcion
regulen la expresion de RET convierte a los genes que los codifican en posibles
candidatos para HSCR. De hecho ya se ha podido establecer la relacion entre algunos de

estos genes como SOX10y PHOX2B, y algunas formas sindromicas de la enfermedad.
Figura A.7. Factores de transcripcion implicados en el desarrollo del SNE.

MASH1

N PHOXZA%MCK‘
SOX10 RET TH DBH

Por ejemplo, otro de los modelos murinos para el sindrome WS4 es el

megacolon dominante (Dom), siendo Sox10 (““Sex determining region Y box 10”) el gen
causante de este fenotipo. Este gen codifica para un factor de transcripcion que presenta
un motivo de union a ADN conocido como dominio HMG (“High Mobility Group ™). Se
han identificado mutaciones en heterocigosis en SOXI0 en formas familiares y
esporadicas de WS4 (Pingault y cols, 1998; Southard-Smith y cols, 1999; Touraine y
cols, 2000). También se han encontrado mutaciones en nifios con WS4 combinado con
otras neuropatias (Inoue y cols, 1999, 2002). Algunas de estas mutaciones afectan al
dominio de uniéon a ADN, y podrian conducir a una pérdida de funcion, por lo que de
nuevo el mecanismo propuesto mds aceptable para producir el fenotipo es la
haploinsuficiencia. En cambio otras mutaciones perturban el dominio de transactivacion
y podrian conducir a un efecto dominante negativo (Touraine y cols, 2000). Hasta el
momento, sin embargo, no se han encontrado mutaciones en SOX10 asociadas a formas
no sindrémicas de HSCR.

Por otra parte, se habia observado que los ratones Phox2b-knockout carecen de
sistema nervioso autonomo. En estos ratones las células de la cresta neural llegan a la
parte anterior del intestino, pero no alcanzan a migrar mas alld probablemente como
consecuencia de la falta de expresion de Ret (Pattyn y cols, 1999). PHOX2B (“Paired-

like Homeo bOX 2B”) codifica para otro factor de transcripciéon que se expresa en el
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sistema nervioso autonomo central y periférico durante el desarrollo embrionario, y que
funciona regulando la expresion de RET. Pues bien, el rastreo mutacional de este gen en
una serie de pacientes con enfermedad de Ondine ha permitido identificar mutaciones
que alteran la pauta de lectura, asi como expansiones de polialaninas (Amiel y cols,
2003; Sasaki y cols, 2003). Ademas, Benailly y cols 2003 encontraron una paciente con
S-HSCR, retraso en el desarrollo, rasgos dismorficos e hipotonia severa, que presentaba
una delecion de SMb en 4p12p13, abarcando la region donde se localiza este gen, lo que
sugiere que la haploinsuficiencia de PHOX2B podria predisponer a HSCR. Sin
embargo, el analisis de la secuencia del gen en una amplia cohorte de casos HSCR no
sindromicos no ha desvelado la presencia de ninguna mutacion causante de este
fenotipo, aunque si la existencia de una variante sobre-representada en este grupo de
pacientes al comparar con un grupo control (Garcia-Barcel6 y cols, 2003a).

Por ultimo, en algunos pacientes HSCR que presentan microcefalia, fisura
palatina y estatura pequefia (OMIM 235730) se han encontrado mutaciones en el gen
SIPI (“Smad Interacting Protein-1""), también conocido como ZFHXIB (“Zinc Finger
Homeo boX 1B”) (Cacheux y cols, 2001; Wakamatsu y cols, 2001). Con posterioridad
también se han identificado grandes deleciones y otras mutaciones de este gen en varios
pacientes HSCR con retraso mental y ciertas malformaciones como hipospadia y
agenesia del cuerpo calloso (Amiel y cols, 2001). Se piensa que estos fenotipos son el
resultado de la haploinsuficiencia de SIP/ generada por mutaciones en uno de los alelos.
Este gen se consider6 un candidato para generar el fenotipo, dado que uno de los
pacientes analizados en los primeros estudios presentaba una translocacion de novo
t(2;13)(q22;922), y SIP1 se localiza en 2q22. Ademas, SIPI parece realizar una funcién
importante en el desarrollo de la cresta neural, hecho que queda manifiesto en los
estudios de los ratones knockout para este gen (Van de Putte et al, 2003). Los estudios
realizados en ratones han demostrado que Sip1 es un miembro de la familia SEF1/Zth-1,
que interacciona con proteinas Smad (Verschueren y cols, 1999). Estas proteinas Smad
desempefian un papel fundamental en la cascada de transduccioén de la familia de los
factores de crecimiento TGF-B (“Transforming Growth Factor beta”) (Massague,
1998), que esta involucrada en el desarrollo y homeostasis de varios tipos celulares. La
activacion de la ruta TGF-f origina la fosforilacion y translocacion nuclear de las

proteinas Smad, las cuales participan en la regulacion de la expresion de genes diana.
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Los experimentos realizados en varios sistemas sugieren que Sipl es un represor que
puede actuar impidiendo la activacion transcripcional llevada a cabo por Smad, por lo
que su funcion reguladora es importante.

Siguen existiendo aun varios genes que codifican para factores de transcripcion
implicados en el desarrollo del SNE, cuya candidatura para generar HSCR atin no ha
sido evaluada. Dichos genes resultan por tanto un interesante objeto de estudio cuyo
analisis podria contribuir a profundizar en el conocimiento de la patogénesis de esta

enfermedad poligénica.

A.3.4.4 ldentificacion de regiones cromoséomicas asociadas a HSCR

mediante analisis de ligamiento

Como ya se ha mencionado, HSCR es una enfermedad compleja y multifactorial.
En la inmensa mayoria de los casos, mutaciones en los genes anteriormente descritos
conducen a la aparicion de formas sindromicas de HSCR, o bien de formas aisladas de
L-HSCR. Sin embargo estas mutaciones apenas se han identificado en las familias S-
HSCR, que son mucho mdas frecuentes. Con el objetivo de identificar loci de
susceptibilidad asociados a la apariciéon de esas formas S-HSCR, se han realizado
estudios de ligamiento en diversas familias HSCR, utilizando una amplia variedad de
marcadores microsatélite distribuidos por todo el genoma.

En un primer estudio, Bolk y cols 1999 analizaron un total de 12 familias, e
identificaron un nuevo locus de susceptibilidad en la region cromosomica 9q31 que en
conjuncion con RET conduce a la aparicion del fenotipo HSCR.

Posteriormente, un analisis realizado sobre 49 familias demostré la existencia de
tres loci situados en 3p21, 10ql1 y 19ql2 tanto necesarios como suficientes para
explicar la incidencia y el riesgo de recurrencia de HSCR en la cohorte estudiada
(Gabriel y cols, 2002). Estos autores concluyen que el gen de susceptibilidad que reside
en 10ql1 es RET, llegando a encontrar mutaciones en este gen en 17 familias. Para el
resto de las familias ligadas a 10ql1, postulan que pueden existir mutaciones en la
region no codificante de RET, si bien tampoco se puede excluir totalmente la existencia
de mutaciones en otros genes situados en la region. Asi pues, RET seria el principal

causante de la aparicion del fenotipo, y 3p21 y 19q12 constituirian loci modificadores.
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En otro estudio similar llevado a cabo por Carrasquillo y cols en 2002, se
identificaron loci de susceptibilidad para HSCR en las regiones 10q11, 13q22 y 16g23.
Este andlisis se realizo en 43 triadas familiares de origen menonita, poblacion con alto
indice de consanguinidad que presenta una incidencia de HSCR de 1:500 nacidos vivos.
De nuevo se llegd a la conclusion de que RET correspondia con el gen de
susceptibilidad de 10qll, y EDNRB correspondia con el localizado en 13q22
(previamente identificado como el principal locus HSCR en esta poblacion,
Puffenberger y cols, 1994a). En cuanto a 16q23, los autores sugirieron la posible
candidatura de dos genes localizados en esta region, e implicados en el desarrollo del
SNE (CDH13 y PLCG?2), aunque hasta el momento no se ha reportado ningun trabajo
en el que se analice su asociacidon con la patologia.

Todos estos datos ponen de manifiesto nuevamente el patrén de herencia no

mendeliano de HSCR, y sustentan la idea del caracter poligénico de la enfermedad.

A.3.5. Co-segregacion de la enfermedad de Hirschsprung con los sindromes

MEN 2.

La co-segregacion de MEN 2 y HSCR es bastante infrecuente. Hasta la fecha
solo se han reportado 20 familias afectadas con ambos fenotipos (Verdy y cols, 1982;
Chretien y cols, 1994; Mulligan y cols, 1994; Borst y cols, 1995; Blank y cols, 1996;
Caron y cols, 1996; Peretz y cols, 1997; Borrego y cols, 1998; Decker y cols, 1998;
Romeo y cols, 1998; Siyjmons y cols, 1998; Pasini y cols, 2002) y todas ellas se han
asociado con mutaciones en los codones 609, 618 y 620 de RET. Se ha sugerido que la
coexistencia de ambos fenotipos debido a la misma mutacion, podria explicarse por un
efecto dual. En este sentido los resultados de estudios funcionales parecen demostrar
que mutaciones en los codones 609, 618 y 620, disminuyen la expresion del receptor en
la superficie celular pero también son capaces de inducir la formacién aberrante de
homodimeros de RET, conduciendo a la activacion constitutiva de las proteinas
mutantes (Iwashita y cols, 1996b; Ito y cols, 1997; Chappuis-Flament y cols, 1998;
Takahashi y cols, 1999). Por tanto, las mutaciones activadoras darian lugar a MEN 2
mientras que la disminucion de la expresion de RET en la superficie celular generaria

HSCR. El mecanismo propuesto es el siguiente sugiere que las cisteinas mutadas
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podrian alterar el plegado de RET, interfiriendo parcialmente con su maduracion, su
transporte intracelular o su expresion estable en la membrana plasmatica. Aunque los
niveles de dimerizacion de RET fuesen bajos, la actividad de las proteinas mutantes
seria suficiente para desencadenar el desarrollo de carcinoma medular de tiroides asi
como de feocromocitoma. Y por otra parte, la disminucién de la expresion de RET en la
superficie celular de los neuroblastos entéricos durante la embriogénesis, transmitiria
una sefializacion por debajo del umbral necesario para completar su diferenciacion, o
para prevenir una apoptosis inapropiada. Asi pues, en principio podria ser factible que
una sola mutacion en el codon 609, 618 o 620 funcionase a la vez como “mutacion con
ganancia de funcioén”, y “como mutacién con pérdida de funcion”, dependiendo de los

tipos celulares en los que se exprese (Takahashi, 2001).

A.3.6. Factores de susceptibilidad genéticos para las formas espordadicas de

HSCR.

Los primeros factores de susceptibilidad genéticos para HSCR fueron
encontrados por nuestro grupo a raiz de los resultados del andlisis genético de los
miembros de una familia MEN 2A/HSCR (Borrego y cols, 1998). En ese trabajo
describiamos un pedigri en el que postuldbamos que ambos fenotipos estaban asociados
a la mutacion puntual C620S de RET. Un intenso analisis genético, mediante
secuenciacion directa de los genes RET y GDNF en los pacientes de esta familia,
descarto la posibilidad de que el cuadro de HSCR que se observa en el tinico miembro
que presentaba ambos fenotipos se debiera a una segunda mutacion en estos genes. Sin
embargo, el andlisis molecular resultante demostré que este paciente era homozigoto
para el polimorfismo silente A45A (c. 135G>A), ubicado en el exén 2 de RET. Este
dato sugeria la posibilidad de que A45A pudiera ser un factor de susceptibilidad para la
enfermedad de HSCR, actuando como un alelo de baja penetrancia mediante la
activacion de un sitio criptico de maduracién (Para mds detalles sobre este pedigri,
puede consultarse Figura C.1 y seccion C.1.3 de Metodologia).

Si era cierta esa observacion, la relacion entre el polimorfismo A45A y el
fenotipo HSCR debia contrastarse en una cohorte HSCR esporadica. Para evaluar este

supuesto, nuestro grupo efectué un estudio de casos/controles genotipando 7 cSNPs del
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proto-oncogén RET (A45A, V125V, A432A, G691S, L769L, S836S y S904S) en 64
pacientes HSCR esporadicos y 100 controles no relacionados y sin antecedentes de
enfermedades gastrointestinales relevantes (Borrego y cols, 1999). Este estudio
demostrd que existen dos polimorfismos silentes de RET (A45A y L769L) que estan
estrechamente asociados a la aparicion del fenotipo HSCR. Especificamente, la variante
A45A aparecia en 75/128 cromosomas HSCR (59%) y en 32/200 cromosomas control
(16%) (x*= 62.50, p<<0.0001). Por su parte, el polimorfismo L769L (c.2307T>G) se
identifico en 39/128 cromosomas HSCR (30%) y en 28/200 cromosomas control (14%)
(x*= 12.03, p= 0.0005). Este estudio también demostré que los polimorfismos G691S
(c.2071C>A) y S904S (c.2712C>G), probablemente en desequilibrio de ligamiento,
aparecen subrepresentados en la cohorte HSCR respecto de la poblacion control.

Para determinar si los cSNPs asociados a HSCR conferian per se la
predisposicion a la enfermedad, o bien existia un locus en desequilibrio de ligamiento
causante de la misma, nuestro grupo traz6 los haplotipos de RET constituidos por la
combinacion de los 7cSNPs anteriormente analizados. Este trabajo permitio identificar
doce haplotipos diferentes (A-L, Figura A.8), mediante al andlisis de segregacion de las
variantes en 57 triadas constituidas por el caso index y sus padres. Por otra parte, los
haplotipos se pudieron inferir de manera fidedigna en 65 de los 100 controles
genotipados. La distribucion haplotipica, demostrd una desviacion muy significativa al
comparar casos con controles (y>= 81.4, con 11 grados de libertad, p<<0,0001, Figura
A.9). Todos los haplotipos que incluyen el polimorfismo A45A, estaban desviados y
sobre-representados al comparar HSCR y controles. Ademas, la distribucion de los
genotipos (parejas de haplotipos) entre pacientes y controles también mostr6 una notoria
diferencia (y*= 93.8, con 37 grados de libertad, p<<0,0001). Es interesante resaltar que
se identificaron genotipos exclusivos tanto en la cohorte HSCR (BB, BH, CD y BD),
como en el grupo control (AA, DD, GG, GJ, AG) (Borrego y cols, 2000). El anélisis de
los resultados mediante test de desequilibrio de transmision (“Transmision
disequilibrium test”) revelod que los haplotipos B, C, F y H son los mas frecuentemente
transmitidos de padres a hijos afectos, mientras que los menos frecuentes son A, Dy G.
Consiguientemente el andlisis de mapeo genético empleando desequilibrio de
ligamiento, parecia indicar la existencia de al menos dos loci de susceptibilidad para

HSCR independientes en nuestra poblacion. Uno de ellos estaria en desequilibrio de
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ligamiento con los haplotipos B, C y F, y el otro locus estaria asociado especificamente

con el haplotipo H.

Figura A.8. Haplotipos de RET generados por la combinacion de las siete variantes

situadas en su secuencia codificante.
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Los trabajos llevados a cabo por nuestro grupo supusieron la identificacion de
los primeros factores de susceptibilidad genéticos asociados a la enfermedad de
Hirschsprung (véase OMIM 142623). Ademas, la relevancia de los datos aportados por
nuestro grupo fue confirmada en una cohorte de 62 casos HSCR de origen aleman y un
grupo de 156 controles, empleando una metodologia similar (Fitze y cols, 1999).
Estudios mutacionales realizados con posterioridad en esa cohorte alemana han
demostrado que en pacientes HSCR con mutacién en RET, A45A parece modificar el
fenotipo mediante una interaccion intragénica de esta variante con la mutacion (Fitze y

cols, 2002, 2003).
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Figura A.9. Distribucion de los haplotipos RET encontrados en los casos HSCR

esporadicos y en los individuos control.
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Los resultados obtenidos en la poblacion espafola también se confirmaron en un
estudio muy reciente llevado a cabo en la poblacién china, siendo estos hallazgos
particularmente interesantes al tratarse de una poblacion genéticamente tan diferente a
la nuestra (Garcia-Barcel6 y cols, 2003b). En este trabajo se volvi6 a detectar una sobre-
representacion de los polimorfismos A45A y L769L en HSCR versus controles. Asi, el
analisis haplotipico revel6 la clara asociacion del haplotipo que porta las dos variantes
(lo que nosotros denominamos haplotipo C, Borrego y cols, 2000) a la aparicion de la
enfermedad. La diferencia con nuestros resultados radica en que la variante A432A se
encuentra significativamente sub-representada en pacientes frente a controles, hecho
que no ocurre en nuestra poblacion.

Por otra parte, en un estudio similar llevado a cabo en la poblacion italiana, se
detectd la sub-representacion del polimorfismo S836S en la cohorte de 92 pacientes
HSCR al comparar con un grupo control (Griseri y cols, 2000), lo que sugeriria un

efecto protector de la variante frente a la aparicion de HSCR. Estos autores llevaron a
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cabo estudios funcionales con los que se descart6 el efecto directo del polimorfismo en
las interacciones ADN-proteina, en la estabilidad de los transcritos o en la maduracion
del ARN. En cualquier caso, este fenomeno de asociacidon parece quedar restringido a la
poblacion italiana, puesto que dicha sub-representacion no se detectd de forma
estadisticamente significativa en la poblaciones espafiola, alemana o china (Borrego y
cols, 1999; Fitze y cols, 1999; Garcia-Barcelo y cols, 2003b). Ademas, en un estudio
realizado por los mismos autores con posterioridad en 156 casos y 40 controles de
origen danés, tampoco se encontrd una diferencia significativa en la distribucion de la
variante (Griseri y cols 2002), si bien el analisis de alelos transmitidos y no transmitidos
de los padres a sus hijos afectos, demostrd que el alelo polimorfico sélo era heredado
por un paciente HSCR en una de las 20 familias que presentaban algin progenitor
heterocigoto, existiendo consiguientemente una fuerte desviacion de transmision
(Transmission disequilibrium test, TDT: p=0.00057).

Para concluir, todos los resultados publicados por nuestro grupo sugerian la
existencia de un locus ancestral asociado a los haplotipos que contienen A45A, ubicado
en 5’ respecto a esta variante en un intervalo de 0-20Kb, region que se corresponde con
el intron 1 de RET. Uno de los objetivos prioritarios de la presente tesis doctoral ha sido
la identificacion molecular de ese locus de susceptibilidad para Hirschsprung ligado a la

variante A45A de RET.
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Hipotesis y objetivos

B.1 HIPOTESIS DE TRABAJO

Diversos estudios funcionales han puesto de manifiesto que el proto-oncogén
RET se asocia, por mecanismos contrarios, tanto a la aparicion de enfermedad de
Hirschsprung (HSCR) como de cancer medular de tiroides (MTC). Asi, hoy dia se sabe
que mutaciones germinales de RET que conducen a una ganancia de funcion del
receptor originan formas familiares de MTC (sindromes MEN 2), mientras que otras
mutaciones que producen una pérdida de funcidon son causantes de HSCR.

Nuestro grupo tiene evidencias muy significativas de la asociacion de la variante
A45A, localizada en el ex6n 2 de RET, con el fenotipo HSCR (Borrego y cols, 1999,
2000). Todos los resultados publicados previamente por nuestro grupo sugieren la
existencia de un locus ancestral asociado a los haplotipos que contienen A45A, ubicado
en 5" respecto a esta variante y en un intervalo de 0-20Kb (regién que se corresponde
con el intron 1 de RET). El principal objetivo del presente proyecto de tesis es la
identificacion y caracterizacion molecular de ese locus de susceptibilidad para HSCR.
En concreto, dicho locus podria estar asociado a un dominio implicado en la regulacion
de la expresion de RET. La consecuciéon de estos objetivos contribuiria asi al
esclarecimiento de la base genética de esta enfermedad. Asimismo, dada la naturaleza
poligénica de HSCR, hemos pretendido desarrollar una evaluacion sistematica de otros
genes candidatos, con el fin de identificar factores de susceptibilidad asociados a su
aparicion.

Por otra parte, el conocimiento sobre la etiologia del cancer medular de tiroides
esporadico es bastante escaso. No obstante, puesto que mutaciones activadoras de RET
son responsables de las formas familiares de MTC, y que la mutacion somatica M918T
se ha encontrado en una proporcion importante de tumores esporadicos, este gen pasa a
ser el principal candidato como gen de susceptibilidad para las formas MTC
esporadicas. Esta hipotesis es apoyada por el hecho de que en el punto de partida del
presente trabajo, el unico factor de susceptibilidad descrito para MTC esporadico en una
serie de casos alemana era el polimorfismo S8368S, localizado en el ex6n 14 de RET. Por
consiguiente, nos planteamos la posibilidad de que cambios de secuencia de los genes
que participan en la cascada metabodlica de RET, tales como el propio receptor, sus

ligandos o co-receptores, puedan jugar un papel en la patogénesis de MTC. Partiendo de
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esta idea, hemos iniciado una busqueda de factores de susceptibilidad genéticos para

esta patologia en esos genes candidatos.

B.2 OBJETIVOS PLANTEADOS

1. Identificacion y caracterizacion molecular de un nuevo locus HSCR, ligado a los

haplotipos que contienen el polimorfismo A45A del gen RET.
2. Andlisis de mutaciones y polimorfismos en otros genes candidatos para HSCR
(GFRAIL, GFRA2, GFRA3, GFRA4). Evaluacion de su implicacion en la aparicion de la

enfermedad.

3. Busqueda de factores de susceptibilidad genéticos para el MTC esporadico en genes

candidatos para dicha patologia.
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Pacientes y métodos

C.1 PACIENTES Y CONTROLES

De acuerdo con la normativa de proteccion de los sujetos humanos, se ha
obtenido el consentimiento informado de todos los individuos que han participado en

nuestros estudios.
C.1.1 Pacientes HSCR

Los pacientes HSCR incluidos en el presente estudio han sido remitidos a la
Unidad Clinica de Genética y Reproduccion procedentes del departamento de Cirugia
Pediatrica de los Hospitales Universitarios Virgen del Rocio, centro de referencia
regional para esta patologia. El protocolo de estudio clinico de los pacientes HSCR
incluye:

- Estudio radiolégico mediante enema opaco

- Manometria anorrectal

- Estudio anatomopatologico

- Estudios de genética clinica mediante la realizacion del arbol genealogico,
valoracion de la transmision familiar, clasificacion de los sujetos en riesgo,
analisis de la heterogeneidad clinica intra y extrafamiliar y extraccion
protocolizada de muestras de sangre del paciente indice y de sus familiares para
el estudio molecular.

Hasta la finalizacion de los distintos estudios incluidos en el presente trabajo,
hemos conseguido obtener muestra de ADN gendmico de un total de 153 pacientes
HSCR recibidos en nuestras consultas de genética clinica. De estos pacientes, 124 son
esporadicos y los 29 restantes son casos familiares incluidos en 19 familias (15 con
herencia autosémica recesiva y 4 con herencia autosomica dominante). La tasa de casos
familiares registrados en nuestra cohorte hasta el presente momento es de un 13%
(19/143 HSCR) y disponemos de ADN germinal de 75 familiares en primer grado
(padres y hermanos) de dichas familias. Asimismo hemos logrado completar la triada
(paciente, padre y madre), necesaria para efectuar los estudios de desequilibrio de
ligamiento, en 108 de los 124 pacientes esporadicos, mientras que para otros 12 casos
solo se dispone de uno de los padres, y solo en los 4 casos restantes no hemos podido

acceder a ninguno de ellos.
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C.1.2 Pacientes MTC

Los casos de MTC que han participado en el presente trabajo han sido remitidos
a nuestra Unidad procedentes de los Servicios de Endocrinologia de nuestro hospital y
otros hospitales de la provincia, asi como de hospitales de Almeria, Badajoz, Cadiz,
Cordoba, Granada, Huelva, Jaén, Jerez de la Frontera, Mélaga y Madrid. El protocolo
de estudio clinico para estos pacientes incluye:

- Test de estimulacion con pentagastrina

- Determinacion de catecolaminas urinarias por HPLC

- Determinacion de PTH mediante RIA.

- Estudio anatomopatologico de las piezas con MTC

- Estudios de genética clinica mediante realizacion del arbol genealogico,
valoracion de la transmision familiar, clasificacion de los sujetos en riesgo,
analisis de la heterogeneidad intra y extrafamiliar, y extraccion protocolizada de
muestras de sangre del paciente indice y de sus familiares para el estudio
molecular.

Hasta el término del presente trabajo hemos obtenido ADN germinal de 180
pacientes MTC, contando tanto formas familiares como esporadicas de la enfermedad.
El 26% de los casos registrados corresponden a formas familiares de MEN 2 (15
familias MEN 2A con 67 pacientes; 4 familias MEN 2B con 4 pacientes y 9 familias
FMTC con 31 pacientes). Tenemos 78 pacientes con MTC esporadico, lo que
corresponde a un 74% de los casos. El MTC esporadico se caracteriza por la no
existencia de historia familiar o personal indicativa de un cuadro MEN 2, y por la
ausencia de mutaciones germinales en RET causantes de cualquier subtipo MEN 2.

Gracias a un trabajo de colaboracion con el grupo de Neoplasias Endocrinas
Familiares del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas dirigido por la Dra
Mercedes Robledo, hemos podido acceder a muestras de ADN germinal de otros 106

pacientes esporadicos de MTC, que han sido incluidos en algunos de nuestros estudios.
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C.1.3 Individuos control

Para la evaluacion de polimorfismos genéticos como factores de susceptibilidad
para una determinada patologia, es preciso comparar la frecuencia y distribucion de
dichas variantes en el grupo de casos con las de un grupo control. Este grupo esta
constituido por 250 individuos sanos no relacionados, agrupados segin edad y sexo, y

sin ningun antecedente personal o familiar relacionado con las patologias en estudio.

