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Introduccién

1.1. Antecedentes de los sindromes de Prader-Willi y Angelman

El conocimiento del Sindrome de Prader-Willi (SPW) y del Sindrome de Angelman (SA) ha
experimentado en los Gltimos afios un progreso espectacular. Debemos tener en cuenta que el
SPW fue descrito clinicamente por primera vez por el Dr. Prader et al. en 1956 cuyo fenotipo es
obesidad, baja estatura, retraso mental moderado e hipotonia neonatal y el SA por el Dr.
Angelman et al. en 1965, como enfermedad neuroldégica con retraso mental profundo,
convulsiones, ausencia de habla, risa inapropiada y ataxia. En 1981 fue cuando se tuvieron las
primeras evidencias citogenéticas que asociaron el SPW con la delecion intersticial 15q11-q13
(Ledbetter et al., 1981) en el cromosoma 15 de origen paterno (Butler and Palmer, 1983) vy la
misma delecién (Magenis et al., 1987), pero en el cromosoma 15 materno con el SA (Knoll et
al., 1989a; Magenis et al., 1990). A partir de estas observaciones se dedujo que los genes
responsables del SPW sdlo son activos en el cromosoma

15 de origen paterno y estan proximos a los genes

p @ p
responsables del SA, que solo son activos en el SPW G
cromosoma 15 materno (Fig. 1.1.1). Esta situacion,
donde la misma alteracion cromosdémica en 15q11-q13 q SA q

pero diferente origen parental sea responsable de dos :;‘
sindromes totalmente diferentes llevé a proponer que la e

L

impronta podria tener algin papel en su causa (Reik et

al., 1987; Knoll et al., 1989b). Esta suposicion se Figura 1.1.1. Los genes en la region
SPW se expresan solo en el
cromosoma 15 paterno (verde). En el
cromosoma materno estan
(DUPmat), solo habian heredado dos cromosomas 15 de  silenciados (rojo).

confirmd mediante analisis molecular de microsatélites

en pacientes SPW con disomia uniparental materna

la madre (Nicholls et al., 1989a). En pacientes SA

también se observo la DUP, pero en este caso era

paterna (Malcolm et al., 1991; Nicholls et al., 1992). A estos dos sindromes se los considera
como las primeras enfermedades genéticas humanas asociadas con la impronta. La impronta es
un mecanismo epigenético de control de la expresion génica, por el cual un alelo de un gen es
activo solamente en uno de los homadlogos, y permite explicar la etiologia del SPW y SA. Asi, el
SPW se manifiesta por la pérdida o falta de expresion de genes paternos, que no pueden ser
complementados por los alelos silenciados en el cromosoma materno. La situacion inversa se da
en el SA.

El diagndstico del SPW/SA mediante técnicas citogenéticas convencionales permite
observar al microcopio dptico la delecidn y otras alteraciones cromosdmicas que afectan al
cromosoma 15. Sin embargo, presenta ciertas limitaciones debidas sobre todo al pequefio
tamano de la delecion ~4 Mb y al polimorfismo centromérico que dificultan la interpretacion
(Knoll et al., 1993; Delach et al., 1994). La utilizacién de la hibridacién in situ fluorescente

(FISH) con sondas de ADN marcadas con fluorocromos ha solventado estos problemas al
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detectar pequefias deleciones no observadas al microscopio 6ptico. Hoy dia, la FISH es la técnica
recomendada para diagnosticar la delecion 15q11-q13 en SPW/SA, representando la alteracion
mas frecuente en estos sindromes, observada en el 70% de los pacientes. Las DUP observadas
en el 20% vy el 5% de los pacientes con SPW y SA respectivamente (Nicholls and Knepper,
2001), se detectan con el estudio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de
marcadores moleculares polimérficos. La PCR permite determinar la procedencia de cada
cromosoma 15, informando si se han heredado los dos cromosomas 15 de un solo progenitor.
Con estas técnicas se pueden diagnosticar entre el 80-90% de los pacientes SPW/SA. El resto,
pacientes sin delecién ni DUP, pueden ocurrir por fallo en el mecanismo de la impronta. Para
valorar a estos pacientes con defecto de impronta (DI), se desarrollé una técnica basada en una
caracteristica de la impronta, la metilacion del ADN (Dittrich et al., 1992). Normalmente los
genes metilados no se expresan, como ocurre con los genes SPW en el cromosoma materno.
Con el andlisis de metilacién se detecta un patrén de metilacién uniparental en 15q11-q13 que
permite discriminar si el paciente presenta el SPW o SA, pero no determina su etiologia (Glenn
et al., 1993a; Reis et al., 1994). Entre los pacientes con DI se pudo observar que algunos
habian heredado pequefas microdeleciones (Sutcliffe et al., 1994; Buiting et al., 1994). Se
identificd una secuencia llamada centro de impronta (CI) que actla como elemento de control de
la expresion de los genes dentro de un dominio de 2 Mb (Buiting et al., 1995). Estos hallazgos
llevaron a la utilizacion del analisis de metilacion como técnica de screening para el diagnostico
de SPW/SA (Gillessen-Kaesbach et al., 1995; van den Ouweland et al., 1995; Kubota et al.,
1996; Beuten et al., 1996).

La identificacion de genes y secuencias dentro de la regidn 15q11-q13 ha establecido que
el SPW es un sindrome de genes contiguos, donde la mutaciéon de un solo gen no es suficiente
para causar la patologia. A diferencia de lo que sucede en el SPW, en el SA podria ser solo un
gen el responsable. De momento se ha demostrado que la falta de expresion materna del gen
UBE3A es suficiente para explicar el SA, pero hay un 10-15% de pacientes con etiologia
desconocida (Malzac et al., 1998; Jiang et al., 1999). En estos pacientes el gen UBE3A parece
no estar mutado, lo que hace pensar que pueda haber otros genes implicados. La identificacién
del gen ATP10C (Meguro et al., 2001; Herzing et al., 2001), préximo al gen UBE3A, deja abierta

la posibilidad de que sean varios genes los implicados en el SA.
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1.2. Caracteristicas clinicas del sindrome de Prader-Willi

El SPW es un defecto de nacimiento con base genética que ocurre de forma esporadica.
La incidencia al nacimiento se estima de uno cada 15.000 a 22.000 recién nacidos con una
prevalencia en la poblacion de 1:52.000 (Cassisy et al., 1997; Butler et al., 2002). Afecta a
multiples sistemas y la mayoria de las manifestaciones estan relacionadas con una disfuncién
hipotaldmica. Las principales caracteristicas clinicas son: obesidad, estatura baja,
criptorquidismo, hipotonia neonatal, retraso en el desarrollo, retraso mental moderado,
alteraciones de comportamiento y apariencia facial caracteristica. Sin embargo, su diagndstico
no siempre es facil debido a que muchos de sus rasgos pueden ser poco especificos y otros
cambian con la edad, sobretodo a partir de los tres afios (Cassidy, 1984). Puede ocurrir que no
sea diagnosticado a edades muy tempranas, o por el contrario, que adolescentes o adultos con
retraso mental y obesidad sean diagnosticados erréneamente de SPW (Holm et al., 1993). Por
ello se han desarrollado dos protocolos con los criterios de diagndstico clinico, uno para edades
inferiores a tres afios y otro a partir de esta edad (Holm et al., 1993). Haciendo un seguimiento
de los periodos de crecimiento se puede ver que rasgos empiezan a manifestarse y cuales son

mas significativos para el diagnostico (Tabla 1.2.1).

Tabla 1.2.1. Principales sintomas del SPW en funcién del periodo de crecimiento

Periodo Sintomas

Prenatal Movimiento fetal disminuido

Hipotonia severa
Neonatal Problemas de alimentacion
Hipogonadismo

Desarrollo mental y motor retrasado
Hipotonia
Infancia Apetito incrementado
Pies y manos pequefios
Facies caracteristica

Obesidad
Hipogenitalismo/criptorquidismo
Retraso de la pubertad

Adolescencia-
edad adulta

1.2.1. Prenatal

El periodo prenatal se caracteriza por una actividad fetal reducida, probablemente
causado por la hipotonia. El feto es demasiado débil para moverse por si mismo y contribuye
poco en el parto, por lo que puede presentarse de nalgas, siendo necesario practicar una
cesarea. Esto hace que el porcentaje de asfixia sea ocho veces mayor que en la poblacién
normal (Wharton and Bresnan, 1989). El embarazo frecuentemente no llega a término, y en un

alto porcentaje los nifios son prematuros.
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1.2.2. Neonatal

El recién nacido presenta como rasgos mas caracteristicos una hipotonia severa,
problemas de alimentacion, hiporeflexia, llanto débil, rasgos craneofaciales caracteristicos y
evidencia clinica de hipogenitalismo (Stephenson, 1992; Miller et al., 1999). El peso medio al
nacimiento es normal, de unos 2.8 Kg. Durante los 3-4 primeros meses de vida requieren de
alimentacién asistida debido a una disminucién en los reflejos de succién. La ganancia de peso
es lenta y no parecen estar hambrientos. La hipotonia puede estar implicada en la reduccion de
la funcidon pulmonar e incrementa la susceptibilidad a infecciones (Hakonarson et al., 1995). La
hipotonia va mejorando gradualmente y los estudios electrofisioldgicos neuromusculares y
biopsias musculares son normales o no especificos (Cassidy and Schwartz, 1998).

Los rasgos faciales que los caracterizan son: circunferencia craneal y longitud de la
fontanela disminuidas, diametro bifrontal estrecho, anomalias gingivales moderadas, paladar
arqueado, orejas anguladas, mandibula triangular, ojos en forma de almendra, boca triangular
con labio superior delgado y alteraciones visuales como el estrabismo.

El hipogonadismo al nacimiento es mas evidente en el nifio con criptorquidia con un pene

y escroto hipoplasicos y en nifias con labios hipoplasicos (Stephenson, 1980).

1.2.3. Infancia

Durante la edad infantil se observa una desaceleracién del crecimiento lineal en la
mavyoria de los pacientes (Butler and Meaney, 1987), posiblemente asociados con problemas de
alimentacién. Estos mejoran a los seis meses desembocando a los 12-18 meses en un apetito
incontrolado. Un defecto hipotaldmico en el control de la saciedad es responsable de que coman
en exceso y de forma insaciable (Zipf and Berntson, 1987; Holland et al., 1993). Esta situacion
puede desarrollar una obesidad generalizada debido a que el requerimiento caldrico y la
actividad fisica en los pacientes SPW estan disminuidos. Se ha observado que la proporcién de
masa grasa respecto a la masa corporal es alta. Experimentos en animales han mostrado que
neuronas oxitocinas parvocelulares del ndcleo paraventricular hipotaldmico son cruciales en el
control de la ingesta (Leibowitz et al., 1981). Se piensa que estas neuronas tendrian un papel
fisiologico en la saciedad y podrian ser la base del hambre insaciable y la obesidad (Swaab et
al., 1995). Se ha observado que el volumen de neuronas que expresan oxitocina es un 54%
menor en pacientes SPW, y se ha sugerido que la administracion de oxitocina podria frenar el
apetito (Swaab, 1997). Por ello, se recomienda un control estricto de la dieta y vigilarlos
constantemente.

A partir del primer afio de vida comienza a manifestarse retraso en el desarrollo
psicomotor. En promedio se sientan a los 12 meses, gatean a los 16 meses y no andan hasta los
24 meses. A partir de los 39 meses empiezan a hablar, siendo capaces de pronunciar unas 10
palabras, el habla es hipernasal debido a problemas de articulacién (Branson, 1981).

A partir de los 3-4 afios manifiestan trastornos de conducta que incluyen, rabietas,

depresiones, actos de violencia subitos, caracter manipulador y alteraciones del suefo. Su
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coeficiente de inteligencia se encuentra en la zona limite, siendo en la mayoria de los casos leve
(IQ: 60-70) (Curfs and Fryns, 1992). Un 30% tienen coeficiente borderline (IQ 70-80) y
muestran dificultades de aprendizaje (Dykens et al., 1992).

Los nifios suelen ser bajos y presentan acromicia. Tienen manos y pies pequefos, que se
correlacionan con la talla pero no con la edad, aunque en los primeros afos de vida el tamafio
de las manos y pies es normal (Chitayat et al., 1989; Hudgins and Cassidy, 1991). El rostro se
caracteriza por, didmetro bifrontal estrecho, ojos almendrados, estrabismo, mejilla llena y
actividad mimica disminuida debido a la hipotonia muscular. Frecuentemente presentan saliva
viscosa que se acumula en la comisura bucal y en los dientes. Un 50% de los pacientes
presentan la piel y el pelo mdas claros que el resto de miembros de la familia. Esta

hipopigmentacién es debida a la reduccién en la sintesis de melanina (King et al., 1993).

1.2.4. Adolescentes y adultos

Como caracteristicas morfolégicas destacan: obesidad, talla baja, habilidad motora pobre,
hambre insaciable y conservan los rasgos faciales de la infancia. Se ponen de manifiesto los
problemas conductuales del adolescente, presentando inmadurez de caracter, con problemas
educacionales y dificultades escolares.

Hay problemas evidentes en el desarrollo sexual. Mientras que el pelo pubico y axilar
puede desarrollarse temprano y normalmente, el resto del desarrollo estd retardado y
usualmente es incompleto. Los varones adultos presentan micropene vy criptorquidia,
ocasionalmente pueden cambiar tanto la voz como algunos rasgos fisicos. Las mujeres pueden
desarrollar pecho a la edad normal, la menarquia se puede dar entre los 10 y 28 afios y va
seguida de menstruaciones irregulares (Greenswag, 1987), generalmente suelen presentar
amenorrea o oligomenorrea. La adrenarquia puede ocurrir a una edad temprana, mientras que
la maduracion gonadal es retrasada o incompleta. Suelen ser estériles, aunque se han descrito
mujeres SPW que han dado a luz un nifio normal (Akcfeldt et al., 1999) y un nifio con SA
(Schulze et al., 2001).

El hipogonadismo tiene un origen hipotaldmico. Parece que un mal funcionamiento de las
neuronas productoras de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) pueda ser
responsable de una disminucién en el nivel de hormonas sexuales. La produccion anormal de
LHRH puede ser debido bien a la ausencia de las neuronas productoras, a una baja produccion
de hormona o a una forma andmala de hormona. Las glandulas pituitaria y gonadal son
normales pero estan poco estimuladas. Este defecto del eje hipotalamo-pituitaria-géonadas afecta
al desarrollo sexual, no descienden los testiculos, los 6rganos sexuales son pequefios, disminuye
el comportamiento sexual y el crecimiento es insuficiente durante la pubertad (Angulo et al.,
1991). En varones los niveles de testosterona en suero son bajos y en las mujeres lo son los de
estradiol, LH y la hormona foliculo estimulante, aunque también pueden ser normales (Swaab,
1997). En cortes histoldgicos de testiculos se han observado tubulos seminiferos inmaduros

debido al hipogonadotropismo. En autopsias de ovarios se han encontrado glandulas pequefias
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sin desarrollo folicular (Muller, 1997). El tratamiento con hormonas pituitarias y gonadales
puede mejorar las caracteristicas sexuales secundarias.

La esperanza de vida era de unos 25 a 30 afios, siendo la obesidad la principal causa de
morbilidad y mortalidad (Laurance et al., 1981). El exceso de peso conlleva problemas
cardiovasculares, diabetes mellitus no insulino dependiente, hipertensién, tromboflebitis, edema
crénico de pierna, asi como apnea durante el suefio. Si se evita la obesidad desde muy
temprana edad con una dieta equilibrada baja en calorias (1000-1200 Kcal/dia), con ejercicio
regular y con un control de la accesibilidad a la comida, la longevidad puede ser normal
(Greenswag, 1987).

A diferencia de la edad infantil, los adultos son mdas pequefios que el resto de la familia.
Se observa estatura baja a partir de los 15 afios, siendo la media de 155 cm en los varones y de
148 cm en las hembras (Butler and Meaney, 1987). La talla baja es debida probablemente a la
deficiencia en la hormona del crecimiento (GH) por una disfuncién hipotaldmica que implica una
producciéon disminuida de la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH) por el
nucleo arcuato (Ciofi et al., 1990). La administracion de GH incrementa la altura y la masa
corporal, asimismo, reduce el porcentaje de grasa corporal e incrementa el area muscular
(Lindgren et al., 1997). También tiene un beneficio fisiolégico y de comportamiento, pero este
se revierte cuando cesa el tratamiento. En un estudio en 29 pacientes SPW de edad
comprendida entre 3-12 afos, se observaron mejoras tras seis meses de tratamiento, estaban
mas atentos, tenian un temperamento mas estable y mejoraban la relacion social. Pero tras
finalizar el tratamiento con la hormona GH comenzaron a estar menos felices, mas aburridos,
menos activos y tenian trastornos de comportamiento (Lindgren et al., 1997).

La hipotonia mejora gradualmente, permaneciendo los adultos medianamente hipotdnicos
con tono muscular disminuido. Se postula que la hipotonia es un posible factor de riesgo que
contribuye al estrabismo, escoliosis e infecciones respiratorias (Butler et al., 2002). La
deformidad del pecho asociada a escoliosis puede progresar por la presencia de obesidad,
aungque no parece que incremente los problemas respiratorios. Los casos de escoliosis severa
pueden requerir una intervencién antes de los 10 afios. En algunos pacientes se ha observado
hipotermia que puede ser debida a un defecto en la regulacién de la temperatura por disfuncién
hipotaldmica, aunque no es un rasgo comun en los pacientes SPW. Los pacientes tienden a ser
relativamente insensibles al dolor y presentan dificultades para vomitar. Algunas de estas
alteraciones pueden representar la disfuncién del sistema nervioso auténomo (DiMario et al.,
1994). Las habilidades de discriminacién visual motora son mejores que las habilidades de
procesamiento auditorio verbales.

Desde una edad temprana presentan trastornos del temperamento, terquedad,
comportamiento controlador-manipulador, caracteristicas obsesivas-compulsivas y dificultad en
el cambio de rutina. Reducir la ingesta de alimentos conlleva serios problemas de
comportamiento y psicoldgicos, generando situaciones intolerables en el hogar (Curfs et al.,

1991). Es comun su conducta de mentirosos, ladrones y agresivos. Un 5-10% son psicopaticos,
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con un componente depresivo (Clarke, 1998). Su calidad de vida de adulto se ve interferida por
estos problemas de comportamiento y psiquiatricos. En un estudio comparativo de pacientes con
una poblaciéon control con retraso mental se observd que los SPW presentaban una mayor
alteracién del comportamiento y eran mas antisociales que la poblacion control (Einfeld et al.,
1999). En este estudio se usé el Developmental Behaviour Checklist, que sirve para valorar el
rango de alteraciones de comportamiento y emocionales en chicos y adolescentes con
discapacidad intelectual. Dentro del grupo de SPW, los de mas edad y mas retraso mental
severo, presentan mayores alteraciones.

Los problemas de suefio y la somnolencia diurna son comunes. Pueden ser debidos a una
disfunciéon del hipotdlamo posterior o a anomalias estructurales (Clift et al., 1994; Swaab,
1997). Se ha observado ciclos de suefio REM anormales y fragmentados, con multiples periodos
breves REM (Kaplan et al., 1991). La obesidad podria ser la causa de la apnea durante el sueno.
Por otra parte, la somnolencia podria explicarse por una alteracion de las funciones circadianas
(Rubin and Cassidy, 1988), asi como estar relacionada con el exceso de peso y la falta de
actividad (Butler et al., 2002).
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1.3. Caracteristicas clinicas del Sindrome de Angelman

El SA es una enfermedad genética con afectacion neuroldgica. La prevalencia se estima
entre 1/10.000-1/20.000 (Petersen et al., 1995) siendo muchos casos esporadicos, aunque la
ocurrencia familiar no es rara. Se caracteriza por retraso mental y motor, ausencia de habla,
convulsiones, ataxia, hiperactividad, microcefalia y risa inapropiada (Angelman, 1965). Se les
llamo happy puppet o marionetas felices, pero este termino no se usa hoy dia. Algunos de los
sintomas comienzan a ser aparentes entre 1-4 afios de edad, por lo que es usual no reconocer el
SA al nacimiento o durante el periodo perinatal (Williams et al., 1995). También resulta dificil
confirmar el diagndstico en adultos con retraso mental, muchos han sido institucionalizados
antes de ser diagnosticados (Buntinx et al., 1995). Los problemas observados en los adultos
difieren significativamente de aquellos observados en los mas jévenes (Clayton-Smith, 2001).
Otras enfermedades clinicas pueden mimetizar los rasgos clinicos del SA, como el Sindrome de
Rett, o talasemia ligada al retraso mental (ATR-X) o el autismo (Williams et al., 2001).

La edad de diagndstico mas comun es entre los tres y siete afios, cuando las
caracteristicas de comportamiento y rasgos clinicos son mas evidentes (Williams et al., 1995).

Los pacientes presentan un cuadro clinico distinto a diferentes edades (Tabla 1.3.1).

Tabla 1.3.1. Principales caracteristicas clinicas del SA en diferentes etapas del desarrollo

Periodo Caracteristicas clinicas

Prenatal Historia prenatal y nacimiento normal

Problemas de alimentacion

Neonatal s o
Alteracion del suefio

Retraso mental severo

Retraso del desarrollo evidente entre los 6-12 meses de edad, no
hay pérdida de habilidades

Infancia Hablan menos de seis palabras

Convulsiones

Hipotonia truncal con hipertonia de las extremidades

Risa inapropiada

Pubertad retrasada
Salud buena
Menor alteracion del suefo

Adolescencia y edad
adulta

1.3.1. Prenatal
Los movimientos fetales y el volumen de liquido amnidtico son normales. No se observan
malformaciones. Solamente el peso al nacer parece que sea ligeramente inferior en unos 200g

respecto a otros hermanos (Clayton-Smith, 1993).
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1.3.2. Neonatal

Los parametros antropomorficos son normales. El peso medio al nacimiento es de 3,2 Kg.
[2,5-4,2], longitud de 48,8cm [46-52] y el perimetro craneal de 34,6cm [32-37,5] (Buntinx et
al., 1995). Es un periodo inespecifico en el que se puede destacar problemas en la alimentacién.
Estos problemas, observados en un 72% de los pacientes, son debidos a dificultades en la
succién y regurgitacion, conduciendo a la pérdida de peso y estancamiento del crecimiento.
Algunos bebes no pueden ser amamantados y se les alimenta con biberén. El reflujo
gastroesofagico es severo en un 40%. La aspiracién de la leche puede conducir a dificultades
respiratorias. Presentan llanto débil. A las 4-6 semanas comienzan a sonreir y de forma muy
frecuente, sin asociarse a un estimulo. Sobre las 10 semanas es facil provocar la sonrisa. El 90%
de los pacientes presentan alteracion del suefio, que puede aparecer a partir de los primeros

meses de vida y persistir durante muchos afos.

1.3.3. Infancia

El retraso motor es obvio a los nueve meses. A los 12 meses muestran una deceleracion
del crecimiento craneal que puede representar una relativa o absoluta microcefalia que suele
encontrarse en el 34-85% de los casos. A los tres afos muchos pacientes tienen una
circunferencia craneal menor del percentil 25, frecuentemente acompafiada de occipital plano.
La boca es grande y amplia con dientes separados. El labio superior usualmente es delgado. Un
30-50% presentan protusion de la lengua. El babeo es un problema persistente. La barbilla es
puntiaguda y hay prognatismo mandibular. Los ojos estdn hundidos y frecuentemente son
azules. Un 40% presenta estrabismo. Comienzan a sentarse a los 12 meses [6 meses-3 afios] y
gatean entre los 18-22 meses. Caminan a los cuatro afios [18 meses-7 afios], pero algunos no
lo consiguen. Presentan escoliosis severa e hipertonicidad de sus miembros.

La hiperactividad es un rasgo consistente en el comportamiento. Se describe como
hipermotorica con cortos espasmos de atencion. En un examen neuroldgico es frecuente
encontrar hipotonia truncal con hipertonia de las extremidades, reflejos vivos, nerviosismo,
movimientos espasmadicos y temblores asociados (Fryberg et al., 1991). Andan con las piernas
rigidas, amplian la base de sustentacién y flexionan los brazos hacia arriba. Tienen poco
equilibrio y un temblor que se agudiza con el movimiento. Los movimientos voluntarios son
frecuentemente irregulares, variando de ligeras sacudidas a movimientos incoordinados que
aumentan con la excitacién, impidiéndoles caminar, comer y buscar objetos. El movimiento
constante puede ocasionarles abrasiones o contusiones accidentales. También agarran, pellizcan
y muerden lo cual puede estar realzado por la actividad hipermotédrica, la cual decrece con la
edad.

El retraso mental se considera profundo. La mayoria no consiguen las minimas
habilidades de autonomia personal. El desarrollo mental se ve dificultado por el déficit de
atencioén, la hiperactividad y por la falta de habla y de control motor. A su vez la falta de habla

no es debida solamente al retraso mental, sino también a dispraxia oral, al déficit en Ia
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interaccion social y de atencion (Penner et al., 1993). Las habilidades de lenguaje receptivo son
superiores al lenguaje expresivo. La mayoria de los pacientes hablan con menos de seis palabras
reconocibles, siendo lo normal de una a tres, pero muchas veces sin sentido comunicativo. Sin
embargo, si son capaces de comunicarse por, gestos, sefales, dibujos, etc. Parece que el nivel
comprensivo esta algo mas preservado. Tienen buena memoria para los rostros de la gente y las
direcciones. La interaccién social estd impedida debido a que los instantes de atencién son
cortos. No son capaces de mantener la atencion o de alternar su atencién entre un objeto y otra
persona. Sin embargo, su atenciéon puede ser lo suficiente como para aprender lenguaje por
signos y técnicas de comunicacion (Penner et al., 1993).

Un 90% presentan convulsiones epilépticas que pueden ser severas y requerir medicacién
con anticonvulsionantes (Zori et al., 1992). Pueden empezar entre el nacimiento y los seis afios
pero lo comun es entre los 18-24 meses. La primera convulsiéon es precipitada por una
enfermedad febril o por la denticién (Laan et al., 1997). La epilepsia suele ser polimorfa y es
dificil de reconocer si hay temblores, movimientos hipercinéticos de las extremidades o déficit de
atencion. Presenten o no crisis epilépticas, los resultados del electroencefalograma
frecuentemente son alterados, sugiriendo una atipica convulsion motora menor o un severo
problema organico del cerebro. Algunos individuos muestran mejoras en sus convulsiones
cesando completamente a los 10 aifos (Connerton-Moyer et al., 1997). Un estudio ha observado
que el 92% de los adultos continlan teniendo convulsiones epilépticas, las cuales tienen un
papel importante en sus vidas diarias, presentando ausencias atipicas, mioclonias o la
combinacién de ambas (Laan et al., 1997). Los antiepilépticos mas efectivos son el valproato en
combinacién con clonacepan u otras benzodiacepinas (Minassian et al., 1998). La necesidad de
dormir se reduce a una media de 5-6 horas por la noche. Este comportamiento mejora con
terapias como la melatonina a dosis bajas y la introduccion de rutinas. Con la edad aumenta la
necesidad de dormir y algunos duermen mas de lo usual.

No se sabe porque es tan frecuente la risa en los SA (70%). De hecho tampoco se sabe
como ocurre la risa. Parece ser un evento motor expresivo, muchas reacciones a estimulos van
acompafiados de risa. Es facil provocarles la risa y ésta suele ser inapropiada. Aunque parece
que experimentan una variedad de emociones, predomina la apariencia feliz. Varios tipos de
comportamientos o expresiones faciales los caracterizan personalmente. Les gusta el agua vy les
fascinan los espejos, reflejos y plasticos. Sus juguetes preferidos son un baldén, mufiecos
musicales y aquellos muy ruidosos (Clayton-Smith, 1993). Suelen llevarse a la boca todo lo que

tienen. Sus juegos exploratorios suelen ser por manipulacion oral y masticando.
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1.3.4. Adolescentes y adultos

La pubertad puede retrasarse de uno a tres afios, pero ocurre la maduracion sexual y se
desarrollan las caracteristicas sexuales secundarias. La menstruaciéon generalmente es regular.
Durante este periodo pueden ganar peso, sobretodo las mujeres, posiblemente por la
inmovilidad, falta de ejercicio y el buen apetito, pero no son obesos, ni desarrollan obesidad
como en el SPW. La altura media es mas baja que la media en individuos normales, entre los
144-177cm. Los rasgos faciales tienden a cambiar debido a la elongaciéon del rostro.

La salud es buena y la esperanza de vida es normal, aunque son frecuentes las
infecciones en el tracto respiratorio superior y otitis media. Se ha descrito un paciente con 76
anos (Bjerre et al., 1984). La hiperactividad puede disminuir con la edad, ademas tienden a
calmarse y muestran menos alteraciones del suefio que puede incrementar la ganancia de peso
(Clayton-Smith, 1993; Buntinx et al., 1995). Las habilidades de comunicacién mejoran en parte
porque mejora su capacidad de concentracidon, pero se pierden facilmente si no son
constantemente reforzadas. Aprenden a ir al servicio por el dia, algunos incluso por la noche
(Laan et al., 1996). La ataxia es menos obvia porque son menos activos, los pacientes que
tienen una ataxia severa pueden perder su capacidad de caminar si no mantienen la ambulacidn.
La escoliosis puede desarrollarse en adolescentes siendo problematica en adultos que no
caminan. Se puede tratar con tirantes que impidan la progresion y en los casos mas severos

puede ser necesaria una correccién quirdrgica.
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1.4. Base genética

Comprender la base molecular de los sindromes SPW/SA no esta siendo una tarea facil
debido a la complejidad estructural de la region 15q11-q13 y a su regulacidén por la impronta.
Numerosos grupos de investigaciéon han centrado su esfuerzo en caracterizar la estructura de
esta region, localizando genes y secuencias reguladoras. Se han propuesto mecanismos que
puedan explicar el control de la expresidon génica y su regulacion por la impronta, asi como

aquellos procesos que puedan alterar esta expresion y ser patoldgicos.

1.4.1. Regién 15q11-q13

En la regién 15g11-q13 se ha observado una gran variedad de reorganizaciones
cromosémicas recurrentes como deleciones, duplicaciones invertidas, translocaciones
equilibradas y desequilibradas, y otras menos frecuentes como duplicaciones vy triplicaciones. La
causa de esta inestabilidad es debida a secuencias repetidas dentro de esta region. De hecho las
regiones pericentroméricas, localizadas adyacentes a los o satélites de los centromeros,
contienen secuencias duplicadas paralogas de otras regiones cromosdémicas (Eichler, 1998). Esto
se observa en la regidn pericentromérica del cromosoma 15 que contiene copias parciales de los
segmentos V y D de la cadena pesada de la inmunoglobulina (IgH D e IgH V, 14g32.3)
(Tomlinson et al., 1994), pseudogenes de neurofibromatosis tipo 1 (NF1, 17q11.2) (Kehrer-
Sawatzki et al., 1997), pseudogenes de la subunidad o5 del receptor GABA (GABRA5, 15q12)
(Ritchie et al., 1998), asi como multiples copias de MN7 y secuencias procedentes de la
duplicaciéon parcial del gen HERC2 (15q13) (Buiting et al., 1992; Ji et al., 1999). Se sugiere que
estas duplicaciones cerca de regiones pericentroméricas, pueden proporcionar un mecanismo
para la recombinacion homodloga desigual entre ellas y generar inestabilidad gendmica (Christian
et al., 1999).

En la regién 15q11-q13 se han podido caracterizar tres puntos calientes de rotura,
llamados breakpoints 1-3 (BP1-BP3) y en 15924 dos mas (BP4 y BP5) (Fig. 1.4.1) que estan
implicados en la mayoria de las reorganizaciones cromosdomicas observadas en esta region
(Christian et al., 1999; Amos-Landgraf et al., 1999; Gimelli et al., 2003). Estos puntos de rotura
estan formados por low copy repeats (LCRs) o duplicones de 50-200 kb, algunos de ellos
derivados de duplicaciones del gen ancestral HERC2 (Amos-Landgraf et al., 1999). La estructura
de estos LCRs es compleja, se estima que haya de 10 a 12 copias de estas secuencias
localizadas entre 15q11 y 15q13, una copia en 15924 y por lo menos dos copias adicionales de
alta homologia en 16p11.2 (Buiting et al., 1992; Buiting et al., 1998; Ji et al., 1999). Ademas,
se han identificado otros duplicones procedentes del gen MYLE, del gen de la ribonucleasa
especifica poli(A) (PARN) (Buiting et al., 1998), copias de golgin like protein y SH3P18,
localizadas en 15926.1, 15924 y 15913, respectivamente y adyacentes a duplicones HERC2
(Pujana et al., 2002). No se sabe si otros genes pueden estar localizados dentro de estos
segmentos duplicados o si hay secuencias Unicas dispersas dentro o adyacentes a estos

segmentos.
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Figura 1.4.1. Mapa del cromosoma 15 mostrando la posicion de los puntos de rotura de las
deleciones en SPW/SA (linea de puntos), genes y marcadores (circulos), HERC2 y secuencias
relacionadas (rectangulos) y duplicacion GABRAS5 (cuadrados negros). La orientacion de los
LCR en BP1, BP2 y BP3 se representa por flechas

Los puntos de rotura proximales implicados en las deleciones son BP1, adyacente al
marcador D15518, y BP2 localizado entre los marcadores D155541 y D155543 (Christian et al.,
1995). Estos puntos caracterizan las deleciones de clase I que ocurren con una frecuencia del
40% vy las de clase II con una frecuencia del 60 % (Ungaro et al., 2001). El punto de rotura
distal en la mayoria de las deleciones (95%) es BP3 y se localiza entre los marcadores
D1551002 y D1551048 (Amos-Landgraf et al., 1999). Presenta dos copias de orientacion directa
en tandem (BP3A y BP3B) y con orientacion invertida respecto a BP2 (Christian et al., 1999).
Solo en casos inusuales de largas deleciones el punto de rotura distal ha tenido lugar en BP4,
localizado entre los marcadores D1551031 y D155S1010. BP4 también ha estado implicado en
muchas inv dup(15) largas, asi como en algunos casos de duplicaciones y triplicaciones (Long et
al., 1998; Robinson et al., 1998).

La distancia fisica entre los microsatélites marcadores que flanquean a BP2, D155543 y
D15S541-D15S1035, y los que flanquean a BP3, D15S1002 y D1551048-D1551019, han sido
estimadas por YAC conting de ~1Mb y 1.5 Mb respectivamente. La distancia genética entre los
marcadores proximales es de 2.7 cM y entre los marcadores distales es de 6 cM (Robinson et al.,
1993d; Christian et al., 1995). Esta diferencia entre la larga distancia genética y la reducida
distancia fisica sugiere la posibilidad de un incremento de la recombinaciéon entre estos
marcadores (Amos-Landgraf et al., 1999).

El alineamiento incorrecto de las cromatides hermanas o de los cromosomas homodlogos
en los LCRs de la regién 15q11-q13 puede conducir a intercambios intra o intercromosdémicos
desiguales que explicarian el origen de las distintas reorganizaciones cromosomicas descritas en

esta region (Carrozzo et al., 1997; Robinson et al., 1998).
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1.4.1.1. Mecanismos de produccion de reorganizaciones cromosémicas

La presencia de segmentos duplicados dentro de la regiéon 15q proximal proporciona un
mecanismo para la recombinacion homologa. Algunos de los LCRs son transcripcionalmente
activos y pueden facilitar el proceso (Amos-Landgraf et al., 1999). Pero en ocasiones, un
alineamiento incorrecto de estas secuencias puede conducir a un intercambio meiético desigual.
El resultado dependera del tamafio, la homologia, la orientacién y la disposicion relativa de estos
LCRs, junto con el tipo de intercambios que puedan ocurrir entre ellos (inter o
intracromosdmicos) (Carrozzo et al., 1997; Robinson et al., 1998). Estas reorganizaciones

pueden tener efectos fenotipicos en base a cambios en la dosis génica de los genes implicados.

1.4.1.1.1.Delecidon
La pérdida de la regién 15q11-q13 observada en el 70% de los pacientes con SPW/SA
puede ocurrir por un intercambio desigual entre los LCRs en los puntos de rotura BP1-BP3 o
BP2-BP3. Hay tres mecanismos:
1. Intercambio intracromosémico dentro de wuna
misma cromdtide (Fig. 1.4.2). En este proceso se BPI o
establece una estructura intermediaria en forma BP2

de Joop al enfrentarse LCRs de BP1 y BP3, BP3

Q

— e anillo
A HP4 éntri
seguido de la escision o delecion de este /oop. El e
resultado final es una cromatide normal y una del
cromatide que ha perdido un fragmento que N
quedara en forma de anillo (Robinson et al., Figura 1.4.2. Mecanismo de
1998; Carrozzo et al., 1997). produccién de delecion intracromatide

entre los puntos BP1 y BP3

2. Intercambio intfracromosdémico entre cromdatides

X BPI

hermanas (Fig. 1.4.3). El desplazamiento de ap3

una de las cromatides enfrenta LCRs homologos — —

de la otra cromatide, que al intercambiarse

generan dos productos reciprocos, delecién y del
duplicacion. Se sugiere que las deleciones en el

SPW ocurren de este modo al observar que los

dup
marcadores flanqueantes a los puntos de rotura

., ) ., Figura 1.4.3. Mecanismo de produccion
de la delecion no presentan recombinacion e delecién/duplicacién intracromosémica

(Robinson et al., 1998) entre cromatides hermanas
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3. Intercambio intercromosémico entre cromosomas homodlogos (Fig. 1.4.4). Resultaria del
alineamiento incorrecto entre los LCRs de los cromosomas homologos. El entrecruzamiento
genera dos productos reciprocos, delecion y duplicacion, pero en este caso con
recombinacion de los marcadores
flanqueantes. Se sugiere que las deleciones
en el SA ocurren por este mecanismo al
observarse pacientes con recombinacion de
los marcadores flanqueantes a los puntos de
rotura de la delecién, lo que asociaria el
proceso de recombinacidén con la delecion del

(Robinson et al., 1998; Christian et al., 1999).

. . dup
Aunque los mecanismos descritos parecen .
Figura 1.4.4. Mecanismo de produccion

los mas probables, no son suficientes para de delecién/duplicacién intercromosémica
explicar todos los casos. El numero de casos

informativos es bajo (4/6 SPW y 3/3 SA) por lo

gque no es posible determinar si la relacion entre eventos intra e intercromosdémicos son

significativamente diferentes en las deleciones SPW vs. SA (Robinson et al., 1998).

1.4.1.1.2.Duplicacion

La frecuencia de las duplicaciones en 15q proximal en estudios citogenéticos rutinarios es
de 1/600 en sangre y 1/2000 en muestras prenatales (Browne et al., 1997). Puede explicarse
por un alineamiento incorrecto de LCRs entre cromatides hermanas en un intercambio
intracromosdmico (Fig. 1.4.3) o entre cromosomas homélogos en un intercambio
intercromosdmico (Fig. 1.4.4) (Christian et al., 1999). La triplicacion puede explicarse por
recombinacion ilegitima entre una inv dup(15) conteniendo la region SPW/SA y un cromosoma
15 (Schinzel et al., 1994; Long et al., 1998). En muchos de los casos se ha observado
heterocigosidad materna de los genes duplicados, indicando que en las duplicaciones y
triplicaciones estan implicados dos cromosomas maternos diferentes (Robinson et al., 1998).

La comparacion entre los puntos de rotura proximal y distal de deleciones y duplicaciones
indica que las duplicaciones maternas de esta region no son el producto reciproco de las
deleciones. Los puntos de rotura de las duplicaciones son mas variables que los puntos de rotura
de las deleciones, incluyen a D15524 y son mas teloméricos, implicando tanto a BP3 como a BP4
(Robinson et al., 1998; Repetto et al., 1998). También se han observado triplicaciones 15q
proximal de origen materno implicando a BP4 (Long et al., 1998).

Con estudios moleculares pueden establecerse tres grupos de duplicacion proximal 15q
con diferentes consecuencias fenotipicas en base a la implicacion o no de la region SPW/SA y su

origen parental (Browne et al., 1997; Cook et al., 1997):
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1.

Duplicacion 159 proximal no implicando a la regidén SPW/SA.
Estos casos tienen un fenotipo normal y son heredadas de
progenitores fenotipicamente normales, por lo que se
interpretan como variantes eucromaticas que pueden ser
transmitidas a través de las familias sin efecto clinico o
reproductivo (Jalal et al., 1994; Browne et al., 1997).

||:D§>1ﬁ<ﬁlt01

1

Figura 1.4.5. Duplicacion 15q
proximal por amplificacion de
sin embargo, resultan del incremento en el nimero de pseudogenes

Algunas de estas dup(l5) son realmente variantes
centroméricas del 15 o satélite que pueden diferenciarse

con la sonda D15Z1 (Riordan and Dawson, 1998). Otras,

copias por duplicacién directa de varios pseudogenes

(NF1, IgHD/V, GABRA5 y BCL8A) mapados entre el

centromero y BP1 (Fig.1.4.5). Mediante analisis de FISH se ha determinado el nimero de
copias de estos duplicones observando que presentan una distribucion polimérfica.
Individuos con un cariotipo normal presentan de una a cuatro copias, mientras que el
numero de copias incrementa de ocho a 20 en individuos con duplicacién 15q proximal
visible citogenéticamente. En el andlisis de pacientes SPW o SA con delecién de clase I, que
se extiende de BP1 a BP3, se observa senal para estos duplicones en ambos homélogos 15.
Para detectar estas duplicaciones proximales se recomienda el anadlisis de FISH con la sonda
P1-4 del pseudogen NF1 (Ritchie et al., 1998; Fantes et al., 2002).

Duplicacion 15g proximal implicando a la regién SPW/SA de origen materno. La gran mayoria
de las duplicaciones que incluyen la region SPW/SA (Fig. 1.4.6) son de origen materno y
presentan un fenotipo alterado con autismo, retraso en el
desarrollo, retraso mental, dificultades de aprendizaje y
ausencia de rasgos dismorficos, pero ningln rasgo de <«
SPW o SA. El fenotipo se considera moderado respecto a
pacientes que presentan varias copias de esta region A
como inv dup(15) o triplicacion 15g proximal,
representarian tetrasomias para esta region, sugiriendo
un efecto de dosis de los genes implicados (Robinson et L.

Figura 1.4.6. Duplicacion 15q
al., 1993b; Leana-Cox et al., 1994). Madres portadoras proximal incluyendo la region
de una duplicacion 15g proximal conteniendo la region SPW/SA

SPW/SA en su cromosoma paterno son fenotipicamente

normales.
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3. Duplicaciéon 15qg proximal implicando a la regiéon SPW/SA de origen paterno. Las duplicaciones
de origen paterno son poco frecuentes y posiblemente no tengan efecto fenotipico. Se ha
demostrado su presencia en individuos fenotipicamente normales, lo que ha sugerido que
una copia adicional de la region SPW/SA de origen paterno puede no tener efectos adversos
(Browne et al., 1997). Solo se ha descrito un paciente con duplicacién intersticial de novo
15qg de origen paterno con retraso en el desarrollo. Puede que este fenotipo no sea debido a
la duplicacién y constituya un caso de retraso en el desarrollo no especifico (Mohandas et al.,
1999). Se requieren mas estudios para confirmar si la duplicacidon 15q paterna esta asociada

a algun fenotipo.

1.4.1.1.3.Cromosoma inv dup(15)

El mecanismo de formacién de las inv dup(15) puede ser por recombinacion entre
repeticiones invertidas a través de un intercambio intracromosémico (Fig. 1.4.7A), por un
intercambio intercromosdmico (Fig. 1.4.7B) o a través de un intercambio tipo U entre homdlogos
implicando a BP3 o BP4 (Fig. 1.4.7C).

—>
X
ﬂ 2 X inv —>
dup
e (15)
N
inv N
dup inv
(15) acéntrico dup
N (9 N
acéntrico acéntrico
A B C

Figura 1.4.7. Mecanismos de formacion de una inv dup(15). A) Mecanismo intracromosdémico,
B) Mecanismo intercromosémico, C) Intercambio tipo U

Aunque los mecanismos propuestos para la delecion y la inv dup(15) son diferentes, se
sugiere que algunas de las causas pueden estar relacionadas debido a que algunos de los puntos
de rotura son similares y a que hay pacientes que presentan inv dup(15) ademas de delecion
(Spinner et al., 1995; Bettio et al., 1997) o duplicaciéon (Abeliovich et al., 1995).

Las inv dup(15) son cromosomas marcadores morfolégicamente heterogéneos, que estan
constituidos por el brazo corto del cromosoma 15 y secuencias proximales 15g que pueden o no
incluir la regién 15g11-q13. La mayoria son dicéntricos, con una area de eucromatina entre
ellos, pero en algunos casos puede inactivarse uno de los centromeros, apareciendo como un
acrocéntrico. La inv dup(15) es el cromosoma marcador mas frecuente representando casi el

50% de los marcadores. La frecuencia estimada para los cromosomas marcadores es del 0.07%
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en individuos normales y del 0.3% en individuos con retraso mental, presentandose la inv
dup(15) en el 0.02% o 1/5000 recién nacidos (Webb, 1994; Blennow et al., 1994). En pacientes
SPW se ha observado la inv dup(15) en una alta frecuencia (1/40) respecto a la poblacion
normal (1/1000) (Ledbetter et al., 1982; Sachs et al., 1987), mientras que son muy raros entre
los SA (Kaplan et al., 1987).