C.1.4 Familia MEN 2A/HSCR

La cosegregacion del sindrome de neoplasia endocrina multiple tipo 2 (MEN 2)
con la enfermedad de Hirschsprung es un fenomeno poco frecuente, conociéndose en el
mundo solamente 20 familias con estas caracteristicas. Una de estas familias asistio a
nuestras consultas de Genética en 1997, y su pedigri se muestra en la Figura C.1. El
paciente I11.6, en el que cosegregan MEN2A y HSCR, fue intervenido quirtirgicamente
de HSCR a la edad de 4 afios, y con 24 afios le aparecié un nodulo tiroideo. La historia
familiar revel6 que su madre (paciente I1.3) fue sometida a tiroidectomia total a la edad
de 46 afios, y diagnosticada inicialmente como afecta de céncer papilar de tiroides.
Dado que se sospechaba un error en el diagnostico, se realizé un estudio de los niveles
de calcitonina tras estimulacion con pentagastrina en el paciente II1.6. El nivel de
calcitonina fue de 1285ng/L, transcurridos 5 minutos después de la administracion de
pentagastrina. Los niveles de catecolaminas y metanefrina en la orina total de un dia, asi
como los valores de calcio total y de hormona paratiroidea en suero fueron normales. En
este paciente también se realizo una tiroidectomia total, y tras el examen histolégico del
material de reseccion, se verifico la existencia de MTC bilateral. Seis meses después de
la intervencidén, los niveles de calcitonina tras estimulacion con pentagastrina
permanecian elevados. La realizacion de una tomografia en el cuello reveldé una masa
paratraqueal en el lado derecho de 2 cm. Estos resultados llevaron a revisar la muestra
de la tiroidectomia de la madre (I1.3), siendo los datos concordantes con un diagnostico
de MTC. En ese momento los niveles de calcitonina tras estimulacion con pentagastrina
de este individuo (II.3) eran elevados, pero se descartd la presencia de feocromocitoma
o hiperparatiroidismo. El hermano del probando, paciente II1.3, murid6 por

complicaciones de HSCR a la edad de 8 afios. El examen clinico y los estudios
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hormonales y bioquimicos de los otros hermanos del probando (pacientes II1.1 y I11.4)
fueron normales. El tio materno del index (II.1) presentaba MTC e hiperparatiroidismo,
mientras que la abuela (I.1) también desarrolld6 MTC a la edad de 78 afios.
Recientemente ha aparecido un nuevo miembro familiar con fenotipo HSCR,
sobrino del paciente MEN 2A/HSCR (paciente IV.3). A este individuo se le diagnostico
HSCR a los 4 meses de edad, momento en el que fue intervenido quirurgicamente,

encontrandose que presentaba segmento aganglionico corto.

Figura C.1. Pedigri de la familia MEN2/HSCR estudiada en nuestro laboratorio.
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C.2 METODOS

C.2.1 Técnicas generales utilizadas

C.2.1.1 Extraccion de ADN a partir de sangre periférica

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) es el material génetico de todos los seres
vivos y se encuentra en el nucleo de las células de los organismos eucariotas y en el
citoplasma de procariotas. Para efectuar el andlisis de ADN utilizando técnicas de

genética molecular es necesario la obtencion del mismo. En nuestro laboratorio
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usualmente se obtiene de una muestra de sangre periférica de los pacientes y familiares
relacionados.
Los reactivos necesarios para la extraccion de ADN partiendo de una muestra de
sangre periférica son:
- TRIS con funciéon de tampon acido-base.
- MgCl, mantiene la integridad de la pared de los leucocitos (células nucleadas de las
cuales se obtiene la muestra de ADN).
- EDTA secuestra cationes Mg®"y Ca®" inhibiendo de esta manera las ADNasas.
- SDS detergente empleado para disolver los lipidos de las membranas celulares.
- PROTEINASA K digiere las proteinas.
- NaCl precipita las proteinas.

- ETANOL precipita el ADN.

Tampones y soluciones utilizados durante el proceso de extraccion:

Tampon de lisis de eritrocitos (solucion extemporanea).

Tris 2M (pH=7.5) SmL
MgCl, IM 2.5mL
H,0 csp 500mL

Tampon de lisis de leucocitos (WCLB)(pH=8.2)(Esterilizar y mantener a 4°C).
NaCl 5M 40mL
EDTA 250mM (pH=8.0) 4mL
Tris 2M (pH=7.5) 2.5mL
H,0 csp 500mL

Solucion de proteinasa K (Guardar a —20°C).

Proteinasa K 100mg
SDS 10% SmL

EDTA 250mM (pH=8.0) 400uL

H,0 csp 50mL
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Tris 1I0mM/EDTA 0.2mM (pH=7.5) (esterilizar y guardar a 4°C).

Tris 2M (pH=7.5) ImL
EDTA 250mM (pH=8.0) 8uL
H,0 csp 100mL

Solucion de cloroformo/alcohol isoamilico (conservar a 4°C y en botella oscura).

Solucion A Solucion B
Cloroformo 480mL TRIS 2M pH=8.1 SmL
Alcohol isoamilico 20mL H,O csp 500mL

Mezclar las soluciones A y B y agitar durante toda la noche.

Etanol 70% (conservar a —20°C).
Etanol absoluto 700mL
H,0 csp 1000mL

Procedimiento de extraccion de ADN a partir de muestras de sangre periférica:

1) Lavado de muestras de sangre

- Lavar aproximadamente 15mL de sangre total con suero fisioldgico. Para ello
se utilizan tubos Nunc de 50mL de polipropileno y estériles. Centrifugar 5-10 minutos a
2000-2500 rpm (7-8g.) y a 4°C sin freno.

- Desechar el sobrenadante dejando la capa celular. Anadir tampoén de lisis de
eritrocitos hasta alcanzar un volumen de 50mL y agitar suavemente hasta alcanzar la
total disolucion de la mezcla. Centrifugar 15 minutos a 3500 rpm (10g.) y a 4°C sin
freno.

- Decantar el tubo con cuidado y anadir nuevamente tampon de lisis de
eritrocitos hasta un volumen total de SO0mL. Centrifugar 15 minutos a 3500 rpm (10g.) y
a 4°C sin freno.

- Desechar el sobrenadante.

2) Digestion de proteinas
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- Afadir tampon de lisis de leucocitos (WCLB), SDS 10% y solucion de
proteinasa K. La cantidad de cada uno de estos reactivos depende del tamafio del pellet
obtenidos en la fase de lavado. Posteriormente, agitar con vortex hasta observar un

aspecto homogéneo. Dejar a 37°C en bano-maria o estufa y agitacion durante una

noche.
WCLB 3mL 4mL SmL 6mL
SDS 10% 200uL 266uL 333ul 400uL
Sol. Proteinasa K 500uL 666uL 833uL 1000uL
3) Extraccion de ADN

- Afadir ImL de NaCl 5.5M. Agitar durante 15 segundos en vortex y centrifugar
15 minutos a 3500 rpm (10 g.) y a 4°C sin freno.

- Con el objeto de eliminar el exceso de sales, traspasar el sobrenadante a otro
tubo Nunc y centrifugar 15 minutos a 3500 rpm (10g.) y a 4°C sin freno.

- Afadir v/v de cloroformo. Agitar manualmente durante 15 segundos y
centrifugar 15-20 minutos a 3500 rpm (10g) y a 4°C sin freno. Traspasar la fase superior
a otro tubo con cuidado para no llevarse las fases intermedia e inferior.

- Anadir 2 v/v de etanol absoluto (Merck) y agitar suavemente hasta observar la
medusa de ADN.

- Recuperar el ADN y lavarlo con etanol al 70% a —20°C. Posteriormente pasarlo
a un criotubo Nunc. Afiadir 0.5-1mL (segun el tamafio de la medusa obtenida) de Tris
10mM/EDTA 0.2mM vy dejarlo unas horas a 37°C en agitacion para que se disuelva.

Conservar posteriormente a —80°C.

C.2.1.2. Espectrofotometria de ADN

Preparar una disolucion 1:20 del stock de ADN y leer las absorbancias
(densidades opticas, D.O.) a 260nm y 280nm de la solucion resultante (ambas del

espectro de ultravioleta).
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Para poder determinar la concentracion y la pureza de los stocks de ADN se
determina la absorbancia de la muestra a distintas longitudes de onda. La D.O. 260nm
corresponde al ADN de manera que 1 D.O. 260nm equivale a 50ug/mL de ADN de
doble cadena. La D.O. 280nm equivale a las proteinas. Para estimar la pureza de la
solucion de ADN se utiliza el cociente D.O. 260/D.0.280. Cuando la extraccion de
ADN ha sido adecuada este valor oscila entre 1.6 y 2.

Para calcular la cantidad de ADN (ug/mL) basta con multiplicar la D.O. 260nm
por 20 (factor de dilucidon) y por 50 (concentracion de ADN que equivale a 1 D.O.
260nm).

C.2.1.3 Amplificacion de ADN genomico mediante PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) nos ha permitido sintetizar in
vitro grandes cantidades de un fragmento especifico de ADN, para su posterior analisis
por diferentes técnicas. Desde que Saiki y colaboradores publicaron, en 1985, el primer
experimento de amplificacion de ADN humano especifico, las aplicaciones de la PCR
han crecido de forma exponencial, de manera que hoy en dia, la gran mayoria de las
técnicas que se realizan en un laboratorio de genética molecular estan basadas en la
PCR.

Para llevar a cabo la amplificaciéon de un fragmento especifico de ADN es
necesario conocer las secuencias flanqueantes a la region de interés, las cuales nos van a
aportar la informacién necesaria para el disefio de los cebadores o primers. Dichos
cebadores son secuencias cortas de ADN de unas 15 a 30 bases complementarias a cada
una de las cadenas de la region que se quiere amplificar. También son necesarios los
desoxinucleotidos trifosfato, dATP, dCTP, dGTP y dTTP, que actian como precursores
del ADN, asi como una ADN polimerasa.

La PCR se desarrolla normalmente en tres pasos:

- Desnaturalizacion: esta fase se realiza a 94°C y consiste en la separacion de la
doble cadena de ADN.

- Hibridacion: fase en la que los cebadores se unen a su molde. La temperatura

de hibridacion es especifica de cada fragmento y de los cebadores empleados.
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- Extension: esta fase se realiza a 72°C y en ella la enzima ADN polimerasa
incorpora los desoxinucledtidos disponibles en el medio y extiende la hebra que se esta
sintetizando. La enzima ADN polimerasa mas utilizada es la que procede de la bacteria
Thermus aquaticus.

La tecnologia de la PCR no se reduce a un unico dictado de instrucciones que
trabajan en cualquier situacién (Innis y cols., 1990), por lo que es necesario ajustar
algunos pardmetros del proceso para cada fragmento de ADN que se quiera amplificar.
Posteriormente trataremos de realizar una descripcion de las condiciones experimentales
de la PCR tipo utilizada en nuestro laboratorio. Sobre estas condiciones se han realizado
modificaciones especificas, que se detallaran posteriormente, para cada una de las

reacciones puestas a punto durante el presente trabajo.

Protocolo de amplificacion mediante PCR

1) Reactivos utilizados en la PCR (volumen final 10uL)

ADN molde (ADN genémico)* 25ng

Solucién de desoxinucleotidos trifosfato (Roche Diagnostics) 75uM (cada uno)
Tampon de PCR (Tampdn comercial Roche Diagnostics) 1uL

Solucion de cada cebador (10pmol/uL)** 1uL

Taq ADN polimerasa (5U/uL, Roche Diagnostics) 0.2uL

H>O csp 10uL

*25ng de ADN genomico humano, equivalen a 7500 copias de cualquier segmento
monocopia (Innis y cols., 1990).

**Una parte de los cebadores utilizados durante este trabajo se han sintetizado en
nuestro laboratorio utilizando un sintetizador Beckman Oligo 1000 a escala 30nM o
200nM, siguiendo las instrucciones del fabricante. El resto de los cebadores han sido
suministrados por Roche Diagnostics. Los cebadores utilizados para la amplificacion de
microsatélites han sido marcados con fluorescencia en su extremo 5’ utilizando el
fluorocromo Cy5-amydite™ (Amersham Biosciences), de acuerdo con las instrucciones

del fabricante. Este marcaje permite la deteccion de los amplicones en el secuenciador
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automatico ALF-Express'™ (Amersham Biosciences). Para disminuir el coste y
aumentar la reproducibilidad de las técnicas empleadas para la busqueda y
caracterizacion de mutaciones (SSCP, EMD o secuenciacion), todos los cebadores
necesarios para la amplificacion de fragmentos que posteriormente van a ser analizados,
llevan incorporados en su extremo 5’ la secuencia de los cebadores universales M13
(M13F: cgccagggttttcccagtcacgac y M13R: tttcacacaggaaacagctatgac), de manera que
los productos especificos son posteriormente reamplificados con los cebadores M13F y
M13R marcados con el fluorocromo Cy5-amydite™ (Amersham Biosciences). De esta
manera los productos pueden ser analizados bajo condiciones estandar en el

secuenciador automatico.

2) Amplificacion con el termociclador PTC-100™(MJ Research, Inc.)

Las condiciones de amplificacion de cada uno de los fragmentos aislados por
PCR en el presente trabajo varian y se indicaran especificamente en cada apartado,
utilizando una modificacion de la formula [(TaD-TiD)->(TaH-TiH)->(TaE-TiE)]xN,
publicada por nuestro grupo (Ruiz y cols., 1997):
(Di)-> [(TaD-TiD)->(TaH-TiH)->(TaE-TiE)]xN(R)->(Ef)
Di: Ciclo de desnaturalizacion inicial.
TaD: Temperatura de Desnaturalizacion.
TiD: Tiempo de Desnaturalizacion.
TaH: Temperatura de Hibridacion.
TiH: Tiempo de Hibridacion.
TaE: Temperatura de Extension.
TiE: Tiempo de Extension.
N: Numero de ciclos.

Ef: Ciclo de Extension final de la PCR.

C.2.1.4 Secuenciacion semiautomdtica de los productos de PCR

La secuenciacion de ADN a partir de productos obtenidos de la reaccion en
cadena de la polimerasa, se lleva a cabo como método de rastreo y caracterizacion de

mutaciones. Para la secuenciacion semiautomatica utilizamos el secuenciador Alf-
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Express'™ (Amersham Biosciences). En este caso, el proceso de secuenciacion
comienza con la amplificacion por PCR de la region a analizar, para lo que es
absolutamente imprescindible que los cebadores utilizados lleven unidas las colas
universales M13F y M13R. Posteriormente se procede a la purificacién del producto de
PCR, que ya llevard incorporados los dos cebadores M13. Para ello se realiza la
electroforesis del producto en un gel de agarosa al 1-2%, se escinde la banda de ADN
correspondiente al fragmento amplificado y se purifica el producto utilizando el kit de
Agarose gel DNA extraction Kit™ (Roche Diagnostics) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Alternativamente, se ha utilizado otro proceso que consiste en la
electroforesis de la muestra en un gel de agarosa al 2% con doble peine. La muestra se
carga en los pocillos del peine superior y posteriormente se va localizando la banda de
interés con una lampara de ultravioleta hasta que observemos que llega a la altura del
segundo peine. Poco antes de que la muestra llegue al segundo pocillo se procede a
limpiar este ultimo y llenarlo de agua para posteriormente recoger la muestra una vez
que haya llegado al pocillo.

Una vez obtenido el producto purificado se llevan a cabo las reacciones de
secuenciacion en el termociclador PTC100 MJ Research, utilizando el sistema finol™
DNA sequencing Kit (Promega) y siguiendo las recomendaciones del fabricante. Esta
técnica estd basada en el método bioquimico de Sanger utilizando dideoxinuleotidos
como terminadores. Para la secuenciacion en direccion 5°, utilizamos como cebador el
oligonucle6tido M13F y aplicamos el programa de PCR siguiente: (94°-5’)->[(94°-
30°7)->(70°-30°")]x30. En cuanto a la secuenciacion en direccion 3°, el cebador utilizado
es el oligonucledtido M13R, y el programa aplicado es: (94°-5)->[(94°-30°")->(42°-
30°7)->(70°-1")]x30.

Es necesario que el cebador de la reaccion de secuenciacion, en nuestro caso el
cebador M13F o MI3R, est¢ marcado en su extremo 5’ con el fluorocromo Cy5-
amidyte™ (Amersham Biosciences). De esta manera, durante la electroforesis, cuando
el fragmento marcado llega a la altura del laser, el fluorocromo CyS5 es excitado y emite
fluorescencia que es detectada por los diodos localizados en esta posicion del
secuenciador.

Para llevar a cabo la electroforesis de los productos secuenciados hemos

empleado matrices Long Ranger Singel™ (FMC) y tampén de electroforesis al 0.5x
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preparado segun las indicaciones del fabricante (44.5mM TRIS, 44.5mM acido bdrico,
ImM EDTA).

Las condiciones de electroforesis son 1500V/60mA/25W a 50°C con un tiempo
de carrera variable dependiendo del tamano del fragmento que se esté secuenciando.
Como norma, el tiempo de carrera se calcula estimando 1-1,5 minutos por cada base del
producto.

La lectura e interpretacion de la secuencia se realiza utilizando el programa Alf-
manager ™ (Amersham Biosciences). Para llevar a cabo el alineamiento multiple de las
secuencias obtenidas disponemos de una actualizacion del software AlfWin Sequence
Analyser'™ 2.00 (Amersham Biosciences) que nos permite realizar directamente los
alineamientos de las secuencias obtenidas e importar otras secuencias en formato ASCII
para su comparacion.

Este tipo de secuenciacion semiautomatica se ha utilizado en el presente trabajo
para la busqueda y caracterizacion de mutaciones y polimorfismos en el extremo 3"del

proto-oncogén RET.

C.2.1.5 Secuenciacion automadtica de los productos de PCR

En este caso, la secuenciacion se lleva a cabo en un secuenciador automatico
MegaBACE (Amersham Biosciences), dotado de 48 capilares. El proceso de
secuenciacion comienza con la amplificacion por PCR de la region que queremos
analizar. Posteriormente, se procede a la purificacion del producto de PCR mediante
electroforesis de la muestra en un gel de agarosa al 1-2%, excision de la banda de ADN
(correspondiente al fragmento amplificado) y purificacion de la banda utilizando el kit
Quiaquik gel extraction (Quiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez
obtenido el producto purificado se llevan a cabo las reacciones de secuenciacion en el
termociclador PTC100 MJ Research, utilizando el kit DYEnamic ET Dye terminator
cycle sequencing (Amersham Biosciences). Este método estd basado en el método
bioquimico de Sanger utilizando dideoxinule6tidos marcados como terminadores. Para
este tipo de secuenciacidon utilizamos dos programas alternativos que aplicamos en
virtud de la temperatura de hibridacion (TaH) de los cebadores. Como rutina, la primera
opcion es utilizar el programa de secuenciacion en dos pasos: (94°-2°)->[(94°-20")->

(65°-1")]x50. Solo cuando la TaH de los cebadores es muy baja es mas conveniente
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aplicar el programa de secuenciacion en tres pasos: (94°-2°)->[(94°-20°’)->(55°-15")-
>(62°-17)]x50.

En este caso cada uno de los 4 dideoxinucleotidos estd marcado con dos
fluorocromos diferentes: un fluorocromo donador que es la fluoresceina, y un
fluorocromo aceptor que es diferente para cada uno de los 4 dideoxinucledtidos
(rodamina 110, rodamina 6 G, tetrametil rodamina y rodamina X). La fluoresceina actaa
como fluorocromo donador, de manera que cuando el laser incide sobre el capilar ésta
absorbe la energia y la transfiere al fluorocromo derivado de rodamina del mismo
dideoxinucledtido. Cada fluorocromo aceptor emite a su correspondiente longitud de
onda, de manera que dicha emision es registrada por el aparato, consiguiéndose asi la
deteccion e identificacion del nucledtido terminador de cada fragmento obtenido en la
reaccion de secuenciacion.

Previamente a la inyeccion de las muestras en el secuenciador automatico,
procedemos a la purificacion de los productos de secuenciacion mediante el empleo de
las placas AutoSeq96 que contienen sephadex G-50 prehidratado (Amersham
Biosciences), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una vez realizado este
paso, las muestras quedan purificadas y dispuestas ordenadamente en placas de 96
pocillos (8 filas x 12 columnas, MJ Research), que son las que se introducen en el
correspondiente dispositivo del secuenciador para proceder a la inyeccion. Las
condiciones generales de inyeccion son 2 KV durante 80 segundos, aunque en funcion
del producto a secuenciar se pueden modificar los parametros de tiempo y voltaje.

Las matrices empleadas para llevar a cabo la electroforesis de los productos
secuenciados son columnas MegaBACE™ Long Read Matrix, y el tampon de
electroforesis utilizado es 10X MegaBACETM LPA Buffer (Amersham Biosciences).
Las condiciones generales de electroforesis son 9 KV durante 60 minutos, aunque
dependiendo del tamafio de los productos se puede variar el tiempo de carrera.

La lectura e interpretacion de la secuencia se realiza utilizando el programa
Sequence Analyzer que incluye el software del secuenciador MegaBACE (Amersham
Biosciences). Para llevar a cabo el alineamiento multiple de las secuencias obtenidas
disponemos del software BioEdit Sequence Alignment Editor versiéon 5.0.9 que nos
permite realizar directamente los alineamientos de las secuencias obtenidas e importar

otras secuencias en formato ASCII para su comparacion.
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En el presente trabajo hemos utilizado esta técnica de secuenciacion automatica

para el rastreo mutacional de la secuencia codificante del proto-oncogén RET.

C.2.1.6 Rastreo de mutaciones mediante PCR-SSCP fluorescente

Una de las técnicas empleadas para el rastreo de mutaciones es el analisis
mediante SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism) de productos de PCR.
Este método se basa en la propiedad que tiene el ADN de cadena sencilla de adquirir
una conformacion tridimensional especifica, dependiente de su estructura primaria, al
someterlo a una electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (Orita y cols., 1989).

La técnica del SSCP se caracteriza por su bajo coste y su simplicidad, ya que
basicamente consiste en la amplificacién por PCR del fragmento que se quiere estudiar,
digestion mediante enzimas de restriccion en aquellos casos en los que sea necesario,
desnaturalizacion de las muestras, electroforesis vertical de las mismas en geles no
desnaturalizantes y deteccion de los fragmentos utilizando el programa Fragment
Analyser.

Sin embargo, la sensibilidad de esta técnica es variable, detectando el 60-80% de
las mutaciones (Glavac y Dean, 1993), siendo el tamafio de los productos de PCR el
factor que mas limita la sensibilidad de esta técnica (Grompe, 1993). Es por ello por lo
que se aconseja la digestion con enzimas de restriccion de los fragmentos de tamafio
superior a 300 pares de bases (Iwahana y cols., 1992).

Para llevar a cabo la técnica de SSCP, los productos de PCR de las regiones en
estudio se someten a una reaccion de reamplificacion utilizando los cebadores
fluorescentes M13F y MI13R y el producto de PCR como ADN molde para esta
reaccion. La PCR se realiza a volumen final 10uL, con 75uM de cada desoxinucle6tido
trifosfato (ANTPs), 1mM de cada oligonucledtido, 1puL del producto de PCR y 1UI de
Taq ADN polimerasa (Roche Diagnostics). El programa de amplificacion es: (94°-5’)-
>[(94°-307")->(62°-30"")->(72°-30"")]x 15->(72°-10’). Es conveniente amplificar y cargar
por duplicado cada una de las muestras que se estén analizando para cada fragmento,
con el objeto de comparar el patron de ambas y minimizar la posibilidad de artefactos
debidos a una mala desnaturalizacion, bandeo inespecifico de la PCR o un carril del gel

en mal estado. Posteriormente, se somete a digestion con endonucleasas de restriccion
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aquellos fragmentos cuyo tamafio no esté dentro de los limites del SSCP. El producto de
PCR marcado se diluye en agua hasta un volumen final de 50uL. Se separan 3uL y se
mezcla v/v con tampon de carga (formamida desionizada 100% y azul de dextrano
5mg/mL). Antes de la carga, las muestras se desnaturalizan a 95°C durante 3 minutos y
se mantienen en hielo hasta proceder a su carga en un gel no desnaturalizante de MDE®
(AT Biochem) al 0.5%. Normalmente, polimerizamos dos tipo de matrices, una de ellas
sin glicerol y otra al 10% de glicerol. Tras dejar polimerizar el gel al menos 1 hora, se
lleva a cabo la electroforesis a temperatura ambiente en el secuenciador automatico Alf-
Express' ™ (Amersham Biosciences) durante 4-6 horas, limitando la potencia a 15W, y
utilizando placas de 15X30 y matrices de 0.5mm de espesor. El tamp6n utilizado en la
electroforesis es TBE 0.6x, descrito previamente.

Una vez concluida la electroforesis se analizan los patrones de migracion
mediante el programa AlfWin Fragment Analyser' ™ 1.01 (Amersham Biosciences).