El fenotipo de las personas portadoras de una inv dup(15), bien sea de novo, heredada o
en mosaico, puede variar considerablemente, de un fenotipo normal a retraso mental severo,
con poca o ninguna dismorfologia (Webb, 1994; Crolla et al., 1995). La severidad clinica parece
estar relacionada con la dosis génica mas que con el tamafio fisico (Robinson et al., 1991). En
los casos de mosaicismo se puede esperar un fenotipo menos severo. Un mosaicismo entre el
27-70%, con una media del 53%, se ha observado en personas normales o ligeramente
afectadas, mientras que un mosaicismo del 52-82%, con una media del 74%, se ha observado
en personas severamente afectadas. Se ha hecho una clasificacién de las duplicaciones

invertidas por el tamafio, en base a la cantidad de eucromatina y heterocromatina, que

correlaciona con el fenotipo (Leana-Cox et al., 1994; Webb, 1994).

1. inv dup (15) pequefias que no incluyen la regién SPW/SA. Son cromosomas marcadores
pequefos con un centromero, a veces con dos, siendo practicamente heterocromatina y de
aspecto metacéntrico (Fig. 1.4.8). Presentan un punto de rotura en 15q11 que corresponde
con los puntos de rotura proximales BP1-BP2 de las deleciones SPW/SA (Cheng et al., 1994).
Pueden ser de novo o familiares. Estdn asociados con individuos fenotipicamente normales.
En los casos de pacientes SPW o SA que presentan estas inv dup(15) pequefas, se ha
demostrado que el fenotipo observado es debido a DUP 15 o a delecién 15q11-g13 y no a la
presencia de la inv dup(15) (Robinson et al., 1993b; Spinner et al., 1995; Bettio et al.,
1997; Roberts et al., 2002; Dawson et al., 2002). En casi todos los casos estudiados, la inv

dup(15) es de origen materno.

o =

S =
BP1 = = =
BP1

= & o

Figura 1.4.8. Cromosoma inv dup(15)

2. inv dup(15) largas que incluyen la regién SPW/SA. Son cromosomas marcadores que presentan
dos centrémeros, cromatina entre ellos y de aspecto submetacéntrico o acrocéntrico (Fig.
1.4.9). Tienden a ser de dos tamafios, unos con el punto de rotura distal 15q13 dentro de
BP3 entre los marcadores D15512 y D15524, y otras con el punto de rotura 15q14 en BP4
entre los marcadores D1551031 y D15S1010 cerca de D155144 y otros loci, pero no se han

encontrado diferencias fenotipicas entre ellas. La mayoria son de novo y de origen materno.
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Estdn asociadas con retraso mental y del desarrollo, convulsiones, rasgos parecidos al

autismo y rasgos dismorficos (Cook et al., 1997; Wandstrat et al., 1998).

© o BP1 S & o BP1

- BP2 = B 8 BP2
= = S §

- BP1 = - BP3

- BP4

BP1

Figura 1.4.9. Cromosoma inv dup(15) grande

1.4.2. Mapa genético

Caracterizar las alteraciones responsables de los sindromes SPW y SA ha permitido
definir una regién cromosémica en la cual se localizan los genes implicados en la manifestacion
de estos sindromes. Quienes son estos genes y como funcionan no se sabe completamente
debido a la complejidad de esta region que presenta multiples secuencias repetidas o LCRs que
dificultan el clonado y secuenciacion. En la Figura 1.4.10 se representa de forma aproximada, no
estd a escala, el mapa de la regiéon 15q11-q13 con los principales genes y secuencias
identificadas, asi como algunos de los marcadores polimérficos utilizados en estudios de
microsatélites y de recombinacion (Lee and Wevick, 2000; de los Santos et al., 2000; Cavaille et
al., 2000; Farber et al., 2000; Runte et al., 2001). La secuenciaciéon del proyecto genoma
humano ha recolocado algunas secuencias y genes como es el caso de los genes NDN vy
MAGEL2, ahora en orden inverso, cen-MAGEL2-NDN-Tel (Runte et al., 2001).

1.4.2.1. Genes Sindrome de Prader-Willi

Se sugiere que el SPW es un sindrome de genes contiguos, al no encontrarse mutaciones
puntuales en un solo gen que lo origine, siendo necesaria la pérdida de expresion de varios
genes para que se manifieste el sindrome. El nimero y la identidad de los genes que
contribuyen no esta definido. Se piensa que puede haber por lo menos 12 transcritos de
expresion paterna dentro de la region critica del SPW. Siete son secuencias recientemente
identificados: WI-15897, WI-15028, WI-13791, stSG12920, stSG3346, sts-N21972 y A005C48
(Lee and Wevrick, 2000) y cinco ya se conocian: ZNF127, NDN, MAGEL2, SNURF-SNRPN y IPW.
De estos cinco genes se conocen sus ortélogos en la regién cromosémica 7C de ratdén y
presentan el mismo status de impronta. En el extremo 5’ del locus SNURF-SNRPN se localiza el
CI que controla la expresion de estos genes (Sutcliffe et al., 1994; Buiting et al., 1995).
Ademads, dentro de intrones del locus SNURF-SNRPN se han identificado un grupo de ARNs
pequefios nucleolares (snoARNs) que pueden ser importantes en el fenotipo del SPW (Cavaille et
al., 2000; de los Santos et al., 2000).
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Figura 1.4.10. Mapa de la regiéon 15q11-q13
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ZNF127/ZNF127AS (MKRN3)

En el locus D15S9 se encuentran dos genes solapantes, ZNF127 y ZNF127AS, localizados
dentro del dominio regulado por la impronta que afecta a los pacientes con SPW (Driscoll et al.,
1992; Jong et al., 1993).

ZNF127 es un pequefio gen sin intrones que sintetiza un transcrito de 3 kb y codifica una
proteina de 507 aas con un dominio en dedo de zinc en anillo (RING (C3HC,) zinc-finger motif) y
multiples motivos en dedo de zinc CsH. Estos dominios predicen que ZNF127 puede funcionar
como una ribonucleoproteina y mediar la unién con ARNs (Jong et al., 1999a). ZNF127 presenta
una expresion tejido especifica desde el alelo paterno solo en cerebro y en células germinales.
Se especula que la actividad transcripcional pre y post meiotica de ZNF127 en la linea germinal
masculina podria contribuir a fijar la impronta gamética paterna en este locus al impedir su
metilacion, en oocitos si hay metilacion (Jong et al., 1999a). ZNF127 podria ser candidato para
las alteraciones de comportamiento, obesidad, hipogonadismo y esterilidad en el SPW.

La estructura completa de ZNF127AS no estd determinada todavia, podria codificar una
proteina o un ARN regulador. La secuencia codificante y la isla CpG de ZNF127 solapan con
ZNF127AS, el cual es transcrito desde la cadena antisentido con un tamafio de transcrito y
patrén de expresion diferente (Jong et al., 1999b). ZNF127AS se expresa débilmente durante el
desarrollo fetal y a un nivel mucho mas bajo en regiones del cerebro adulto, pero no ha sido
estudiado en el embrion temprano. El tipo de reorganizacidn que presentan estos dos genes
sugiere una expresion mutuamente excluyente como se ha observado en diferentes tipos
celulares durante el desarrollo (Cattanach et al., 1997). Esta misma organizacion se ha
observado en otros genes con impronta, lo cual podria jugar un papel en la regulacion de los

procesos de la impronta.

MAGEL2 (NDNL1)

Gen sin intrones localizado a 41kb de NDN dentro de la region critica del SPW (Boccaccio
et al., 1999). Se expresa solo a partir del alelo paterno en cerebro con una fuerte expresién en
el hipotdlamo y en fibroblastos (Lee et al., 2000). Transcribe un ARNm de 4.5 kb con elementos
ricos en AU en 3’ que lo hacen inestable y dificil de detectar con Northern blot debido a su rapida
degradacion, estos elementos son caracteristicos de proto-oncogenes y factores de transcripcion
nuclear. MAGEL2 codifica una proteina de 500 aas cuyo extremo C-terminal muestra alta
homologia con las proteinas MAGE, Necdin y APR-1.

Presenta altos niveles de expresién en los Gltimos estadios del desarrollo embrionario. Se
sugiere que la pérdida de MAGEL2 puede ser critica en las anomalias en el desarrollo del cerebro
y en los rasgos dismorficos individuales, mientras que la pérdida de Necdin puede ser

importante en la presentacién neonatal del SPW (Lee et al., 2000).
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NDN

Gen sin intrones localizado en la regién SPW entre los genes ZNF127 y SNRPN y un
pseudogen en 12q21 (Jay et al., 1997). Es un gen candidato al SPW por su falta de expresion en
el cerebro de pacientes SPW. NDN se expresa solo desde el alelo paterno y de forma ubicua,
salvo en leucocitos de sangre periférica. Su ortélogo de ratéon Ndn, solo se expresa en cerebro
(Watrin et al., 1997).

En ratdn, la proteina nuclear necdin es un factor neuronal derivado de células stem cell

diferenciadas que se expresa en todas las neuronas postmitéticas diferenciadas del SNC desde el
comienzo de la diferenciacion neuronal hasta adulto (Aizawa et al., 1992). Se sugiere que esta
implicada en detener permanentemente el crecimiento celular de neuronas postmitoticas
durante el desarrollo del sistema nervioso a través de interacciones con factores de transcripcion
E2F1, E1A y p53 que regulan el ciclo celular (MacDonald and Wevrick, 1997).
La ausencia de Necdin en humanos podria ser responsable de anomalias en el desarrollo del
cerebro y contribuir en el retraso del desarrollo en individuos afectos de SPW (MacDonald and
Wevrick, 1997). La ausencia de Necdin en el hipotalamo, observada en ratones deficientes en
necdin, correlaciona bien con el fenotipo SPW causado por defecto hipotaldmico. En estos
ratones se observa la reduccién de neuronas que producen oxitocina y LHRH, hormonas que
estan relacionadas con la saciedad y el hipogonadismo (Sutcliffe et al., 1997a; Muscatelli et al.,
2000).

Locus SNURF-SNRPN

Es uno de los locus mas complejos del genoma humano. Codifica una unidad de
transcripcion SNURF-SNRPN sentido/UBE3A antisentido de por lo menos 148 exones que se
extiende mas de 460 kb (Runte et al., 2001). Este locus alberga (Fig. 1.4.4.2): 1) en 5’ por lo
menos dos sitios de inicio de la transcripcion alternativos y multiples exones no traducidos de
funcion desconocida; 2) el CI; 3) los 10 primeros exones que transcriben un ARNm bicistronico
de 1.4 kb, codificando los exones 1-3 a la proteina SNURF y los exones 4-10 la proteina SmN;
4) multiples copias de genes ARNsno denominadas HBII-436, HBII-13, HBII-437, HBII-438 A,
HBII-85, HBII-52 y HBII-438 B en las regiones intronicas de este largo transcrito; y 5) el sitio de

inicio para el transcrito UBE3A antisentido.

a) Centro de impronta (CI)

Forma parte del locus SNURF-SNRPN extendiéndose unas 100 kb por delante del exén 1
en direccién 5’ hasta el marcador D15513 (Fig. 1.4.11). Son varios los exones (ulD, ulB, ulB¥*,
ulA, u2, u3, u4 y u5) y pseudoexones (yulC, yulD* y yulA*) identificados en esta region 5’
resultado de procesos de duplicacion (Farber et al., 1999). El papel de estos exones parece ser
el de codificar transcritos alternativos del locus SNURF-SNRPN que no codifican proteina
(transcritos BD) (Dittrich et al., 1996b). Solo se expresan desde el cromosoma paterno (no

metilado) a partir de los exones ulB y ulA, sitios de inicio de la transcripcion alternativos al
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exéon 1. Se han identificado principalmente en cerebro, corazon, testiculos y ovarios, siendo
mucho menos abundantes que el ARNm SNURF-SNRPN.

CI

SA-SRO  PW-SRO
“—> <—>
SNURF-SNRPN sentido/ UBE3A antisentido

pat

mat - yulC ulD yulD* ulB ulB* ulA wulA* w2 wu3 uduS El E2 E3E4E5SE6E7ES8EIEI0
DI15S13 D15563 D15S128

SNURF SmN Proteina

Figura 1.4.11. Estructura del centro de impronta. Los cuadros grises son exones y pseudoexones de
CI. Los cuadros blancos son exones que codifican a la proteina SNURF. Los cuadros negros son
exones que codifican a la proteina SmN. mat: cromosoma materno. pat: cromosoma paterno. Las
flechas indican sitios de inicio de la transcripcidn. Las barras son islas CpG, metiladas con esfera
negra y no metiladas con esfera blanca. D15513, D15S63 y D15S128 son marcadores moleculares
(Farber et al., 1999)

La funcidn de CI es controlar la impronta de genes dentro de un dominio de 1.5-2 Mb
(Buiting et al., 1995). Presenta una estructura bipartita, formada por SA-SRO y PW-SRO
(Smallest Region of deletion Overlap). SA-SRO es una secuencia de 880 pb que se extiende por
delante del exén u5 localizada a 35 kb centromérico del locus SNURF-SNRPN (Buiting et al.,
1999). Presenta una conformacion de cromatina activa en el alelo materno, es sensible a DNasal
y estd empaquetado con histonas acetiladas H4 e histonas metiladas H3(K4). SA-SRO induce
una represion alelo especifica sobre PW-SRO en el alelo materno, impidiendo la activacién
regional de los genes en este alelo (Perk et al., 2002). PW-SRO es una region de unos 4.3 kb
que incluye la isla CpG y el exé6n 1 del locus SNURF-SNRPN, también llamado imprint-switch
initation site o SIS (Dittrich et al., 1996b; Ohta et al., 1999). PW-SRO estd metilado y

empaquetado en una conformacion de cromatina inactiva en el alelo materno.

b) SNURF (SNRPN upstream reading frame)

Gen de expresion paterna codificado por los tres primeros exones del locus SNURF-
SNRPN representando un ORF adicional. Codifica una proteina basica de 71 aas, de 11 kD, de
localizacién nuclear evolutivamente conservada (Sun et al., 1996). Presenta un motivo de
localizacion nuclear (KRRR) y en el extremo C-terminal posee un dominio Arg-Gly-Gly (RGG)
caracteristico de las ubiquitinas, aunque este dominio también se encuentra en proteinas que
unen ARN. La naturaleza basica de esta proteina, rica en argininas, sugiere que puede
interaccionar con ARNSs.

SNURF es el Unico gen codificador dentro de la region minima reguladora de la impronta,
lo cual implica una relacién intrinseca entre el mecanismo regulador de la impronta y el gen
(Gray et al., 1999). Se piensa que la pérdida de SNURF puede conducir al fenotipo de problemas

en la alimentacion neonatal.

23



Introducciéon

c) SNRPN (Small Nuclear ribonucleoprotein polypeptide N)

Gen de expresion paterna localizado en 15q12 con un pseudogen en 6pter-p21, SNRPNP1
(Ozcelik et al., 1992). Fue el primer gen candidato del SPW al localizarse en la region
delecionada critica para este sindrome, pero no es el principal determinante (Glenn et al.,
1993b; Reed and Leff, 1994; Schulze et al., 1996). Pertenece a la familia de genes que codifican
proteinas que se hallan en el spliceosome e implicadas en el splicing del pre-ARNm. Codifica la
proteina SmN de 240 aas y 29 kD localizada predominantemente en neuronas centrales del
cerebro, sugiriendo que estd implicada en el splicing tejido especifico de ARNm (Huntriss et al.,
1994). SmN junto con otras proteinas no tejido especificas como SmB/B’, D, D/, E, F, y G se
asocian y forman parte del spliceosome.

La falta de expresion de SmN puede conducir a deficiencias en el procesado de ARNm en
algunas neuronas. Este déficit ocasionaria un funcionamiento celular anormal o una reducida
supervivencia de estas neuronas, siendo responsable de las anomalias en el comportamiento, el
retraso mental y de crecimiento. Parece que en estas neuronas los niveles de produccion de
SmB/B’, altamente homologas con SmN, son insuficientes para compensar la falta de SmN,
esencialmente en el cerebro fetal, en adulto SmB/B’ se expresa en todos los tejidos menos en el
cerebro. Como en ratén la falta de expresién de Snrpn es letal, se ha sugerido que en humanos
la expresidon SmB/B’ puede ser suficiente para mantener algin nivel de procesamiento de ARNm

0 que el alelo materno relaje su impronta (Reed and Leff, 1994; Huntriss et al., 1994).

d) ARNsno (small nucleolar RNA)

Dentro de la unidad de transcripcion SNURF-SNRPN sentido/UBE3A antisentido se han
identificado numerosas copias de ARNsno (Fig. 1.4.10). Algunos ARNsno como HBII-13, HBII-85
y HBII-52 tienen un ARN diana (Cavaille et al., 2000; de los Santos et al., 2000), pero otros
como HBII-436, HBII-437, HBII-438A y HBII-438B pueden no ser funcionales (Runte et al.,
2001). Se especula que los transcritos previamente descritos PAR-4, PAR-7, PAR-SN y PAR-5
(Sutcliffe et al., 1994; Ning et al., 1996) pueden ser derivados de productos precursores del
procesamiento de los ARNsno HBII-13, HBII-85 y HBII-52 (Cavaille et al., 2000). Las secuencias
que los flanquean, PWCR1 e IPW, no estan conservadas filogenéticamente y no tienen potencial
de codificar proteina, considerandoselas genes hospedadores (Filipowicz, 2000).

Los ARNsno son ARNs pequenos y estables que forman parte de ribonucleoproteinas
(snoRNPs) que se localizan en el nucleolo. Participan en la biogénesis de los ribosomas,
procesando el pre-ARN ribosdmico (pre-ARNr) en sus distintas clases (18S, 5.8S y 28S) y
modificando post transcripcionalmente nucleétidos del ARNr a través de metilacidon de ribosas y
formacion de pseudouridinas (Tollervey and Kiss, 1997). También pueden funcionar como
modificadores post transcripcionales de otros ARNs, asi como formar parte de proteinas
asociadas con las telomerasas (Mitchell et al.,, 2000). La mayoria de los ARNsno se localizan

dentro de intrones de genes housekeeping y se obtienen tras el procesado del pre-ARNm.
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HBII-13, HBII-85 y HBII-52 son C/D box que realizan la metilaciéon de ribosas de ARNr al

presentar elementos de secuencia conservada complementarias a estos ARNs.

HBII-13. Presenta una sola copia dentro del intron 12, solapando con PAR-SN y PAR-5
(Fig. 1.4.10).

HBII-85. Es un ARNsno C/D box de 140 nt localizado dentro del gen hospedador PWCR1
(Prader-Willi chromosome region 1) (de los Santos et al., 2000).

PWCR1 se expresa en todas las regiones del cerebro y no se detecta su expresiéon en
pacientes con SPW. A partir de PWCR1 se sintetizan dos transcritos, uno poliadenilado de 1.2 kb
y otro de 140 nt que corresponde con HBII-85. No se sabe si estos transcritos son
independientes o derivados del transcrito del exén 20 de SNURF-SNRPN (Nicholls & Knepper,
2001). Se han descrito 27 copias de PWCR1 de diferentes tamafios, algunas sin HBII-85,
ocupando en conjunto 55 kb. Parte de la copia 1 contiene una secuencia idéntica al transcrito
PAR-7 (Fig. 1.4.12) (Cavalille et al., 2000; Runte et al., 2001).

Ratones con delecion paterna de Snurf a Ube3A, que incluye a MB-13, MB-85 y MB-52,
presentan retraso en el crecimiento, hipotonia, y un 80% de letalidad (Tsai et al., 1999). Es
posible que la falta de los ARNsno HBII-85 causen anomalias en la modificacion de ARNsn y esto
contribuya a la disfuncidén hipotaldmica y al retraso en el desarrollo en los pacientes con SPW (de
los Santos et al., 2000). Se ha descrito una paciente con translocacidn reciproca equilibrada de
novo t(X;15)(g28;q12) y un fenotipo SPW atipico (Wirth et al., 2001). El punto de rotura se
localiza 70 a 80 kb distal de SNURF-SNRPN y afecta a la expresion de HBII-85, IPW y PAR-1. Se
sugiere que la regidn critica minima del SPW es de 121 Kb dentro del locus SNURF-SNRPN y
estaria representada por PWCR1/HBII-85 y HBII-438A, cuya pérdida seria responsable de la
mavyoria o de todo el fenotipo del SPW (Gallagher et al., 2002).

IPW (Imprinted in Prader-Willi). Localizado a unos 150 Kb distal del gen SNRPN y a 250
kb del gen UBE3A (Wevrick et al., 1994). Esta flanqueado por los ARNsno HBII-85 y HBII-52,

pero no se sabe si HBII-52 esta codificado por un intrén de IPW (Cavaille et al., 2000).

HBII-52. Es un ARNsno C/D box que forma parte de una unidad de 1.9 kb repetida en
tandem 47 veces extendiéndose unas 99 kb. Parte de la copia 23 es idéntica en secuencia al
transcrito previamente identificado PAR-4 (Fig. 1.4.10). HBII-52 y su homologo en ratéon MBII-
52 presentan una region con 18 nt filogenéticamente conservada complementaria al ARNm del
receptor de la serotonina 5-HT,c, sefialando un papel potencial en el procesado de este ARNm
(Cavaille et al., 2000).

Ratones con delecién de Ipw a Ube3a no causan el fenotipo SPW, de modo que la regién
critica puede extenderse entre SNRPN e IPW (Nicholls et al., 1999). Se ha observado una
microdelecion de 570 Kb entre IPW y UBE3A, intervalo en el que se localiza HBII-52,
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responsable de causar el SA cuando se hereda maternalmente, pero no tiene efecto fenotipico
cuando se hereda del padre. Por lo que se sugiere que HBII-52 no esta implicado en la etiologia
SPW (Burger et al., 2002; Wirth et al., 2001).

e) UBE3A antisense

Aunque el papel de este transcrito antisentido no se conoce, podria controlar la expresion
diferencial del gen UBE3A en el cerebro (Rougeulle et al., 1998; Chamberlain and Brannan,
2001). En direccidon 3’ se han identificado multiples exones que no codifican proteina y de
funcién desconocida, pero no se sabe exactamente donde acaba este transcrito antisentido, se
especula que puede extenderse mas alld del exén 148 hasta el locus ATP10C y estar asociado a
la regulacion de la impronta de este gen (Runte et al., 2001). Hasta el momento se ha
identificado un fragmento de UBE3A antisentido de 20 kb sin intrones y de expresién paterna

gue inicia su transcripcién en CI (Rougeulle et al., 1998; Runte et al., 2001).

1.4.2.2. Genes Sindrome de Angelman

La region critica del SA puede localizarse entre los marcadores D155174 y D15S12. En
esta region se han identificado dos genes, UBE3A y ATP10C (Kishino et al., 1997; Matsuura et
al., 1997; Meguro et al., 2001; Herzing et al., 2001). Se habia sugerido que el SA podria estar
causado por un solo gen, siendo UBE3A el principal gen candidato, ya que su falta de expresion
es suficiente para causar el fenotipo de SA. No obstante, como los pacientes con delecion
15q11-q13 estan mas afectados que los que no la presentan (Rougeulle et al., 1998), se ha
sugerido que puedan haber otros genes. Por ejemplo, el transcrito representado por el EST
SGC32610, localizado proximo a BP2 y con expresion materna preferencial en linfoblastos,
podria modificar el fenotipo SA a través de su falta de expresidon en casos de delecion 15q11-q13
y casos con DI (Lee and Wevrick, 2000). Por otra parte el gen ATP10C también podria estar

implicado en el fenotipo SA.

UBE3A

Fue mapado en la regién critica del SA en 1994, pero no fue considerado gen candidato al
SA al no presentar impronta (Nakao et al., 1994). Posteriormente se encontraron mutaciones en
UBE3A en pacientes con el fenotipo tipico del SA (Kishino et al., 1997; Matsuura et al., 1997) y
se demostré que UBE3A presenta expresion tejido especifica en el cerebro desde el alelo
materno (Rougeulle et al., 1997; Vu and Hoffman, 1997) mientras que en linfocitos y
fibroblastos presenta expresidén bialélica (Nakao et al., 1994). La ausencia funcional del alelo
materno de UBE3A es suficiente para causar el SA.

El gen UBE3A consta de 16 exones que se extienden 120 Kb, 10 exones codifican el
principal ORF y seis o0 mas, que no codifican, pueden contribuir a isoformas alternativas (Kishino
et al., 1997; Yamamoto et al., 1997). Los exones 9-16 codifican el extremo C-terminal que

posee la actividad bioldgica E6-AP ligasa. UBE3A se expresa en direccion teldomero centrémero
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generando transcritos de diferente tamafio como sugiere la presencia de sitios de poliadenilacion
alternativos (Sutcliffe et al., 1997b). Se han encontrado dos pseudogenes, UBE3AP1 y UBE3AP2,
en los cromosomas 2 y 21 respectivamente (Kishino and Wagstaff, 1998).

La proteina que codifica el gen UBE3A, E6-AP, fue inicialmente identificada por su
habilidad para ubiquitinar a p53 en la presencia de la oncoproteina E6 de papilomavirus humano
(Huibregtse et al., 1991), participando en la degradaciéon de proteinas mediada por ubiquitina
(Ciechanover and Schwartz, 1994). E6-AP se considera una ubiquitin protein ligasa E3, que tiene
la capacidad de reconocer sustratos especificos y catalizar la transferencia de ubiquitina a estos
sustratos diana (Scheffner et al., 1995). Presenta un dominio hect (homologous to E6-AP C-
terminal domain) de 350 aas en el extremo C-terminal que caracteriza a la familia de proteinas
E3. Este dominio tiene un residuo de cisteina que sirve para unir ubiquitina a través de un
enlace tioester. E6-AP interacciona y acepta ubiquitinas de enzimas E2. Luego, transfiere estas
ubiquitinas a proteinas diana que seran degradadas como p53 que participa en la apoptosis,
HHR23A que participa en la reparacion del ADN (Kumar et al., 1999), MCM-7 que participa en la
replicaciéon y la propia E6-AP entre otras proteinas (Kao et al., 2000). Ademas de transferir
ubiquitinas, E6-AP puede servir como un coactivador transcripcional de receptores de hormonas
esteroideas (Nawaz et al., 1999).

Durante la diferenciacién neuronal inducida por factores de crecimiento hay un
incremento en los niveles de enzimas implicados en la via proteolitica mediada por ubiquitina
(Smith-Thomas et al., 1996; Maufroid et al., 1996). Esto sugiere que E6-AP esta implicada en el
procesamiento post-transcripcional de proteinas precursoras de ciertos tejidos nerviosos,
especialmente aquellas requeridas para dirigir al axén y la ramificacidon sinaptica. El fenotipo SA
sugiere que E6-AP es indispensable durante el desarrollo fetal del cerebro.

El retraso mental, las convulsiones y la ataxia pueden estar directamente relacionadas
con la deficiencia de la expresion materna de UBE3A en el hipocampo y el cerebelo como se ha
observado en ratén, siendo el fenotipo SA consecuencia de la ausencia de UBE3A durante el
desarrollo del cerebro (Albrecht et al., 1997). Ratones SA, deficientes en Ube3a presentan
disfuncion motora, convulsiones inducibles, defectos en el aprendizaje contextual y en la
memoria (Jiang et al., 1998). En ratones SA también se ha observado un incremento en la
abundancia citoplasmatica de p53 en las células de Purkinje y en algunas neuronas del
hipocampo, lo cual sugiere que E6-AP regula la abundancia de p53 directamente in vivo a través
de la ubiquitinizacién. Sin embargo, todavia no se conoce el mecanismo por el cual se alcanza la
impronta tejido especifica ni el camino por el cual la deficiencia de UBE3A conduce a las

manifestaciones neurolédgicas del SA (Miura et al., 2002).

ATP10C
Gen de expresion materna localizado dentro de la region critica del SA a 200 kb de
UBE3A (Herzing et al., 2001; Meguro et al., 2001). Consta de 21 exones que codifican una

proteina de 1499 aas. Representa un nuevo miembro de la subfamilia de ATPasas tipo T, que
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puede estar implicada en el transporte de fosfolipidos y mantenimiento de la integridad de la
membrana celular (Halleck et al., 1998), por lo que puede ser critico en la sefializacidon celular
en el SNC. ATP10C puede contribuir en la severidad del SA (Herzing et al., 2001).

SCG32610
Secuencia de expresion materna en linfoblastos. Se requieren mas estudios para

confirmar que presenta impronta materna (Lee and Wevrick, 2000).

1.4.2.3. Otros genes
Ademas de los genes en la regidn critica SPW/SA se han descrito otros genes en la regién

15q11-q13 que indirectamente podrian modificar el fenotipo final.

C15o0rf2 (Chromosome 15 open reading frame 2)

Gen de copia Unica y sin intrones, localizado entre MAGEL2 y SNURF-SNRPN, a 67 kb y
300 kb, respectivamente. Tiene un tamafio 7.5 kb con un ORF de 3.5 kb que predice una
proteina de 1156 aas de funcion desconocida. Presenta una isla CpG metilada en todos los
tejidos excepto células germinales y en 3’ presenta una senal de poliadenilacion atipica
contenida en un long terminal repeat de 579 pb (LTR10C). Cl5orf2 es un gen especifico
testicular de expresion bialélica, que solo se encuentra en primates, no hay ortélogo en ratén.
Aunque no presenta impronta, podria presentarla en los estadios iniciales de Ia
espermatogénesis. En este caso podria contribuir a la infertilidad en los varones SPW. Se
especula que C150rf2 tendria su funcidon en la espermatogénesis y su defecto contribuiria en la

infertilidad masculina (Farber et al., 2000).

Receptores GABA-A: GABRB3, GABRA5 y GABRG3

Tres genes para subunidades del receptor GABA-A se localizan en 15q11-q13. El receptor
GABA-A es un canal de cloro modulado por benzodiacepinas formado por cinco subunidades.
Cada subunidad consta de una region extracelular variable, cuatro dominios transmembrana y
una region citoplasmatica entre los dominios tres y cuatro (Glatt et al., 1997). A este receptor se
une el neurotransmisor GABA, principal inhibidor del SNC de mamiferos.

El gen GABRB3 esta formado por nueve exones que se extienden 250 kb siendo uno de
los intrones de 150 kb y codifica la subunidad B3 del receptor GABA-A (Wagstaff et al., 1991a).
Aunque GABRB3 no se considera un gen candidato del SA si se sugiere que su delecién podria
explicar parcialmente el déficit neuroldgico en pacientes SA debido a la reduccién de receptores
GABRB3, que modificaria el fenotipo ocasionando temblores, convulsiones, espasmos, EEG
anormal y otros rasgos tipicos SA (Delorey et al., 1998; Holopainen et al., 2001). En familias
autistas se ha estudiado la transmisién del marcador polimérfico 155CA-2 de GABRB3,
encontrandose asociacion entre el autismo y la segregacion de este marcador, sugiriendo que

variantes genéticas del receptor GABA en 15q11-q13 pueden jugar un papel en el autismo
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(Buxbaum et al., 2002). También se ha sugerido que una disminucion en la inhibicidn
GABAergica contribuya en el insomnio, estando la subunidad B3 implicada en procesos del suefio
(Buhr et al., 2002).

A diferencia de GABRB3, posiblemente GABRAS5 y GABRG3 no contribuyan al fenotipo SA
(Culiat et al., 1994). El gen GABRAS se localiza telomérico a GABRB3 y codifica a la subunidad
a5. Consta de 11 exones que se extienden 86 kb (Glatt et al., 1997). Se han identificado
duplicaciones parciales de GABRAS5 en la region pericentromérica 15q, observandose variacion
en el nUmero de copias en diferentes individuos, indicando que la duplicacion forma parte de
una repeticién. Individuos con un cariotipo normal presentan de una a cuatro copias en cada
cromosoma 15, mientras que se han encontrado de ocho a 20 copias en individuos con una
elongacién detectable citogenéticamente en la regién 15q proximal. Esta region variable de 1 Mb
contiene otras dos duplicaciones no procesadas de los genes IgHD/V y NF1 (Ritchie et al.,
1998).

El gen GABRG3 codifica para la subunidad y3 (Russek and Farb, 1994).

P/OCA2 (albinismo oculocutaneo tipo II)

Gen recesivo localizado en 15q12, responsable del albinismo. Tiene un tamafio de unas
250 kb y esta formado por 25 exones. Codifica una proteina integral de membrana de 838 aas
con 12 dominios transmembrana, que funciona como transportador de tiroxina en los
melanosomas. Su mutacidn es frecuente en la poblacion africana con una gran morbilidad,
siendo responsable de cancer de piel y problemas visuales con secuelas importantes. La
prevalencia del albinismo oculocutaneo de tipo II entre los pacientes con SPW y SA puede ser
del 1%, que es la frecuencia esperada para los portadores de OCA2 teniendo en cuenta que la
frecuencia de esta enfermedad es de 1 de 36.000 en la poblacién Caucasiana (Rinchik et al.,
1993).

HERC2

Se localiza en 15g13 préximo al gen OCA2. Tiene un tamafio de 250 kb y esta formado
por 93 exones. Sintetiza un transcrito de 15286 pb que codifica una proteina de 4834 aas y 528
kDa altamente conservada (Ji et al., 1999). HERC2 junto con HERC1 (p532) y HERC3 forman
una familia génica que ha evolucionado por duplicacion, fusidén génica y divergencia (Nadeau et
al., 1997). A partir de HERC2 han evolucionado por duplicacién parcial y transposicién una serie
de secuencias relacionadas constituyendo una subfamilia (HERC2P1-P7) con copias dispersas en
15q11 y 16pl11.2, que representan pseudogenes transcripcionalmente activos pero incompletos
(Ji et al., 1999). Estas secuencias forman parte de los LCRs identificados en los puntos de rotura
gue generan la inestabilidad cromosomica en la regién 15q11-q13 (Christian et al., 1998; Amos-
Landgraf et al., 1999).

La estructura de la proteina HERC2 sugiere que puede funcionar como factor

intercambiador de nucledtidos de guanina implicado en el trafico vesicular (Ji et al., 1999), como
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una E3 ubiquitin ligasa implicada en el trafico y degradacion de proteinas (Hochstrasser et al.,
1995) o mediar interacciones especificas proteina-proteina (Ponting et al., 1996).

Estudios en ratén demuestran que mutaciones de Herc2 conducen a las anomalias
fenotipicas del sindrome juvenile development and fertility (jdf2) que se manifiesta con
degeneracion neuromuscular progresiva, esperanza de vida corta, defectos en espermatozoides
e inmadurez en el ovario causando esterilidad o fertilidad reducida, asi como otras anomalias en
el desarrollo y letalidad juvenil (Ji et al., 1999). Estas observaciones implicadas en defectos en
la via secretora en espermatozoides y sistema nervioso son consistentes con el papel propuesto

para HERC2 en el tréafico vesicular.

1.4.3. Impronta gendmica

Los organismos diploides tienen dos copias del material genético, una heredada del padre
y otra de la madre. Normalmente los genes se expresan por igual desde ambos cromosomas,
pero para algunos genes la expresion de los dos alelos es diferente. Esto estd causado por la
impronta genomica, proceso por el cual uno de los alelos esta silenciado y solo se expresa el
otro alelo (Reik et al., 1987). Los alelos que se inactivan no son los mismos en el padre que en
la madre, lo que constituye una expresion diferencial segun el sexo. Esta situacion determinada
por la impronta representa un mecanismo epigenético de control de la expresion génica a través
de modificaciones covalentes en el ADN, modificaciones en la estructura de la cromatina y
tiempo de replicacion de uno de los alelos. La existencia de la impronta obliga a la coexistencia
de ambas dotaciones gendmicas, paterna y materna, para el normal desarrollo embrionario,
puesto que embriones androgenéticos y partenogenéticos fallan en su desarrollo normal
generando molas hidatidiformes y teratomas ovaricos respectivamente.

La impronta es un proceso reversible que se inicia en la linea germinal durante la
gametogénesis y se establece antes de la fusidon pronuclear cuando los dos genomas estan
separados. La impronta confiere una marca epigenética que determina su origen y permite a las
células somaticas distinguir a los dos alelos parentales (Hall, 1990). Aunque aln no se conoce
completamente como la impronta controla la expresion génica, se sugiere que la metilacion del
ADN puede ser la principal marca sexo especifica que determina la expresion diferencial. Prueba
de ello es que la adicién de grupos metilo en la citosina de dinucledtidos CpG es una
modificacion covalente heredable, generalmente asociada con el silencio transcripcional. La
mayoria de los genes con impronta dentro de la regién 15q11-ql13 presentan regiones de
metilacion diferencial ricas en islas CpG. La metilacién de estas regiones, mayoritariamente en el
alelo materno, puede bloquear la expresion del gen directamente al interferir en la unién de
factores de transcripcion activadores al promotor, o bien indirectamente al reclutar factores que
inducen la represion a través de establecer un estado de cromatina mas condensado (Kass et
al., 1997). Puede que la metilacion por si sola no es suficiente para regular la expresion de
genes con impronta (Latham et al., 1994). Nuevos estudios revelan la asociacién entre la

metilacion del ADN vy la deacetilacién de histonas en el silencio transcripcional (Jones et al.,
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1998). Se ha observado que las islas CpG no metiladas del alelo paterno activo del locus SNURF-
SNRPN estan asociadas con histonas acetiladas, mientras que las islas metiladas del alelo
materno inactivo estan asociadas con histonas hipoacetiladas (Saitoh and Wada, 2000).

Otro mecanismo por el cual la impronta puede silenciar un gen es mediante la expresion
de un ARN antisentido. Parece que esta es la estrategia para silenciar los alelos paternos, como
es el caso del alelo paterno del gen UBE3A, que esta silenciado de forma indirecta por UBE3A
antisentido en el cerebro (Rougeulle et al., 1998). De modo que estos procesos de metilacion y
antisentido cooperan para mantener silenciados genes con impronta en las células somaticas.
Fases de la impronta

I) Borrado de la impronta: En cada nueva generacion las células germinales primordiales
borran la impronta previa por desmetilacién completandose en el estadio embrionario de 12-13
dias (Fig. 1.4.13). En la linea germinal masculina se borra la impronta materna que presenta el
cromosoma 15 heredado de la madre, y en la linea germinal femenina se borra la impronta
paterna heredada del padre. No se sabe si este proceso es activo, de momento no se han
encontrado genes para demetilasas, o pasivo, siendo la propia replicacion la que contribuye en
la eliminacion de la metilacion. En este segundo proceso podrian colaborar factores que
interfieran con la actividad de la enzima ADN metiltransferasa de mantenimiento (DNMT1),
impidiendo la metilacion de sitios CpG hemimetilados tras la replicacion del ADN (Bestor et al.,
1993; Wolffe et al., 1999).

BORRAR ESTABLECER

- Impronta

Q g ﬁ ﬁ materna
Desmetilacion Metilacién 5

Cf‘ g ﬁ g ﬁ E |mpr°nta -

= = paterna Célula

somatica (2n)
Células germinales (2n) Gametos (n)

Figura 1.4.13. Mecanismo de la impronta. En las células germinales se borra la impronta del sexo
opuesto y se establece la impronta que corresponde con el sexo de la linea germinal. Los
espermatozoides presentaran impronta paterna (azul) y los oocitos impronta materna (rosa)

II) Establecimiento: Después de la desmetilacion, se inicia la metilacién de novo en
estadios fetales tardios y continua después del nacimiento. Los oocitos estan detenidos en
meiosis y la metilacién ocurre durante su crecimiento (Obata et al., 1998), mientras que la
metilacion ocurre antes de la meiosis durante la espermatogénesis (Davis et al., 2000). Se
piensa que la metilaciéon de novo se lleva a cabo por la enzima DNMT1. Esta enzima tendria la

capacidad de realizar tanto la metilacidn de novo como la metilaciéon de mantenimiento (Yoder et
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al., 1997). DNMT1 esta asociada con la horquilla de replicacién y tiene preferencia por el ADN
hemimetilado, pero no se sabe que reconoce para metilar de novo diferencialmente.
Posiblemente sean secuencias especificas de ADN, las cuales pueden incluso influir en la
conformacion de la cromatina, o bien la propia conformacién de la cromatina, donde la
heterocromatina local conduciria la metilacién de secuencias ricas en CpG préximas (Engemann,
2000). Otra explicacion se encuentra en la replicacién asincronica durante la fase S del ciclo
celular. Es posible que esta diferencia en el tiempo de replicacién resulte en una diferente
accesibilidad al ADN de la maquinaria de metilacion de novo o de mantenimiento (Simon et al.,
1999).

III) Mantenimiento: Aunque la metilacidon puede ser mantenida simplemente por Dnmt1,
ocurre una nueva desmetilacion después de la fertilizacién y una nueva metilacién de novo
después de la implantacion, ambos procesos son resistidos por la regiones de metilacion
diferencial al presentar una estructura de cromatina que los protege. La impronta establecida en
la linea germinal y mantenida posteriormente en el embridn serd reconocida por la maquinaria

de la transcripcion resultando en una expresion monoalélica.

1.4.3.1. Modelo de cambio de impronta en 15q11-q13

En 1996 Dittrich et al. propusieron un modelo para explicar el cambio de la impronta
durante la gametogénesis, model for imprint switching, basados en datos genéticos de mapado
y analisis de mutacion en familias SPW-SA con error en el cambio de la impronta. Este modelo
explica como funciona CI y el efecto de las mutaciones de CI sobre el dominio imprintado en
15q11-q13. Segun este modelo, CI consiste en un imprintor y un imprint switch initiation site o
SIS, ahora SA-SRO y PW-SRO respectivamente (Yang et al., 1998) y requiere de un factor
trans-acting especifico de las células de la linea germinal femenina. Los sucesos que tienen lugar

en cada linea germinal son distintos (Fig. 1.4.14).

Linea germinal femenina

Se produce el cambio de impronta paterna a materna del cromosoma 15 de origen
paterno. Primero se borra la impronta paterna por desmetilacién y desplazamiento de histonas.
En presencia de la secuencia SA-SRO (antes imprintor) y el factor trans-acting especifico
femenino se establece la impronta materna. SA-SRO no estd metilada y presenta una estructura
de cromatina descondensada que permite la unién de factores trans-acting. El papel de SA-SRO,
en colaboracion con el factor trans-acting, parece ser el de sintetizar transcritos BD impidiendo
la expresion del locus SNURF-SNRPN solamente desde el cromosoma paterno. Estos transcritos
BD posiblemente inducen cambios en la estructura de la cromatina que permiten la metilacién y
propagacién bidireccional de una conformacién parecida a la heterocromatina. Esta conformacién
silencia los genes SPW y activa la expresién de UBE3A. Alternativamente a la funcion de los
transcritos codificados a partir de SA-SRO, un elemento regulador todavia desconocido dentro de

esta region podria interferir con PW-SRO (Farber et al., 1999).
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Linea germinal masculina

El cambio de impronta materna a paterna se lleva a cabo en el cromosoma 15 de origen
materno. En la ausencia del factor trans-acting especifico femenino se pierde la impronta
materna por desmetilacion y al desprenderse proteinas silenciadoras como histonas unidas al
promotor del locus SNURF-SNRPN. La impronta paterna se establece por defecto, solo requiere
en cis la presencia de la secuencia PW-SRO (antes SIS) (Yang et al., 1998), posiblemente por su
papel en el inicio o mantenimiento de la transcripcion del locus SNURF-SNRPN (Brannan and
Bartolomei, 1999). El hecho de que pueda transcribir el locus SNURF-SNRPN es suficiente para
desencadenar el inicio de la impronta paterna (Ohta et al., 1999). Esta transcripcion permite que
los genes SPW queden sin metilar y empaquetados en una conformacién en eucromatina. Es
posible que PW-SRO represente un centro de nucleacidon para el ensamblaje y desensamblaje

de la cromatina.

Este modelo también explica porque las microdeleciones observadas en familias SPW vy
SA bloquean el cambio de impronta (Fig. 1.4.15).

En las familias SA el cambio de impronta paterna a materna esta bloqueado por mutacién
0 ausencia de la secuencia SA-SRO. El cromosoma borrado adquiere una impronta paterna por
defecto y es transmitido un cromosoma materno con impronta paterna causando el SA. La
mutacion en SA-SRO puede bloquear el cambio paterno a materno, pero no el cambio materno a
paterno.