Con el objeto de disponer de controles positivos para cada fragmento analizado y
controlar asi la sensibilidad de la técnica de SSCP en cada carrera, hemos aplicado la
técnica del LMP (Longer Mismatch Primer) desarrollada por Ruiz y cols., 1997. Esta
técnica es un sistema sencillo de incorporar mutaciones, mediante PCR-mutagénesis,
para convertir in vitro controles negativos en controles positivos especificos del
segmento gendmico analizado. La técnica LMP se basa en la capacidad de hibridar, bajo
determinadas condiciones, cebadores con bases desapareadas respecto a su ADN molde
durante la PCR (Newton y cols.; Okayama y cols.; Wu y cols., 1989). La técnica
consiste en afiadir al tubo de reaccidén de un control negativo un cebador mas largo que
incorpora una base desapareada en la zona no comun con el cebador silvestre. El
cebador LMP se disefia mas largo en su extremo 3’ de manera que el tamafio del
producto de PCR no se altera. Esto permite la generacion in vitro de un control
positivo, ya que el 100% del producto amplificado se mutageniza (Ruiz y cols., 1997).
Aunque este método no resuelve completamente el problema de los controles de SSCP,
ya que la deteccion de un solo cambio no es indicativa de que las condiciones
experimentales nos permitan detectar el 100% de las posibles alteraciones de una
secuencia, la deteccion de un patroén aberrante indica que la técnica se estd realizando
correctamente. En nuestro caso, como todos los productos llevan incorporados los

cebadores universales M13F y M13R, hemos disefiado un cebador LMP que tiene una
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base desapareada con respecto al cebador M13F. Este cebador que denominamos LMP-
M13F (X-CGCCATGGTTTTCCCAGTCACGAC) se afiade al tubo de PCR de un
control negativo en el paso de reamplificacion, obteniendo de esta manera un control
para cada fragmento analizado mediante SSCP.

Utilizando la técnica SSCP comenzamos a rastrear el extremo 3 del intron 1 del

proto-oncogén RET, tal como se expondra mas adelante.

C.2.1.7 Rastreo de mutaciones mediante PCR-EMD fluorescente

La técnica de EMD (Enzymatic Mutation Detection) es un método de deteccion
de mutaciones de gran fiabilidad y reproducibilidad (sensibilidad del 100%; 94.3% de
especificidad) (del Tito y cols., 1998). Este método utiliza una enzima resolvasa,
concretamente la T4 Endonucleasa VII, involucrada en la reparacion del ADN y en el
reconocimiento de los intermediarios del ADN autoplegado que se forman durante la
replicacion y empaquetamiento del ADN. Por otra parte, es capaz de reconocer zonas
desapareadas a lo largo de la doble cadena de ADN, produciendo un corte a unas 6
pares de bases hacia el extremo 3’de la mutacion. Esta actividad es la que se emplea en
la técnica de deteccion de mutaciones mediante PCR-EMD fluorescente.

Metodoldgicamente consta de 4 fases:

1. Fase de amplificacion: amplificacion del fragmento de ADN que se quiere
analizar.

2. Formacion de heteroduplex: los productos de PCR se someten a un ciclo de
95°C 5 minutos y posteriormente se mantienen a temperatura ambiente de 5 a 30
minutos, favoreciendo asi la formacién del heteroduplex.

3. Digestion con la resolvasa T4 endonucleasa VII a 37°C durante 30 minutos.

4. Resolucion de los productos digeridos en geles desnaturalizantes.

La técnica de EMD aporta una serie de ventajas en comparacion con otras
técnicas de rastreo como el SSCP. Ademaés de presentar una sensibilidad del 100%, se
trata de una técnica estandarizada para el analisis de cualquier tipo de fragmento, sea
cual sea su tamafio. Sin embargo, la técnica de EMD nos plantea una limitacion ya que

solo puede detectar cambios que estén presentes en heterozigosis. Para solventar este

57



Pacientes y métodos

problema el ADN de los pacientes se mezcla en una proporcion 1:1 con un ADN
control, de manera que cualquier mutacion pueda ser detectada.

Por todas sus ventajas, esta técnica pasé a ser la de eleccion para el rastreo de
mutaciones en nuestro laboratorio, de forma complementaria a la secuenciacion
automatica bidireccional. Concretamente, en el presente trabajo se aplico esta técnica
para realizar la busqueda de mutaciones y polimorfismos en el extremo 3’del intrén 1
del proto-oncogén RET, tal y como se explicard mas adelante.

El protocolo estandar empleado consiste en una reamplificacion inicial siguiendo
las mismas indicaciones de la amplificacion realizada en la técnica de SSCP con objeto
de obtener fragmentos marcados con fluorescencia y que puedan ser detectados en el
secuenciador automatico. La Unica diferencia es que los fragmentos purificados de las
regiones a analizar se mezclan siempre con el fragmento correspondiente del ADN
control. Paralelamente, este ADN control también se emplea para amplificar el control
positivo utilizando la técnica de LMP descrita anteriormente. Los productos de ADN
obtenidos en la reaccion de reamplificacion se someten a un proceso de
desnaturalizacion de 5 minutos a 95°C seguido de 5-30 minutos a temperatura ambiente,
favoreciendo asi la formacion de heteroduplex. Transcurrido este tiempo se anade la
endonucleasa T4 y se mantiene a 37°C durante 30 minutos (Passport mutation scanning
kit, Amersham Biosciences). Posteriormente Sul. de muestra se mezclan con 3ulL de
tampon de carga (formamida desionizada 100% y azul de dextrano 5Smg/mL) y se
desnaturaliza 3 minutos a 94°C. Finalmente, se cargan en geles desnaturalizantes, en

concreto la matriz empleada es ReproGel™

High Resolution (Amersham Biosciences)
que polimeriza tras 10 minutos de exposicion a luz UV. La electroforesis se lleva a cabo
a 500W y a 60°C utilizando placas de 15X30 y matrices de 0.5mm de espesor. El
tiempo de carrera variarad dependiendo del tamafo del fragmento. El tampon de carga es
TBE al 0.5X (TRIS 50mM, 41.5mM 4&cido borico y 0.5mM EDTA).

Posteriormente, los datos obtenidos son procesados utilizando el programa
AlfWin Fragment Analyser'™ 1.00 (Amersham Biosciences) y el tamafio de los

fragmentos obtenidos se determina utilizando como referencia un marcador de tamafio

fluorescente comercial (Cy5-syzer 50-500, Amersham Biosciences).
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C.2.1.8 Genotipacion por PCR-RFLP

La PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) es una herramienta
clasica de genética molecular para la genotipacion de cualquier variacion de secuencia
puntual. Se aplica seleccionando una enzima que distinga las variantes de ADN
mediante la pérdida o ganancia de algiin punto de corte, cuando aparece la mutacion en
su secuencia de reconocimiento. Amplificamos por PCR la regién gendmica que
contiene la mutaciéon que se desea genotipar y el producto de PCR se incuba con la
enzima de restricciéon que distingue la mutacidén problema. Posteriormente, se efectua
una electroforesis del producto de la digestion en geles de acrilamida o agarosa para
analizar el patron de bandas. Estas técnicas son muy utiles para rastrear rapidamente
cualquier mutacion especifica en un grupo grande de pacientes, para efectuar el analisis
de segregacion de las variantes en las familias o bien para la estimacion de la frecuencia
poblacional de un determinado polimorfismo y la realizacion de controles. Para
seleccionar las endonucleasas se efectiia el andlisis comparado de los mapas de
restriccion de la secuencia normal obtenida de Genbank y de la secuencia mutada,
empleando el programa MAP (GCG Wisconsin Package). Posteriormente el programa
MAPSORT (GCG Wisconsin Package) indica el tamafio de los fragmentos de la
digestion seleccionada y los ordena en ambas secuencias (normal y mutada). El objetivo
de este segundo andlisis es comparar ambos mapas y seleccionar el método de
resolucion mas adecuado para cada una de ellas (usualmente geles de agarosa o
acrilamida segun el tamafo de los fragmentos de PCR).

En este trabajo se ha empleado la técnica PCR-RFLP para la genotipacion de
diferentes variantes de secuencia del proto-oncogén RET, cuyas condiciones especificas

se explican con detalle mas adelante.

C.2.1.9 Genotipacion espectral por PCR-FRET

La transferencia de energia mediante resonancia fluorescente (FRET/
Fluorescence Resonance Energy Transfer) es una técnica novedosa que permite la
rapida evaluacion de cambios de secuencia en un gran numero de pacientes, sin
necesidad de resolucion mediante electroforesis. El proceso de genotipacion completo,

que consta de una reaccion de PCR seguida del fendmeno FRET propiamente dicho, se
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realiza en el sistema LightCycler™ (Roche Diagnostics). Este sistema combina la
tecnologia fluorescente con un termociclador ultrarrapido que utiliza corrientes de aire
para permitir asi que la velocidad de transicion de la temperatura sea muy elevada
(20°C/segundo). Para esta PCR utilizamos el kit comercial FastStart LC Master (Roche
Diagnostics), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La reaccion se realiza en
capilares compuestos de una combinacion de cristal y plastico, los cuales permiten que
se alcance rapidamente el equilibrio entre la temperatura del aire y los componentes de
la reaccion, ya que aumentan la relacion superficie/volumen. El alto valor de la
velocidad de transicibon supone una enorme ventaja puesto que reduce
considerablemente el tiempo de duracion de la PCR en comparacion con un
termociclador convencional.

Para que tras la PCR se produzca el fenomeno FRET, es necesario haber afiadido
a la reaccion una pareja de sondas especificas de la secuencia a analizar. Una de las
sondas, sonda de deteccion (sensor), marcada en su extremo 3’ con fluoresceina, es
complementaria a la regiéon del producto de PCR donde se localiza la variacion de
secuencia que queremos estudiar. La otra sonda, sonda de anclaje (anchor), marcada en
su extremo 5’ con el fluorocromo LC Red640 o con LC Red705, es complementaria a
una region proxima a la de la sensor, y se encuentra fosforilada en su extremo 3’ para
impedir su extension durante la PCR.

La unidad optica del sistema LightCycler'™ contiene tres canales que van
registrando la emision de fluorescencia a diferentes longitudes de onda durante todo el
proceso. Ademas tiene un diodo que emite luz azul (470nm) hacia el capilar, y excita a
la fluoresceina. Tras excitarse, la fluoresceina emite luz verde (525nm) que es capaz de
excitar a su vez al fluorocromo LC Red640 o LC Red705 de la sonda de anclaje.
Cuando el LC Red640 se excita, emite fluorescencia a una longitud de onda de 640nm,
que es registrada por el canal F2 del sistema. En caso de que el fluorocromo que porta la
sonda de anclaje sea LC Red705, la longitud de onda a la que emite cuando se excita es
de 705nm, la cual se registra en el canal F3. Este fendémeno de transferencia sélo tiene
lugar si las sondas se encuentran separadas a una distancia inferior a 5 nucleotidos,
hecho que unicamente sucede cuando ambas sondas estan hibridadas al producto de

PCR.
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Inmediatamente a continuacion de la PCR, el sistema eleva la temperatura hasta
95°C con el fin de que se separe la doble cadena de ADN del producto amplificado. Esta
desnaturalizacion es seguida por una bajada de temperatura hasta los 40°C, transicion en
la que se favorece que las dos sondas hibriden con sus respectivas regiones
complementarias dentro del amplicén, comenzando consiguientemente la transferencia
de energia entre ambas. A continuacion el sistema comienza a generar una rampa de
temperatura desde los 40 hasta los 95°C, en la que en un determinado momento se
alcanza un valor conocido como temperatura de fusion o de melting de las sondas
(Tm). En ese momento las sondas se separan del producto, haciendo que finalice el
fendmeno de transferencia. La sonda de anclaje siempre tiene una Tm mas alta que la
sonda de deteccion, por lo que las variaciones en la emision de fluorescencia
dependeran exclusivamente de la sonda de deteccion. La Tm de la sonda de deteccion
depende de su contenido en GC y su tamafo, asi como del grado de homologia que
presente con la secuencia. De esta manera, cambios en algun nucle6tido en la region que
cubre esta sonda hardn que su temperatura de fusion sea menor, y es precisamente este
hecho el que se utiliza como criterio para realizar la genotipacion.

Posteriormente, utilizando el software del LightCycler™ se analiza el registro
fluorimétrico del proceso tomando como parametro la derivada negativa de la
fluorescencia con respecto a la temperatura. De esta manera se obtienen picos que
corresponden con las temperaturas de fusion de las sondas empleadas. En funcion del
genotipo que presente un individuo particular para una determinada variante
(homocigoto para el alelo silvestre, heterocigoto, u homocigoto para el alelo mutante),
el patron de los picos serd diferente.

Hemos utilizado la técnica de PCR-FRET para la genotipacion de diversos
polimorfismos en los genes RET, GFRAI, GFRA2 y GFRA3. Las condiciones de

genotipacion para cada variante vendran especificadas mas adelante.
C.2.1.10 Caracterizacion de rearreglos génicos mediante Southern blot
La técnica de hibridacion o Southern blot se emplea para identificar fragmentos

especificos de ADN en una mezcla compleja. Inicialmente se digiere el ADN que

queremos estudiar con una o mas enzimas de restriccion, las cuales cortan en puntos
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especificos de la secuencia, generando fragmentos de varios tamafnos. Seguidamente,
estos fragmentos se separan por su tamano en un gel de agarosa a través de
electroforesis y luego se transfieren a una membrana de nylon. Para la deteccion del
fragmento de interés en la membrana, utilizamos otro fragmento de ADN que se llama
sonda y que contiene la secuencia complementaria al fragmento que queremos
identificar. La sonda, se marca con un is6topo radiactivo, se agrega a una solucion y se
incuba con la membrana durante varias horas. Esta hibridacion, hace que la sonda se
adhiera al fragmento de ADN en la membrana que contiene las bases complementarias.
A continuacién se realiza el lavado de la membrana para eliminar la sonda que se ha
unido de manera inespecifica. Finalmente, al exponer la membrana a una pelicula de
fotografia ésta queda impresionada permitiéndonos identificar la localizacion del
fragmento al que se ha unido la sonda. Este hecho permite discriminar la existencia de
rearreglos génicos tales como expansiones o deleciones, en funcion de la posicion en la
que aparezca impresionada la pelicula fotografica.

En la realizacion de esta tesis hemos empleado la técnica de Southern blot para la

caracterizacion de una delecion en el gen GFRA I en una familia HSCR.

Soluciones empleadas para el tratamiento del gel tras la electroforesis y para la

transferencia del ADN a la membrana
Solucion HCI 0,25M (solucion extemporanea)
HCI fumante 10.5mL

H,0 csp 500mL

Solucion Denature

NaCl 87.60g
NaOH 20g
H,0 csp 1000mL

Solucion Renature
Tris 60.55¢g
NaCl 87.66g
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H,O csp 1000mL
Ajustar el pH a 7.4 con mediante la adicion de HCI

SSC 20X
NaCl 175.32¢g
Na3CsHs07 88.236g
H,0 csp 1000mL

Soluciones y tampones empleados para la prehibridacion e hibridacion de la

membrana

Soluciéon Denhardt’s 50X (Conservar a —20°C)

Ficoll 10g
Polivinilpirrolidona 10g
BSA 10g
H,0 csp 1000mL

Tampon fosfato 0.2 M (pH 6,8)

Na,HPO4 IM 11.575mL
NaH,PO4 IM 13.425mL
H,0 csp 125mL

SDS 10% (Conservar a temperatura ambiente durante 3-4 meses)
SDS 100g
H,O 900mL

Calentar a 68°C para facilitar la disolucion, y finalmente ajustar el volumen a 1000mL

Solucion de Prehibridacion (Conservar a temperatura ambiente)
Soluciéon Denhardt’s 50X 50 mL
Esperma de salmon 10 mg/mL SmL
Tampon fosfato 0.2 M (pH 6,8) 125 mL
Ppi 5% 10 mL
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SSC 20x
SDS 10%
Heparina

H,0 csp

100mL
SmL
ImL
500mL

Pacientes y métodos

Hervir esperma de salmoén 5 minutos al bano Maria y dejarlo en hielo otros 5 minutos

antes de afiadirlo al tampon.

Solucion de Hibridacion (Conservar a —20°C en alicuotas de 5S0mL)

Solucioén de prehibridacion

Dextran sulfato 25%

Soluciones de lavado de l1a membrana tras la hibridacion

Solucion de lavado 1
SSC 20X
SDS 10%
H,0 csp

Solucioén de lavado 11
SSC 20X
SDS 10%
H,O csp

Solucidn de lavado 111
SSC 20X
SDS 10%
H,0O csp

Solucién de lavado IV
SSC 20X
SDS 10%
H,0 csp

300mL
200mL

50mL
S5mL
500mL

25mL
SmL
500mL

12.5mL
SmL
500mL

2.5mL
SmL
500mL
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Protocolo general para la realizacion de Southern blot

1) Digestion del ADN gendmico con endonucleasas de restriccion

La seleccion de las endonucleasas mas adecuadas para generar fragmentos de
ADN de tamafio apropiado, se realiza con las herramientas bioinformaticas MAP y
MAPSORT del paquete GCG Wisconsin, que proporcionan mapas de restriccion
detallados de la region genomica objeto de nuestro estudio.

La digestion del ADN gendmico se lleva a cabo a 37°C durante 6 horas bajo las

siguientes condiciones generales:

ADN gendémico Sug
TampoOn SuL
BSA (1Img/mL) SuL
Espermidina (100mM) 2ul
Enzima 40 UT*
H,0O csp 50uL

*Para facilitar la digestion del ADN gendmico la enzima se afiade en tres pasos

sucesivos de 20,10 y 10 UI cada 2 horas.

2) Electroforesis de la digestion

La electroforesis del ADN digerido se realiza en gel de agarosa al 0.8%, usando
TBE 1X como tampo6n, y el marcador de peso molecular de 1Kb (GIBCO BRL). Se fija
el voltaje a 55V durante 16-20 horas.

Finalmente se visualiza el gel en el transiluminador, comprobando que la
digestion se ha efectuado correctamente. Con bisturi se corta la parte del gel que no
interesa, y se hace una pequefia muesca en el extremo inferior izquierdo para poder

controlar el orden de las digestiones cargadas.

3) Tratamiento del gel después de la electroforesis

- Colocar el gel en una bandeja en agitacion y lavar con agua destilada.
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- Tratar el gel con HC1 0.25M durante 15°0 20" en suave agitacion.
- Enjuagar con agua destilada

- Afiadir solucion Denature durante 30 en la bandeja de agitacion.

- Lavar de nuevo con agua destilada.

- Afadir solucidén Renature durante al menos 30" y enjuagar con agua destilada.

4) Transferencia del ADN al filtro de nylon

Para el presente trabajo se ha utilizado el sistema de transferencia por capilaridad
de Life Technologies y las membranas N-plus de Amersham Biosciences. El tampon
empleado para la transferencia es SSC 10X. Tras 16 horas de transferencia el filtro se

impregna en solucion SSC 2X y se deja durante 1 hora bajo un foco de luz.

5) Obtencion de la sonda de ADN marcada con *2P

Cada una de las sondas utilizadas en el presente trabajo se ha obtenido por PCR
y posterior purificacion con el kit Agarose gel DNA extraction Kit™ (Roche
Diagnostics). Una vez purificada, la sonda siempre se ha de conservar a —80°C.

El marcaje radioactivo de la sonda se efectiia con **dCTP (Redivue, Amersham
Biosciences), utilizando el kit de marcaje Rediprime™ II" Random Prime Labelling
System (Amersham Biosciences) y siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este
sistema se basa en el empleo de cebadores hexanucleotidos elegidos al azar (Feinberg y
Vogelstein, 1983 y 1984) y el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I.

Una vez marcada la sonda se purifica utilizando columnas microcrospin™ S-300
HR (Amersham Biosciences). Finalmente, para comprobar la efectividad del marcaje y
conocer el volumen de sonda que hara falta en la hibridacion, se realiza el conteo de
Kcpm en el Beckman 170M Radioisotope Detector.

Toda manipulacion de estos productos se realiza en una instalacion radioactiva
de tercer nivel, asegurando el cumplimiento de las medidas de seguridad exigidas por el

Consejo de Seguridad Nuclear.

6) Prehibridacion e hibridacion de la membrana
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Estos procesos se efectian en un horno Hybridizer 600 (Cultek, Stratagene)
utilizando botellas de hibridacion. Para la prehibridacion del filtro se afiaden 10 mL de
la solucidén de prehibridacion, y se mantiene a 65°C durante 2 horas.

Transcurrido ese tiempo se sustituye la solucion de prehibridacion por 10 mL de
solucion de hibridacion, y se afiade el volumen de sonda que equivale a 7500 Kcpm.
Como paso previo a la adicion de la sonda, ésta ha de desnaturalizarse durante 3" a

95°C. La hibridacion del filtro se realiza a 65°C durante 12-16 horas.

7) Lavado de la membrana hibridada

Las condiciones de lavado varian en funcion de la sonda utilizada. Como norma
general el filtro se lava durante un tiempo que varia entre los 10 y 30 minutos con cada
una de las soluciones de lavado previamente descritas, comenzando por la solucién de
mayor astringencia (solucion I, II, IIT y IV). En general la temperatura de lavado oscila
entre los 65 y 72°C, dependiendo de cual sea la temperatura de hibridacion de la sonda.
Después de los lavados con cada una de las soluciones se ha de chequear el filtro para
controlar las cpm. Al final de los lavados la membrana debe quedar con un maximo de
1000 cpm.

Finalmente el filtro se introduce en una envoltura de plastico asegurando que
quedard permanentemente humedecido, y se expone a varias peliculas de fotografia
conservandose a —80°C.

El tiempo de exposicion depende de cada experimento, aunque el primer
revelado se suele hacer a las 24 horas de exposicion. En funcion de los resultados

observados se determina el tiempo para realizar los siguientes revelados.

C.2.1.11 Tratamiento estadistico de los datos. Estudios de casos y controles.

1) Aplicacién de la ley de Hardy-Weinberg

Para cada una de las variantes analizadas se ha calculado la frecuencia alélica y

genotipica en los distintos grupos de estudio. El modelo de Hardy-Weinberg se utiliza
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para calcular las frecuencias genotipicas esperables a partir de las frecuencias alélicas
observadas. En efecto, si consideramos en una poblacion la pareja alélica A} y A, de un
locus dado, se verifica que

0<p<l

0<q<1 »donde p es la frecuencia del alelo A, y q la frecuencia del alelo A,

ptq=1

Entonces se cumple que (p +q)* =p”+2pq+ q> =1, donde:

p® = frecuencia del genotipo A; A,

2pq = frecuencia del genotipo A; A,

q* = frecuencia del genotipo A; A,

El equilibrio de Hardy-Weinberg es un modelo tedrico para genética de
poblaciones. El concepto de equilibrio en el modelo de Hardy-Weinberg se basa en las
siguientes hipotesis :

1. La poblacién es panmictica (todos los individuos tienen la misma probabilidad
de aparearse y el apareamiento es al azar, (panmixia).

2. La poblacion es suficientemente grande (para minimizar las diferencias
existentes entre los individuos).

3. La poblacion no esta sometida a migracion, mutacion o seleccion (no hay
pérdida ni ganancia de alelos).

4. Las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes de generacion
en generacion.

Para verificar el cumplimiento de la ley de Hardy-Weinberg en cada uno de los
grupos de estudio y para cada una de las variantes estudiadas, utilizamos el test de x”
con la correccion de Yates comparando los valores de frecuencias genotipicas
esperables frente a los valores observados. Si el valor de y* fuese significativo no se
cumpliria el equilibrio de Hardy-Weinberg, lo cudl seria indicativo de consanguinidad,

seleccion, o evento mutacional.
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2) Estudios de casos y controles. Test de % y test de Fisher

Con el fin de evaluar la posible asociacion de una determinada variante de
secuencia o de un haplotipo concreto a las enfermedades estudiadas, se han utilizado
estudios de casos y controles. En este tipo de estudios, las asociaciones entre
enfermedades y marcadores se encuentran comparando las frecuencias de un alelo
particular de un marcador en una serie de pacientes con las de una serie de controles
sanos. Hemos utilizado el método de y* con la correccion de Yates o el test de Fisher
con dos colas, para detectar diferencias en las distribuciones polimorficas o haplotipicas
entre dos grupos de estudio. Para la aplicacion de estos tests estadisticos hemos
utilizado el paquete informatico SPSS version 9.0.

El test de % es una prueba estadistica disefiada por Carl Pearson y que asume la
hipdtesis nula de no relacion entre 2 variables dicotomicas. Por ejemplo: Enfermedad
(Si y No) y Factor de Riesgo (Si y No). La aplicacion de la formula correspondiente a
su célculo da lugar a un "valor del estadistico p". Este valor indica la probabilidad de
equivocarse si se acepta que las dos variables analizadas estdn realmente asociadas.
Dicho de otra manera, la probabilidad de que las dos variables analizadas tengan una
asociacion real (no debida al azar) es de 1-p. El valor de p que hemos considerado limite
para afirmar que dos variables estan asociadas es de p<0.05. Ademas, para conseguir
una estimacion mejor del nivel de significacion estadistica hemos aplicado la correccion
de Yates al test de y°.

El test de Fisher con dos colas tiene un fundamento similar al anterior, aunque
utiliza una aproximacién matematica distinta y mas compleja. Lo hemos empleado
como alternativa al test de y* cuando la frecuencia de las variantes estudiadas es muy
baja (<5%). Al igual que en el caso anterior, se considera que existe significacion

estadistica cuando p<0.05.

3) Test de desequilibrio de transmision (TDT “Transmision disequilibrium test’)

La eleccion del grupo control en los estudios de asociacion resulta crucial para
evitar el riesgo de que el grupo en estudio y el grupo control provengan de

subpoblaciones genéticamente diferentes. Para evitar esta posibilidad de sesgo hemos
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utilizado un método de asociacidon con controles internos conocido como test de
desequilibrio de transmision (TDT). Para su realizacion es necesaria la genotipacion de
tres individuos dentro de cada familia: el probando y sus padres. Asi por ejemplo, para
estudiar la posible asociacion del alelo M1 con la enfermedad en estudio, se compara la
frecuencia de dicho M1 entre los alelos transmitidos y los no transmitidos. La

. . .y ;- Y . 2
significacion estadistica de la asociacion se calcula mediante el test de .