En las familias SPW, el cambio de impronta materna a paterna estd bloqueado por
mutacion o ausencia de la secuencia PW-SRO. Aunque se borra la impronta materna ésta se
establece de nuevo durante o después de la fertilizacion por propagaciéon de una conformacion
de heterocromatina que silencia los genes SPW. La linea germinal masculina transmite un
cromosoma 15 con impronta materna. Se ha demostrado que PW-SRO no solamente es
requerido para el establecimiento de la impronta paterna, sino también para su mantenimiento
postzigotico (Bielinska et al., 2000; El-Maarri et al., 2001). En los pacientes SPW sin
microdelecién en CI el defecto de impronta podria resultar de un fallo en el borrado de la

impronta materna durante la espermatogénesis por razones desconocidas (Buiting et al., 2003).
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Figura 1.4.14. Cambio de impronta. A) Linea germinal femenina. Se borra la impronta paterna del
cromosoma de origen paterno y se establece la impronta materna. B) Linea germinal masculina. Se borra la
impronta materna del cromosoma de origen materno y se establece la impronta paterna. SA-SRO: regula
cambio de impronta paterna a materna; PWSRO: sitio de inicio de cambio de impronta; NDN y SNURF-
SNRPN: genes SPW de expresion paterna; UBE3A: gen SA de expresion materna; Verde: alelo activo; Rojo:
alelo inactivo. Flecha: sentido de la transcripcidn; Esferas rojas: Factor trans; Cilindros: histonas
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Figura 1.4.15. Cambio de impronta en caso de DI por microdelecion de CI. A) Linea germinal
femenina. Se borra la impronta paterna del cromosoma de origen paterno pero en la ausencia de SA-
SRO no se puede unir el factor trans. Al quedar libre el promotor del locus SNURF-SNRPN, transcribe y
se establece la impronta paterna. Cromosoma materno con impronta paterna. B) Linea germinal
masculina. Se borra la impronta materna del cromosoma de origen materno. En la ausencia de PWSRO
no se puede establecer ni mantener la impronta paterna. No hay transcripcién del locus SNURF-SNRPN
y se establece la impronta materna. Cromosoma paterno con impronta materna. SA-SRO: regula
cambio de impronta paterna a materna; PWSRO: sitio de inicio de cambio de impronta; NDN y SNURF-
SNRPN: genes SPW de expresion paterna; UBE3A: gen SA de expresion materna; Verde: alelo activo;
Rojo: alelo inactivo. Flecha: sentido de la transcripcidn. Esferas rojas: Factor trans; Cilindros: histonas
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1.5. Etiologia de los sindromes de Prader-Willi y Angelman

Las alteraciones que originan el SPW tienen como causa comun la pérdida o inactivacién
de genes paternos en la region q11-q13 del cromosoma 15, mientras que el SA ocurre por
pérdida o inactivacién de genes maternos en esta misma regién. El tipo de alteraciones descritas
hasta el momento y la frecuencia hallada entre los pacientes se describen y representan en la
figura 1.5.1 (Nicholls and Knepper, 2001; Lossie et al., 2001).

H.C. « HaC-.“ H-C. H-C. H-C. ")
m p m m m p
SPW 65-75% 20-30% 1% - -
s = S S o S
4 = % HC — BC ) neddy 0 i
m p p p m p m p m p m p
SA 65-75% 5-7% 2-7% <1% 4-10% 10-12%
Delecion Disomia Defecto de Reorganizaciones Mutacion Etiologia
15a011-a13 uniparental impronta cromosoémicas intragénica desconocida

Figura 1.5.1. Tipos de alteraciones genéticas en el SPW y SA

1.5.1. Delecion 15q11-q13

Consiste en la pérdida de un fragmento cromosdmico de ~4Mb de la regiéon q11-q13 del
cromosoma 15. La delecién paterna de esta region implica la pérdida de genes activos de
expresion paterna, estos mismos genes estan silenciados en el cromosoma materno por la
impronta, de modo que no hay ningun alelo activo de estos genes que pueda realizar las
funciones para la que estan programados, causando el SPW. Esta misma delecion pero en el
cromosoma materno implica la pérdida de genes activos de expresiéon materna, la ausencia de
estos genes, principalmente el gen UBE3A, causa el SA.

La mayoria de las deleciones tienen un tamafio similar y presentan unos puntos de rotura

bien determinados (ver Regién 15q11-q13, Pag.12).
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1.5.2. Disomia uniparental
La disomia uniparental (DUP) se produce cuando los dos cromosomas son heredados de
un mismo progenitor (Engel, 1980). Se habla de heterodisomia cuando se reciben los dos

homadlogos, e isodisomia cuando se reciben dos copias de un mismo homalogo.

Disomia uniparental materna del cromosoma 15 (DUP-15mat)

Ocurre en un 20-30% de pacientes SPW y esta asociada con la edad materna avanzada
(Robinson et al., 1993a; Nicholls and Knepper, 2001). Los mecanismos propuestos que pueden

causar DUP-15mat son:

A. Correccién de una frisomia. Ocurre en la mayoria de los casos y causa heterodisomia
materna. Resulta de una no-disyuncion en meiosis I generando un oocito disémico con dos
cromosomas 15. Su fecundaciéon por un espermatozoide normal produce un zigoto con
trisomia 15. La trisomia 15 es letal para el embrién, pero en algunas ocasiones puede
ocurrir su correccién por no-disyuncion mitotica. Si se produce la pérdida del cromosoma 15
de origen paterno, ocurre en un tercio de los casos, se manifestara el SPW por DUP-15mat,
mientras que si se produce la pérdida de uno de los cromosomas 15 maternos resultara un
embrién normal (Purvis-Smith et al., 1992) (Fig. 1.5.2A).

B. Correccién de una monosomia. Un error de no-disyuncion en la 12 division meidtica
masculina puede producir un espermatozoide nulisomico (le falta el cromosoma 15). La
fecundacion de un oocito normal por este espermatozoide produce un zigoto monosdmico,
que solo tiene un cromosoma 15 materno. Este zigoto no es viable, pero la duplicacién
mitotica de este cromosoma puede tedricamente corregir la linea celular causando DUP-
15mat (Fig. 1.5.2B).

C. Complementacién gamética. Es el menos frecuente y resultaria de la no-disyuncion
simultanea del cromosoma 15 en ambos progenitores. La fecundacién de un oocito disémico
por un espermatozoide nulisémico formaria un zigoto con dos cromosomas 15 maternos,
desarrolldandose un feto con SPW por DUP-15mat. Se ha sugerido que en estos casos podria

ser significativo un efecto de la edad paterna (Robinson et al., 1993a) (Fig. 1.5.2C).
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Fig. 1.5.2. Mecanismos genéticos responsables de la DUP-15mat en el SPW. A. Correccién de

una trisomia. B. Correccion de una monosomia. C. Complementaciéon gamética

Disomia uniparental paterna del cromosoma 15 (DUP-15pat)
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Ocurre en menos de un 5-7% de los pacientes SA y estd asociada con la edad materna

avanzada (Robinson et al., 1993a; Lossie et al., 2001). La menor frecuencia de las DUP-15pat

respecto a las DUP-15mat es debido a la rara ocurrencia de no-disyuncion meidtica en los

gametos masculinos (Niccolaides and Petersen, 1998). Pueden ocurrir por uno de los siguientes

mecanismos:

A. Correcciéon de una monosomia. Ocurre en la mayoria de los casos y causa isodisomias

completas. Un error en la meiosis II femenina puede generar un oocito nulisdmico. La

fecundacion de este oocito por un espermatozoide normal da lugar a un zigoto monosémico

con un cromosoma 15 paterno. Este zigoto no es viable, pero la duplicacién mitética de este

cromosoma 15 paterno o la formacion de un isocromosoma pueden corregir la monosomia y

desarrollar un feto con SA por DUP15-pat (Robinson et al., 1993a; Mutirangura et al., 1993a)

(Fig.1.5.3A).

B. Correccién de una trisomia 15. Es menos frecuente. Un error de no-disyuncion en la 22 divisién

meidtica masculina puede generar un espermatozoide disémico. Si este espermatozoide

fecunda un oocito normal se produce un zigoto con trisomia 15 no viable. Su correcciéon por

no-disyuncién mitética puede conducir al SA por DUP-15pat si se pierde el cromosoma 15

materno (Fig.1.5.3B).
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Fig. 1.5.3. Mecanismos genéticos responsables de la DUP-15pat en el SA.

A. Correccion de una monosomia 15. B. Correccion de una trisomia 15

1.5.3. Defecto de impronta
El defecto de impronta (DI) resulta de un fallo en el cambio de impronta en la linea
germinal (Dittrich et al., 1996b). Este fallo puede ser por microdelecién de CI, o bien, por otros

mecanismos que no implican la microdelecién de CI.

Defecto de impronta en pacientes SPW

Se caracteriza por tener dos cromosomas 15 de origen biparental con un patrén de
metilacion materno en ambos, por lo que no se expresara ninguno de los alelos paternos que
normalmente se expresan. Estos pacientes reciben de su padre un cromosoma 15 con impronta

materna (Buiting et al., 2003). El DI puede producirse por dos mecanismos:

a) Defecto de impronta por microdelecién de CI:

Un 15-20% de los casos con DI estan causados por una microdelecion de 7.5 a 200 kb
que afecta a la secuencia PW-SRO (Buiting et al., 2000). En la ausencia de PW-SRO se establece
la impronta materna (ver Impronta g, Pag.30). La delecion de CI puede ser de novo en el padre,
el cual serd portador de la mutacién en su cromosoma materno. Se ha observado que en la
mayoria de los casos la mutacion ocurre en la abuela paterna y nunca en el abuelo paterno

(Buiting et al., 1998). La mutacidon es transmitida silenciosamente a través de mujeres en
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sucesivas generaciones, pero cuando pasa por la linea germinal masculina, la mutaciéon impide el
establecimiento de la impronta paterna y en la siguiente generacion se manifiesta el SPW (Fig.
1.5.4) (Dittrich et al., 1996b).

b) Defecto de impronta por otros mecanismos:

Representan un 80% de los pacientes con DI. Son casos esporadicos en los que no se ha
detectado delecidon de CI ni mutacion en la secuencia PW-SRO (Ohta et al., 1999; Buiting et al.,
1998). La impronta materna incorrecta en estos pacientes siempre es heredada de la abuela
paterna, lo que sugiere que la impronta materna no fue borrada en la linea germinal del padre,

en lugar de establecida de nuevo.
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Figura 1.5.4.Transmisién del DI en familias SPW. La mutaciéon ocurre en la linea
germinal de la abuela. El hijo no puede establecer la impronta paterna y transmite un
cromosoma con impronta materna a su descendencia. Cromosoma paterno: azul;
Cromosoma materno: rosa; DI por delecion de PW-SRO: esfera roja

Defecto de impronta en pacientes SA

Se ha observado en un 2-7% de los pacientes SA, resulta de un fallo en el cambio de
impronta en la linea germinal femenina (Buiting et al., 2001; Lossie et al., 2001). Se caracterizan
por tener dos cromosomas 15 de origen biparental con un patron de metilacion paterno en
ambos. Reciben de su madre un cromosoma 15 con impronta paterna. Puede producirse por dos

mecanismos:

a) Defecto de impronta por microdelecién de CI:

Un 50% de los pacientes con DI presentan una microdelecién de 5.5 a 80 kb afectando a
la secuencia SA-SRO. En la ausencia de SA-SRO el cromosoma 15 adquiere una impronta
paterna por defecto (ver Impronta g, Pag. 30). La delecidon puede ser de novo en la madre,

consecuencia de mosaicismo germinal femenino (Saitoh et al., 1997) o haber ocurrido en el
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abuelo materno y transmitido silenciosamente a través de la linea paterna (Buiting et al.,
1998).

b) Defecto de impronta por otros mecanismos:

Son casos esporadicos en los que no se ha observado delecion ni ninguna mutaciéon que
altere la secuencia de SA-SRO. Al analizar el origen del cromosoma 15 con la impronta paterna
incorrecta se ha observado que este puede proceder no solo del abuelo materno, seria lo
esperado, sino también de la abuela materna (Fig. 1.5.5). Esto sugiere que el defecto de
impronta ocurre después de borrarse la impronta y en lugar de establecerse la impronta
materna se establece por defecto la impronta paterna en la linea germinal femenina o
postzigoticamente (Burger et al., 1997; Buiting et al., 1998).

Recientemente se ha sugerido que la mayoria de los defectos de impronta son
epimutaciones que ocurren espontdneamente sin alterar la secuencia de ADN (Buiting et al.,

2003).
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Figura 1.5.5. Transmision del DI en familias SA. La mutacién ocurre en la linea germinal del
abuelo o abuela materna. En ambos casos, la mutacion de SA-SRO impide establecer la
impronta materna en la lienea germinal de sus hijas y por defecto se establece la impronta
paterna, siendo estas las que transmiten el SA a su descendencia. Cromosoma paterno:
azul; Cromosoma materno: rosa; DI por delecion de SA-SRO: esfera verde

41



Introducciéon

1.5.4. Reorganizaciones cromosOomicas

Son poco frecuentes, <1%. Las mas comunes son las translocaciones. Causan el SPW o
SA cuando el punto de rotura tiene lugar dentro de la regiéon 15q11-q13 al interrumpir la
secuencia de un gen o causar delecidn, o por DUP cuando esta presente toda la regiéon 15q11-

gl13, normalmente isocromosomas 15.

1.5.5. Mutaciones intragénicas

Un 4-10% de los pacientes con SA presentan mutacion en el gen UBE3A (Malzac et al.,
1998; Lossie et al., 2001). La mutacién puede ocurrir de novo en el 14-23% o ser heredada en
el alelo materno, en el 75-80% (Malzac et al., 1998; Fung et al., 1998). En los casos familiares
la mutacion en el alelo paterno no tiene efecto fenotipico (Lossie et al., 2001). Las mutaciones
suelen afectar a los exones 9 y 16 principalmente, que constituyen al dominio hect y generan
una proteina truncada. Ocurren por dos mecanismos principalmente: error de replicacion por
deslizamiento en secuencias repetitivas o por transicion C—T, que generan mutaciones del tipo
frameshift, nonsense, missense, insercion o delecién de un aminoacido, alteracién del splicing o
crean un codon stop. En el andlisis de los exones en direccién 5 no se han encontrado
mutaciones (Malzac et al., 1998, Fang et al., 1999). El analisis mutacional del gen UBE3A
presenta algunas dificultades debido a la presencia de por lo menos dos pseudogenes (Kishino
and Wagstaff, 1998).

1.5.6. Etiologia desconocida

Un 10-12% de los pacientes SA presentan etiologia desconocida. Estos pacientes pueden
tener afectada la expresién del gen UBE3A de forma indirecta, bien porque afecte a genes en
otro cromosoma que regulen la expresion materna de UBE3A o por eventos epigenéticos que
silencien la expresion de UBE3A (Fang et al., 1999). Se ha sugerido que mutaciones en las
secuencias antisentido y sentido de UBE3A podrian ser también las responsables del SA
(Rougeulle et al., 1998). La reciente identificacion del gen ATP10C en la region critica del SA
abre la posibilidad de que algunos de estos pacientes presenten este gen mutado (Meguro et al.,
2001; Herzing et al., 2001).
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1.6. Técnicas de diagndstico

La heterogeneidad genética del SPW y SA requiere del uso de varias técnicas para
conocer la etiologia. El analisis citogenético permite ver cambios de megabases en deleciones y
duplicaciones, asi como reorganizaciones, pero se requieren métodos de analisis molecular para

detectar cambios mas pequefios.

1.6.1. Analisis citogenético de alta resolucién con técnica de bandas G

El analisis citogenético con técnicas de bandas G de alta resolucion (500-850 bandas)
permitié observar la presencia de una delecion intersticial 15q11-q13 en pacientes SPW
(Ledbetter et al., 1981). Observando los polimorfismos citogenéticos del cromosoma 15, como la
variacién de los NOR, el tamafo de los brazos cortos y la fluorescencia de los centromeros se
pudo determinar que la delecién ocurria en el cromosoma 15 de origen paterno (Butler and
Palmer, 1983). Posteriormente, pudo demostrarse, en pacientes SA, la presencia de una
delecién aparentemente similar a la observada en los pacientes SPW (Magenis et al., 1987),
pero localizada en el cromosoma 15 de origen materno (Donlon, 1988; Knoll et al., 1989a;
Magenis et al., 1990). Esta coincidencia, en sindromes completamente diferentes, sugeria no
obstante que la delecion no podia ser idéntica, por lo que se compard el tamafo de la delecidon y
las bandas implicadas. Se observd que la banda proximal q11.2 estaba delecionada en ambos
sindromes, la region delecionada variaba en tamano, y en general, la delecion en pacientes SA
era mas larga (Magenis et al., 1990). Estos datos hacian ldgica la explicacion de que las
diferencias fenotipicas eran debidas a diferentes genes, localizados muy préximos. Ademas, el
diferente origen parental evidenciaba que la regién 15q11-ql13 podia estar regulada por la
impronta.

Con el analisis del cariotipo, ademas de las deleciones, se pudieron observar otras
anomalias en el cromosoma 15 menos frecuentes como translocaciones, duplicaciones,
cromosomas marcadores, etc. No obstante, a pesar de esta heterogeneidad citogenética, entre
los pacientes SPW habia un 37% que presentaba un cariotipo aparentemente normal (Butler,
1990). Hay que tener presente que la determinacién citogenética de la delecién 15q11-q13 no
es facil debido al tamano de la delecién, 3-5 Mb dentro del limite de resolucién microscépica, y a
la naturaleza heteromorfica de la banda 15ql11. Estos factores hacen que el diagndstico
citogenético de la delecién por si solo no sea suficiente para diagnosticar el SPW/SA ya que
puede resultar un falso positivo o un falso negativo, siendo necesarios estudios moleculares para

confirmar la presencia o ausencia de la delecién citogenética (Hamabe et al., 1991a).
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1.6.2. Hibridacion in situ fluorescente

La utilizacion de la FISH con sondas césmido y cromosomas artificiales de levaduras
permitié definir la region critica SPW/SA y ordenar los marcadores dentro de la region, siendo de
centromero a teldmero: IR39, ML34, IR4-3R (D15S11), PW71, TD189-1 (D15513), LS6-1, TD3-
21 (D15510), GABRB3, IR10-1 y CMW1 (Kuwano et al., 1992).

El analisis mediante FISH de pacientes SPW y SA con delecién citogenética mostré que en
la mayoria de los pacientes faltaban los marcadores entre ML34 y TD3-21, indicando que la
delecién es relativamente homogénea. No obstante, se observé un paciente SA con delecién
submicroscopica de los marcadores LS6-1 a GABRB3, delimitando la regidn critica del SA a esta
regién (Hamabe et al., 1991b; Kuwano et al., 1992). Para el SPW, la region critica se localizé
entre IR39 y TD189-1 al observar en un paciente SPW con translocacién 9;15 desequilibrada la
ausencia de estos marcadores pero no de GABRB3 ni IR10-1 (Wagstaff et al., 1991b).

El diagndstico de la delecién mediante el analisis de FISH se realizd inicialmente con la
sonda para el locus D15S11 en el estudio de pacientes SPW y la sonda GABRB3 en pacientes SA
(Kuwano et al., 1992). Posteriormente, se utilizaron sondas mas especificas, la sonda de la
region del gen SNRPN para el SPW (Oczelick et al., 1992) y la sonda de la region D15S10 para el
SA (Reis et al., 1993).

1.6.3. Fragmentos de restriccion de longitud polimorfica

El analisis molecular del ADN dio paso a una nueva etapa que permitié caracterizar el
origen de las deleciones responsables del SPW/SA y resolver la heterogeneidad citogenética
observada. Asi, el analisis molecular de la region 15q proximal se inicio tras aislar varios clones
de una libreria enriquecida con cromosomas inv dup(15) (Donlon et al., 1986). Posteriormente
se obtuvieron otros clones o marcadores de lineas celulares hibridas (Tasset et al., 1988) y por
microdiseccion de la region 15q11-q13 (Buiting et al., 1990).

Caracterizar deleciones y duplicaciones responsables de SPW y SA, muchas de ellas no
visibles al microscopio éptico, asi como determinar el nimero de copias de los alelos, pudo
llevarse a cabo con el estudio de RFLPs y el analisis densitometrico (Tantravahi et al., 1989;
Nicholls et al., 1989b). Estos andlisis empleaban sondas de ADN marcadas con 2P en Southern
blot cuantitativos y cualitativos. No obstante, el ndmero de marcadores polimorficos
informativos con el que se contaba era reducido. Cinco de los RFLPs mas informativos, pIR10-1,
pIR4-3R, p189-1, p34 y p3-21, se utilizaron en el estudio de dos familias SPW diagnosticadas
con delecion citogenética y en dos individuos con retraso metal portadores de cromosomas inv
dup(15). La segregacion de los alelos detectdé una deleciéon de novo de origen paterno en los
dos pacientes SPW y de origen materno en los cromosomas inv dup(15) (Nicholls et al., 1989b).
Estos mismos RFLPs se utilizaron en el andlisis de cuatro pacientes SA con delecién citogenética,
observandose que la delecidén era de origen materno (Knoll et al., 1989b). De estos trabajos se
sugirio que el estudio del ADN permitiria detectar no solamente el origen parental de las

deleciones sino también el tamafio de las mismas.
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El analisis de RFLPs puso de manifiesto que la mayoria de los pacientes SPW que no
presentan delecion tienen DUPmat o HBP (Robinson et al., 1991), mientras que la mayoria de
los pacientes SA sin delecion presentan HBP, siendo pocos los pacientes con DUPpat (Knoll et
al., 1991; Malcolm et al., 1991).

1.6.4. Analisis de microsatélites

Los microsatélites o STR (Short Tandem Repeat) son secuencias cortas de 1-6 pb
repetidas en tandem que pueden variar en longitud (100-300 pb). Este polimorfismo permite
diferenciar los alelos de cada uno de los cromosomas homodlogos en funcién de su tamafio
creando un patrén que es especifico para cada individuo y hace posible trazar la transmision de
un cromosoma a los descendientes en funcion de los alelos heredados. La identificacion de STR
dentro de la regidn critica del SPW/SA permitié caracterizar las DUP en el SPW y SA al observar
si los dos cromosomas 15 que presenta un paciente proceden de un solo progenitor y determinar
el origen parental de las deleciones con una mayor eficacia que los RFLPs (Mutirangura et al.,
1992; Mutirangura et al., 1993a). Los STR presentan un polimorfismo superior al de los RFLPs
(> 0.7), por lo que representan un marcador ideal al ser multialélicos y basarse su analisis en la
técnica de la PCR.

Los primeros microsatélites utilizados en el diagndstico del SPW/SA fueron los CA-repeats
D15S11, D15S113 y GABRB3, aislados de los YACs A156E1, A229A2 y B25E9. En la poblacién
general se observan de 6 a 11 alelos y tienen una heterocigosidad del 73-83%. Hoy dia se

dispone de una amplia bateria de marcadores a lo largo del cromosoma 15.