C.2.2 Analisis molecular de la variante S836S de RET

El primer factor de susceptibilidad genético identificado para el cancer medular
de tiroides esporadico es la variante de secuencia S836S de RET (c.2439C>T),
localizada en el exon 14 de dicho gen. Gimm et al.,, encontraron una sobre-
representacion estadisticamente significativa de este polimorfismo en una cohorte de
pacientes MTC de origen aleman al comparar con la poblacion control. Con el objeto de
evaluar S836S como factor de susceptibilidad para MTC esporadico en la poblacion
espafiola, se realizod su genotipacion en la cohorte MTC disponible (32 pacientes) y en
un grupo control constituido por 250 individuos sanos. La técnica elegida fue la PCR-
RFLP utilizando la enzima de restriccion A/ul (Roche Diagnostics), puesto que en
presencia del polimorfismo esta restrictasa pierde un punto de corte. Asi, los pacientes
homocigotos para el cambio presentan una banda de 284 pb y otra de 10pb, mientras
que los homocigotos para el alelo normal muestran dos bandas de 157 y 127 pb ademas
de la banda de 10pb.

La PCR se realiza a volumen final 10uL, con 200uM de cada dNTP, 1uM de
cada oligonucledtido (cebador 5:AAGACCCAAGCTGCCTGAC; cebador 3:
GCTGGGTGCAGAGCCATAT), 100ng de ADN molde y 1UI de Taq ADN polimerasa
(Roche Diagnostics). Las condiciones de amplificacion son: (94°-57)->[(94°-30""->(65°-
17)]x35->(72°-7°).

La digestion se realiza a volumen final 20uL, utilizando todo el producto de
PCR, 2.5uL de tampo6n, 2.5uL de BSA (Img/mL), 1uL de espermidina 100mM y 20Ul
de enzima Alul. El producto asi digerido durante 3 horas a 37°C, se somete a
electroforesis fijando el voltaje a 100v en gel de agarosa al 2% durante 45 minutos.

Como marcador de peso molecular se utiliza el Marker V (Roche Diagnostics).
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Transcurrida la electroforesis, el gel se visualiza en el transiluminador UV para poder
analizar el patron de bandas para cada individuo.

Una vez completado el proceso de genotipacion, se calcul6 la frecuencia alélica
para cada uno de los grupos en estudio, y se aplico el test exacto de Fisher con dos colas

para comparar la distribucion polimérfica en ambos grupos.

C.2.3 Rastreo mutacional de los exones 10, 11, 13, 14, 15y 16 del proto-oncogén
RET en los pacientes MTC

Siguiendo las normas estdndar de actuacidon establecidas por todo el mundo,
nuestro grupo realiza como préctica de rutina el analisis molecular de los exones 10, 11,
13, 14, 15 y 16 del proto-oncogén RET, en todos aquellos pacientes que presentan
cancer medular de tiroides. El proposito de esta practica es la identificacion de casos
ocultos de formas familiares del sindrome MEN 2. El método de rastreo seleccionado es
la secuenciacion directa bidireccional. En principio, la secuenciacion se realizaba en el
secuenciador semiautomatico Alf Express'" (Amersham Biosciences) segin pautas
descritas en el apartado C.2.1.4. Posteriormente se pas6 a realizar en el secuenciador
automatico MegaBACE (Amersham Biosciences), siguiendo los pasos descritos en el

apartado C.2.1.5.

Tabla C.1. Cebadores y condiciones de amplificacion de los exones del proto-oncogén

RET

Exo6n Cebador 5’ Cebador 3’ TaH TiD TiH TiE pb
Ex6n 10 GCGCCCCAGGAGGCTGAGTG GGTGGTGGTCCCGGCCGCC 68 30 60 - 186
Exén 11 TGCCAAGCCTCACACCAC TCCCTCCCTGGAAGGCAG 67 30 120 - 349
Ex6n 13 GCAGGCCTCTCTGTCTGAACTT GGAGAACAGGGCTGTATGGA 65 30 60 - 296
Ex6on 14  MI13F-AAGACCCAAGCTGCCTGAC  MI3R-GCTGGGTGCAGAGCCATAT 65 30 60 - 343
Exén 15 GTCTCACCAGGCCGCTAC ATGGTGCACCTGGGATCCCT 60 30 30 30 292
Exén 16 AGGGATAGGGCCTGGCCTTC TAACCTCCACCCCAAGAGAG 66 30 30 30 192
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Los cebadores empleados para la amplificacion de cada uno de estos exones de
RET habian sido previamente descritos (Mulligan et al., 1993, 1994, 1994b; Eng et al,
1994; Ceccherini et al., 1994; Hofstra et al., 1994; Myers et al., 1995; Borrego et al.,
1998). La PCR se realiza a volumen final 10uL, con 200uM de cada ANTP, 1uM de
cada oligonucleodtido, 25ng de ADN molde y 1UI de Tag ADN polimerasa (Roche
Diagnostics). El programa general de PCR para todos los exones es el siguiente: (94°-
57)->[(94°-TiD)->(TaH°-TiH)->(72°-TiE)]x 35->(72°-7’). En la tabla C.1 se muestran
las secuencias de los cebadores utilizados, la temperatura de hibridacion especifica para
cada fragmento (TaH), los tiempos de desnaturalizacion (TiD), hibridacion (TiH) y

extension (TiE) de cada ciclo, y el tamafio de los fragmentos amplificados (pb).

C.2.4 Rastreo mutacional del gen GFRA4 en la cohorte HSCR. Analisis

molecular de los polimorfismos identificados

El gen GFRA4 (Genbank AL356755) se localiza en 20p13 y codifica para uno de
los 4 co-receptores del receptor RET, cuyo ligando es la persefina. Es por tanto uno de
los genes implicados en la cascada metabdlica de RET, y por consiguiente un gen
candidato para HSCR. A diferencia de lo que ocurria con los genes GFRAI, GFRA2 y
GFRA3, que habian sido previamente rastreados por otros autores en busca de
mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung (Myers et al., 1999; Onochie et
al., 2000; Vanhorne et al., 2002), el gen GFRA4 no habia sido evaluado atin como gen
de susceptibilidad para esta patologia. Por este motivo nuestro grupo se planted el
rastreo sistematico de la secuencia codificante de GFRA4 en los pacientes HSCR
esporadicos disponibles. Mediante la técnica de secuenciacion en ambas direcciones se
analizaron los 6 exones del gen, las uniones intron-exon y las regiones intronicas
flanqueantes en los pacientes HSCR disponibles.

Todas las reacciones de PCR se realizaron de forma individual utilizando
oligonucleotidos previamente disefiados por el programa Prime del paquete GCG
Wisconsin. El programa de amplificacion es idéntico para todos los fragmentos: (94°-
57)->[(94°-30"")->(TaH®-30"")->(72°-30"")]x35->(72°-7’), exceptuando la temperatura

de hibridacion (TaH) de cada pareja de oligonucléotidos. La tabla C.2 muestra los
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cebadores utilizados, el tamafio de los fragmentos amplificados y la temperatura de

hibridacidn especifica para cada fragmento.

Tabla C.2. Cebadores y condiciones de amplificacion de los exones del gen GFRA4

Fragmento Cebador 5° Cebador 3’ TaH pb
Exén 1 AGCTGGGTTTTCACTGTGCT ACTGAGGAGCAGGGACAGAG 60 206
Exo6n 2a GATGGGCTGGGTGAAGTGT ACGGGCAGAAGAGCAGTG 61 282
Exon 2b GTTTGCGCTCCGAGTATGTG GCGGTGAGCCGGAGAGAG 62 335
Ex6n 3 GGCCTCTCTCCGGCTCAC CGGAGATATCCCCTGGAGAA 62 200
Exo6n 4 CGATGACTTCGCCCTCAG CCATTCTCCCCTCTAAAATGG 60 261
Exo6n 5 AGCAGGGGGTCTCTCACTTT GACGGAAGGGTGTGAAGGT 60 243
Ex6n 6 AGAGACAGGCTTTTGCCTCA GGGTAAGCCAGTCCCTTCTC 60 228

Una vez caracterizados los cambios de secuencia en GFRA4, se analizd su
presencia en un grupo constituido por 115 controles sanos. Se calcularon las frecuencias
de cada una de las variantes en la cohorte HSCR y en el grupo control, y se aplico el test
de y* con la correccién de Yates para comparar las distribuciones alélicas de cada

polimorfismo en ambos grupos.

C.2.5 Analisis molecular de las variantes de secuencia de los genes GFRAI,

GFRA2y GFRA3

Los genes GFRA1 (10q.26, OMIM 601496), GFRA2 (8p.21, OMIM 601956) y
GFRA3 (59.31, OMIM 605710) codifican para tres co-receptores de RET cuyos
ligandos son GDNF, neurturina y artemina respectivamente. Al igual que GFRA4,
participan en la formacion del complejo heterotetramérico del receptor RET, necesario
para la activacion del mismo, y por ello son excelentes genes candidatos para la
enfermedad de Hirschsprung y para el cancer medular de tiroides. Nuestro grupo
genotipd un total de 9 variantes distribuidas por GFRA1-3 en 72 pacientes HSCR, 51
pacientes MTC y en 115 controles sanos, con el fin de evaluarlas como posibles factores

de susceptibilidad para el desarrollo de estas patologias en nuestra poblaciéon. Ademas
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también incluimos en este estudio a los padres de los pacientes HSCR disponibles, con
el objeto de poder realizar el analisis de segregacion de las variantes testadas que nos
permitiera la generacion de haplotipos. Las variantes evaluadas, previamente descritas y
analizadas por otros grupos en otras poblaciones (Myers et al. 1999; Onochie et al.
2000; Vanhorne et al. 2001; Gimm et al., 2001) son: -193 C>G, -106 G>A y -78 T>C (
situadas en el extremo 5"UTR de GFRAI), 537T>C (exén 4 de GFRAI), IVS5+21G>A
(GFRAI), 1081 A>G (ex6n 7 de GFRAI), 78G>T (ex6n 2 de GFRA2), y IVST7+7insGG
y IVS7+39G>A (GFRA3).

Empleamos la tecnologia PCR-FRET tal como se explica en el apartado C.2.1.9.
Los cebadores utilizados para la obtencion de los amplicones correspondientes ya
habian sido previamente publicados (Gimm et al., 1999; Gimm et al., 2001 ) y sus

secuencias se recogen en la tabla C.3.

Tabla C.3 — Cebadores y condiciones de amplificacion para las variantes de GFRAI-3.

Variante Cebador 5’ Cebador 3” TaH N pb

-193C>G!

-106G>A' GTCGGACCTGAACCCCTAAAA  CCAAAAAGAAACTTCTTCCTTCC 60 35 416

-78T>C !
537T>C! TGTGACCATGCCTGTCTTTC TCATTAATCACCAGCTGCCA 65 45 402
IVS5+21G>A!  CCCCACCCTTTTTCCTATTG CAGGCATGTCCTCAAGGATT 61 40 284
1081A>G! CGTTTGCTGCTTGACTTTGA GGAATCTGGACGCAGTTCTC 61 40 252
78G>T? TTGGGTGGGAGATTGTGG CTCCCTCCTGAACCCCTG 67 40 457
IVS7+7insGG*
ACCCTTCCAATGAGCCTTCT CGCCTCTATCCCTTTGTCTG 60 35 207
IVS7+39G>A*

Dada la proximidad de las tres variantes situadas en el extremo 5" UTR de
GFRAI (-193C>G, -106G>A y —78T>C) se seleccionaron cebadores para la obtencion
de un amplicon que abarca a todas ellas. Igualmente ocurre con los dos polimorfismos
situados en el intron 7 de GFRA3 (IVS7+7insGG y IVS7+39G>A). En ambos casos, la
PCR se realiza en el termociclador PTC-100™ MJ Research a volumen final 25uL, con

100uM de cada ANTP, 0.6 uM de cada cebador, 25ng de ADN molde y 2UI de Taq
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ADN polimerasa (Roche Diagnostics). Posteriormente el producto de PCR se divide en
distintas partes a las que se anaden las correspondientes parejas de sondas (0.2uM de

sonda de deteccion y de anclaje) para genotipar cada variante.

Tabla C.4 — Sondas utilizadas para genotipar los polimorfismos de GFRA -3

Variante Nombre de la sonda Secuencia
1 Sensor (Ra-193[C])  Y-CCATCCCGGAGCTGAGTCGC-Ph
1936 Anchor (Ra-193 Anc) GGAACCGCCTCCCGCCCTC -X
1 Sensor (Ra-106 [G]) AGCTGTGCTGCTCTGGCCG -X
1066=A Anchor (Ra-106 Anc) Y-CCAAAGTTCAGCTCCATCCAGTGAAAGAGG-Ph
1 Sensor (Ra-78 [C]) GATCGCTGCACGCTGAGCTCC -X
e Anchor (Ra-78 Anc)  Y-TCGGCAAGACCCAGCGGCGGCT-Ph
1 Sensor (Ral-I-4 [C]) Y-TGTCCAACGATGTCTGCAACCGC- Ph
BTC Anchor (Ral-I-4 Anc) ACATCACCCCGTGCACCACCAGC-X
Sensor (Ral-I-5[G]) TTCTCCCATCCTGCTTCTCTCGG- X
IVS5+21G>A'
Anchor (Ral-I-5 Anc) Y-TCTTACCAATAAGCCCCGAGTAGGCGAGG - Ph
1 Sensor (Ral-I-7[A]) Y-CCACTGCCACTACCACCACTGC- Ph
1O8IA=G Anchor (Ral-I-7 Anc) GGCAGCCAGCCTTCCCAGTACAGAC-X
Sensor (Ra2-I-2 Sens) CCTGCAGGGCCCCGAGCT-X
78G>T*

IVS7+7 insGG®

IVS7+39G>A*

Anchor (Ra2-1-2 Anc)
Sensor (Ra3 [GG])
Anchor (Ra3 ins Anc)
Sensor (Ra3 [G39])
Anchor (Ra3 39 Anc)

Y-CACGGCTGGCGCCCCCCA- Ph
GTGTAACAGAGGAGGCCCCCT- X
Y-TGGTGTGCCATCACAGCAAAGGTAGG- Ph
CCCAGCCGGCCCAGTAAAG -Ph
Z-CCTCTATCCCTTTGTCTGCCTAGTTTGGGTTT- X

!: Variantes localizadas en GFRAI. *: Variante localizada en GFRA2. *: Variantes localizadas en GFRA3.
Los nucleodtidos sombreados de las sondas se corresponden a las bases complementarias a la region de la
secuencia donde se localizan las variantes. "X = fluoresceina; “Y” = LC Red640 “Z” = LC Red705.

Algunas de las sondas tienen modificaciones en su extremo 3° (Ph), que impiden la extension de la Taq

polimerasa.
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Para el resto de los polimorfismos estudiados, el proceso completo de PCR-
FRET se lleva a cabo en el LightCycler'™ a volumen final 10 uL, con 1uM de cada
cebador, 25ng de ADN molde, 0.2uM de cada sonda, 1uL de tampén y 1yl de Fast
Start ADN polimerasa (Roche Diagnostics). El programa de amplificacion general es el
siguiente:  (95°-77)->[(95°-0"")->(TaH’-15"")->(72°-15"")]xN. Las condiciones de
amplificacion para el analisis de cada variante vienen resumidas en la tabla C.3.

Todas las parejas de sondas de deteccion y anclaje (tabla C.4), fueron disefiadas
por TIB-Molbiol, y suministradas por Roche Diagnostics.

Con los resultados de genotipacion de los polimorfismos, se hallaron las
frecuencias alélicas en cada uno de los tres grupos de estudio. Para comparar las
distribuciones polimérficas y haplotipicas en HSCR versus controles, y en MTC versus
controles, aplicamos el método estadistico de la % con la correccion de Yates, o el test

de Fisher con dos colas.

C.2.6 Acotamiento de una delecion del gen GFRAI en una familia HSCR

C.2.6.1 Analisis de marcadores microsatélites en GFRAI

Tal como se expondrd con detalle en la seccion de resultados, el andlisis de
segregacion de los polimorfismos de GFRAI en una de las familias HSCR, pareci6 en
principio no encajar con el modelo de herencia mendeliana, puesto que el genotipo que
presentaba el paciente indice para el polimorfismo —78T>C era incompatible con el
presentado por su padre. Tras descartar una discordancia de paternidad, se llegd a la
conclusion de la existencia de una delecion que abarca el extremo 5 de GFRAI, y que
presenta tanto el paciente HSCR como su padre y sus hermanos.

Con el fin de acotar la extension de esa delecion, llevamos a cabo el analisis de
marcadores microsatélites en busca de pérdida de hemicigosidad. Dado que en la region
de interés inicialmente no estaba descrito ningin microsatélite, realizamos la
caracterizacion de 3 nuevos marcadores. Para llevar a cabo este analisis sometimos la
secuencia disponible en la base de datos publica http://www.ncbi.nlm.nih.gov (Genbank

ACO012470), a una busqueda de secuencias repetitivas del tipo CG, CA, GT, GA

utilizando la herramienta buscar del procesador de texto. Una vez identificadas las
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posibles secuencias polimorficas se disefiaron los oligonucleodtidos para la amplificacion
de cada uno de los posibles marcadores, utilizando el programa Prime del paquete
informatico GCG Wisconsin. Todos los marcadores microsatélites seleccionados en este
trabajo han sido genotipados bajo las mismas condiciones de PCR: se amplifican de
manera individual de manera que uno de los cebadores empleados va marcado en su
extremo 5’ con el fluorocromo Cy5-amidita. La PCR se realiza a volumen final 10uL,
con 200uM de cada ANTP, 1uM de cada oligonucledtido, 25ng de ADN molde y 1UI
de Taq ADN polimerasa (Roche Diagnostic). El programa de amplificacion es idéntico
para todos los marcadores: (94°-5°)->[(94°-1)->(TaH®-1")->(72°-1")]x35->(72°-7),
exceptuando la temperatura de hibridacion (TaH) de cada pareja de oligonucléotidos. La
secuencia de estos cebadores y las condiciones de amplificacion vienen recogidas en la
tabla C.5. Los productos de PCR se diluyen con 50uLl de agua y posteriormente se
mezclan 3-5uL de esta diluciéon con el mismo volumen de tampén de carga (100%
formamida desionizada y azul de dextrano 5mg/mL); se desnaturalizan 3 minutos a
95°C y se dejan en hielo hasta que se efectiia la carga en el gel. Hemos utilizado la
matriz desnaturalizante ReproGel™ High Resolution (Amersham Biosciences) descrita
en la seccion de EMD. La electroforesis se realiza en placas de 15X30 y 5mm de
espesor en el secuenciador automatico Alf-Express fijando la carrera a 250V y 50°C.
Finalmente, el tamafio de los fragmentos obtenidos se calcula utilizando el programa
informatico AlfWin Fragment Analyser’™ 1.00 (Amersham- Biosciences) y un

marcador fluorescente de tamafio (Cy5-syzer 50-500, Amersham- Biosciences).

Tabla C.5. Cebadores y condiciones de amplificacion de los microsatélites de GFRA

Microsatélite Cebador 5’ Cebador 3’ TaH pb

D10S0404 Cy5-ATGCCAAAACAGACTGAC TGTACATGAAGCTTGAGAAG 51 ~120
D1050499 Cy5-CTCCCTCCTAAGCTCGCC  CAAGTCTTGAATCACAGCCAC 61 ~318

DI10S0108 Cy5-CATACGTACAAACAGGCC AATTGCCATGGTTGCTAC 55 =177

Para determinar la frecuencia alélica y la heterozigosidad de los tres marcadores
microsatélites identificados, procedimos a la genotipacion de 200 cromosomas

controles.
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A su vez, basandonos en los datos obtenidos de este analisis, calculamos los
valores de PIC (contenido en informacion de un polimorfismo). Una meiosis no es
informativa si el sujeto en estudio es homocigoto para el marcador empleado, y
tampoco lo es en la mitad de los casos en los que el sujeto es heterocigoto y su pareja
tiene el mismo genotipo heterocigoto. Dados lo alelos A, A;, Aj...con frecuencias
génicas pi, P2, P3..., entonces la proporcion de individuos homocigotos es
p12+pa>+ps>+...La proporcion de heterocigotos A 1A, es 2pip,, por lo que la proporcion
de parejas con ambos miembros heterocigotos AjA; es 4p,°p,>. La mitad de sus hijos
seran también AA,, y por tanto no informativos. Asi, el contenido en informacion de

un polimorfismo o PIC viene dado por la formula

n n

n
PIC= 1-Ypi -y 32 pi’ pi’

=1 i=1 j=it1

Donde p; es la frecuencia del alelo i. El segundo término de la formula sustrae
los homocigotos, y el tercero la mitad de los apareamientos de los heterocigotos

similares.
C.2.6.2 Anadlisis por Southern Blot

Una vez acotada la delecion mediante los marcadores microsatélites, procedimos
al refinamiento de la misma mediante Southern Blot, siguiendo las pautas descritas en el
apartado C.2.1.10. Tras la generacion del mapa de restriccion de la region de interés, se
selecciond la enzima BamHI (Roche Diagnostics) para realizar la digestion de ADN
genomico, puesto que da lugar a fragmentos de tamafio apropiado para llevar a cabo
nuestro objetivo. Posteriormente, para confirmacion de los resultados que ibamos
obteniendo, se replicaron los experimentos utilizando las enzimas Dralll (Roche
Diagnostics) y Nhel (Amersham Biosciences).

A continuacion se presenta la tabla C.6 con los cebadores y las condiciones de
amplificacion para la obtencion de cada una de las sondas utilizadas. La PCR se realiza
a volumen final 10uL, con 200uM de cada ANTP, 1uM de cada oligonucleétido, 25ng
de ADN molde y 1UI de Tag ADN polimerasa (Roche Diagnostics). El programa de
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amplificacion es el mismo para todas las sondas: (94°-5’)->[(94°-30"")->(TaH®-30"")-
>(72°-40"")]x35->(72°-7"), exceptuando la temperatura de hibridacion (TaH) de cada

pareja de cebadores.

Tabla C.6. Cebadores y condiciones de amplificacion de las sondas utilizadas para

caracterizar la delecion de GFRA1

Sonda Cebador 5’ Cebador 3’ TaH pb
Sonda 1 TTCAATAAGTTCCAGAGAGG AATACTTATCCCCATGCC 57 639
Sonda 2 GCTCAGCTACTCAACTGTC ACACAGCCAAACCATATC 51 652
Sonda 3 ATCTTCAACAAATAGAGGCTGCT CACTGCATAGGGAGATGGGA 60 656
Sonda 4 CTCACCTGATCCAAGTGGTAGC GTGCTTTCAATTGCCAACG 57 710
Sonda 5 TGTGCAGATAACGAAACAG TCCTTAAATGATAGCACTCC 56 654
Sonda 6 AAAACCAGCCTGACCAAC AGGCATGAGCTATTGCAC 57 657
Sonda 7 AAGCCTTCCATCTCACAC ACTCTGCCTATCCCAGAAC 58 658
Sonda 8 GTAAGATTCAATATACGGGC TGTCAACCTCAAGAAGGTC 54 644
Sonda 9 AACCTTGCTGCCAAAGAG TGGGAACAAGAAGGAGAAC 57 651
Sonda 10 TTCCTCCATCCTTTTCCATC TCACTGTTGCCCCAAACTC 61 683
Sonda 11 TAGGCGACAGATCAAGAC TTAAGCAGTGGAGAGGAG 58 679

C.2.7 Rastreo mutacional del intron 1y region 5” del proto-oncogén RET

Con anterioridad al presente trabajo, la genotipacion de 7 cSNPs (“Single
Nucleotide Polymorphism”) de RET, realizada por nuestro grupo en una cohorte de
pacientes HSCR esporadicos y en un grupo de controles sanos, demostro la existencia
de dos variantes (A45A y L769L) estrechamente asociadas al fenotipo HSCR
(p<0.0006, Borrego et al., 1999). Estos hallazgos se confirmaron de manera
independiente en una cohorte de origen aleman (Fitze et al., 1999). Para determinar si
esas variantes conferian per se la predisposicion a HSCR o bien existia un locus en
desequilibrio de ligamiento causante de la enfermedad, se trazaron los haplotipos
generados por la combinacion de esos 7 cSNPs observandose la sobre-representacion en

HSCR de todos aquellos que incluyen A45A (haplotipos B y C, Borrego et al., 2000). El
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analisis de estos datos mediante TDT (test de desequilibrio de transmision) y LD-
mapping (mapeo genético empleando desequilibrio de ligamiento) parecia indicar la
existencia de un locus ancestral, localizado en un intervalo de hasta -20kb respecto de
A45A, asociado a los haplotipos que contienen A45A. Por consiguiente nos planteamos
como objetivo fundamental la identificacion y caracterizacion molecular de dicho locus,
realizando el rastreo del intrén 1.

Con el objetivo de identificar nuevos marcadores polimoérficos dentro del intrén
1 del proto-oncogén RET, comenzamos el rastreo sistemdtico de este segmento
genomico partiendo del extremo 3°, y empleando las técnicas de EMD, SSCP o
secuenciacion bidireccional. Este rastreo fue realizado por nuestro grupo en
colaboracion con el grupo dirigido por la Dra Charis Eng de la Universidad de Ohio.
Seleccionamos 5 controles sanos y 13 casos HSCR con diferentes haplotipos en RET
para realizar el rastreo. Los cebadores para cada uno de los amplicones se disefaron
utilizando el comando Prime del paquete informatico GCG-Wisconsin. En una primera
etapa nuestro grupo analiz6 las dos primeras kilobases del extremo 3" del intréon por
PCR-EMD. Para todos los amplicones de estas dos primeras kilobases, la PCR se
realiza a volumen final 10pL, con 200uM de cada ANTP, 1uM de cada oligonucledtido,
25ng de ADN molde y 1UI de Tag ADN polimerasa (Roche Diagnostics). El programa
de amplificacion es el siguiente: (94°-5’)->[(94°-30"")->(TaH®-30"")->(72°-30"")]x35-
>(72°-7), a excepcion de la temperatura de hibridacion (TaH) de cada pareja de

oligonucleoétidos (tabla C.7).

Tabla C.7. Cebadores y condiciones de amplificacion para los fragmentos del extremo

3" del intron 1 de RET

P Cebador 5’ Cebador 3’ TaH pb

P1  MI13F-TGGAAGTTGTGGTGAGCCAAG MI3R-TGGGAAGTAGGGAAGTGAGTGAG 67 1057

P13  MI13F-TGGCACAATCTCGGCTCACTAC M13R-CTTGGCTCACCACAACTTCCAC 68 1051

P1b M13F-ATGACTTTCCTGTAAAGTGC M13R-GGAGTTTTTCATCTCTGTTC 54 338
Pla MI3F-AGATAAGATGCACGGACCTTAG M13R-GCAACAGTTGCCAAAAAATG 60 596
P13b M13F-CCAGAAGTGGGATTGGTAG M13R-TCACCACAACTTCCACCTC 59 597
P13a M13F-GTGCAATGGCACAATCTC M13R-GAAAAACAAGAAGGTAGTTCCC 58 552
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Los fragmentos P1 y P13 se dividieron en dos fragmentos mas pequefios cada
uno (a 'y b) con el fin de obtener mejor resolucion en la realizacion de la técnica EMD.
Los fragmentos son solapantes con sus inmediatamente consecutivos, excepto en el caso
de Pla y P13b, que se encuentran separados por un STR (Short Tandem Repeat)
(TAAA)n. Cuando se detectaba algin patrén alterado de EMD se procedia a verificar la
presencia de cambio de secuencia por la técnica PCR-SSCP, o por secuenciacion
bidireccional directa.

El resto del intron y region 5'de RET fue rastreado por el grupo de la

Universidad de Ohio mediante SSCP y secuenciacion bidireccional.

C.2.8 Analisis molecular de los polimorfismos localizados en el intrén 1y la

region 5" de RET

Cada uno de los polimorfismos encontrados en intrén 1 y region 5” de RET se
evalu6 como factor de susceptibilidad para HSCR mediante estudios de casos y
controles. Ademas trazamos haplotipos constituidos por la combinacion de las variantes
encontradas. La generacion de estos haplotipos fue posible gracias a la disponibilidad de
la triada completa para la mayoria de los pacientes HSCR, lo que nos permitid
reconstruir y comparar los alelos transmitidos versus los alelos no transmitidos.
Basandonos en la observacion del completo desequilibrio de ligamiento de una parte
importante de las variantes estudiadas, y de la existencia de so6lo unas pocas
combinaciones de las mismas, fue posible inferir los haplotipos para los controles.
Procedimos a comparar la distribucion haplotipica entre casos y controles. Ademas,
examinamos los haplotipos parentales en el contexto de los haplotipos de los pacientes
afectos, de forma que se compararon las frecuencias de los haplotipos transmitidos y no
transmitidos.

Igualmente, dado que RET es sin lugar a dudas el principal gen de
susceptibilidad para MTC, también se analizo la posible implicacién de esas variantes

en MTC por estudios de casos y controles.
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C.2.8.1 Analisis de la variantes localizadas en el extremo 3’ del intron 1

Una de las variantes identificadas en el rastreo del intrén 1 de RET es IVSI-
126G>T, localizada en el anteriormente mencionado fragmento P1b. Para genotipar esta
variante se utilizaron dos técnicas. En principio, el patrén SSCP alterado del fragmento
P1b en presencia de la variante era tan evidente, que se utilizd esta técnica como método
de genotipacion. Dado que P1b tiene 338 pb, tamafio superior al dptimo requerido para
un analisis por SSCP, los productos de PCR ya reamplificados se sometieron a una
digestion con la endonucleasa Mspl (Roche Diagnostics), generandose
consiguientemente dos fragmentos de 160 y 178 pb. La digestion se efectia a volumen
final 20pL, utilizando el producto total reamplificado, 2uL de tampén, 2ul de BSA
(Img/mL), y 10 UI de enzima Mspl. Tras la electroforesis en gel al 10% de glicerol
siguiendo las pautas descritas en el apartado C.2.1.6, se realiza el analisis de resultados.
La presencia de la variante T origina un patrén de migracion del fragmento de 178 pb
diferente al correspondiente para la variante G, y en virtud de ésto se pudo realizar la
genotipacion de este polimorfismo.

Posteriormente confirmamos los resultados obtenidos mediante PCR-RFLP
empleando la enzima Nlalll (New England Biolabs), puesto que esta restrictasa pierde
un punto de corte en presencia del polimorfismo. De esta manera, mientras que el patron
en un individuo con genotipo TT es de tres bandas de 27, 55 y 256pb, en un individuo
con genotipo GG la banda de 256pb es reemplazada por dos bandas de 205 y 51 pb. En
este caso la digestion se realiza a volumen final 20uL, utilizando todo el producto de
PCR, 2uL de tampoén, 0.2ul. de BSA 100X (New England Biolabs) y 3UI de enzima
Nlalll. El producto asi digerido durante 3 horas a 37°C, se somete a electroforesis
fijando el voltaje a 90v en gel de agarosa al 2% durante 1 hora. Como marcador de peso
molecular se utiliza el Marker V (Roche Diagnostics). Transcurrida la electroforesis el
gel se visualiza en el transiluminador UV para poder analizar el patrén de bandas para
cada individuo.

Para la genotipacion de las variantes IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C
empleamos el método de PCR-FRET tal como se explica en el apartado C.2.1.9. Las

condiciones de amplificacion son las mismas para las dos variantes, puesto que ambas
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se encuentran dentro del mismo amplicon, concretamente el fragmento P13b
anteriormente mencionado. La reaccion se realiza a volumen final 10uL, con 1pM de
cada cebador (tabla C.8), 25ng de ADN molde, 0.2uM de cada sonda, 1uL de tampon y
1uL de Fast Start polimerasa (Roche Diagnostics). El programa de amplificacion es el
siguiente: (95°-7°)->[(95°-0"")->(66°-15"")->(72°-25"")]x50. Las condiciones de FRET
para llevar a cabo la genotipacion de cada variante una vez finalizada la PCR se
especifican a continuacién. Las parejas de sondas de deteccion y anclaje, han sido
disefiadas por TIB-Molbiol, y suministradas por Roche Diagnostics. Sus secuencias

vienen recogidas en la siguiente tabla.

Tabla C.8 — Sondas utilizadas para genotipar [VS1-1370C>T e IVS1-1463T>C.

Variante Nombre de la sonda Secuencia
212 C/T anc LC Red640-GCTCACTCAGCCACAGCCGAGGC -Ph
IVS1-1370C>T
212[C] TGCACCGTGCCCCTGCTTG -X
120 T/C anc TTTTTGGGAACTACCTTCTTGTTTTTCAT -X
IVS1-1463T>C
120 [C] sen LC Red640-ACTGTATATTATTTTCCACTCACCGA-Ph

Los nucleoétidos sombreados de las sondas se corresponden a las bases complementarias a la region de la
secuencia donde se localizan las variantes. Algunas de las sondas tienen modificaciones en su extremo 3°

(Ph), que impiden la extension de la Taq polimerasa. ”X” = fluoresceina.

C.2.8.2 Andlisis del resto de polimorfismos intronicos y de las dos variantes de

la region 5" de RET

La genotipacion de las variantes encontradas a lo largo del resto del intrén 1 y la
region 5” por el grupo de la Universidad de Ohio, fue realizada en colaboracion de los
dos grupos. En concreto nuestro grupo genotipd un total de 12 polimorfismos
distribuidos entre las posiciones +6136 y +11637 del intrén, y 2 variantes situadas a —
196 y —200 pares de bases con respecto al ATG inicial. El método utilizado fue el de
PCR realizada en el termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc.), seguida de FRET en
el LightCycler™ (Tablas C.9 y C.10).
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Tabla C.9 — Cebadores y condiciones de PCR para la genotipacion de polimorfismos del

intrén 1 de RET y de la region 5.

Variante Cebador 5’ Cebador 3’ TaH pb
-200A>G
GGGCTAGCCCGCACTGAGCT CCCTCGAGCTGGAGGGACTGCG 53
J196C>A CCTACAC GCTA
IVS1+6136T>G
IVS1+6174A>G

CTTGAAAACTCGTGACCC CCTAGAGGAACCCTGAAGAC 58 800
IVS1+6383-84CC>GG

IVS1+6411A>G

IVS1+7236A>G
CTGTTGTCTGGCTTCACTC CCCTTCTTATGCACAAGC 61 804
IVS1+7436G>A

IVS1+9202C>T
IVS1+9277T>C TGCTGCCTCATTTTCCTCC TCCTGACACCCCTAAAAGCC 61 841

IVS14+9494A>C

IVS1+11260A>T
IVS1+11369C>T TCATGATGGTGAAGGTGGGG GGGAAGTCATCACACGCTTCTG 65 893

IVS1+11637C>T

Los 12 polimorfismos intronicos se incluyen dentro de 4 amplicones diferentes,
que se obtienen por PCR a volumen final 50uL, con 1 uM de cada cebador (tabla C.9),
250 ng de ADN molde, y 2UI de Taqg ADN polimerasa (Roche Diagnostics). El
programa de amplificacion es: (94°-5’)->[(94°-30"")->(TaH®-45"")->(72°-30"")]x30-
>(72°-7’). En cuanto a las variantes —200A>G y —196C>A, ambas se incluyen dentro
del mismo amplicon, que se obtiene por PCR a volumen final 20uL, con 1 uM de cada
cebador, 25 ng de ADN molde, 10 pL HotStart Taq Master Mix, y 4 uL de solucion Q
(Qiagen). El programa de amplificacion es el siguiente: (94°-157)->[(94°-40"")->(53°-
45°7)->(72°-1")]x35->(72°-10’). Las parejas de sondas para la deteccion de cada
polimorfismo fueron disefiadas por TIB MolBiol y suministradas por Roche

Diagnostics. Las secuencias de dichas sondas se exponen en la tabla C.10.
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Tabla C.10 — Sondas utilizadas para genotipar las variantes del intrén 1 de RET y de la

region 5.

Variante

Nombre de la sonda

Secuencia

-200 A>G y -196C>A

IVS1+6136T>G

IVS1+6174A>G

IVS1+6383-84CC>GG

IVS1+6411A>G

IVS1+7236A>G

IVS1+7436G>A

IVS1+9202C>T

IVS1+9277T>C

IVS1+9494A>C

IVS1+11260A>T

IVS1+11369C>T

IVS1+11637C>T

Sensor AC
Anchor
Sensor [G]705
FL-Anchor-FI
Sensor [G]640
FL-Anchor-FI
Sensor[GG]
Anchor GG
Sensor [G]
Anchor 705
Anchor
Sensor [A]
Sensor [A]
Anchor
Sensor[C]
Anchor
Anchor
Sensor [C]
Sensor [A]
Anchor
Sensor [T]
Anchor
Sensor [C]
Anchor
Sensor [C]
Anchor

CGCTTACCTCGCTTCAGTCCC X
LC Red640-CGACCGAAGCAGGGCGCGCAGC Ph
LC Red705-CACACGGGCTGGGAGG
X-GCCCTCCTGTGCACATAGCCAG X
CTCAGGCTTCTCGAAGCTCTG-LC Red640
X-GCCCTCCTGTGCACATAGCCAG X
CCGCCACCAGCCCCTGCTA X
LC Red640-GGACCAGGACAAGGGATGGAGAGCTG
CTACCCTGTTTCCCCCTCCGTC X
LC Red705-CCCTCAGCTGCTGGGCCCG
CCCTCTGCCTGTTGTCTAACTAGATGGC X
LC Red640-GTCTTGCCAATACAGCTGACTTTGC
TGAGGCCACATTGAGCACC X
LC Red640-CATCTGGAAACCATGGTGTCACTGC
CAGGCCAGGGCCAGTGA X
LC Red640-CAATGTAATCAGCTGGGGCAGACTCT
CCTGCAGCCAAGGGGGCCAGTG X
LC Red640-CCCTTACACGGTCATCCACAG
GCCACCACCCACACTTCCAT X
LC Red640-CCCAGACCAGCTGCAGCGGCC
CCAGCCACTGTTTCGTGAAC X
LC Red640-CATGTGCATTAATTCCTTCTAGCTCCCA
GATACAAATATATGTCCCTTGCTCCA X
LCRed640-CTCATTACCACTGCAACACACACTTTCTC
CGTCCTGCCGGGCACTG X
LC Red640-CTCCTGCTTGTGGCTGCAGCCCAG

Las bases sombreadas son las que hibridan con la region de la secuencia donde se localizan las variantes.
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Dada la proximidad entre las variantes —200 A>G y —196C>A, ambas se pueden
detectar mediante la utilizacién de una unica pareja de sondas. Por otra parte, debido a
la cercania de IVS1+6136 T>G e IVS1+6174 A>QG, se opto6 por la utilizacion de una
misma sonda central de anclaje para la genotipacion de ambas ( sonda FL-Anchor-FI),
pero diferentes sondas de deteccion. La particularidad de esta sonda esta en que se
encuentra marcada con fluoresceina en sus dos extremos, para permitir que se dé el

fenomeno FRET con cada una de las correspondientes sondas de deteccion.
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Resultados

D.1. Identificacion de una nueva mutacion en el proto-oncogén RET asociada

al cancer medular de tiroides familiar (FMTC).

Nuestro grupo realiza como practica de rutina el analisis molecular de los exones
10, 11, 13, 14, 15 y 16 del proto-oncogén RET en todos aquellos pacientes que
presentan cancer medular de tiroides con el fin de identificar casos ocultos de formas
familiares del sindrome MEN 2. En uno de estos analisis, hemos identificado una nueva
mutacion germinal localizada en el codon 768 del exon 13. La paciente indice era una
mujer de 57 afios de edad sin historia familiar previa de MTC asi como ninglin rasgo

clinico relacionado con el sindrome MEN 2.

Figura D.1. Arbol familiar de la paciente que porta la mutacion E768D.

| O

/

Marker [1-1 1I-1 M2 -3 12

250 bp
200bp ——
150bp ——
CCCCGAGTGAKCTTCGAGA!
100bp —— |

A. Analisis de segregacion de la variante nt 2304 G->T en los familiares de la paciente indice.
B. Analisis de la secuencia del exon 13 del proto-oncogén RET demostrando la presencia de la mutacion

GAG->GAT en el codon 768 del individuo 1I-1.

La paciente presentaba un nodulo tiroideo, junto con niveles basales de
calcitonina elevados (121 ng/L, siendo los valores normales de 10 ng/mL), asi como

niveles de calcitonina elevados tras estimulaciéon con pentagastrina (1114 ng/L, 5
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minutos después de la administracion de la pentagastrina). Fue intervenida
quirurgicamente y tras el examen histologico se confirmé la presencia de MTC bilateral
con hiperplasia de células C, sin metéstasis a los nodulos linfaticos cervicales. Se
descartd hiperparatiroidismo y feocromocitoma.

La nueva mutacion germinal (¢.2304G>T) es una transversion en la tltima
posicion del codon 768, que genera un cambio aminoacidico de glutdmico a aspartico.
Esta nueva mutacién genera el mismo patrén de restriccion A/ul que otra mutacion
previamente descrita en esta posicion, ¢.2304G>C y conduce a la misma alteracion a
nivel proteico. Una vez que esta mutacion fue caracterizada por secuenciacion directa
bidireccional, procedimos al analisis de segregacion de la variante en los familiares
disponibles de la paciente indice (Figura D.1). Como resultado encontramos que
ninguno de los otros miembros de la familia portaban el cambio. Este analisis de
segregacion nos permitié excluir la posibilidad de que la paciente hubiera heredado la
mutacion por via materna. Por consiguiente, esta mutacion podria haber sido heredada
por la rama paterna, o bien ser una mutacion de novo. Dado que no disponiamos del
ADN germinal del padre de la paciente, no nos ha sido posible distinguir entre ambos
mecanismos mutacionales. Con el fin de descartar que ¢.2304G>T fuera un
polimorfismo comun en nuestra poblacion, estudiamos la presencia del cambio de
secuencia en 75 controles sanos (150 cromosomas). La mutacion no se encontrd en

ninguno de los 150 cromosomas control testados.

D.2. Estudio de asociacion de la variante S836S (¢.2439C>T) del proto-oncogén

RET al cancer medular de tiroides esporadico.

Con el fin de comprobar si la asociacion de S836S a MTC esporadico
previamente observada en una cohorte de origen aleman, se verificaba también en la
poblacion espafiola, nuestro grupo analizé por PCR-RFLP la presencia de dicha variante
en un total de 32 pacientes con MTC esporadico y 250 controles sanos. Los datos
revelaron que la frecuencia del alelo polimorfico en la poblaciéon control (18/500
cromosomas, 3.6%) era similar a la de otras poblaciones de diferente origen geografico
(Fitze y cols, 1999; Gimm y cols, 1999). Ademas, la distribucion genotipica observada

en la poblacion espafola no se desviaba significativamente de las frecuencias tedricas
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derivadas de la aplicacion de la ley de Hardy-Weinberg (%*=0.0, p=0.94). En cuanto al
grupo de pacientes, se detectd el polimorfismo en 6 de los 64 cromosomas, lo que
corresponde a una frecuencia alélica del 9.3%.

Con objeto de realizar un andlisis comparativo de la distribucion alélica de esta
variante entre el grupo de casos y el grupo control, se aplico el test exacto de Fisher con
dos colas, obteniéndose un valor de p=0.043. Ademas se obtuvo un valor de p=0.04
cuando se compar¢ la distribucion genotipica entre los dos grupos de estudio.

Observamos por consiguiente una sobre-representacion estadisticamente
significativa del polimorfismo S836S en el grupo de pacientes con MTC esporadico

con respecto al grupo control (p<0.05).

D.3. Evaluacion de GFRA4 como gen de susceptibilidad para HSCR.

Dado que el gen GFRA4 no habia sido previamente evaluado como gen de
susceptibilidad para HSCR, nuestro grupo en colaboracion con el grupo de la
Universidad de Ohio dirigido por la Dra Eng, decidié examinar su secuencia codificante
asi como todas sus uniones intron-exén. Tras el rastreo sistemdtico del gen, no se
encontrd ninguna mutacion germinal en GFRA4 en los 72 casos esporadicos HSCR
analizados.

Sin embargo fue posible caracterizar cuatro variantes de secuencia polimorficas
en este gen: c.102G>A (T34T, exo6n 2), c.711G>A (P237P, ex6én 5), ¢.847C>T y
c.867G>A (3°’UTR). Procedimos entonces a realizar un estudio de casos y controles
para evaluar esos cambios de secuencia como posibles factores de susceptibilidad para
la enfermedad de HSCR. Asi pues, genotipamos los 4 polimorfismos en un total de 115
individuos control, y comparamos la distribucion alélica y haplotipica entre este grupo y
la cohorte HSCR, mediante el test de %* con la correccion de Yates. Las diferencias en
la distribucion de las variantes entre el grupo de pacientes y el de controles no fueron
estadisticamente significativas (p>0.05), lo que parece descartar la implicacion de estas

variantes en la patogénesis de la enfermedad.
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D.4. Evaluacion de variantes de secuencia de los genes GFRAI, GFRA2y
GFRA3 como factores de susceptibilidad para HSCR esporadico.

Hemos analizado 9 polimorfismos distribuidos por los genes GFRAI, GFRA2 y
GFRA3 en 72 pacientes HSCR esporadicos y 115 controles (casos:controles=1:2), con
el fin de estudiar su posible asociacion a la aparicion del fenotipo HSCR. Para ello,
hemos disefiado un método sencillo y rapido basado en la tecnologia FRET y el sistema
LightCycler'™ (Roche Diagnostics), que permite detectar la presencia de los
polimorfismos con alta fiabilidad y reproducibilidad. Para cada variante, el analisis de la
derivada negativa de la fluorescencia con respecto a la temperatura, muestra diferentes
valores de temperatura de fusion (Tm) para los amplicones con la secuencia silvestre, y
para los productos con los polimorfismos. Nuestros resultados demuestran que los
experimentos disefiados detectan todas las variantes de secuencia en estudio, con una
Tm especifica para cada variante. En la Figura D.2 se presentan cada uno de los
patrones FRET generados en la genotipacion de cada polimorfismo. Asi, se puede
observar que el patréon FRET para los individuos homocigotos muestra un solo pico,
mientras que para los individuos heterocigotos se distinguen dos picos correspondientes
a cada alelo.

Una vez completado el proceso de genotipacion, procedimos a calcular las
frecuencias polimoérficas en el grupo de pacientes HSCR y en el grupo control,
observandose valores muy similares en ambos. En las Tablas D.1 y D.2 se resumen los
datos crudos resultantes de la genotipacion asi como los datos de frecuencia para cada
variante.

Tras la aplicacion del test de 3 con la correccion de Yates o del test de Fisher
con dos colas, nuestros resultados muestran que no existen diferencias significativas en
la distribucion alélica de las variantes estudiadas entre el grupo de pacientes HSCR y el
grupo control. Los resultados de dichos tests pueden verse en la Tabla D.3.

Dado que se dispone del ADN de los padres de una parte importante de los
pacientes HSCR, se procedi6 a la genotipacion de los 9 polimorfismos en dichos padres

con el fin de poder realizar analisis de segregacion y construir asi haplotipos.
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Figura D.2. Patrones FRET generados en presencia de las variantes polimorficas de los

genes GFRAI-3.
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Tabla D.1. Distribucién genotipica observada para los loci polimorficos de GFRAI-3 en

la cohorte HSCR y en el grupo control.

GFRAI GFRA2 GFRA3
HSCR 1VS5+21 1081 IVS7+7ins  IVS7+39
-193C>G  -106G>A  -78T>C  537T>C GoA ASG 78G>T GG GoA
-/- 69 60 33 18 58 61 71 69 65
+/- 12 34 35 14 11 1
+/+ 0 0 5 19 0 0 0
Total 72 72 72 72 72 72 72 72 72
GFRAI GFRA2 GFRA3
Control IVS5+21 1081 IVS7+7ins  IVS7+39
-193C>G  -106G>A  -78T>C  537T>C GoA ASG 78G>T GG GoA
-/- 111 95 43 37 93 93 111 115 104
+/- 4 18 55 42 21 22 4 0 11
+/+ 0 2 17 36 1 0 0 0 0
Total 115 115 115 115 115 115 115 115 115

-/-: Individuos homocigotos para el alelo silvestre; +/-: Individuos heterocigotos; +/+: Individuos

homocigotos para el alelo polimorfico

Tabla D.2. Frecuencia de los polimorfismos de GFRAI-3 en la cohorte HSCR y en el

grupo control

Gen Polimorfismos Pacientes HSCR Controles
-193C>G 0.02 0.02
-106G>A 0.08 0.09
GFRAI -78T>C 0.31 0.39
S3TT>C 0.51 0.50
IVS5+21 G>A 0.10 0.10
1081 A>G 0.08 0.10
GFRA2 78G>T 0.01 0.02
GFRA IVS7+7insGG 0.02 0.00
IVS7+39G>A 0.05 0.05
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Tabla D.3. Analisis estadistico comparativo de la distribucion de los polimorfismos de

GFRAI-3 en la cohorte HSCR y en el grupo control.

Variantes Alelos HSCR Controles p
G 3 4 . _

- 193C>G (GFRAI) C 141 226 Test exacto de Fisher con dos colas: p=1.00
-106G>A (GFRAI) é 11322 22028 % con la correccién de Yates = 0.05, p=0.83
-78T>C (GFRAI ) g,: 14(;‘0 18491 x* con la correccién de Yates =2.22, p=0.14
537T>C (GFRAI) El": ;? i 12 x* con la correccion de Yates = 0.01, p=0.92

A 14 23 2 . _ _
IVS5+21G>A (GFRAI) G 130 207 %~ con la correccion de Yates = 0.01, p=0.93
G 11 22 2 .
1081 A>G (GFRAI ) A 133 208 %~ con la correccion de Yates = 0.2, p=0.65
T 1 4 . _
78G>T (GFRA2) G 143 226 Test exacto de Fisher con dos colas: p= 0.65
IVS7+7insGG (GFRA3) 1ns_GG 1‘3‘1 220 Test exacto de Fisher con dos colas: p=0.06
A 7 11 ) .
IVS7+39G>A (GFRA3) G 137 219 %~ con la correccion de Yates = 0.05, p=10.83

Se observaron 21 haplotipos distintos presentes en las triadas HSCR en estudio,

resultantes de la combinaciéon de los 6 polimorfismos analizados en GFRAI (Tabla

D.4). Dicho andlisis también permitié observar que—106G>A se encuentra en

desequilibrio de ligamiento con—78T>C, puesto que siempre que aparece la primera

variante, la segunda también estd presente en el mismo alelo. Con respecto a GFRA3 se

pudieron observar tres haplotipos generados por combinacion de las dos variantes

analizadas (Tabla D.5).

Gracias al analisis de segregacion fue posible realizar el trazado de haplotipos de

GFRAI en 63 de los 72 casos HSCR. Con respecto a los 115 controles, basandonos en

las combinaciones de polimorfismos observadas en la cohorte HSCR, se pudieron

inferir los haplotipos en 77 de ellos.
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Tabla D.4. Haplotipos de GFRA1 constituidos por combinacion de las 6 variantes

analizadas.