1.6.5. Analisis de expresion del gen SNRPN mediante RT-PCR

El estudio de la expresion del gen SNRPN mediante RT-PCR es una prueba rapida para el
diagndstico molecular del SPW (Wevrick and Francke, 1996). Se basa en el hecho de que el gen
SNRPN solo se expresa en el cromosoma paterno, por lo que no se expresara en pacientes con

SPW. Aunque es una prueba sencilla y rapida, no es muy utilizada actualmente.

1.6.6. Analisis de metilacion

Las técnicas descritas hasta ahora permiten diagnosticar la mayoria de pacientes SPW/SA
con delecién o DUP. En algunos casos con evidencias clinicas de SPW o SA los analisis de RFLPs
y microsatélites resultaban no informativos o mostraban herencia biparental. Para caracterizar a
estos pacientes, que luego pudo verse que eran pacientes con defecto de impronta, fue muy Uutil
el desarrollo del analisis de metilacion en islas CpG. Los genes con impronta se caracterizan por
presentar islas CpG metiladas en uno de los alelos. Basados en esta diferencia de metilacién

dependiente del origen parental se desarrollaron los siguientes analisis de metilacién:
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a) Southern blot

El anadlisis de metilacién se inici6 mediante Southern blot en base a la propiedad de las
enzimas de restriccidén sensibles a metilacién que no cortan secuencias que contienen uno o mas
sitios CpG metilados. Asi, tras la digestién del ADN con estas enzimas se obtienen fragmentos de
diferente tamafio en funcién de si el alelo estd o no metilado, observandose un patron de
metilacion diferencial (Driscoll et al., 1992). Dentro de la regién 15q11-q13 se han identificado
varios sitios con metilacién diferencial para enzimas de restriccion sensibles a metilacién (Tabla
1.6.1). Un individuo normal presenta dos bandas, una derivada del cromosoma materno
metilado y otra de menor tamafio derivada del cromosoma paterno no metilado. En el estudio de
pacientes SPW y SA con delecion o DUP se mostré que los pacientes SPW solo presentaban el
alelo materno, mientras que los pacientes SA solo presentaban el alelo paterno. De modo que la
alteracion del patrén de metilacion, detectado con este analisis, permitia confirmar el SPW o el
SA aunque no daba informacion de la etiologia (Glenn et al., 1993b; Buiting et al., 1994;
Sutcliffe et al., 1994; Reis et al., 1994).

Tabla 1.6.1. Regiones estudiadas con el andlisis de metilacién mediante Southern blot con un

patrén de metilacion diferencial.

Locus Sonda Enzimas Fragmentos Referencias
ZNF127 (D15S9) ML34/DN34  HindIII+Hpall 62% 11(('; ((r;l:tt)) Driscoll et al. 1992
D15S63 PW71B HindIII+Hpall 3‘j 11‘('% ((r;:tt)) Dittrich et al. 1992
SNRPN hN4HS HindIII+Hpall g'.% 11‘{'; ((‘;;’:3 Ozcelik et al. 1992
SNRPN intron 5 S}iﬁes )g HindlII1+Hpall g'.% 11‘{'; ((‘;;’:3 Glenn et al. 1993
SNRPN exon 1 (antes—1 0 ) KBI7 (pX4.2) Xbal + Notl ‘8‘% 11‘('; ((r;;‘tt)) Sutcliffe ef al. 1994
Entre PW71B y SNRPN Y48.5 Sacl + Hpall 123 11:1? ((512?) Buiting et al. 1995
SNRPN exon 1 (antes—1 0 ) KB17 (0.6NE) Bglll + Hpall 02.91(121,(?;2) Glenn et al. 1996
D15S63 PW71B Bglll + Cfol 86'.3 11‘('% ((r;:tt)) Dittrich et al. 1996a

El primer sitio donde se encontré un patréon de metilacion diferencial fue en el locus
D15S9 (Driscoll et al., 1992). Sin embargo, este locus no siempre se pierde en pacientes SPW
con delecién, no recomendandose para el diagnédstico (Buiting et al., 1992).

En el locus D15S63, localizado a 130 kb del gen SNRPN, se observd que presentaba un
sitio de restriccién Hpall y otro Cfol metilados en el cromosoma materno pero no metilados en
el paterno (Dittrich et al., 1992; Dittrich et al., 1993; Dittrich et al., 1996a). Esta metilacion
diferencial puede valorarse tras digerir ADN gendmico con una de estas enzimas mas un enzima

que corta en sitios flanqueantes (HindIII o BglII) e hibridando con la sonda PW71B.
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En el intrén 5 (ahora intrén 7) del gen SNRPN hay un sitio Hpall metilado siempre en el
cromosoma paterno y no metilado en el 50% de los cromosomas maternos (Glenn et al., 1993).
Empleando un ADNc de los exones 2-8 del gen SNRPN como sonda puede diferenciarse los
pacientes SA (ausencia de la banda de 3 kb) de los pacientes SPW y controles (presencia de la
banda de 3 kb), pero no puede diferenciar entre estos dos ultimos.

En la isla CpG del exdn 1 del gen SNRPN (previamente llamado exon -1 o a) se identifico
un sitio sensible a NotI con metilacion diferencial, esta metilado en el cromosoma materno y no
metilado en el paterno (Sutcliffe et al., 1994, Glenn et al., 1996). El analisis de metilacion de
esta regién con la sonda KB17 detecta un fragmento metilado de 4.2 kb de origen materno y un

fragmento de 0.9 kb de origen paterno cuando se digiere junto con la enzima Xbal.

b) MS-PCR (Methylation-specific PCR)
En el aflo 1997 Zeschnigk y colaboradores describen un nuevo analisis de metilacion para
el diagndstico de pacientes SPW/SA mediante MS-PCR,

que es el método mas sensible para detectar el estado

de metilacion de todos los sitios CpG (Herman, 1996). Se /j wor el
basa en el tratamiento del ADN con bisulfito sédico y J\/' T °L -

posterior amplificacion mediante PCR con primers Cyosine rosne
especificos disenados para distinguir el ADN metilado del ”j
no metilado en el ADN modificado. El bisulfito sédico 2 T
convierte en uracilo (U) las citosinas (C) no metiladas a Hm % H/j
través de una reaccion de sulfonacién, mientras que las : :/ i e

Uracil Desulphonation “l{"lgm.

C metiladas no son modificadas (Fig 1.6.1). Con este
tratamiento las C metiladas se aparean con guaninas (G) Figura 1.6.1. Esquema de la
mientras que las C no metiladas, ahora U, se aparean reccion del bisulfito
con adeninas (A). Disenando primers especificos para
estas nuevas secuencias se puede diferenciar el alelo materno metilado del alelo paterno no
metilado alrededor del exé6n 1 del gen SNRPN (Fig. 1.6.2) (Zeschnigk et al., 1997). Otras
secuencias del gen SNRPN también son estudiadas mediante MS-PCR (Kubota et al., 1997,

Kosaki et al., 1997).
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a Methylated sense strand

1. s cacreloccamacarcealiocerclolocclocasaceons. . . . crecacloacrorcclocacacrocaclioaclic clecncat. . . . AMIGCANT TICCCCCCTAMAG TCCTT TG TTCTCEACAAL 3
bisulfite treatment l
2. s eawrclccunaammacualicovrclclicculcuacaccuac . . . . urcuacleacTurccdcuacacTecAcBccuRCUBGOAGAT - . . . AN GG AT TTE & CUTUT AAMGTUUTT TG TUTEAAGRAL -
COMMON ’

first cycle l
PAT

3. ) ATAMCGCCATTTATTCATGCAAACGCGCTAGCATCTCCATC, . . . ANCATOGCTCAANC CGCATC TCALCTCECCASCASCOTCTA . - - PTG RO R E T CAU R IR T T 5

second cycle l

4. [ Rl | . 313 bp PCR product . I ]

b Unmethylated sense strand
1. 5 CACTCCOCCARACAACCA CCCCTG OCOEEOUGECAGNEECAG . . - -CTCCACCEASTCTOCCCCASACTCCACCESCOCCCCOGAGAT . . . L AACGGAATT MECCCCCTAAASTC CTTTGTTCTGCACAAC 3 °

bisulfite treatment l

2. 5 TUAUTGUGGUAMMUANG UAUG UUTG DG UGGUUGUAGAGGUAS . . . . UTGUAGUGAG TUTGE UGUAGAL TCCAGUGSE UDGUDEGAGAT . . . ~AAUCCAATTTCCOUUUTAMG TUUTTTETTUTCGAGAAD 37
—
OMMON
fi
MAT rst cycle
TR e T AR T ARG E A C L T TCCOECE T E PAT
3_ I TATAACACCATTTATTCAT ACAARCACACCAACATCTCCATC . . . - AACATCACTCARMMCCACATCTCACCTCACCARCARCCTCTA . . . . TTAEC] FTARRC AR AT TTCAARRARCARARL CTC] 5~

second cycle l
4. [ 221 bp PCR product | | ]

Figura 1.6.2. Esquema de la técnica de MS-PCR. a) cadena metilada (alelo materno) y b) cadena no
metilada (alelo paterno). 1. Secuencia 5’-3' del ex6n 1 del gen SNRPN antes del tratamiento con
bisulfito, las citosinas metiladas estan marcadas con un asterisco. 2. La PCR se realiza empleando
tres primers a la vez: MAT, especifico para el alelo materno, PAT, especifico para el alelo paterno, y
COMMON, comun para ambos alelos. En el primer ciclo COMMON se une a un sitio idéntico en ambas
moléculas de ADN. 3. Pero dirige la sintesis de dos cadenas diferentes por la no complementariedad
“—X—". 4. En el segundo ciclo MAT y PAT sintetizan un fragmento de 313 pb y 221 pb,
respectivamente (Zeschnigk et al., 1997)

1.6.7. Analisis de la region del centro de impronta

Se sospechaba que en los pacientes con DI una secuencia entre D15563 y SNRPN podria
ser responsable de este defecto, por lo que se realizd la bUsqueda de reorganizaciones
estructurales y mutaciones dentro de esta region. Para ello se construydé un mapa de restriccion
con la enzima EcoRI y se analizé mediante Southern blot cuantitativo con una sucesién de fagos
subclonados del YAC 457B4 (Buiting et al., 1995). En este estudio se encontraron deleciones de
5.5 a 80 kb en familias SA y deleciones de 45 a 200 kb en familias SPW. Estas deleciones entre
D15S63 y SNRPN afectaban a las secuencias SA-SRO y PW-SRO. En cada caso se realizd un
analisis de los puntos de rotura de la delecion con diferentes combinaciones de enzimas
mediante Southern blot o analisis de PCR. En los pacientes SA las deleciones afectaban a la
secuencia SA-SRO situada 35 Kb centromérica del exdn 1 del gen SNRPN, mientras que en
pacientes SPW las deleciones afectaban a la secuencia PW-SRO que incluye al exén 1 (Saitoh et
al., 1996; Buiting et al., 1998; Ohta et al., 1999).

AUn asi, en la mayor parte de pacientes SPW/SA con DI no se observaba la delecién de
CI. Este grupo de pacientes fue estudiado mediante analisis de heteroduplex y secuenciacién de
los exones del CI (Buiting et al., 1998). Sin embargo, no se observd ningun punto de mutacién

en los elementos CI conocidos. Estos pacientes, 13 SPW y 17 SA, eran casos esporadicos y
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algunos tenian el mismo haplotipo que sus hermanos normales, por lo que el defecto de
impronta podria ser epigenético y estar causado por fallo en el mantenimiento o en el
establecimiento de la impronta en la linea germinal (Burger et al., 1997; Buiting et al., 1998).

La identificacion de un polimorfismo de restriccién para la enzima Hpall sensible a
metilacion y su isoesquizomero Mspl no sensible a metilacion en el intron 1 del gen SNRPN
permitié determinar la procedencia del cromosoma con la impronta incorrecta en los abuelos
(Saitoh et al., 1997; Buiting et al., 1998). Este polimorfismo estd sujeto a una metilacién
especifica de origen parental, de modo que Hpall solo puede determinar al alelo paterno,
mientras que Mspl puede ser usado para determinar ambos alelos. Esta caracteristica permite,
al digerir el ADN con la combinacién de enzimas BgllI+Hpall y BglII+Mspl e hibridando con la
sonda KB17, determinar el origen del cromosoma con una impronta incorrecta en el progenitor.
Este andlisis permite determinar que en los pacientes SPW, el cromosoma paterno con una
impronta materna deriva siempre de la abuela paterna, mientras que en los pacientes SA, el
cromosoma materno con la impronta paterna puede ser heredado en algunos casos del abuelo
materno y en otros de la abuela materna. Recientemente se ha sugerido que la mayoria de los
defectos de impronta son epimutaciones que ocurren espontaneamente en la ausencia de

cambios en la secuencia de ADN (Buiting et al., 2003).
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1.7. Consejo genético

El consejo genético aporta informacién a la familia del posible riesgo de tener un hijo
afecto de SPW o SA en futuros embarazos valorando los antecedentes familiares. La recurrencia
familiar en el SPW es rara, pero en el SA se han encontrado casos familiares estimandose que la
incidencia pueda ser del 7% (Chan et al., 1993; Saitoh et al., 1994). Esta diferencia se explica
porque el SA puede estar causado por un solo gen mientras que el SPW son varios genes
(Ozcelik et al., 1992).

Delecién 15g11-g13

Aproximadamente un 70% de los individuos con SPW-SA presentan delecién. En la
mayoria ocurre de forma esporadica, considerandose la recurrencia de una delecién 15q11-q13
extremadamente rara. Asi, si en la familia hay un individuo afecto con delecidn, el riesgo teorico
de tener otro hijo afecto es bajo, <1% (Hendrickson et al., 1991). En el SA solamente se han
descrito dos casos de recurrencia materna por delecion, uno por deleciéon entre D15S113 y
GABRB3 en dos hermanos (Saitoh et al., 1992) y otro por deleciéon entre D155524 y D15S12
debido a mosaicismo de la delecién en la linea germinal materna (Kokkonen and Leisti, 2000).
Otros casos de recurrencia en el SA han sido por reorganizaciones cromosomicas que producen
la delecidon, como una translocacion 6;15 en dos primos (Smeets et al., 1992), una translocacion
criptica (Burke et al., 1996) o una inversion (Webb et al., 1993). El diagndstico prenatal se
puede realizar mediante FISH en biopsia corial o en liquido amnidtico para descartar la delecion

en el feto.

Disomia uniparental

La DUP se presenta en el 20-25% de los pacientes con SPW y en < 5% en pacientes con
SA. Si en la familia hay un individuo afecto con disomia uniparental, el riesgo de recurrencia es
bajo, <1%. No se han encontrado familias con mas de un hijo afecto.

El diagndstico prenatal se realizarad para investigar la DUP en los siguientes casos de
riesgo: padres portadores de translocaciones Robertsonianas 15/15, deteccién de trisomia 15 o
mosaicismo de trisomia 15 en vellosidades coriales, deteccion de translocaciones Robertsonianas
15 de novo o presencia de un cromosoma marcador extra (Ledbetter et al., 1995). Se realizara
el andlisis de microsatélites con marcadores polimérficos en los padres. De este modo se
investiga el origen de los cromosomas 15 del feto y se establece o descarta la DUP. También se
puede realizar el analisis de metilacién que excluye ademas la posibilidad de una delecién o un
DI.

Defecto de impronta

Si en la familia hay un individuo con DI por delecién del CI el riesgo de recurrencia es del
50% si uno de los progenitores es portador de la delecién. Este riesgo puede variar en caso de
mosaicismo (<50%), y dependerd de la relacion entre células mutadas y células normales. Si la
mutacion es de novo, no incrementa el riesgo de recurrencia (Saitoh et al., 1996; Burguer et al.,

1997). En familias SPW la transmision materna de la delecién del CI no tiene riesgo en su
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descendencia, seran portadores silenciosos de la mutacion, pero los hijos de estas madres
tendran un riesgo del 50% en su descendencia. En las familias SA sucede lo mismo pero para la
transmision paterna (Fig. 1.7.1). En estas situaciones se ofrecera un diagndstico prenatal en
liguido amniotico basado en la deteccion directa de la microdelecion de CI (Saitoh et al., 1996) o
bien un analisis de metilacién del exdén 1 del gen SNRPN con la sonda KB17. No se recomienda el
test con la sonda PW71 (locus D15563) porque este locus estd hipometilado en tejidos
extraembrionarios (Dittrich et al., 1993; Kubota et al., 1996).

[e O

Riesgo 0%
% ==

S
Riesgo 50 % 0% 0 % ‘ 0%
me o O L D om®

——

SA Normales Portadores

Figura 1.7.1. Riego de recurrencia del SA en familias con DI. La mutacién ocurre en la linea
germinal de la primera generacion. El 50% de su descendencia sera portadora de la mutacion.
Las hijas portadoras en la segunda generacion tienen un riesgo del 50% de que su descendencia
manifieste el SA

En familias sin delecion en el CI se espera que tengan un bajo riesgo de recurrencia, pero
como se desconoce la causa, estas familias tienen un riesgo dentro del rango de 0%-50%. Se ha
observado en familias SA, que la herencia de un cromosoma con impronta incorrecta desde la
abuela materna representa un indicador de bajo riesgo de recurrencia, ya que en todos los casos
de hermanos afectos estudiados fue el cromosoma del abuelo materno el que tenia la impronta
incorrecta. Sin embargo, no puede excluirse completamente un riesgo de recurrencia al no
conocerse la causa de la impronta incorrecta en estos pacientes SPW y SA. Un diagndstico
prenatal seguro en estas familias puede basarse solo en el analisis de metilacion porque

hermanos afectos y no afectos tendran el mismo haplotipo (Buiting et al., 1998).

Mutacion intragénica

Las mutaciones en el gen UBE3A responsables del SA pueden ser de novo (14-23%) o
heredadas de la madre (75-83%) (Malzac et al., 1998; Fang et al., 1999). Se considera una
mutacion autosémica dominante con expresion fenotipica dependiente de la impronta. Este
modo de herencia conduce a un alto riesgo de recurrencia (50%) para madres portadoras.

En los casos esporadicos el riesgo de recurrencia, estimado empiricamente, es alto tanto
para las madres con un hijo afecto como para otras mujeres de la familia con el mismo haplotipo
en el cromosoma 15. Son casos de novo en los que no se puede excluir mosaicismo germinal.
Establecer un riesgo de recurrencia adecuado en caso de mosaicismo resulta dificil, pero este se

puede considerar alto (Moncla et al., 1999).
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Anomalias cromosdmicas

La incidencia de anomalias cromosdmicas en el SPW es menor del 4% (Butler, 1990). En
un estudio de 19 pacientes SPW con anomalias cromosdmicas solamente uno fue heredado,
sugiriendo que la mayoria son de novo durante la gametogénesis, por lo que el riesgo de
recurrencia esperado es bajo (Rivera et al., 1990).

En el SA la incidencia de anomalias cromosdmicas estructurales es menor de 1-2% (Chan
et al., 1993). Sin embargo, la frecuencia de heredar una anomalia es mayor que la observada en
el SPW (Stalker and Williams, 1998).

La alteracion mas frecuente es la translocacién de 15q13-qter con el telémero de otros
cromosomas autosomicos. Estas reorganizaciones pueden causar el SPW/SA por delecién o DUP,
resultado de una segregacién meidtica anormal. En los casos donde se haya observado
translocacion de novo o heredada que afecte al cromosoma 15 o bien un cromosoma 15
marcador puede ser aconsejable realizar estudio de FISH y/o microsatélites por si estuviera
asociado a delecién o DUP. El riesgo estimado dependera de la naturaleza de la translocacién. El
estudio de los padres es conveniente para asegurar que la alteracién es de novo. No obstante
siempre hay la posibilidad tedérica de mosaicismo gonadal, siendo el riesgo de recurrencia para

mosaicismo criptico en caso de delecién menor del 0,5% (Gardner, 1996).

Resultado genético normal

Un 10-12 % de los pacientes SA presenta un estudio molecular normal. En estos casos el
diagndstico es esencialmente clinico por lo que el riesgo de recurrencia presenta un amplio
rango. Analizando el haplotipo de la region 15q11-q13 se puede establecer una forma familiar
de SA si la madre presenta el mismo haplotipo que el hijo afecto y diferente de otros hijos. En
esta situacion no se puede excluir un riesgo del 50%. En las familias donde solo hay un hijo, no

se puede analizar el haplotipo y se considera un riesgo teorico del 50%.
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1.8. Objetivos
Objetivo principal

Establecer un protocolo de diagndstico citogenético y molecular en los pacientes con
sospecha clinica de los sindromes de Prader-Willi y Angelman para confirmar la clinica del

paciente y determinar la etiologia.

Objetivos concretos

O Puesta a punto de las técnica de FISH para valorar la presencia de microdeleciones en

15q11-gq13 mediante sondas especificas de secuencia Unica.

O Puesta a punto del analisis de microsatélites para determinar el origen parental de los
alelos y confirmar el tipo de herencia mono o bialélica con marcadores polimérficos
incluidos en la regién 15q11-q13, desde D15511 hasta GABRB3.

O Puesta a punto del andlisis de metilacién con deteccién quimioluminiscente mediante las
sondas PW71B (locus D15S63) y KB17 (exén 1 del gen SNRPN) para determinar si el

patrén de metilacion es compatible con el sindrome de Prader-Willi o de Angelman.
O Proponer un algoritmo de diagndstico de laboratorio.
O Establecer una correlacidon genotipo fenotipo.
O Ofrecer un consejo genético adecuado a los familiares.

0 Desarrollar una base de datos clinicos y genéticos de los pacientes.
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Material y métodos

2.1 Sujetos de estudio

En el periodo comprendido entre 1992-2000 se han estudiado un total de 298 pacientes,
151 con sospecha de SPW y 147 con sospecha de SA, de edades comprendidas entre 2 meses y
33 afios. Se han realizado ocho diagndsticos prenatales, seis para descrtar el SPW y dos el SA.
Los pacientes proceden de diferentes hospitales del territorio espafiol: Hospital Sant Joan de
Deu, Hospital Clinic, Hospital Vall D'Hebron, Hospital Germans Trias de Badalona, Hospital de
Granollers, Hospital de Terrassa, Hospital de Figueras, Corporaciéon Parc Tauli de Sabadell,
Complejo Hospitalario Infanta Cristina de Badajoz, Hospital de Mendaro de Bilbao, Hospital Xeral
de Vigo, Hospital Materno Infantil de Malaga, Hospital Virgen de las Nieves de Granada y
Hospital Son Dureta de Mallorca.

Los médicos pediatras especialistas en neurologia, neonatologia y endocrinologia, de cada
uno de estos centros registraron las caracteristicas clinicas en un protocolo que recoge los
criterios de clasificacion. Se enviaron 3-5 ml de sangre con heparina para el establecimiento de
un cultivo celular y 10-15 ml de sangre con EDTA-K; de los pacientes y de los padres para la
extraccién de ADN. Algunos de estos pacientes han sido visitados posteriormente por la Unidad

de Trastornos Cognitivos de Base Genética (CONGE) de la Corporacién Sanitaria Parc Tauli.