Haplotipo -193 C>G -106 G>A -78 T>C 537 T>C IVS5+21G>A 1081 A>G
(%]
A +
B + +
C +
D +
E +
F +
G + +
H + + +
[ + + +
J + + +
K + +
L + +
M + +
N + +
0 + +
P + + +
Q + + +
R + + + +
S + + + + +
T + +

Tabla D.5. Haplotipos de GFRA3 constituidos por combinacion de las 2 variantes

analizadas.
Haplotipo IVS7+7insGG IVS7+39G>A
a
B +
X +

El signo + indica presencia de la variante en el locus.

Con el fin de analizar si existian diferencias en la distribucion haplotipica entre
la serie HSCR y el grupo control aplicamos el test ¥ con la correccion de Yates, pero

no se encontré significacion estadistica (3 = 4.2, p=0.7).
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De forma anéloga se procedio con los haplotipos de GFRA3, lograndose trazar
éstos en la totalidad de la cohorte estudiada, e inferir en todos los controles incluidos. Al
igual que en el caso anterior no se encontraron diferencias significativas en la

distribucion haplotipica en casos y controles (x* = 4.8, p=0.1).

Figura D.3. Distribucion de los haplotipos de GFRAI y GFRA3 en la cohorte HSCR y

en el grupo control.
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D.5. Identificacion de una delecion dentro del gen GFRAI en una familia
HSCR.

Durante el proceso de genotipacion encontramos que para una familia HSCR, los
haplotipos de GFRAI de los padres y del probando no eran compatibles con un patron
de herencia mendeliana. Més concretamente, la genotipacion de la variante —78T>C,

localizada en el extremo 5'UTR de GFRAI, mostraba resultados discordantes en el
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paciente y su padre (Figura D.4). Excluimos la posibilidad de discordancia de
paternidad gracias a la genotipacion de 10 marcadores microsatélites distribuidos por
todo el genoma. Por consiguiente procedimos a realizar un analisis mas profundo de
esta familia, y los resultados revelaron la presencia de una gran delecion que se extendia

desde el intron 3 hasta el extremo 5'UTR de GFRA1 (Figura D.5).

Figura D.4. Andlisis por FRET de la variante —78T>C de GFRA en los miembros de la
familia HSCR 5.
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Figura D.5. Representacion esquematica del extremo 5'del gen GFRA .
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El refinamiento de la region delecionada en GFRAI en esta familia, se llevo a
cabo mediante la genotipacion de tres nuevos STRs informativos (D10S0499,

D10S0404 y D10S0108) asi como por Southern blot (Figuras D.6 y D.7). De manera
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sorprendente, el analisis del padre asi como de sus tres hermanos sanos, indicéd la
presencia de esta delecion (Figura D.8). La delecion se encuentra acotada en su
extremo 3’ por el microsatélite D/0S0108, que se localiza a una distancia alrededor de
39 Kb de la unién exén 3-intron 3 (Figura D.5).

Ademas, se llevo a cabo un rastreo de mutaciones en los genes RET, GDNF,
NTN, GFRA2,GFRA3, GFRA4, y EDNRB en el paciente indice, con el fin de encontrar
alguna mutacion que justificase por qué el resto de los familiares portadores del mismo
rearreglo, eran individuos sanos. Sin embargo no se encontraron cambios de secuencia

significativos en ninguno de estos genes.

Figura D.6. Andlisis de los marcadores microsatélites D10S0499, DI10S0404 y
DI10S0108 en la familia HSCR 5.
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Figura D.7. Acotamiento de la delecion de GFRAI por Southern Blot.
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Southern Blot tras digestion del ADN gendmico con la enzima BamHI (izquierda). Se observa un patron
diferencial entre los individuos portadores del rearreglo (paciente y su padre), y los individuos normales,
ya que en los primeros hay una menor en la intensidad de las bandas, que es indicativa de hemicigosidad.

Dicha hemidosis vuelve a comprobarse al utilizar la enzima Dralll para la digestion del ADN (derecha).
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Figura D.8. Anadlisis de segregacion de los marcadores de GFRA en la familia HSCR.
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D.6. Evaluacion de variantes de secuencia de los genes GFRAI, GFRA2 y

GFRA3 como factores de susceptibilidad para MTC esporadico.

Utilizando la misma tecnologia descrita en el apartado D.5, hemos analizado los

polimorfismos de GFRA1, GFRA2 y GFRA3 en 51 pacientes MTC esporadicos y hemos

comparado su frecuencia y distribucion con las del grupo de controles. En las siguientes

tablas se resumen los datos crudos resultantes de la genotipacion asi como los datos de

frecuencia para cada variante en la serie de casos.

Tabla D.6. Distribucioén genotipica observada para los loci polimorficos de GFRAI-3 en

la cohorte de pacientes MTC esporadicos.

GFRAI GFRA2 GFRA3
Pacientes 193C>G  -106G>A  -78T>C  S37T>C lVSi—;Zl L()>8é 78G>T IVS(7}4(-}71ns IV§Z+A39
-/- 46 42 19 15 41 39 51 50 40
+/- 5 9 20 25 9 11 0 0 11
+/+ 0 0 12 11 1 0 0
Total 51 51 51 51 51 51 51 51 51

-/-: Individuos homocigotos para el alelo silvestre; +/-: Individuos heterocigotos; +/+: Individuos

homocigotos para el alelo polimorfico
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Tabla D.7. Frecuencia (%) de los polimorfismos de GFRA1-3 en MTC esporadicos y en

controles.
Gen Polimorfismo MTC esporadicos Controles
-193C>G 5 2
-106G>A 9 9
537T>C 46 47
IVS5+21 G>A 11 14
1081 A>G 13 11
GFRA2 78G>T 2 3
IVS7+7insGG 0
GFRA3
IVS7+39G>A 11 6

Tabla D.8. Analisis estadistico comparativo de la distribucion de los polimorfismos de

GFRAI-3 en la serie de casos MTC esporadicos y en el grupo control.

Variantes Alelos MTC  Controles p
G 5 3 . -
- 193C>G (GFRAI) C 97 197 Test exacto de Fisher con dos colas: p=0.12
A 9 17 .
-106G>A (GFRAI) G 93 183 %2 con la correccion de Yates = 0.01, p=0.90
-78T>C (GFRAI ) El": gg 17264 x2 con la correccion de Yates =0.55, p=0.46
537T>C (GFRAI) El": gz 19037 x* con la correccién de Yates = 0.00, p=0.96
A 11 28 2 - _ _
IVS5+21G>A (GFRAI) G 91 172 %~ con la correccion de Yates = 0.37, p=0.54
1081 A>G (GFRAI ) N 13 23 x? con la correcciéon de Yates = 0.02, p=0.88
A 99 177 e '
T 2 7 . B
78G>T (GFRA2) G 100 193 Test exacto de Fisher con dos colas: p=0.72
A 11 11 ) .
IVS7+39G>A (GFRA3) G 91 189 %~ con la correccion de Yates = 2.07, p=0.15
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Es interesante mencionar que observamos una mayor frecuencia de las variantes
—193C>G de GFRAI y IVS7+39G>A de GFRA3 en los pacientes que en los controles
(5% vs. 2% y 11% vs. 6% respectivamente). También observamos que la variante
IVS7+7insGG de GFRA3 no se detectd en ningun paciente MTC esporadico ni en
ningln control. En cualquier caso, las diferencias en la distribucion alélica en estos loci
entre pacientes y controles no fueron estadisticamente significativas, al igual que para el
resto de los loci estudiados (Tabla D.8).

Baséndonos en las combinaciones de polimorfismos observadas en la cohorte
HSCR, se pudieron inferir los haplotipos de GFRAI en 30 de los pacientes. De nuevo,
para analizar si existian diferencias en la distribucion haplotipica entre la serie MTC
esporadica y el grupo control aplicamos el test % con la correccion de Yates, pero no se
encontro significacion estadistica (x> = 4.52, p= 0.6).

Con respecto a los haplotipos de GFRA3, se pudieron inferir para todos los
pacientes y controles incluidos. Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en la distribucion haplotipica de ambos grupos (3 = 3.39, p=0.1).

Figura D.9A. Distribucion de los haplotipos de GFRA en la cohorte de pacientes MTC

esporadicos y en el grupo control.
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Figura D.9B. Distribucion de los haplotipos de GFRA3 en la cohorte de pacientes MTC

esporadicos y en el grupo control.
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D.7. Identificacion de loci de susceptibilidad en el intron 1 de RET para HSCR
y para MTC.

D.7.1. Caracterizacion molecular del intron 1 de RET mediante herramientas

bioinformadaticas.

Para identificar la secuencia completa del intron 1 del proto-oncogén RET,
utilizamos las secuencias genomicas pertenecientes al segmento 3" del gen publicadas
con anterioridad en Genbank (niimero de acceso AJ243297). Este fragmento, contiene
la secuencia parcial de RET incluyendo 20 de los 21 exones, comenzando por el exon 2.
Ademas, AJ243297 contiene la secuencia parcial del intron 1 en su porcion 3'(nt 1-
964). Empleando esta secuencia parcial del intron, ejecutamos el comando Blastn en la
base de datos HTGS (high throughput genome sequence) de Genbank. Como resultado
identificamos un contig gendmico de 505kb del brazo largo del cromosoma 10, que
contenia la secuencia completa de RET (Genbank AL022344). Utilizando la
herramienta Blast 2-sequences de NCBI, enfrentamos la secuencia AL022344 con la de
los exones 1 y 2 de RET descritas con anterioridad. Hemos obtenido un segmento del
contig AL022344 que contiene la secuencia completa del intrén 1 de RET (23.127 pb).
Esta identificacion la recomprobamos efectuando Blast 2-sequences del segmento

aislado con las 964pb disponibles del intrén 1 en Genbank y contenidas en AJ243297.
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D.7.2. Analisis del extremo 3 'del intron 1 de RET.

D.7.2.1. Identificacion de 3 nuevos SNPs en el extremo 3 del intron.

Con el objetivo de identificar nuevos marcadores polimoérficos dentro del intrén
1 de RET, comenzamos el rastreo sistematico de este segmento gendmico partiendo del
extremo 3°, y empleando la técnica EMD fluorescente. Utilizando esta estrategia,
identificamos diversos patrones de EMD en el intron 1, en diferentes pacientes y

controles analizados (Figura D.10).

Figura D.10. Representacion esquematica del extremo 3’ del intrénl de RET. Patrones

EMD de los fragmentos P1b y P13 b.
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El analisis, mediante secuenciacion directa, de los fragmentos P1 y P13 permitié
identificar dos STRs (short tandem repeats) flanqueando el fragmento P1.
Especificamente, en las posiciones -71 a -57 identificamos un tracto poliT polimorfico.

Ademas, entre las posiciones -942 y -898 encontramos una secuencia repetitiva de
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cuatro nucleotidos (TAAA)n también polimoérfica. Ya que nuestro objetivo era la
caracterizacion de SNPs, decidimos redisefiar los primers de EMD excluyendo estos
segmentos repetitivos que entorpecian la secuenciacion de productos de PCR e
interferian en la identificacion de posibles SNPs (Figura D.10, amplicones Pla, Plb,
P13a y P13b). Como resultado obtuvimos 3 patrones de EMD en estos subsegmentos
compatibles con la existencia de variaciones genéticas en los segmentos P1b y P13b
(Figura D.10). Especificamente, en el segmento P1lb el patron de EMD observado se
correspondid, a nivel de secuencia, con una transversion G>T en la posicion -126 del
intron (Figura D.11). En el caso de los patrones identificados en el segmento P13b, el
analisis de secuencia nos permitidé identificar dos nuevos SNPs ubicados en las
posiciones -1370 y -1463 del intrén 1. En concreto en la posicion -1370 identificamos
una transicion C>T en varios pacientes HSCR analizados (IVS1 -1370C>T), y en la
posicion -1463 identificamos una nueva transicion T>C (IVS1 -1463 T>C) (Figura

D.11).

Figura D.11. Caracterizacion de las variantes intronicas IVS1-126G>T, IVS1-1370C>T
e IVS1-1463T>C de RET por secuenciacion.
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Para genotipar la variante IVS1-126G>T utilizamos la técnica SSCP fluorescente
tras digestion del producto de PCR con la endonucleasa Mspl. La presencia de la

variante T origina un patron de migracion de los fragmentos diferente al
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correspondiente para la variante G, y en virtud de ésto se pudo realizar la genotipacion
de este polimorfismo (Figura D.12). Posteriormente confirmamos los resultados
obtenidos mediante PCR-RFLP, empleando para ello la enzima Nlalll, puesto que esta

restrictasa pierde un punto de corte en presencia del polimorfismo (Figura D.12).

Figura D.12. Anélisis de la variante [VS1-126G>T del proto-oncogén RET.
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N
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En el andlisis por SSCP fluorescente (izquierda) se pueden observar tres patrones diferentes de migracion,
correspondientes a: Individuos homocigotos para el alelo silvestre, G/G (carriles 1, 2, 5, 6, 11-14),
individuos heterocigotos, G/T ( carriles 3,4,7-10) e individuos homocigotos para el alelo polimérfico, T/T
(carriles 15 y 16).

En presencia de IVS1-126G>T, Nlalll pierde un punto de restriccion, generandose una banda de 256 pb
en lugar de las bandas de 205 y 51pb (derecha). Carril 1: Marcador de peso molecular (Marker V, Roche).
Carril 2: Control sin digerir. Carril 3: individuo -/-. Carriles 4 y 5: individuos +/-. Carril 6: individuo +/+.

Carril 7: agua.

Figura D.13. Analisis de las variantes [IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C de RET.
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Para detectar los SNPs IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C se desarrolld un
método automatizado méas simple y rapido que otras técnicas tradicionales, basado en el
proceso FRET. De esta manera, se comprob6 que para los amplicones que contienen la
variante IVS1-1370T, la Tm es alrededor de unos 9°C inferior que para los amplicones
conteniendo la variante IVS1-1370C. Por su parte, para los productos que llevan la

variante IVS1-1463C la Tm es 3°C superior que para los productos con la variante

IVS1-1463T (Figura D.13).

D.7.2.2. Estudios de asociacion entre los 3 SNPs intronicos y HSCR o MTC

esporadico.

Los tres nuevos polimorfismos identificados en el extremo 3’del proto-oncogén
RET fueron genotipados en una cohorte constituida por 103 casos esporadicos de
HSCR, sus correspondientes padres, 51 casos de MTC esporadico y un grupo de 100
controles sanos. Una vez completado el proceso de genotipacion de las variantes, se
verifico que se cumplia el equilibrio de Hardy-Weinberg tanto en los grupos de casos
como en el de controles. A continuacion se procedié a calcular las frecuencias alélicas
para cada uno de los tres nuevos loci polimorficos, en las cohortes de pacientes y en el

grupo control (Tabla D.9).

Tabla D.9. Frecuencias alélicas de IVS1-126G>T, IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C de
RET en pacientes HSCR, controles y pacientes MTC esporadicos.

MTC esporadicos  Controles HSCR

Alelo polimorfico (T) 0.48 0.35 0.21

IVS1-126G>T .
Alelo silvestre (G) 0.52 0.65 0.79
IVS1-1370C>T  Alelo polimérfico (T) 0.39 0.47 0.21
Alelo silvestre (C) 0.61 0.53 0.79
Alelo polimoérfico (C) 0.90 0.82 0.41

IVS1-1463T>C .
Alelo silvestre (T) 0.10 0.18 0.59
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Observamos que los tres SNPs estan sub-representados en el grupo de HSCR
analizados, en comparacion con la poblacion control. En concreto, de un total de 206
cromosomas HSCR, hay 44 (21%) con la variante T en el locus IVS1-126G>T, y 162
(79%) con la variante silvestre G. La variante T estaba sub-representada de manera
significativa al comparar con el grupo control (%2 con la correccion de Yate's=8.69,
p=0.0032). De forma analoga, los alelos polimérficos para IVS1-1370C>T e IVSI-
1463T>C (T y C respectivamente), se encontraban también sub-representados en la

cohorte HSCR al comparar con el grupo control (Tabla D.10; p<<0.000001).

Tabla D.10. Estudios comparativos entre los grupos usando el test de x2 con la

correccion de Yates.

Variantes Alelos
HSCR Controles MTC Controles MTC HSCR

T 44 70 49 70 49 44
162 130 53 130 53 162

IVS1-126G>T

39 94 40 94 40 39
167 106 62 106 62 167

IVS1-1370C>T

84 163 &9 163 &9 84
122 37 13 37 13 122

IVS1-1463T>C

En contraste a lo observado en la cohorte HSCR, en los pacientes MTC
esporadicos, IVS1-126G>T aparece sobre-representado al hacer la comparacion con el
grupo control. De un total de 102 cromosomas MTC estudiados, 49 (48%) portaban el
alelo polimorfico T y 53 (52%) el silvestre G (x2=4.25, p=0.038, Tabla D.10). Por el

contrario no encontramos diferencias estadisticamente significativas al comparar las
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frecuencias alélicas de los loci IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C entre los pacientes
MTC esporadicos y los controles.

De los resultados obtenidos en el andlisis de frecuencias alélicas de los nuevos
loci identificados, conviene destacar la clara inversion en la frecuencia de IVSI1-
126G>T al comparar la cohorte MTC con la cohorte HSCR. Curiosamente, la
frecuencia observada para este marcador en la poblacidon control aparece en un rango
intermedio a lo observado en los pacientes de ambas patologias (T:70, 35%, G:130,
65%). Comparando la distribucion alélica de los SNPs entre ambas cohortes (HSCR vs
MTC), practicamente se observa, en cada marcador genotipado, una inversion de

frecuencias alélicas (Tablas D.9, D.10).

D.7.2.3. Analisis de haplotipos constituidos por la combinacion de los 3

SNPs intronicos.

Mediante el andlisis de segregacion de los SNPs identificados en los pacientes
HSCR y en sus padres, realizamos el trazado de haplotipos constituidos por la
combinacion de las tres variantes intrénicas. Encontramos un total de 5 haplotipos

posibles (haplotipos 0-4, Tabla D.11).

Tabla D.11. Haplotipos basados en la combinacion de los tres SNPs localizados en el

extremo 3’ del intron 1 de RET.

IVS1-126G>T IVS1-1370C>T IVS1-1463T>C
Haplotipo 0 - - -
Haplotipo 1 - + +
Haplotipo 2 + - +
Haplotipo 3 - - +
Haplotipo 4 + + +

El signo + indica presencia de la variante en el locus.
Debido a que los eventos de recombinacion entre los marcadores en estudio

serian extremadamente raros (distancia entre SNPs<1200 pb), consideramos cada

haplotipo como un alelo individual dentro del mismo locus (3" del intron 1 de RET).
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Dado que no disponemos del ADN de los padres de los pacientes MTC ni de los de los
controles, el trazado de haplotipos en estos grupos se infirio a partir de los haplotipos
observados en los pacientes HSCR. La distribucion de haplotipos observada en los
grupos de pacientes y controles resultd diferente de manera estadisticamente

significativa (Figura D.14).

Figura D.14. Comparacion de las frecuencias y de la distribucion de los haplotipos del

intron 1 de RET entre los grupos de estudio. Analisis de x con la correccion de Yates.

OTROS 0.004 . 0.08 0.08 0.004
e s MTC CONTROLES MTC HSCR
06 04 02 00 02 04 06 06 04 02 00 02 04 06 06 04 02 00 02 04 06
FRECUENCIA
2= 78.35 p=0.00000000 < 2= 14.57 p=0.00222459 < 7%= 60.55 p=0.00000000 <

Comprobamos que el haplotipo mas comun en el grupo HSCR es el 0 (59%). Es
importante destacar que el haplotipo 0 esta en desequilibrio de ligamiento completo con
todos los haplotipos de riesgo descritos por nuestro grupo con anterioridad (haplotipos
B, C y F; Borrego y cols, 2000). Es decir, todos los haplotipos de riesgo comparten en
este segmento genomico del intron 1 la misma combinacion de SNPs (haplotipo 0). Este
dato es concordante con nuestros estudios de mapeo de desequilibrio de ligamiento, y
situarian el locus de susceptibilidad para HSCR a unas 20 kb del marcador A45A. El
haplotipo mas frecuente de los pacientes MTC esporadicos es el 2 (48%) (haplotipo que
contiene en desequilibrio los SNPs IVS1-126G>T e IVS1-1463T>C), mientras que la
frecuencia del haplotipo 0 es notablemente baja (12.7%). Es interesante destacar que los
pacientes que portan el SNP S836S también portan el haplotipo 2 de esta region

intrénica, lo cudl sugiere que S836S y el haplotipo 2 estdn en desequilibrio de
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ligamiento. Este dato ha sido confirmado en 3 pacientes MTC que son homocigotos

Los haplotipos observados en el grupo control muestran una distribucion

intermedia a la observada en las cohortes MTC y HSCR. El haplotipo 1 es el mas
comun en el grupo de controles (43%). Ademas, el haplotipo 4 que no aparece en
ninguno de los grupos de pacientes estudiados, esta presente con cierta frecuencia en el
grupo control (4%). El haplotipo O tiene una frecuencia del 18.5% en controles en
comparacion con el 59% del grupo HSCR y el 12.7% del grupo MTC. En cuanto al
haplotipo 2, su frecuencia en los controles es del 31% frente al 21.3% de los pacientes
HSCR y el 48% de los pacientes MTC. Estas observaciones sugieren que el haplotipo 0
podria estar ligado a HSCR, mientras que el haplotipo 2 lo estaria a MTC.

También hemos estudiado la composicion genotipica (parejas de haplotipos) en

haplotipos.

los grupos de estudio. En HSCR predominan los genotipos 00 y 02 (70%), mientras que
en MTC los genotipos mas frecuentes son el 12 y 22 (67%). En el grupo control el
genotipo mas comin es el 12, seguido del 11 y del 22. El andlisis de los genotipos
observados/esperados en los grupos de estudio demuestra que los resultados estan de
acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Al comparar la distribucion de genotipos
entre los dos grupos de pacientes se pueden observar diferencias muy notorias (Figura
D.15). En conjunto todos estos hallazgos corroboran las observaciones efectuadas en los

estudios de frecuencias alélicas individuales para cada marcador, asi como el estudio de

Figura D.15. Comparacion de las frecuencias y de la distribucion de los genotipos del

intron 1 de RET entre los grupos de estudio. Anélisis de * con la correccion de Yates.
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D.7.2.4. Anadlisis de haplotipos formados por la combinacion de los 3 SNPs
intronicos y los 7 ¢SNPs de RET. Evidencia de la existencia de un nuevo

locus fundador para HSCR.

Hemos seleccionado los 64 casos esporadicos HSCR que tenian genotipados los
7 ¢SNPs de RET (Borrego y cols, 1999; Borrego y cols, 2000) y hemos analizado los
haplotipos completos constituidos por la combinacion de las 10 variantes (7 cSNPs mas
3 variantes intronicas). El fin de este andlisis es la busqueda de posibles asociaciones de
haplotipos concretos de RET con el fenotipo HSCR, lo que justificaria la posible
existencia de un evento mutacional en desequilibrio de ligamiento con dichos
haplotipos. Para realizar un estudio de mapeo de desequilibrio de ligamiento, el grupo
de la Universidad de Ohio con el que colaboramos desarrolld el andlisis de los
haplotipos transmitidos versus los haplotipos no transmitidos de los padres a los
pacientes HSCR, utilizando el modelo DMLE + (Reeve y cols, 2002). Los resultados de
este estudio apoyan la existencia de una mutacion causante de una gran proporcion de
los casos esporadicos de HSCR, probablemente localizada en el intron 1 o en el extremo
5" de RET. Por consiguiente, decidimos que la mejor estrategia a seguir era el rastreo

sistematico del resto del intron en direccion 5” en busca de dicha mutacion.

D.7.2.5. Asociacion de IVSI-126G>T y el haplotipo 2 de RET a MTC

esporadico en otra serie diferente de pacientes.

El principal inconveniente del andlisis molecular de las variantes de RET en
nuestra serie de pacientes MTC esporadicos era el relativamente pequefio tamafio
muestral, por lo que nos planteamos determinar si los resultados obtenidos podian
confirmarse en una cohorte de pacientes mayor. Hemos analizado la frecuencia de las 3
variantes polimorficas del extremo 3 del intrén 1 de RET en 104 casos esporadicos de
MTC procedentes del Grupo de Neoplasias Endocrinas Familiares del C.N.I.O., y la
hemos comparado con la de 100 controles normales. Como se muestra en la Figura

D.16, los datos de frecuencia de los polimorfismos estudiados en esta cohorte de
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pacientes, son similares a los obtenidos anteriormente. Las diferencias en las
frecuencias de IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C no son estadisticamente significativas
al comparar casos versus controles. Sin embargo, se encontr6 una importante sobre-
representacion de la variante IVS1-126G>T en los pacientes. El alelo IVS1-126T estaba
presente en 104 de los 208 cromosomas MTC (50%) y en 70 de los 200 cromosomas
control (35%) (3°=8.78, p=0.003). Ademas, se observo que la distribucion haplotipica
entre casos y controles era diferente de manera significativa (y*=21.45, p= 0.0003).
Mientras que el haplotipo 1 (IVS1-1463C, IVS1-1370T, IVS1-126G) era el mas comin
en el grupo control (43%), el haplotipo 2 presentaba una alta frecuencia entre los
pacientes MTC (42%) (Figura D.16). Por tanto todos estos datos confirman los
resultados obtenidos en nuestra serie, y vuelven a sugerir la existencia de un locus de

susceptibilidad para MTC de baja penetrancia, dentro del intron 1 de RET.

Figura D.16. Representacion de los polimorfismos del extremo 3" del intrén 1 de RET y

de los haplotipos formados por su combinacion, en la nueva serie de pacientes MTC

esporadicos.
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D.7.3. Analisis de la secuencia completa del intron 1 de RET.

D.7.3.1. Identificacion de nuevos polimorfismos a lo largo del intron 1.

En virtud de los resultados anteriormente obtenidos se optd por continuar con la

busqueda sistematica de cambios de secuencia en el intron 1 en direccion 5 con el

objetivo de encontrar la hipotética mutacion causante de HSCR, o bien localizar una
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region donde se rompiera el desequilibrio de ligamiento (LD). Este rastreo fue llevado a
cabo por nuestros colaboradores de Ohio mediante secuenciacion directa y se
encontraron un total de 38 polimorfismos distribuidos por el intrén 1 (36 SNPs y 2
pequeiias deleciones), y 3 variantes en la region situada en 5 con respecto al gen RET.

En la Figura D.17 se muestran las nuevas variantes identificadas.

Figura D.17. Variantes caracterizadas a lo largo de la secuencia del intrén 1 de RET.
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Seleccionamos 24 variantes localizadas entre la posicion —1249 con respecto al
ATG inicial de RET, y la posicion +11637 del intrén 1. Todas ellas fueron genotipadas
en la serie de pacientes HSCR y en sus padres, asi como en el grupo de controles. La
genotipacion de 12 de los SNPs intronicos (IVS1+6136T>G, IVS1+6174A>G,
IVS1+6383-84CC>GG,  IVS1+6411A>G,  IVSI1+7236A>G, IVSI1+7436G>A,
IVS1+9202C>T, IVS1+9277T>C, IVS1+9494A>C, IVS1+11260A>T,
IVS1+11369C>T e IVS1+11637C>T) se realizo en nuestra Unidad por FRET.
Nuestros resultados muestran que los experimentos disefiados detectan todas las
variantes de secuencia, con un valor especifico de Tm para cada una de ellas (Figura
D.18). Ademas, hemos sido capaces de optimizar un procedimiento FRET para la
deteccion simultanea de los dos polimorfismos localizados a -5 y —1 pares de bases con

respecto al inicio de transcripcion de RET (-200A>G y —196C>A). El analisis de los
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resultados nos permitié identificar 3 picos FRET correspondientes a los tres alelos
existentes —200A —196C, -200G —196C, y —200G —196A. La combinaciéon —200A —
196A no se encontrd en ninguno de los individuos estudiados (Figura D.19). Este
método ha sido validado mediante la secuenciacion en paralelo del 25% de los

individuos testados.

Figura D.18. Patrones FRET para la deteccion de las variantes intronicas de RET.
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Figura D.19. Patrén FRET para la deteccion simultanea de las variantes -200 A>G y -
196C>A de la region 5°de RET.
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D.7.3.2. Estudios de asociacion entre las variantes encontradas y los
haplotipos constituidos por su combinacion, y HSCR: Evidencia de ruptura

del desequilibrio de ligamiento en la region 5" que limita con RET.

Una vez obtenidos los datos crudos de genotipacién en todos los pacientes

HSCR y en los controles, calculamos las frecuencias alélicas para cada una de las

variantes en los dos grupos. El andlisis de segregacion en las familias HSCR mostrd que

algunas de las variantes intrénicas estan completamente ligadas, presentando

consiguientemente una frecuencia idéntica (Tabla D.12). Por ejemplo, los SNPs
IVS1+2846T>G, IVS1+3105T>C, IVS1+7236A>G, IVS1+7436G>A, IVS1+9202C>T,
IVS1+9277T>C, IVS1+9494A>C y IVS1+11260A>T aparecian siempre en cis. El

mismo fenémeno se observdo con las variantes IVS1+620A>G, IVS1+779C>T,

IVS1+2820C>T,

IVS1+6136T>G, IVS1+6174A>G, 1VSI+6383-84CC>GG vy
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(IVS1+3991del12 y

Tabla D.12. Distribucion de los nuevos polimorfismos en HSCR y controles.

Polimorfismo

Frecuencia alélica
HSCR Controles

Test ) con la correccién de

Yate

-200A>G

-196C>A

IVS1+53G>A

IVS1+620A>G

IVS1+779C>T

IVS1+2820C>T

IVS1+2834C>T

IVS1+2846T>G

IVS1+3105T>C

IVS1+3991del12

IVS1+6136T>G

IVS1+6174A>G

IVS1+6383-
84CC>GG

IVS1+6411A>G

IVS1+7236A>G

IVS1+7436G>A

IVS1+8406dell16

IVS1+9202C>T

IVS1+9277T>C

IVS1+9494A>C

IVS1+11260A>T

IVS1+11369C>T

IVS1+11637C>T

Alelo polimérfico G
Alelo silvestre A
Alelo polimorfico A
Alelo silvestre C
Alelo polimorfico A
Alelo silvestre G
Alelo polimérfico G
Alelo silvestre A
Alelo polimérfico T
Alelo silvestre C
Alelo polimérfico T
Alelo silvestre C
Alelo polimérfico T
Alelo silvestre C
Alelo polimorfico G
Alelo silvestre T
Alelo polimorfico C
Alelo silvestre T
Alelo con delecion
Alelo silvestre
Alelo polimérfico G
Alelo silvestre T
Alelo polimérfico G
Alelo silvestre A
Alelo polimérficoGG
Alelo silvestre CC
Alelo polimorfico G
Alelo silvestre A
Alelo polimérfico G
Alelo silvestre A
Alelo polimérfico A
Alelo silvestre G
Alelo con delecion
Alelo silvestre
Alelo polimérfico T
Alelo silvestre C
Alelo polimoérfico C
Alelo silvestre T
Alelo polimorfico C
Alelo silvestre A
Alelo polimorfico T
Alelo silvestre A
Alelo polimérfico T
Alelo silvestre C
Alelo polimérfico T
Alelo silvestre C

0.39
0.61
0.15
0.85
0.15
0.85
0.15
0.85
0.15
0.85
0.15
0.85
0.12
0.88
0.39
0.61
0.39
0.61
0.86
0.14
0.15
0.85
0.15
0.85
0.15
0.85
0.15
0.85
0.39
0.61
0.39
0.61
0.86
0.14
0.39
0.61
0.39
0.61
0.39
0.61
0.39
0.61
0.17
0.83
0.17
0.83

0.83
0.17
0.44
0.66
0.44
0.66
0.44
0.66
0.44
0.66
0.44
0.66
0.31
0.69
0.83
0.17
0.83
0.17
0.59
0.41
0.44
0.66
0.44
0.66
0.44
0.66
0.44
0.66
0.83
0.17
0.83
0.17
0.59
0.41
0.83
0.17
0.83
0.17
0.83
0.17
0.83
0.17
0.44
0.66
0.44
0.66

2= 86.32, p<0.00000001
%*= 43.7, p<0.00000001
%*= 43.7, p<0.00000001
x*= 43.7, p<0.00000001
x’= 43.7, p<0.00000001
x= 43.7, p<0.00000001
x*= 18.2, p=0.0000194
7= 75.2, p<0.00000001
7= 75.2, p<0.00000001
%*= 35.8, p<0.00000001
x’= 43.7, p<0.00000001
x*= 43.7, p<0.00000001
x*= 43.7, p<0.00000001
%*= 43.7, p<0.00000001
%*= 75.2, p<0.00000001
%*= 75.2, p<0.00000001
x*= 35.8, p<0.00000001
%*= 75.2, p<0.00000001
%*= 75.2, p<0.00000001
7= 75.2, p<0.00000001
%*= 75.2, p<0.00000001
x*= 35.8, p<0.00000001

¥’= 35.8, p<0.00000001
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Las frecuencias polimérficas mostraron tener valores muy distintos en pacientes
HSCR vy controles. Asimismo, al aplicar el test comparativo de x* para cada locus
polimoérfico entre el grupo de pacientes y el de controles, observamos diferencias
estadisticamente  significativas (p<0.0001, Tabla D.12). Madés concretamente
encontramos una importante sub-representacion de todos los SNPs en la serie de
pacientes, y una sobre-representacion de las deleciones (IVS1+3991dell2 vy
IVS1+8406del16). Es decir, se mantenia el LD a lo largo de toda la region analizada
hasta llegar a la posicion —1249, donde observamos una ruptura del mismo (p>0.05).

Gracias al andlisis de segregacion en los pacientes HSCR y sus respectivos
padres, realizamos el trazado de haplotipos constituidos por diferentes combinaciones
de las 23 nuevas variantes con las que se seguia observando LD (desde
IVS1+11637C>T hasta —200A>G) mas los 3 SNPs del extremo 3’del intron,
previamente analizados por nuestro grupo (IVS1-1463T>C, IVS1-1370C>T y IVSI1-
126G>T, Borrego y cols, 2003b). Estos haplotipos pudieron trazarse para 92 de las
triadas HSCR. Aunque encontramos 13 combinaciones diferentes entre los casos HSCR
y sus padres, algunos de estos haplotipos eran muy raros (Tabla D.13). Por ejemplo, los
haplotipos 1b, 1d, le, 2d, 2e y 3 sdlo se encontraron 1 o 2 veces entre los alelos no
transmitidos de las triadas HSCR, y el haplotipo 2b s6lo aparecia en seis familias
(transmitido al paciente HSCR so6lo en una de ellas). En realidad esos 13 haplotipos
extendidos podrian definirse como diferentes subtipos dentro de los 5 haplotipos
fundamentales previamente publicados (0-4, Tabla D.11, Borrego y cols, 2003b). Cabe
destacar que el haplotipo 0 (previamente definido como "haplotipo-HSCR") esta
siempre ligado a una inica combinacion de polimorfismos (Tabla D.13), y representa el
haplotipo mas comun entre nuestros casos (62%).

Dado que no disponiamos de los padres de los individuos control, Ia
construccion de haplotipos para este grupo fue inferida a partir de los haplotipos de los
casos HSCR. Por este procedimiento se pudieron inferir los haplotipos para 82 de los
100 controles analizados. Los haplotipos mas frecuentes en este grupo eran el haplotipo
la (39%) seguido del haplotipo 2 a (28%), mientras que el haplotipo "ligado a HSCR" 0
presentaba una frecuencia del 17%. Como se muestra en la Figura D.21 la distribucion
haplotipica observada en la cohorte de pacientes y en controles era significativamente

diferente (x’= 76.96, p<0.00000001). Ademas también calculamos las frecuencias

117



Resultados

haplotipicas entre los alelos no transmitidos de las triadas HSCR, y observamos de
nuevo diferencias significativas al comparar con los alelos transmitidos (3°=66.47,
p<0.00000001). Por el contrario, las frecuencias de cada haplotipo y su distribucion son

similares en los alelos no transmitidos y en los alelos control (x*=0.88, p=0.93).

Tabla D.13. Definicion de los haplotipos constituidos por la combinacion de las

variantes del intrén 1 y de la region 5'de RET.

VARIANTES 0 | la| 1b* | 1c | 1d* | le* | 2a | 2b* | 2¢ | 2d* | 2e* | 3* | 4%

-200A>G T R S S A S S S I S I S
-196C>A

IVS1+53G>A
IVS1+620A>C
IVS1+779C>T - |+ + - - + - - - + + - |+
IVS1+2820C>T
IVS1+2834C>T - - - - + - + - - - - - -

IVS1+2846T>G
IVS1+3105T>C
IVS1+3991del12 + | - + + + - + + + - - + -

IVS1+6136T>G
IVS1+6174A>G
IVS1+6383-84CC>GG
IVS1+6411A>G
IVS1+7236A>G
IVS1+7436G>A
IVS1+8406del16 + | - + + | + - + | + | + - - + | -

IVS1+9202C>T
IVS1+9277T>C
IVS1+9494A>C
IVS1+11260A>T
IVS1+11369C>T
IVS1+11637C>T
IVS1-1463T>C -

IVS1-1370C>T -
IVS1-126G>T - - + -

+ |+
_|_
|+ +

Los haplotipos marcados con el signo * tienen una frecuencia muy baja tanto en pacientes como en

controles. El signo + indica la presencia de la variante polimorfica.
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Figura D.21
DISTRIBUCION DE LOS HAPLOTIPOS EXTENDIDOS EN LOS ALELOS
A TRANSMITIDOS Y NO TRANSMITIDOS DE LAS FAMILIAS HSCR Y EN
CONTROLES.
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GENOTIPOS

También hemos comparado la distribucion de las parejas de haplotipos
(genotipos) entre pacientes y controles. El genotipo 00 (42%) predomina en HSCR,

mientras que en el grupo control el genotipo mas comun es 1a2a (21%) seguido de lala
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(15%). Quizés el hallazgo mas interesante es que el genotipo "asociado a HSCR" 00
solo se presenta en el 2% de controles.

Por otra parte procedimos a calcular las frecuencias de los haplotipos
constituidos Uinicamente por la combinacion de las dos variantes situadas a —5 y —1 del

inicio de transcripcion de RET, (-200A>C, -196C>A, Figura D.22).

Figura D.22

DISTRIBUCION DE HAPLOTIPOS FORMADOS POR LAS VARIANTES DE LA REGION 5°
A DE RET EN LOS ALELOS TRANSMITIDOS Y NO TRANSMITIDOS DE LAS FAMILIAS

HSCR Y EN CONTROLES.
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Decidimos analizar estas variantes por separado por constituir el punto de corte
del LD en la regién 57, asi como porque debido a su posicioén podrian tener algun efecto
funcional en la transcripcion de RET. Tales haplotipos de la region 5" de RET se
pudieron deducir facilmente para todos los individuos, gracias al método de
genotipacion (Figura D.19). Como se muestra en la Figura D.22A, la distribucion
haplotipica es significativamente diferente al comparar los alelos transmitidos a los
pacientes HSCR versus los alelos no transmitidos (3>=83.64, p<0.00000001), o versus
los alelos control (%*=84.02, p<0.00000001). Nuestros resultados muestran que la
combinacion mas comun entre los pacientes HSCR es el haplotipo AC (-200A -196C),
que esta presente en el 60% de los alelos HSCR mientras que solo aparece en el 16% de
los alelos no transmitidos y en el 17% de los alelos control. Es importante destacar que
el haplotipo AC esta en desequilibrio de ligamiento completo con todos los haplotipos
de riesgo para HSCR descritos hasta el momento (Borrego y cols, 2003b). En contraste,
las frecuencias de los haplotipos GC (-200G -196C) y GA (-200G —196A) son
considerablemente més bajas en los alelos HSCR (25% y 15%) que en los alelos no
transmitidos (44% y 40%) o en los alelos control (39% y 44%). Conclusiones similares
se pueden extraer de la comparacion de la distribucion de las parejas de haplotipos,

donde las diferencias observadas son incluso mayores (Figura D.22B).

D.7.3.3. Estudios de asociacion entre las variantes encontradas y MTC

esporadico.

Puesto que el andlisis del segmento 3 del intrén 1 en pacientes MTC
esporadicos mostraba la presencia de un haplotipo de riesgo para esta enfermedad
(haplotipo 2), sugiriendo la existencia de un locus para MTC en direccion 5°, nos
planteamos investigar la distribucion de las nuevas variantes encontradas (Seccidon
D.8.3.1) en estos pacientes. Observamos que las frecuencias alélicas de cada una de las
variantes testadas eran muy similares a las del grupo control. Asimismo los resultados
del test de Fisher comparando la distribucién polimoérfica en ambos grupos no

mostraron diferencias significativas (Tabla D.14).
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Tabla D.14. Frecuencias alélicas de los polimorfismos del intron 1 de RET y la region 5°

en pacientes MTC esporadicos y controles. Analisis estadistico de la distribucién alélica

en ambos grupos.

Frecuencia alélica

2 —
Test ¢~ con la correccion de

Polimorfismo MTC Controles Yate
B il Byt
woa MRS
voaera Mo 1M
e ul S B
s im0 8
e Ul S B
veemeee  Admimad 080 o
Ve AdhmimEes 0N 0 g
vemor  MdmmT 0708 g
e Mdemimae 070y
v Abpme 0
IVS1+11260A>T A,ff&ﬁ‘;ﬂﬁé‘;irﬁe“’f o o 1= 0.38, p=0.54
veempor MMemimaT 07 0s g
wener A 88

D.8. Analisis molecular de RET en la familia MEN 2A/HSCR: Exclusion de la

mutacion C620S como causa del fenotipo HSCR.

Una de las 20 familias MEN2/HSCR conocidas hasta la fecha fue publicada por

nuestro grupo en 1998 (Figura C.1, Borrego y cols, 1998). En ese trabajo describiamos

un pedigri en el que postuldbamos que los fenotipos MEN2A y HSCR estaban

asociados a la mutacion puntual C620S de RET. También se especulaba sobre el papel

del polimorfismo A45A, presente en homocigosis en el tinico componente de la familia

con MEN 2A y HSCR. Recientemente ha aparecido un nuevo miembro en la familia

que ha desarrollado el fenotipo HSCR, pero que no porta la mutacion C620S, si bien es

homocigoto para la variante A45A. Este hallazgo tiene importantes repercusiones dado

122



Resultados

que parece indicarnos que la mutacion C620S no es la causante de HSCR en esta
familia. El analisis de la region codificante de los genes RET, EDN3, EDNRB, GDNF'y
GFRAI mediante secuenciacion directa en el nuevo paciente HSCR (Figura C.1,
paciente IV-3) no revel6 la presencia de ninguna mutacion. Cabe destacar que tras la
genotipacion de las 7 cSNPs distribuidas por la region codificante de RET, encontramos
que los dos miembros de la familia con fenotipo HSCR (III-6 y IV-3) eran los tnicos
homocigotos para la variante A45A. Y lo que es alin més interesante, estos dos casos
eran los Unicos miembros portadores de la combinaciéon de haplotipos B y C, que se ha
demostrado previamente que esta fuertemente asociada al fenotipo HSCR (Figura D.23,

Borrego y cols, 1999, 2000).

Figura D.23
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Ademas, tras la genotipacion de las variantes en el extremo 3° del intron 1
(IVS1-126G>T, IVS1-1370C>T y IVS1-1463T>C), y de los polimorfismos que acotan
la region "ligada a HSCR" en 5" con respecto a RET (-200A>G y -196C>A), el analisis
reveld que ambos miembros HSCR también portaban la misma combinacién de
haplotipos (Figura D.23). Mas concretamente, observamos que los dos pacientes HSCR
llevaban el haplotipo 0 en homocigosis, cuya asociacion a HSCR ha sido demostrada

previamente (Seccion D.8).
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Discusion

E.1. Identificacion de una nueva mutacion germinal, ¢.2304G>T, en el exon 13
del proto-oncogén RET. Implicacion de este cambio en la patogénesis del cancer

medular de tiroides familiar.

Hemos identificado un nuevo cambio de secuencia en el exon 13 de RET, nunca
antes descrito, en una paciente que presentaba cancer medular de tiroides como Unico
cuadro clinico (Figura D.1, Antifiolo y cols, 2002). Se trata de una transversion en la
ultima posicion del codéon 768, que genera un cambio aminoacidico de glutdmico a
aspartico (E768D). Diferentes argumentos sostienen que esta mutacion, ¢.2304G>T, es
la causa del fenotipo observado en la paciente indice. (1) Esta mutacion aparece solo en
la paciente con MTC donde fue identificada, y en ninguno de los 75 individuos control
sanos, lo que sugiere que no se trata de un polimorfismo comun en nuestra poblacion.
(2) Por otra parte, la mutacion ¢.2304G>C, que da lugar al mismo cambio aminoacidico
(E768D), ha sido identificada previamente por otros grupos en varias familias
multigeneracionales con FMTC (Bolino y cols, 1995; Eng y cols, 1995a; Boccia y cols,
1997; Miyauchi y cols, 1997), apoyando la asociacion de este cambio de aminoacido
con FMTC. Ese cambio también se ha encontrado a nivel somatico en los tumores de
algunos pacientes MTC esporadicos (Eng y cols, 1994), lo que corrobora el papel
patogénico de la mutacion en MTC. (3) Ademas los estudios funcionales han
demostrado la capacidad transformadora de E768D-RET en células NIH 3T3 (Pasini y
cols, 1997; Iwashita y cols, 1999). (4) Finalmente, la ausencia de otros rasgos clinicos o
historia familiar de MEN 2A parece indicar que esta mutacion se asocia con el fenotipo
FMTC, como se ha descrito previamente en los otros pacientes portadores de E768D
hasta hoy dia.

Nuestros hallazgos resaltan la importancia de usar un método de diagnostico
molecular adecuado en el analisis de enfermedades genéticas. Antiguamente la
deteccion de la mutacion E768D (c.2304G>C) se realizaba mediante restriccion con
Alu I, dado que en presencia de la variante C la enzima pierde un punto de corte. Sin
embargo mediante esta técnica jamas hubiéramos llegado a sospechar que el patrén
alterado RFLP pudiera deberse a otra mutacion diferente que la ya descrita (¢.2304G>T
y no ¢.2304G>C). En efecto, cualquier cambio que afecte al segundo o tercer nucledtido

del codon 768, origina la pérdida de una diana de restriccion Alu I. Asi por ejemplo, un
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cambio GAG por GAA generaria el mismo patron de restriccion que el de las
mutaciones E768D, pero a diferencia de ellas, GAA no produciria cambio
aminoacidico. Dado que en caso de deteccion de mutaciones asociadas a los cuadros
MEN 2 es aconsejable la practica de tiroidectomia profilactica en el individuo, queda
patente la necesidad de emplear un método de diagnostico molecular totalmente fiable.
En conjunto nuestras observaciones sitiian a la secuenciacion directa bidireccional como

la técnica de eleccion para el diagnostico molecular de sindromes MEN 2.

E.2. Analisis de polimorfismos genéticos como factores de susceptibilidad para

el desarrollo de cancer medular de tiroides esporadico.

E.2.1. Asociacion de la variante S836S del proto-oncogén RET a MTC

esporddico.

Hoy por hoy aun se conoce muy poco sobre la etiologia del cancer medular de
tiroides esporddico. Aunque se ha encontrado pérdida de heterocigosidad (“Loss of
heterozigosity”, LOH) asociada a MTC esporadico en varios loci (Mulligan y cols,
1993), asi como mutaciones somaticas en algunos casos, fundamentalmente afectando al
codon 918 de RET (Eng y cols, 1994, 1995c, 1996b; Hofstra y cols, 1994), la
patogénesis de estos tumores esporadicos sigue sin conocerse en profundidad.

Durante los ultimos afios, uno de los objetivos fundamentales en la investigacion
en este campo ha sido la identificacion de factores de susceptibilidad para MTC
esporddico, asi como el esclarecimiento de sus mecanismos moleculares. En este
sentido, el primer factor de susceptibilidad genético identificado, fue el cambio
€.2439C>T (S836S), localizado en el exén 14 de RET (Borrego y cols, 1998), cuya
sobre-representacion a nivel germinal se detecté en una cohorte de pacientes alemana al
comparar con la poblacion general (Gimm y cols, 1999). En este estudio original
llevado a cabo por Gimm y cols, se observé que la presencia de la variante S836S se
encontraba fuertemente asociada a la aparicion a nivel somatico de la mutacion M918T.
De este modo, los autores postulaban que el mecanismo de accion del polimorfismo
podria ser la activacion de sitios cripticos de maduraciéon o la creacion de tractos

hipermutables en direccion 3’, generando consiguientemente la aparicion de la mutacion
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MO918T responsable del proceso tumorigénico. Dado que era posible que el fendmeno
de asociacion de la variante S836S a MTC esporadico pudiera estar restringido a la
poblacion alemana, nos dispusimos a determinar si esta asociacion también estaba
presente en nuestra poblacion mediante un estudio de casos y controles. Por ello
analizamos y comparamos la distribucion de este polimorfismo, obteniendo una sobre-
representacion estadisticamente significativa del polimorfismo en el grupo de pacientes
al comparar con un grupo de controles (p= 0.04). Desafortunadamente no disponiamos
de ADN tumoral de los pacientes incluidos en el estudio, por lo que no pudimos evaluar
la relacion existente entre la presencia de S836S a nivel germinal y la mutacion M918T
a nivel somatico. En cualquier caso nuestros resultados concuerdan con los previamente
publicados, apoyando no solo el hecho de que la variante germinal S836S podria
predisponer a MTC esporadico, sino también que esta asociacion no esta limitada a una
unica poblacion. Alternativamente esa asociacion podria deberse a la existencia de un
locus en desequilibrio de ligamiento con S836S, que actuaria como marcador de
susceptibilidad a MTC de baja penetrancia. Como se expone mas adelante, esta
hipdtesis ha cobrado mas fuerza tras estudios que nuestro grupo ha realizado con
posterioridad (Borrego y cols, 2003b).

Por otra parte, otro hecho interesante es la sub-representacion de S836S
observada en individuos con enfermedad de Hirschsprung. Esta enfermedad, para la que
se han descrito mutaciones en RET que generan pérdida de funcion, se puede considerar
en cierto modo opuesta a la neoplasia endocrina multiple tipo 2 (en la que las
mutaciones en RET confieren ganancia de funcidén a la proteina resultante). Se han
descrito otras variantes polimorficas en RET, especialmente A45A localizada en el exon
2, que estan fuertemente asociadas a HSCR (Borrego y cols, 1999, 2000; Fitze y cols,
1999), pero la variante S836S estd sub-representada en los casos HSCR en comparacion
con controles sanos (Griseri y cols, 2000, 2002). Por ello, nuestro grupo anadié una
nueva posible hipdtesis a las formuladas por Gimm y cols.: podria ocurrir que lo que
predispone a MTC esporadico no sea la variante S836S per se, sino la ausencia de los
polimorfismos de RET asociados a HSCR, (ausencia que parece estar relacionada con la
presencia de la variante en el codon 836; Borrego y cols, 2000, Figura A.9). En

cualquier caso, se necesitan estudios funcionales para poder llegar a determinar con
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exactitud la base molecular de la asociacion de S836S a MTC esporadico (Ruiz y cols,

2001).