2.1.1 Criterios de diagndstico de los sindromes de Prader-Willi y Angelman

Para la valoracién y diagnédstico del SPW se han empleado los criterios descritos por Holm
et al, (1993) que proporcionan una medida cuantitativa de los sintomas. De los rasgos
recogidos, ocho son considerados como criterios mayores y se puntlan con un punto, y once
como criterios menores y se puntdan con medio punto. Debido a las diferencias existentes con la
edad se han utilizado dos protocolos (0-36 meses y 3 afios-adulto). Para menores de tres afios,
solo seis puntos son requeridos para el diagndstico, de los cuales cuatro deben pertenecer a los
criterios mayores. Para pacientes mayores de tres afios, la puntuacién debe de ser de ocho, de
los cuales cinco o mas deben pertenecer a los criterios mayores.

Para la valoracion y diagndstico del SA se han empleado los criterios descritos por
Williams et al, (1995). Se han utilizado dos protocolos, uno corto en el que se recogen 14
criterios y uno ampliado con 27 criterios agrupados en funcién de su frecuencia relativa:
consistentes, cuando estan presentes en el 100% de los pacientes, frecuentes en mas del 80% y
asociados entre el 20-80%. A diferencia del SPW, no hay una puntuacién para el diagndstico,
siendo la presencia de todos los criterios consistentes y frecuentes el requerido para el
diagndstico. En nuestra serie se asignara un punto a cada criterio y se considerara como valor
de diagndstico la presencia de la mitad mas dos de los criterios.

Las caracteristicas clinicas de cada paciente han sido recogidas en los protocolos clinicos

siguientes:
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CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA EL SINDROME DE PRADER-WILLI

Nombre:
Fecha de nacimiento:
Edad:
Fecha de exploracion:
Direccion: Teléfono:
Procedencia:
Dr.:
Hospital:
Teléfono:

Fax:

Impresion:

Sindrome de Prader-Willi ()
Sindrome de Prader-Willi atipico ( )
Inseguro ()
Puntuacién:
0—-36meses () Puntuacion total:

Criterios mayores:

3 afios —adulto ( ) Puntuacion total:

Criterios mayores:
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Edad de 0 a 36 meses

CRITERIOS MAYORES:
1. Hipotonia central neonatal e infantil, succion pobre, ‘

mejoria gradual con la edad............ocooveveveeeeeveeeeereeeeenn Si  No Moderado
2. Problemas de alimentacion que necesita técnicas _

alimentarias esSpeciales.........coovevverierierieniereeieseee e Si  No Moderado
3. Poco aumento ponderal..........ccceeeiiiiniieeniieeieeeeeeeen Si  No Moderado
4. Facies CaracteriStiCa........coovuereeeireeeeeeireeeeeeiteeeeeeeireeeeeeerreeeeenns Si  No Moderado

- dolicocefalia

- ojos almendrados

- cara estrecha

- boca pequena

- comisuras bucales hacia abajo

5. Hipoplasia genital:
Mujer: hipoplasia labios menores y/o clitoris ............cccceeneene Si No Moderado

Hombre: criptorquidismo, hipoplasia del escroto,

pene y testes pequenios (KP5)......covvrrrrrririeieieeeeieeieieees St No  Moderado

6. Retraso global del desarrollo...........cccceevuieniiiiiiniiieieieeee Si  No Moderado
7. Excesivo o rapido aumento de peso en relacion ‘

peso / talla después de 108 12 MESES.........covvverevereverereeeeenne. Si  No Moderado
8. Alteracion en 15q11-q13: delecidn, disomia materna, '

u otra anomalia de la region Prader-Willi ..........ccccooevveniennnen. Si  No
CRITERIOS MENORES:
1. Llanto débil < 6 meSes........covieriieniieriiieniieiieenieeieeeeeee Si No Moderado
2. Movimientos fetales disminuidos.........c.cccecveevierienieeniennieen. Si No Moderado

3. Hipopigmentacion piel y cabello rubio comparado

con la familia........cccoeeviiiiiiienie e Si No Moderado
4. Manos pequenas (<25%) y/o pies pequeios (<10%)

JoT0) gl E: ] 72 0 | SRR Si No Moderado
5. Manos estrechas y lado ulnar estrecho...........ccccceeveeenieennnnnne. Si  No Moderado
6. Anomalias oculares (esotropia, miopia)........c.ccceeveeueereeennen. Si  No Moderado
7. Estudio neuromuscular normal.............ccccceevviieniieiniiennnenns Si No Moderado
PUNTUACION:

Los criterios mayores del uno al ocho se puntian con un punto cada uno. Anomalias
en la region SPW/SA con dos puntos. Los criterios menores con '2 punto cada uno. Seis
puntos son necesarios para el diagndstico.
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3 anos - adulto

CRITERIOS MAYORES:

1.

Hipotonia central neonatal e infantil, succion pobre,
mejoria gradual con la edad...........cccoeviieiiiniiniii Si No

Historia de problemas de alimentacion y poca

ganancia de peso en la infancia...........ceccveeveieeenciieenieeeeiens Si  No
Obesidad de comienzo entre 1-6 afos ....coovveeeeeeeeeeeeeenneeeennnn. Si  No
. Facies CaraCterIStICa. . .ceeeeeeeneeeeeee ettt e e e e eeeeeeens Si  No

- didmetro bifrontal estrecho

- labio superior delgado

- comisuras bucales hacia abajo
- ojos almendrados

. HipogonadiSmo:.........ccoouieiiiiiiiniiiiieiceeee e Si  No

a) Hipoplasia genital:

Mujer: hipoplasia labios menores y/o clitoris.
Hombre: criptorquidismo, hipoplasia del escroto,

pene y testes pequeios (<P5).

b) Desarrollo puberal incompleto sin intervencion después
de los 16 afios:
Mujer: amenorrea/ oligomenorrea después de los 16 afios.
Hombre: pelo corporal y facial disminuido, falta de
cambio de voz.

Retraso mental de medio a moderado o problemas de
aprendizaje, o retraso en el desarrollo global en edades _
IMENOTES @ SCIS ATIOS....veuveerierienieiesiertesteeteeteereeneeeeeeneesae e eeees Si  No

Hiperfagia/ obsesion por la comida............coceeveriericniencnnene. Si  No

Alteracion en 15q11-q13: delecion, disomia materna, '
u otra anomalia en la region Prader-Willi ..........ccccooeevieiennnee. Si  No
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CRITERIOS MENORES:

1. Movimientos fetales disminuidoS..........cccvvvviviiiiiinieenenananannn. Si  No Moderado
2. L1anto débil < 6 MESES..cuunnieeieeieeeeeeee e Si  No Moderado
3. Alteraciones del suefio o apnea durante el suefio................... Si No Moderado

4. Problemas de comportamiento caracteristicos: trastornos de
comportamiento, explosiones de violencia, comportamiento
0bSESIVO COMPUISIVO ..vvvieiiceiieiceciceeeeeee e Si No Moderado

5. Estatura baja alos 15 a00S ....c.oecveeviieiiieniieiiecieceeeeee Si  No Moderado

6. Hipopigmentacion piel y cabello rubio

comparado con 1a familia ...........cccoeveveveeeeeeeeeeeeeeeeee, Si  No Moderado
7. Manos pequeias (<25%) y/o pies (<10%) para la altura........ Si No Moderado
8. Manos estrechas y lado ulnar estrecho...........ccceeveevrvieennnennn. Si No Moderado
9. Anomalias oculares (esotropia, miopia)........ccccceeeruvveerreeennne. Si No Moderado
10. SalIVA VISCOSA...ccuviiiiiiiieiieeieeite ettt Si No Moderado
11. Defectos de articulacion...........ccceeveerniieniceneenienieenieeeee Si No Moderado
12. Rascarse 1a piel.......ccceeeviiieniiieriieeeiee et Si No Moderado
PUNTUACION:

Los ocho criterios mayores se puntuan con un punto cada uno. Los doce criterios
menores con %2 punto cada uno. Un total de ocho puntos son necesarios para el diagnostico,
siendo cinco o0 mas criterios mayores.
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Protocolo corto

CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA EL SINDROME DE ANGELMAN

Nombre:
Fecha de nacimiento: Sexo:
Peso al nacimiento (g): Longitud al nacimiento (cm): Perimetro craneal (cm):

Termino del embarazo (37-42 semanas) (SI) o (NO) si es no, semanas del embarazo

Edad de aparicion de los primeros sintomas (meses)

Primeros sintomas

Edad del diagnoéstico (meses)

SI  NO

Retraso del lenguaje (Cuantas palabras usa?

Risa paroxismal

Ataxia

Movimiento con sacudidas

Hiperreflexia

Puede caminar

Microcefalia (<3 centiles)

Braquicefalia

Protusion de la lengua

Macrostomia

Pronagtismo

Convulsiones ,a qué edad comienzan?

EEG anormal

Hiperactividad

Comentarios:

62



Protocolo ampliado

Material y métodos

CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA EL SINDROME DE ANGELMAN

A. Datos presentes en el 100%
Retraso mental, severo
Afectacion del habla, ninguna palabra
Capacidad receptiva y comunicacion no verbal superior a la verbal

Fenotipo conductual
Risa
Apariencia feliz
Personalidad facilmente excitable
Movimiento de manos en aleteo
Conducta hipermotorica
Déficit de atencion

B. Datos en mas del 80%
Microcefalia (a los 2 afios) PC:
Absoluta
Relativa
Convulsiones
Edad de inicio
EEG caracteristico

C. Datos asociados (20-80%)
Occipital plano
Surco occipital
Protusion de la lengua
Problemas de alimentacion
Prognatia
Boca amplia
Babeo
Excesiva masticacion
Estrabismo
Hipopigementacion
Hiperactividad de los reflejos tendinosos extremidades inferiores
Brazos levantados y flexionados especialmente durante la ambulacion
Aumento de la sensibilidad al calor
Transtornos del suefio
Atraccion / fascinacion por el agua
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2.2. Material de laboratorio

2.2.1. Material fungible

Material de plastico

Material de vidrio

Analisis citogenético

Tubos conicos de 10 mL
Falcon 25 cm?
Jeringasde 1y 10 mL

Botellas de 100 mL
Cubetas Coplin de 50 mL
Pipetas Pasteur
Portaobjetos

Hibridacion in situ fluorescente

Puntas de pipeta
Tubos eppendorf 1 mL

Cubetas de hibridacion de 50 mL

Cubreobjetos 15x15
Portaobjetos
Probetas de 50 mL

Extraccion de ADN

Pipetas desechables de 3 mL
Puntas de pipeta

Tubos cénicos de 50 mL
Tubos de 1,5y 0.2 mL

Analisis de microsatélites

Puntas de pipeta
Tubos de 1,5y 0.2 mL

Erlenmeyer 500 mL
Probetas de 100, 500 y 1000 mL
Vasos precipitados de 100 y 500 mL

Analisis de metilacion

Bolsas de hibridacién
Puntas de pipeta
Tubos eppendorf 1 mL

Erlenmeyer de 500 mL

Vaso precipitado de 100 mL
Probetas de 100, 500 y 1000 mL
Cristal de 20x20 cm
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2.2.2. Material inventariable

Material y métodos

Agitador magnético

Selecta Agimatic-E

Agitador orbital

Selecta Rotabit

Balanza de precision

Cobos A-150-SX

Bafo agitador

Selecta Unitronic 320 OR

Bafio 0°-100°C

Precisterm

Bomba de vacio

Heto SUE 300E

Cabina de flujo laminar Telstar
Centrifuga Eppendorf
Centrifuga refrigerada Jouan MR 22i
Congelador -200°C Liebher
Cubeta electroforesis horizontal Ecogen

Cubeta electroforesis vertical Appligene
Equipo fotografico Polaroid MP-4
Espectrofotometro Hitachi U-3000
Estufa CO, Forma

Estufa 37°C Selecta

Fuente de alimentacion

Genenco EPG Pegaso 100

Fuente de alimentacion

Pharmacia EPS 3500

Microscopio 6ptico Olympus
Microscopio de fluorescencia Olympus BX-50
pHmetro Crison 2000
Pipetas automaticas 10, 40, 100yl Labsystem

Secador geles

SCIE-PLAS GD4534

Termociclador

Perkin Elmer 9600

Termociclador

MJR PTC-100

Transiluminador UV

Ecogen TFX-20

Vortex

Heidolph reax 2000
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2.2.3. Productos

Analisis citogenético

Acido acético Merck Heparina sédica Rovi

Citrato trisédico Merck Metanol Merck

Colcemid Gibco L-glutamina Gibco

Colorante Wright Sigma Penicilina / . Gibco
estreptomicina

CIK Merck Medio RPMI 1640 Gibco

Fitohemaglutinina Gibco Suero fetal de ternera Gibco

Hibridacion in situ fluorescente

20x SSC Oncor Rubber cement Unién Rubber
DAPI Vysis Sonda D15S510 Vysis

Etanol Merck Sonda D15511 Oncor
Formamida Boehringer Mannheim Sonda GABRB3 Oncor

HCI Merck Sonda SNRPN Vysis

10x PBD Oncor Kit deteccion indirecta Oncor

Extraccion de ADN

Cloroformo Merck NacCl Merck
EDTA-Na, Fluka Proteinasa K Boehringer Mannheim
Etanol Merck SDS Fluka

MgCl, Merck Tris-base Boehringer Mannheim

Analisis de microsatélites

Acido acético Merck HNO; Fluka
Acrilamida Eurobio Marcador 100pb Gibco
Agarosa Genaxis ;4§|;C3a2d20/z-|ae111 Sigma
AgNOs; Fluka Metanol Merck
Persulfato de amonio Eurobio MgCl, Merck
Bromuro de etidio Merck NacCl Merck
Cloroformo Merck Na,COs Fluka
Primers: Nucleotidos (dNTP) Bioline
D15S11 Research Genetics PDA Biorad
D15S113 Research Genetics Pelicula Polaroid Polaroid 667
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D15S123 Research Genetics Proteinasa K Roche
D155125 Research Genetics Repel-Silene ES Pharmacia Biotech
D15S128 Research Genetics SDS Fluka
D15S210 Research Genetics Sol. transportadora Sigma
D15597 Research Genetics Taq polimerasa Ecogen
GABRB3 Research Genetics 10x TBE Applichem
EDTA-Na, Fluka TEMED Serva
Etanol Merck Tris-base Boehringer Mannheim
Formaldehido Panreac
Analisis de metilacion
20x SSC Oncor Fijador B/W AGFA
Acido bérico Boehringer Mannheim HCI Merck

A/EcoRI+HindIII

Acetato sodico Merck DIG DNA labeling Kit  Boehringer Mannheim
f . DIG Nucleic Acid . .
Acido maleico Fluka Detection Kit Boehringer Mannheim
Agarosa Ecogen Marcador Promega

Anti-Digoxigenin-AP

Boehringer Mannheim

Membrana Nylon +

Boehringer Mannheim

Blocking reagent Boehringer Mannheim MgCl, Ecogen

Bromuro de etidio Merck Na,HPO4 Merck

CDP-Star Boehringer Mannheim NBT Boehringer Mannheim
CSPD Boehringer Mannheim NaCl Merck

CeHsNasz0; -2H,0 Merck NaOH Panreac

Minipreps kit Qiagen Papel 3MM Whatman

Bglll Promega Pelicula Hiperfilm-MP  Amersham

Cfol Promega Revelador B/W AGFA

HindIII Promega SDS Fluka

Hpall Promega 10x TBE Applichem

Xbal Promega Tris-HCI Boehringer Mannheim
NotI Promega Tris-base Boehringer Mannheim
Etanol Merck TURBO BLOTTER™ Scheicher&Schuell
EDTA-Na, Fluka Tween 20 Fluka




Material y métodos

2.2.4. Soluciones

Analisis citogenético

2x SSC
CINa 17
C6H5Na307-2H20 8,
H,O estéril 1 L

Colorante Wright
Colorante en polvo 1,3g
Metanol 500 mL

Disolver en agitador magnético durante 60-120 minutos. Filtrar en un filtro 0.25
H. Dejar en estufa a 37°C una semana.

Hipoténico (CIK 0,75 M)

CIK 5,59

H,O estéril 1 L
Fijador Carnoy

Metanol 300 mL

Acido acético 100 mL

Medio de cultivo

Suero fetal de ternera 2 mL
Fitohemaglutinina 0.5 mL
L-Glutamina 0.1 mL
Penicilina / estreptomicina 0.1 mL
RPMI 1640 8 mL

Tampon Sorensen
KH,PO, 4,53 g
Na,PHO4-2H,0 5,93 g
H,O estéril 1 L

Hibridacion in situ fluorescente

Solucion desnaturalizante (pH 7):
Formamida 28 mL
20x SSC 4 mL
H,O-tridestilada 8 mL

Solucidén post-hibridacién (0.4x SSC):

20x SSC 800 pL

H,O-tridestilada 40 mL
Solucion 1x PBD:

10x PBD 50 mL

H,O-tridestilada 450 mL
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Extraccion de ADN

Tris 2M:
Tris 24.2 g
H,O hasta 100 mL
MgCl, 1M:
MgCl, 9.5¢
H,O hasta 100 mL
Solucion lisis eritrocitos:
Tris 2M 5 mL
MgCl, 1M 2.5mL
H,O hasta 500 mL

Preparar en el momento de utilizarse.

Tampon lisis leucocitos (pH= 8.2):

CINa 5M 40 mL
EDTA-Na, 0.25M, pH= 8.0 4 mL
Tris 2M, pH= 7.5 2.5 mL
H,O hasta 500 mL
Solucidén de proteinasa K (1.8 mg/mL):
Proteinasa K 100 mg
SDS 10% 5 mL
EDTA-Na, 0.25M 400 ML
H,O hasta 50 mL

Alicuotar y guardar a -20°C

Solucion de lisis de leucocitos:

Tampon de lisis de leucocitos 3 mL
SDS 10% 0.2 mL
Solucidén de proteinasa K 0.5 mL

Tampon TBE (Tris-EDTA-borato):
Soluciéon Stock 10x:

Tris base 108 g
Acido boérico 55 g
EDTA 0.5M, pH=8 40 mL
H,O hasta 1000 mL

Solucién de trabajo 1x:
Diluir 10 veces la solucidn stock con H,0

| Analisis de microsatélites

Tampon TBE (Tris-EDTA-borato):
Solucién Stock 10x:

Tris base 108 g
Acido bérico 55 g
EDTA 0.5M, pH=8 40 mL
H,O hasta 1000 mL

Solucién de trabajo 1x:
Diluir 10 veces la solucién stock con H-O.

69



Material y métodos

Solucidén transportadora para geles de Agarosa al 10x:

Azul de bromofenol 0.25% 0.0625 g
Ficoll 400 25% 6.25 g
EDTA-Na, 0.1M 25 mL

Conservar en nevera a 4°C.

Bromuro de Etidio (BrEt 10 mg/mL):

BrEt 250 mg

H,O hasta 25 mL
Mezclar con agitador magnético varias horas hasta que el colorante se haya disuelto.
Guardar en botella oscura o con papel de aluminio para protegerlo de la luz.
Conservar a 4°C. El BrEt es un agente mutagénico y moderadamente todxico.
Emplear guantes y mascarilla para prepararlo y utilizarlo.

0.28M Na,CO; + 0.5 mL Formaldehido 37% /1L

Na,CO5 0.28M 17,8 g
Formaldehido 37% 300 ML
H,O hasta 600 mL

Persulfato de amoénico (APS) al 10%:

APS 0.1 g
H,O 1 mL
Conservar en nevera a 4°C, maximo una semana.

Solucion de acrilamida al 8%

Acrilamida 12 mL
TBE 10x 6 mL
H,O 42 mL
APS 10% 450 pL

TEMED 45 ML

Analisis de metilacion

Kit de Qiagen (minipreps)
Solucién 1
Solucidén de lisis
Solucion de neutralizacion
Solucion QTB
Solucién de lavado
Solucion de elucidn

Solucion desnaturalizante Southern:

NaCl 1M 585 g
NaOH 0.1M 39 g
H,O hasta 1000 mL
Solucién neutralizaciéon Southern (pH= 8):
Tris-HCI 1M 121.14 g
NaCl 1.5M 87.75 g
H,O hasta 1000 mL
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20x SSC:
NaCl 3M 175 g
CgHsNas0,-2 H,0 0.3M 88 g
H,O hasta 1000 mL
NaCl 5M:
NaCl 29.25 g
H,O hasta 100 mL
Na,HPO, 2M:
Na,HPO,4 21.29 g
H,O hasta 75 mL

Cristaliza y cuesta disolver. Calentar.

EDTA-Na, 0.5M:

EDTA 18.6 g

H,O hasta 100 mL
Tampon lavado hibridacion:

EDTA-Na, 0.5M 2 mL

SDS 1% 10 g

H,O hasta 1000 mL
Tampoén 1 deteccion CDP-Star pH= 8:

Acido maleico 0.1M 11.6 g

NaCl 3M 175 g

Tween 20, 0.3% 3 mL

H,O hasta 10000 mL

Solucién turbia al principio, se aclara a pH>5.6. Poner el Tween 20 a pH>7, bajara
el pH. Una vez alcanzado el pH de 6.5, este sube rapidamente al afiadir NaOH.

Tampon 2 deteccion CDP-Star:
Tampon 1 deteccion CDP-Star 15 mL
Blocking reagent 0.5 g

Tampon 3 deteccion CDP-Star pH= 9.5:
Tris 0.1M
NaCl 0.1M
MgC|2'6H20 50mM
H,O hasta 5

Sunvao
3a g0

Tampoén 1 deteccion NBT pH= 7.5:
Acido maleico 0.1M 1
NaCl 0.15M 8.

[ary
go

[(apla]

Tampon 2 deteccion NBT:
Tampon 1 deteccion NBT 100 mL
Blocking reagent 1 g

Solucién conjugada NBT
Tampon 2 deteccion NBT 20 mL

Anti-DIG-AP 4 ML
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Tampoén 3 deteccion NBT pH= 9.5:
Tris 0.1M 6 g
NaCl 0.1M 29 g
MgCl,-6H,0 50mM 5 g
H,O hasta 500 mL
Solucion colorante NBT:
Tampon 3 10 mL
NBT 200 L
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2.3. Metodologia

Material y métodos

A los pacientes se les extrajo 3-5 mL de sangre periférica con heparina sddica para el

analisis citogenético y 10-15 mL de sangre periférica con EDTA-K; para el estudio molecular

(Fig. 2.3.1).
3-5 mL sangre

periférica
con heparina sddica

.

l Cultivo celular

-
VAN

Analisis Hibridacion in situ
citogenético fluorescente

Moo

U1 X

0y e

Figura 2.3.1. Técnicas utilizadas

2.3.1. Analisis citogenético

10-15 mL sangre
periférica
con EDTA-K3

l Extraccion de ADN

Andlisis de Andlisis de
microsatélites metilacion
. -
o D=

Realizamos el estudio de cromosomas metafasicos con bandas G para detectar posibles

alteraciones cromosdémicas (Fig. 2.3.1).