E.2.2 Evaluacion de variantes de secuencia de los genes GFRAI, GFRA2 y
GFRA3 como factores de susceptibilidad para MTC esporadico

Dado que las mutaciones en RET que generan una ganancia de funcidén estan
asociadas a MTC, seria igualmente factible que mutaciones en genes que codifican para
los co-receptores de RET (GFRAI-4), o bien para los ligandos de dichos co-receptores
(GDNF, NTN, ART, PSP) pudieran afectar a la cascada metabolica del receptor y jugar
asi un papel en la patogénesis de MTC. En este sentido, los genes implicados en la
formacion del complejo de activacion de RET, constituyen por su funcién un grupo de
genes candidatos como genes de susceptibilidad a MTC. De hecho, los resultados de un
estudio comparativo entre MTC esporadicos y controles sanos en la poblacion alemana
demostraron la sobre-representacion del polimorfismo —193C>G, situado en el extremo
5'UTR de GFRAI, y la sub-representacion de 537 T>C en el ex6n 4 del mismo gen
(Gimm y cols, 2001). Ademas, tras analizar la expresion diferencial de GFRAI a nivel
de ARN mensajero y de proteina se encontré una sobre-expresion en los tumores que
portan el polimorfismo —193C>G. Estos datos podrian sugerir que —193C>G actiia
como un alelo de susceptibilidad de baja penetrancia para el desarrollo de MTC
esporadico, mientras que 537 T>C podria tener un efecto protector contra el desarrollo
de la enfermedad. Sin embargo, los mecanismos precisos de actuacion de ambas
variantes de secuencia aun no se conocen.

Con el fin de comprobar si este fenomeno de asociacion es universal, realizamos
un estudio de casos y controles para evaluar el papel de —193C>G y 537T>C en la
aparicion de MTC esporadico en la poblacion espanola. Tal como se expone
detalladamente en la seccién de Resultados, también hemos evaluado otra serie de
variantes localizadas en los genes GFRAI-3 como factores de susceptibilidad para este
fenotipo. Nuestros resultados muestran que las diferencias en las frecuencias de todas
las variantes polimorficas estudiadas no son estadisticamente significativas al comparar
los pacientes con MTC esporadico con los controles. Asi, la sobre-representacion

estadisticamente significativa de la variante —193C>G en los casos MTC esporadicos
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alemanes en comparacioén con los controles parece traducirse en una tendencia similar
en la serie espafiola. Sin embargo, dado que en la serie espafiola no hay significacion
estadistica, se puede postular que los alelos —193G y 537T podrian estar en
desequilibrio de ligamiento con otros loci que confieren predisposicion a MTC
esporadico en la poblacion alemana, pero no en la espafiola. Esto sugeriria que el
fendmeno de asociacion en la serie alemana podria ser un evento relativamente reciente,
y llegaria a explicar la sobre-representacion de —193C>G en los pacientes MTC
esporadicos alemanes en comparacion con los espafioles (15% vs 5%) asi como la sub-
representacion de 537T>C (35% vs 46%) (Tabla D.7). Estos resultados contrastan con
la sobre-representacion de la variante S836S de RET, observada en varias cohortes
europeas de MTC esporadicos en comparacion con los controles, que sugiere que el
fenémeno de asociacion de este polimorfismo a la enfermedad podria ser universal y
estaria trazando la existencia de un locus ancestral. Se necesitaran estudios futuros en
otras poblaciones con diferente background y origen geografico, para poder evaluar y
esclarecer el papel de las variantes —193C>G y 537T>C de GFRAI en la patogénesis de
MTC esporadico (Borrego y cols, 2002).

E.3. Busqueda de mutaciones germinales en GFRA4 asociadas al fenotipo
HSCR Yy evaluacion del papel de polimorfismos de GFRAI, GFRA2, GFRA3 y

GFRA4 en la aparicion de la enfermedad.

El papel crucial de RET en la etiologia de HSCR, convirtid a todos los genes que
codifican para proteinas del complejo heteromultimérico que interacciona con RET en
genes candidatos para la enfermedad (GDNF, NTN, ART, PSP, GFRAI-4...). Esta
hipdtesis resultd particularmente atractiva al comprobarse en el modelo murino
knockout de GDNF la existencia de megacolon agangliénico y agenesia renal (un
fenotipo equivalente al observado previamente en el raton knockout de RET, Sanchez y
cols, 1996). Sin embargo, el andlisis molecular directo del gen GDNF en las cohortes
HSCR disponibles parece indicar que las mutaciones en este gen son raras (no mas del
2% de los pacientes HSCR tienen una mutacion en GDNF en linea germinal). Ademas,
en 4 de los 5 pacientes con mutaciones en GDNF habia otras alteraciones relacionadas

con el fenotipo HSCR, como trisomia 21 o mutaciones germinales en RET (Angrist y
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cols, 1996; Salomon y cols, 1996). Una situacion equivalente se observo con el analisis
molecular de NTN dado que sélo ha aparecido una familia HSCR con una mutacion en
este gen y no esta aclarada su patogenicidad (Doray y cols, 1998). Por otra parte, el
analisis molecular de los genes que codifican para 3 de los co-receptores de RET
(GFRAI, GFRA2 y GFRA3) no reveld ninguna mutacioén asociada a HSCR (Angrist y
cols, 1998; Myers y cols, 1999; Onochie y cols, 2000; Vanhorne y cols, 2001). Esto
parecia indicar que estos 3 genes no son responsables de la aparicion de HSCR aunque
no permitia descartar que pudieran actuar como genes modificadores del cuadro.

A diferencia de GFRAI, GFRA2 y GFRA3, el gen GFRA4 no habia sido
evaluado atin como gen de susceptibilidad para la enfermedad de Hirschsprung. Por este
motivo nos planteamos realizar un rastreo de este gen en busqueda de mutaciones
asociadas HSCR. Ademas, los genes GFRAI-4 son excelentes candidatos para actuar
como alelos de baja penetrancia que confieran predisposicion a HSCR esporadico, y
podrian interaccionar con las variantes de secuencia de RET u otras variantes en otros
genes para modular la enfermedad. Por ello, hemos evaluado un total de 13
polimorfismos de estos genes como factores de susceptibilidad para la enfermedad de
HSCR en nuestra cohorte de pacientes.

Al igual que ocurria con los genes que codifican los primeros 3 co-receptores de
RET, no se encontraron mutaciones germinales asociadas a HSCR en el gen GFRA4.
Ademas, el analisis comparativo de la distribucion de las variantes de los 4 genes en la
serie HSCR frente al grupo control no mostré desviaciones significativas entre ambos
grupos.

Por otra parte, tal como se describe en detalle en la seccion de Resultados, el
desarrollo de este estudio nos permitio6 identificar una gran delecion en el extremo 5" del
gen GFRAI en una familia HSCR. Sin embargo no creemos que esta delecion pueda ser
una mutacion deletérea en el sentido tradicional, dado que tanto el paciente HSCR como
los miembros sanos de su familia portan el mismo rearreglo. Por este motivo, la
significacion funcional de esta delecion en GFRA! se desconoce por el momento.

En definitiva, ninguno de los genes GFRAI-4 parece contribuir de manera
significativa a la etiologia de HSCR, al menos en las formas esporadicas de la
enfermedad. Resulta dificil comprender la falta de mutaciones germinales tradicionales

en los genes de los co-receptores dada la gran implicacion de RET en la patogénesis de

131



Discusion

HSCR, tanto esporadico como familiar. Esto se podria explicar en base a las funciones
solapantes de los co-receptores y la reactividad cruzada de los ligandos (Borrego y cols,
2003a). No obstante existen muchos otros genes candidatos para HSCR, como todos los
que codifican proteinas que participan en la cascada metabolica de RET, cuyo analisis

podria quiza ayudar a esclarecer el conocimiento sobre la patogénesis de HSCR.

E.4 Identificacion de un nuevo locus de susceptibilidad para HSCR en el proto-

oncogén RET.

El proto-oncogén RET es sin lugar a dudas el principal locus asociado a HSCR.
Los resultados de diferentes estudios parecen demostrar que mutaciones que causan
HSCR podrian producir haploinsuficiencia estructural y funcional y déficit de la
cascada de senalizacion del receptor RET en los tejidos diana (Pasini y cols, 1995b;
Pelet y cols, 1998). También se ha propuesto que el mecanismo de algunas mutaciones
asociadas a la enfermedad podria consistir en la activacion de motivos funcionales
cripticos proapoptoticos en la proteina RET mutante, que conducirian a una apoptosis
prematura (Bordeaux y cols, 2000). Por otra parte, ademéis de las mutaciones
tradicionales que dan lugar a HSCR, se ha observado que existen polimorfismos y
haplotipos de RET que se encuentran fuertemente asociados a las formas esporadicas de
la enfermedad. Estos alelos se han identificado empleando polimorfismos comunes a lo
largo de la secuencia del proto-oncogén RET, sobre los que se han efectuado estudios de
asociacion genética o de desequilibrio de transmision en familias HSCR con penetrancia
incompleta (Borrego y cols, 1998, 1999, 2000; Fitze y cols, 1999; Bolk y cols, 2000;
Griseri y cols, 2000). La primera variante que se describid asociada a HSCR fue A45A,
cuya sobre-representacion se ha demostrado en varias series de pacientes con diferente
background genético, tales como la espafola, alemana, italiana o china (Borrego y cols,
1999, 2000; Fitze y cols, 1999; Garcia-Barcel6 y cols, 2003b; Sancandi y cols, 2003).
Inicialmente se propusieron mecanismos directos de actuacion de este polimorfismo,
tales como la activacion de sitios cripticos de maduraciéon, la disminucion de la
expresion del alelo portador de la variante conduciendo a una haploinsuficiencia
funcional, o el uso preferencial de ARNt especificos que disminuiria la eficiencia de la

traduccion del alelo que porta el polimorfismo (Borrego y cols, 1999, 2000). Sin
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embargo ain no se han reportado resultados de estudios funcionales que verifiquen
estas hipdtesis. Por otra parte, se propuso la existencia de desequilibrio de ligamiento de
la variante A45A con alglin locus funcional desconocido por aquel momento (Borrego y
cols, 1999, 2000; Fitze y cols, 1999). Mas concretamente, nuestro grupo habia obtenido
una serie de resultados por 7DT y LD mapping, que sugerian la existencia de un locus
ancestral asociado a los haplotipos que contienen A45A, ubicado en 5” respecto a esta
variante, en un intervalo de 0-20Kb. Por ello nos planteamos el rastreo del intron 1 de
RET, con el fin de identificar dicho locus. Con los datos extraidos del analisis del
extremo 3" del intrén, presentados en la seccion de Resultados D.7.2, parecia claro que
el polimorfismo A45A, independientemente del haplotipo hacia 3, esta en desequilibrio
de ligamiento con un grupo de marcadores del intrén 1 de RET (haplotipo 0-A45A,
Tabla D.11). Es decir, la sub-representacion de los nuevos loci del extremo 3" intrénico
descritos en la cohorte HSCR, podria explicarse en base a que la variante polimorfica en
el codon 45 (c.135A), esta en desequilibrio de ligamiento completo con las variantes
silvestres en los loci IVS1-126, IVS1-1370 e IVS1-1463. Usando el programa
Matlnspector, el analisis bioinformatico de la region en la que se encuentran los tres
polimorfismos intronicos predice cuatro motivos que podrian ser sitios de unidén de
factores de transcripcion BRN2, NFAT, IRF1 e IRF2 en presencia de IVS1-1463T
(alelo silvestre, asociado a HSCR). Cuando estd presente la variante IVS1-1463C, se
destruye el sitio de union a BRN2, y aparece un nuevo sitio de uniéon al factor de
transcripcion OCT1. Mas aun, en presencia de esta variante los dos sitios IRF se
refuerzan mientras que se debilita el sitio NFAT. De manera similar, este programa
también predice que en presencia de IVS1-126G (asociada a HSCR) hay un sitio de
union a TCF1. En cambio, en presencia de la variante T en esta posicidn, se crea un
motivo NFAT. Desafortunadamente, atin no se han realizado estudios in vivo o in vitro
para confirmar estas predicciones bioinformaticas, por lo que es necesario continuar con
el trabajo experimental para probar la significacién funcional de estos sitios de union a
factores de transcripcion.

Con el analisis de todos estos nuevos resultados se pudieron hacer nuevos
calculos de LD-mapping, que permitieron especular sobre la existencia de una hipotética
mutacion para HSCR a una distancia alrededor de las 20-30 kb de A45A, quiza atn

dentro del intrén 1. Asi, era plausible que dicha mutacion se localizase dentro de un
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motivo funcional no conocido hasta la fecha, que controlaria la actividad transcripcional
de RET. Por ello continuamos con el rastreo mutacional sistematico a lo largo del intron
1, exén 1 y las 12 kb hacia 5" con respecto al inicio de traduccion, con el fin de
identificar ese hipotético locus fundador responsable de una gran proporcion de HSCR
esporadicos (Borrego y cols, 2003b). Aunque no encontramos mutaciones germinales
en nuestros pacientes, si detectamos un total de 25 nuevos polimorfismos que mostraron
encontrarse en desequilibrio de ligamiento con el llamado haplotipo 0 (IVS1-1473T,
IVS1-1370C, IVS1-126G; Borrego y cols, 2003b) y A45A, y fuertemente asociados a la
enfermedad. Esta asociacion fue demostrada, no s6lo por los resultados de estudios
comparativos entre los casos HSCR y los controles, sino también por los desprendidos
del analisis por 7DT en las triadas HSCR. El LD se mantenia a lo largo de toda la region
analizada hasta la posicion —1249, donde la falta de asociacion de alelos especificos con
la enfermedad sugiere que el LD se rompe. La importancia de estos resultados reside en
el hallazgo de un punto de ruptura del LD (“LD-breakpoint”) que nos permite acotar en
5" la region de RET ligada a HSCR. Nuestros resultados parecen descartar la existencia
de una mutacion causante de HSCR tal como se concibe en el sentido tradicional, pero
refuerzan la idea de la presencia de un marcador o de una combinacion especifica de
marcadores que confieren susceptibilidad a la enfermedad con baja penetrancia. Asi
seria plausible que el alelo RET resultante, en conjunto con otros factores de
susceptibilidad en otros genes, pudieran dar lugar a la aparicion del fenotipo, lo que
estaria en consonancia con un modelo de enfermedad poligénica y multifactorial para
HSCR. Sin embargo, el mecanismo preciso de actuacion de este alelo RET no esta muy
claro. Cabria plantearse el papel que podrian desempeiar las dos variantes situadas a —
200 y —196 pb con respecto al ATG inicial de RET, por estar situadas en una zona de
posible union a factores de transcripcion. En este sentido nuestro grupo ha realizado
estudios funcionales basados en la medida de la actividad luciferasa, demostrando que
la combinaciéon -200A,-196C, claramente asociada a HSCR, da lugar a una actividad
significativamente menor que la que originan el resto de haplotipos identificados en la
mayoria de los controles normales. Estos resultados son similares a los obtenidos por
otros grupos (Fitze y cols, 2003b). La interpretacion mas factible de esos hallazgos seria
que las variantes del promotor de RET influyen en su grado de expresion, aunque hasta

el momento no se ha podido llegar a comprobar que afecten a la union de ningtin factor
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de transcripcion (Fitze y cols, 2003b). Descifrar el auténtico mecanismo patogénico del
alelo RET asociado a HSCR es nuestro objetivo fundamental, puesto que contribuiria al

esclarecimiento de la base genética de la enfermedad.

E.5 Identificacion de un nuevo locus de susceptibilidad para MTC esporadico

en el proto-oncogén RET.

En nuestra opinion, uno de los hallazgos mas interesantes derivados del analisis
del extremo 3" del intron 1 de RET es el descubrimiento de que existe un haplotipo de
riesgo para MTC esporadico (haplotipo 2: IVS1-1473C, IVS1-1370C, 1VS1-126T;
Tabla D.11), en la misma region gendomica en la que hay un haplotipo de riesgo para
HSCR (haplotipo 0). En realidad, la variante que muestra estar sobre-representada de
forma estadisticamente significativa entre los pacientes MTC esporadicos es el cambio
IVS1-126G>T. Ademas estd asociacion se ha confirmado en dos series independientes
de 51 y 104 pacientes MTC esporadicos respectivamente (Secciones D.7.2.3 y D.7.2.5),
lo que ha permitido desechar la idea de que se hubiera obtenido una asociacién azarosa
debido a un tamafio muestral pequefo (Fernandez y cols, 2004). Tal como se expone en
la seccion E.2.1, nuestro grupo habia comprobado con anterioridad la sobre-
representacion del cSNP S836S en la cohorte MTC esporadica espafiola, corroborando
los resultados obtenidos previamente en una cohorte alemana. Ademas, a este mismo
marcador se le ha atribuido un efecto protector contra la aparicion del fenotipo HSCR,
que es opuesto al fenotipo MTC (Griseri y cols., 2000). Hay dos hechos que apoyan con
firmeza el desequilibrio de ligamiento entre S836S y el haplotipo 2 del intrén 1: 1)
Hemos observado en nuestra cohorte que todos los pacientes portadores de S836S
también portan el haplotipo 2. 2) Los resultados del estudio preliminar en la cohorte de
pacientes de origen aleman muestran una alta frecuencia de homocigotos para el
haplotipo 2. Estos hallazgos sugeririan la existencia de un locus de susceptibilidad de
baja penetrancia para MTC, ligado al haplotipo 2 y S836S, que podria encontrarse
también en direccion 5° (Borrego y cols, 2003b). Sin embargo, el analisis del resto de
las variantes del intron 1 y promotor de RET posteriormente identificadas, ha
demostrado la falta de asociacion de las mismas con MTC esporadico. No obstante,

hasta el momento s6lo se han evaluado los polimorfismos situados en el promotor y en
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las primeras 12 kilobases del intron 1, por lo que ese locus MTC podria situarse en
alguna region dentro de la zona intronica que aun falta por rastrear (entre las posiciones
IVS1+11637C>T e IVS1-1473T>C, Figura D.17). Ademas seria factible que este locus
no soélo actie por si mismo como locus de susceptibilidad para MTC, sino que también
interactue con otras variantes y con mutaciones tradicionales asociadas a MEN 2, para
modular el desarrollo de la clinica, o la edad de aparicion de la enfermedad.

También podriamos especular sobre el mecanismo de accion directo de la
variante asociada a MTC esporadico, IVS1-126G>T. Sin embargo, como se ha
explicado en el apartado E.4, aunque existen datos in silico que predicen la
modificaciéon de la afinidad de unién a factores de transcripcion en presencia del
cambio, aun no se disponen de resultados que permitan aclarar la significacion
funcional de esta variante. Debemos continuar por consiguiente con el andlisis
minucioso de esta region para poder profundizar en el conocimiento de la base genética

del cancer medular de tiroides esporadico.

E.6. Exclusion de la mutacion C620S de RET como causante del fenotipo HSCR
en una familia MEN 2A /HSCR.

En 1998 nuestro grupo publicé un trabajo en el que se describia una familia
donde cosegregaban los cuadros MEN 2A y HSCR, asumiéndose que ambos fenotipos
eran causados por la mutacion puntual C620S de RET (Borrego y cols, 1998, Figura
A.1, Figura D.23). En un principio esta mutacion, consistente en una transversion de G
a C, y que genera una sustitucion de cisteina por serina, se habia identificado en 4
miembros de la familia, incluyendo al paciente en el que cosegregan los dos cuadros. En
virtud de los resultados funcionales llevados a cabo por Ito y cols en 1997, nosotros
habiamos explicado la coexistencia de MEN 2A y HSCR atribuyendo un doble efecto a
la mutacion C620S : por una parte, esta transversion conduciria a una ganancia de
funcion del receptor, originando MEN 2A; por otra parte, la mutacion podria afectar al
transporte del receptor hacia la membrana causando HSCR. Ademads, también
postuldbamos que podria darse un segundo evento genético para facilitar la coexpresion
de los fenotipos MEN 2 y HSCR. En este sentido, especulabamos que la presencia del
polimorfismo A45A en homocigosis en el paciente MEN 2A/HSCR, o quizas la
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presencia de esta variante en trans con respecto a C620S, podria de alguna manera
favorecer la expresion de los dos cuadros en el mismo individuo.

Nuestro grupo y otros habiamos intentado explicar previamente la co-
segregacion de MEN 2 y Hirschsprung causados por la misma mutacion de RET,
sugiriendo que esta mutacion podria estar dotada de efectos opuestos dependiendo del
tejido en el que el receptor se exprese. En base a los datos disponibles, la hipotesis mas
aceptada es que los bajos niveles de dimeros covalentes de RET producidos por las
mutaciones de Cys609, 618 o 620 serian suficientes para desencadenar la proliferacion
neoplasica de las células C del tiroides, conduciendo a la generaciéon de tumores
endocrinos. Por otra parte este hecho no compensaria la total disminucion de los
receptores RET expresados en la superficie celular, con lo que se transmitiria una sefal
por debajo del umbral requerido para generar una respuesta trofica en los precursores de
las neuronas entéricas, conduciendo con ello a HSCR.

En un principio el fenotipo presente en nuestra familia era concordante con esta
hipotesis. Sin embargo, el reciente descubrimiento de un nuevo miembro de la familia
con HSCR que no porta C620S (paciente IV.3), nos ha llevado a excluir esta mutacion
como la causante del fenotipo HSCR. Dada la incidencia de la enfermedad, y la
presencia de tres pacientes HSCR en la misma familia (I11.3, I11.6, y IV.3, Figura D.23),
la posibilidad de que el fenotipo haya sido producido por diferentes eventos genéticos
en cada uno de estos pacientes es remota. Por consiguiente, nuestros resultados parecen
excluir la hipdtesis de que la mutacion C620S por si sola sea la causa tanto de HSCR
como de MEN 2A en nuestra familia (Fernandez y cols, 2003).

Es posible postular que la causa genética de HSCR en esta familia podria
encontrarse en otra region de RET o en otros genes de susceptibilidad anteriormente
descritos. Sin embargo, los resultados negativos en el rastreo mutacional de la region
codificante de RET, EDN3, EDNRB, GDNF, NTN, y GFRAI en los dos miembros
HSCR vivos de la familia, excluiria a estos genes como la causa del fenotipo en esta
familia particular, al menos en el sentido tradicional.

Hoy dia se sabe que la enfermedad de Hirschsprung es poligénica, con lo que
podria ser necesaria la intervencion de varios genes para modular la expresion del
fenotipo. De hecho, se han llevado a cabo un buen niimero de estudios para evaluar el

papel de ciertas variantes de secuencia de los genes que codifican para los componentes
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del complejo multimérico de RET, en el desarrollo de HSCR (Angrist y cols, 1998;
Borrego y cols, 1999, 2000, 2003a, 2003b; Fitze y cols, 1999; Griseri y cols, 2000;
Sancandi y cols, 2000, Vanhorne y cols, 2001). En efecto, se ha demostrado la
asociacion con la enfermedad de ciertas variantes de RET , tales como A45A, L769L, y
un amplio nimero de variantes del intrén 1 y del promotor, en diferentes cohortes de
pacientes HSCR esporadicos (Borrego y cols, 1999, 2003b; Fitze y cols, 1999, 2003b;
Garcia-Barcelo y cols, 2003b; Sancandi y cols, 2003). Resulta interesante el hecho de
que los dos pacientes HSCR de nuestra familia sean los unicos miembros que portan en
homocigosis la combinaciéon de marcadores definida como haplotipo de riesgo para
HSCR (Borrego y cols, 2003b, Fitze y cols, 2003b; Sancandi y cols, 2003). En este
sentido nuestros hallazgos estarian de acuerdo con la presencia de un alelo RET, que
confiere susceptibilidad a HSCR con baja penetrancia. Como se ha planteado
anteriormente, seria plausible que su mecanismo de actuacion fuese la reduccion de la
actividad transcripcional de RET aunque se necesitan nuevos ensayos funcionales para

poder llegar a determinarlo con exactitud.
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Conclusiones

F.1. Se ha caracterizado una nueva mutacién en el proto-oncogén RET, ¢.2304G>T
(E768D), en una paciente con cancer medular de tiroides. La ausencia de otros rasgos
clinicos o historia familiar de MEN 2A parece indicar que esta mutacion se asocia con

el fenotipo FMTC.

F.2. El fenomeno de asociacion de las variantes -193C>G y 537T>C del gen GFRAI a
las formas esporadicas de MTC en la poblacion alemana no es reproducible en la
poblacion espanola. Ninguna de las variantes de los genes GFRAI-3 parecen ser

factores de susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad en nuestra poblacién.

F.3. Tanto el analisis mutacional como la evaluacion de los polimorfismos en los genes
GFRAI, GFRA2, GFRA3 y GFRA4 como factores de susceptibilidad para HSCR,

descartan estos genes como responsables en la patogénesis de la enfermedad.

F.4. Se han identificado dos variantes de secuencia en el proto-oncogén RET sobre-
representadas en nuestra serie MTC, S836S e IVS1-126G>T. Estos hallazgos sugieren
la existencia de un locus de susceptibilidad de baja penetrancia para MTC, ligado a

ambas variantes, que podria localizarse en direccion 5.

F.5. Hemos identificado un alelo especifico del proto-oncogén RET, asociado a las
formas esporadicas de la enfermedad de Hirschsprung. Los estudios funcionales in vitro
parecen indicar que dicho alelo provoca una disminucion del nivel de expresion del gen
RET. Estos resultados sostienen que este alelo, probablemente en conjuncidén con otros

factores de susceptibilidad, es causante de la aparicion de HSCR esporadico.

F.6. La mutacion C620S del proto-oncogén RET es la causante del cuadro MEN 2A,
pero no de la enfermedad de HSCR en una familia en la que cosegregan ambos
fenotipos, descartandose por tanto el efecto dual propuesto por otros autores para dicha

mutacion.
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