Cultivo celular

1. Afadir 1 mL de sangre con heparina en 11 mL de medio de cultivo. Incubar 72 horas en una

estufa a 379C. Agitar diariamente el cultivo.
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Extraccion del cultivo

1.
2.

Afadir 0.1 mL del antimitotico colcemid (10 uL/mg) dos horas antes de extraer el cultivo.
Pasar el cultivo a un tubo cénico y centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm. Eliminar el
sobrenadante.

Resuspender el botén celular en 10 mL de solucién hipoténica (KClI 0.075 M). Afadir los
primeros 2-3 mL gota a gota y en agitacion, el resto hasta 10 mL afiadirlo mas rapidamente
y en agitacion.

Poner el tubo en bafio maria a 37°C durante 30 minutos.

Centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm. Eliminar sobrenadante.

Fijacion

1.

4.

Resuspender el botdn celular con el fijador Carnoy (3 metanol:1 acido acético) recién
preparado afiadiendo los primeros 2 mL gota a gota por las paredes del tubo y en agitacion.
Luego afiadir 6 mL mas.

Centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm. Eliminar el sobrenadante.

Repetir los pasos 1 y 2 dos veces mas para eliminar restos citoplasmaticos.

Resuspender el botdn celular en 0.5-2 mL de fijador para hacer las extensiones.

Extensiones metafasicas

1. Sobre portaobjetos desengrasados en metanol dejar caer 1-2 gotas de la suspensién celular
desde una altura de 20 centimetros. Dejar secar al aire.

2. Observar al microscopio de contraste de fases el aspecto de las extensiones. Los
cromosomas deberdn presentar un aspecto oscuro, si es brillante quiere decir que se han
secado demasiado lento. Usar una placa caliente a 50°C para acelerar el paso de secado.
Lavar la preparacion durante 2 minutos en fijador y dejar secar al aire.

4. Proceder con la tinciéon de bandas G o guardar la preparacion a -20°C.

Bandas G

1. Incubar las preparaciones en 2x SSC a 65°C durante 3-5 minutos.

2. Lavar con agua corriente y secar.

3. Teiiir con colorante Wright en tampdn Sorensen a una proporcién 3:1 durante 2-4 minutos.

4. Lavar bien en agua corriente y dejar secar.

Para obtener una buena calidad de bandas es muy importante el tiempo de tincidén. Si los

cromosomas aparecen demasiado teflidos se pueden destefiir en metanol. Analizar al

microscopio 6ptico unas 20 metafases.
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2.3.2. Hibridacion in situ fluorescente

Para valorar la presencia o ausencia de delecion en 15q11-q13 se han utilizado sondas
comercializadas D15S11 y SNRPN dentro de la regién critica del SPW y las sondas D15510 y
GABRB3 dentro la region critica del SA.

Las sondas D15S11 y GABRB3 de Oncor®, son de marcaje
indirecto con digoxigenina y presentan una sonda control en la region
distal 15922 (PML) (Fig. 2.3.2).

D15S11 Las sondas D15510 y SNRPN de Vysis, son de marcaje directo.
SNRPN
D15510 Incluyen dos sondas control, una centromérica para 15p11.2 (D15Z1) y

GABRB3

otra distal para 15922 (PML), que permite observar si ha habido alguna

PMI reorganizacién, como una translocacion, que afecte a estas regiones.

Figura 2.3.2. Localizacion de las sondas en el cromosoma 15

2.3.2.1. Protocolo de hibridacion para sondas ONCOR

1. Desnaturalizar la preparaciéon con la soluciéon desnaturalizante durante 2 minutos a 70°C.
Mas tiempo puede degradar el ADN.

2. Deshidratar la preparacion en bafios secuenciales de etanol frio al 70%, 80% y 96% durante
1 minuto en cada uno de ellos y secar a temperatura ambiente (TA).

3. Preparar la sonda: descongelar la sonda a 37°C unos 5 minutos, agitar en vortex y
centrifugar.

4. Poner 10 puL de sonda sobre el cubreobjetos de 25x25 mm y colocar el portaobjetos sobre el
cubreobjetos.
Sellar con cola liquida.

6. Incubar en la estufa a 37°C minimo 12 horas en camara himeda.

Lavado post-hibridacién:

7. Retirar la cola y el cubreobjetos con unas pinzas.
8. Lavar 5 minutos con 2x SSC en un bano a 72°C.
9. Lavar 15 minutos con 1x PBD a TA.

Deteccion:

10. Dispensar 8 uL de Rhodamine-labeled anti-digoxigenin sobre un cubreobjetos de plastico y
colocar el portaobjetos.

11. Incubar 15 minutos a 37°C en cdmara himeda.

12. Lavar 2 veces con 1x PBD a TA y en agitacion durante 4 minutos.

75



Material y métodos

Amplificacion:

13. Poner 8 uL de Rabbit Anti-Sheep Antibody I sobre el portaobjetos.

14. Colocar un cubreobjetos de plastico sobre el portaobjetos e incubar 15 minutos a 37°C en
camara humeda.

15. Lavar 2 veces con 1x PBD a TA y en agitacion durante 4 minutos.

16. Poner 8 uL de Rhodamine Anti-Rabbit Antibody II y cubrir con un cubreobjetos.

17. Incubar 15 minutos a 37°C en cdmara humeda.

18. Lavar dos veces con 1x PBD a TA y en agitacion durante 4 minutos.

19. Secar a TA.

20. Poner 5uL de DAPI en un cubreobjetos de vidrio de 15x15 mm.

21. Colocar el portaobjetos sobre el cubreobjetos y sellar con esmalte de ufias. Guardar a -20°C
o bien observar al microscopio de fluorescencia con los objetivos de inmersiéon de 60x y

100x. Emplear filtro para Texas Red o spectrumOrange y DAPI.

2.3.2.2, Protocolo de hibridacion para sondas Vysis

1. Desnaturalizar la preparaciéon con la soluciéon desnaturalizante durante 5 minutos a 73°C.
Mas tiempo puede degradar el ADN.

2. Deshidratar en banos secuenciales de etanol frio al 70%, 80% y 96% durante 1 minuto en
cada uno de ellos.
Secar a TA.

4. Preparar la sonda: descongelar la sonda a 37°C unos 15 minutos, agitar en vortex y

centrifugar. Preparar la solucion de hibridacion poniendo en un eppendorf:

Tampédn de hibridacion 3.5 uL
Sonda 0.5 puL
H,O-tridestilada 1 L

5. Desnaturalizar la solucion de hibridacion durante 5 minutos en un bafio a 73°C.

6. Poner 5 pL de solucién de hibridacidén sobre el cubreobjetos de 15x15mm.

7. Colocar el portaobjetos sobre el cubreobjetos.

8. Sellar con cola.

9. Incubar en estufa a 37°C minimo 12 horas en cdamara humeda.

10. Retirar la cola liquida y el cubreobjetos con unas pinzas.

11. Eliminar el exceso de sonda con la solucién de lavado post-hibridacion durante 2 minutos en
un bafio a 73°C.

12. Lavar con tampén 1x PBD durante 1 minuto a TA.

13. Dejar secar a TA.

14. Afadir 5 uL de DAPI, descongelado previamente a 37°C, sobre un cubreobjetos 15x15mm.

15. Colocar el portaobjetos sobre el cubreobjetos.

16. Sellar con esmalte de ufas.
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17. Guardar a -20°C o bien observar al microscopio de fluorescencia con los objetivos de

inmersion de 60x y 100x. Emplear filtros spectrumOrange, spectrumGreen y DAPI.

2.3.2.3. Interpretacion de los resultados
Tras realizar la hibridacién se observan al microscopio de fluorescencia las preparaciones
y se cuentan unas 50 metafases para determinar si estd o no presente la delecion. La forma de

interpretar las sefiales observadas al microscopio es la siguiente:

Sondas Vysis Sondas ONCOR
Cuatro sefiales rojas y dos verdes Cuatro sefiales rojas
Normal
Faltara una sefal roja Faltara una sefial roja
Delecion —> —>

2.3.3. Extracciéon de ADN
Obtencién de 10-15 mL de sangre periferica con EDTA-Ks.

Lavado de la sangre:

Verter la sangre en un tubo de 50 mL.
Afadir suero fisioldgico hasta 50 mL y agitar.
Centrifugar 10 minutos a 4°C a 2500 rpm (Jouan MR22i).

Aspirar sobrenadante.

Hw N

Lisis de eritrocitos:
Afadir H,O destilada estéril hasta 50 mL.

Incubar 30 minutos en hielo.

Centrifugar 15 minutos a 4°C a 3000 rpm.

Aspirar sobrenadante (podemos congelar y guardar el botén).

© ® N o u

Lavar con H,O destilada estéril.
10. Incubar 30 minutos en hielo.
11. Centrifugar 15 minutos a 4°C a 3000 rpm.

12. Aspirar sobrenadante.

77



Material y métodos

Lisis de leucocitos:

13. Afadir:
Solucién de proteinasa K 1 mL
SDS al 10% 400 pL
Solucidén de lisis de leucocitos 6 mL

14. Incubar a 37°C toda la noche en bafio de agitacién a 64 rpm.
Precipitar proteinas:

15. Afiadir 2 mL de NaCl 5.5 M (mezclar en vortex).

16. Centrifugar 15 minutos a 4°C a 3400 rpm.

17.Recuperar sobrenadante y poner en tubo nuevo.

18. Centrifugar 15 minutos a 4°C a 3400 rpm.
Precipitar ADN:

19. Recuperar sobrenadante y afiadir cloroformo 1:1.

20. Centrifugar 15 minutos a 4°C a 3000 rpm.

21.Recuperar sobrenadante y anadir 2 volimenes de etanol frio, veremos el ADN.
22.Coger ADN con pipeta Pasteur en ganzua y lavarlo con etanol 70%.
23.Resuspender el ADN en 500 ul de TE 6 H,0 destilada.

24.Incubar 2 horas en estufa a 37°C.

25. Agitar toda la noche en agitador orbital a 1300 rpm.

Medir concentracion de ADN en el espectrofotometro:

Emplear programa Photometry. Calibrar el espectrofotémetro con un tubo blanco con 500
uL de H,0. Para medir la concentracion de ADN en la muestra poner 30 L de la solucién de ADN
en 570 pL de H,O (1/20). Leer la D.O a 260 nm para el ADN. Anotar absorvancia y
concentracion (ug/mL). Leer la D.O a 280 nm para las proteinas.

La concentracion de ADN expresada en pg/mL la obtendremos multiplicando la DO a 260
nm por 1000. La pureza corresponde a la relacién entre DO a 260 nm/280 nm. Se aconseja una

pureza superior a 1.6 e inferior a 2.0.

[ADN] = DO 260 x 1000
Pureza = DO 260 / DO 280

2.3.4. Analisis de microsatélites

Se han empleado siete microsatélites de la region 15q11-q13 correspondientes a los loci
D15S11, D15S128, D15S210, D15S122, D15S113, GABRB3 y D15S97, de centromero a
teldmero. Estos marcadores son repeticiones de CA y GT. Han sido escogidos por su
informatividad y posicién dentro de la region critica de SPW/SA. Un parametro util para esta
seleccion es la heterocigosidad, que hace referencia a la proporcion de heterocigotos en la
poblacidn. Las caracteristicas de estos microsatélites, secuencia de los cebadores, tamafio en

pb, nUmero de alelos y heterocigosidad, se recogen en la Tabla 2.3.1.
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Tabla 2.3.1. Caracteristicas de los microsatélites empleados

Secuencia de los cebadores Ta('l‘;;;“ Alelos  Het.
Forward Reverse
D15S11 5'GCTCTCTAAGATCACTGGATAGG3' 5'GACATGAACAGAGGTAAATTGGTGG3’ 243-263 10 74
D15S128 5'GCTGTGTGTAAGTGTGTTTTATATC3 5'GCAAGCCAGTGGAGAG3' 193-209 7 77
D15210  5TGAACTAGGCAGCACACACT3 5’AACCAATGCTTGGACACAG3'’ 124-146 9 68
D15S122 5'GATAATCATGCCCCCCA3' 5'CCCAGTATCTGGCACGTAG3' 143-159 9 77
D15S113 5'CATGACTGTTTTATCCCTGTGGC3' 5'CTGCTGCTTATACTCTTTCTCATTC3' 130-140 6 73
D15S97  5'CTTCTAGCCTCAGGTTCCCC3' 5’ATTCACTTTTCAAACCACCCC3’ 168-186 10 90
GABRB3 5'CTCTTGTTCCTGTTGCTTATA CAC3’ 5'CACTGTGCTAGTAGATTCAGCTC3’ 180-201 11 83

Las condiciones de amplificacién de estos microsatélites se han puesto a punto en

nuestro laboratorio tomando como punto de partida las descritas por los diferentes autores
D15S11, GABRB3, D15S113 y D15597 (Mutirangura et al., 1993b; Beckmann et al., 1993),
D15S128, D155210 y D15S122 (Gyapay et al., 1994) y D15S113 (Trent et al., 1995).

2.3.4.1. Condiciones de amplificacion

1. Preparar una mezcla de reaccion de PCR :
Tampdn 1.5 uL 1x
dNTP 1 uL 2 mM
Mg?* 0.3 L 1.5 mM
Primer F 0.75 pL 0.4 uM
Primer R 0.75 pL 0.4 uM

4.3 ul

wWN

Preparar la solucion de Taq polimerasa: 0.1 pL de Taq polimerasa (0.5u) en 3.6 pL H;0
Poner en cada eppendorf:

Mezcla de reaccion de PCR 4.3 L
ADN 7 W 10 ng/pL
Solucién Taq polimerasa 3.7 L

Iniciar el programa 1 o 2 del termociclador segun las condiciones especificadas en la tabla
2.3.2.

Tabla 2.3.2. Programas de amplificacion

Programa NO de ciclos Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion 940 C 4 min.
Desnaturalizacion 940C 1 min.
1 29 Apareamiento 580C 1 min. 30 segq.
Extension 720C 1 min.
1 Extension final 720C 10 min.
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1 Desnaturalizacion 940 C 4 min.
1 Desnaturalizacion 940C 10 seg.
Apareamiento 610C 30 seq.

2 l Ciclos descendentes en 1 °C hasta 51 °C
20 Desnaturalizacion 940C 10 seq.
Apareamiento 510C 30 seq.
1 Extensién final 72°C 7 min.

5. Comprobacién de la amplificacion en gel de agarosa para evaluar la especificidad de la PCR.

e Preparar un gel al 2% con 0.8 g de agarosa y 40 mL de 1x TBE.

e Calentar la mezcla en el microondas unos 2 minutos hasta que empiece a hervir. La
mezcla debe quedar transparente sin grumos de la agarosa.

« Dejar enfriar unos 10 minutos y anadir el BrEt en una relaciéon de 0.5 uL por cada 10 mL
de TBE.

« Verter la agarosa sobre el molde para el gel, poner el peine y esperar a que solidifique.

e Cargar en los pocillos del gel 5 uL con:

Producto de PCR 3L
Solucion transportadora 10x 1L

« Cargar marcador de peso molecular para determinar el tamafio de los fragmentos.
« Conectar la fuente de alimentacion a 100V durante 1 hora.
« Al finalizar la electroforesis observar los fragmentos amplificados al transiluminador.

+ Fotografiar.

2.3.4.2, Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis vertical en gel de poliacrilamida ofrece una mayor resoluciéon que los
geles de agarosa para secuencias de bajo peso molecular (<500 pb). Dependiendo del tamafio
de poro del gel (3.5% a 20% poliacrilamida) se podran separar fragmentos de 1000 a 10 pb
respectivamente. El tamano del poro estd determinado por el porcentaje total de acrilamida. A
mayor porcentaje de acrilamida poro mas pequefio.

Un gel de poliacrilamida se forma por polimerizacion de mondmeros de acrilamida en
largas cadenas, las cuales son covalentemente unidas por un agente intercalante, Piperazine di-
Acrylamide (PDA). La polimerizacién se inicia por radicales libres aportados por el persulfato de
amonio (APS) y estabilizados por el N,N,N’,N’-Tetramethylenediamine (TEMED). La reaccion de
polimerizacion dura entre 20 minutos y 2 horas.

1. Preparar el molde del gel enfrentando dos cristales 22x22 cm e interponiendo unos
separadores de 0.7 mm en los margenes derecho e izquierdo. Los cristales habran sido
lavados uno con etanol y otro con Repel Silane.

2. Con la ayuda de unas pinzas y cinta aislante se sellan los laterales, excepto la parte

superior, por la que se afiade la solucion de poliacrilamida.
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Preparar solucion de poliacrilamida al 8%.
Afiadir la solucion de poliacrilamida por la parte libre superior con una jeringa. Colocar un
peine que formara los pocillos.

Dejar polimerizar minimo 1 hora.

6. Retirar la cinta aislante y colocar los cristales en la cubeta de electroforesis de modo que los
pozos estén en contacto con el tampdn 1x TBE de la cubeta superior.

7. ARfadir tampon 1x TBE y retirar el peine. Con la ayuda de una jeringa lavar los pocillos para
eliminar los restos de gel sin polimerizar.

8. Cargar los pocillos empleando puntas de pipeta de cabeza plana.

Muestra: 6 pL Producto de PCR
1.5 uL Solucién transportadora 10x
Marcador: 5 uL Marcador pBR322

9. Conectar la fuente de alimentacion a 45W durante 2 horas.

10. Proceder a la tincién con nitrato de plata.

2.3.4.3. Tincion con nitrato de plata

Permite detectar pequefas cantidades de ADN dando una mayor resolucion que la tincién
con BrEt.

1. Retirar los cristales con el gel de la cubeta de electroforesis y separar los cristales entre si
haciendo palanca por los laterales.

Poner papel de filtro sobre el gel de poliacrilamida y trasladarlo a la bandeja de tincion.
Retirar el papel de filtro en una bandeja con una solucién formada por 30 mL metanol + 30
mL acido acético + 240 mL de H,0, recién preparada. Dejar durante 15 minutos.

4. Retirar la solucién previa y fijar con un lavado en 30 mL etanol + 270 mL de H,O recién
preparado durante 10 minutos.

5. Decantar y afadir 5 mL HNOs + 320 mL H,O, durante 10 segundos. Lavar dos veces en H,0.

6. Lavar en agitacion y en oscuridad con 0.808 g AgNOsz + 400 mL H,0, durante 25 minutos.

7. Lavar dos veces en H;0.

8. Revelar con 300 mL de la solucion 0.28 M Na,CO; + 0.5 mL formaldehido 37%/1L hasta
ponerse marréon. Decantar y afiadir 300 mL mas hasta que aparezcan las bandas. Lavar con
H,0.

9. Detener el revelado con 300 mL de acido acético al 10%, minimo 5 minutos.

10. Decantar y coger el gel con papel de filtro para secarlo en una secadora de geles durante

unos 40 minutos.
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2.3.4.4. Interpretacion de los microsatélites

Los resultados que pueden aparecer son los siguientes:

Herencia biparental

P H M
El hijo (H) recibe un alelo (1,2,3 6 4) de cada uno de los padres (P y M). | — —
2 —
3 —
4 LI
13 14 24
Disomia uniparental
. , P H M
El hijo solo recibe alelos de uno de sus | 1- Heterodisomia - 1 e
progenitores. Los dos alelos recibidos son ) —
diferentes. Proceden cada uno de un 3
LI
. . 5 4
. Disomia paterna: los dos alelos | €F0Mosoma homologo. ——
proceden del padre SA 12 34 34
» Disomia materna: los dos alelos
proceden de la madre SPW
Segun si estos alelos sean o no los . , P H M
mismos, se pueden presentar dos |2+ Isodisomia  [—
situaciones: Los dos alelos recibidos son el 2 —
mismo. Proceden de wun U{nico 3 —
cromosoma. 4 f— —
12 44 34
Delecion
El hijo solo recibe un alelo de uno de los padres. P H M
» Delecidén paterna: solo recibe el alelo materno SPW ; :
» Delecién materna: solo recibe el alelo paterno  SA 3 —
4

El patrén de bandas de este resultado es el mismo que el de una isodisomia.
Hace falta confirmarlo por FISH.

12 44 34

No informativo P H
Cuando no se puede saber el origen de los alelos que ha

. . .- . I — —
recibido el hijo. Los padres presentan el mismo patron de 2 e —

bandas. 12 12

P H M

2.3.5. Analisis de metilacion

Permite detectar regiones que estan metiladas dentro del genoma. Para ello se emplean
enzimas de restriccion sensibles a la metilacion. Estas enzimas reconocen una secuencia diana y
cortan el ADN, pero si la diana esta metilada la enzima no podra cortar el ADN. Por tanto, tras la
digestién enzimatica del ADN gendmico se obtendran fragmentos de ADN de distinta longitud en

funcion de si la diana esta o no metilada. De este modo se puede detectar si hay un patréon de

metilacion diferencial en los cromosomas homaélogos.
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La region 15q11-q13 esta regulada por la impronta, es decir, hay genes activos en el
cromosoma paterno que no se expresan en el cromosoma materno porque estan metilados.
Basandose en estas observaciones se desarrollé un test diagnoéstico para SPW/SA que analiza
diferencias de metilacién entre el alelo paterno y el alelo materno. Dos secuencias que cumplen
estas caracteristicas son el locus D155S63 (PW71) y el exén 1 del gen SNRPN.

El estado de metilacién del locus D155S63 puede ser valorado con dos combinaciones de
enzimas: HindIII + Hpall y BglIl + Cfol, y su posterior hibridacion con la sonda PW71B. Este
locus contiene como minimo un sitio de restriccion para las enzimas de restriccién sensibles a
metilacion Hpall (CCGG) y Cfol (GCGC) que estan metiladas en el cromosoma de origen
materno pero no metiladas en el cromosoma de origen paterno (Fig. 2.3.2) (Dittrich et al.,
1992; Dittrich et al., 1993).

El extremo 5’ del gen SNRPN, exén 1, incluye una isla CpG y presenta un patron de
metilacion diferencial. Este sitio presenta tres dianas para la enzima restriccion sensible a
metilacion NotIl (GCGGCCGC) que estan metiladas en el cromosoma de origen materno pero no
en el cromosoma de origen paterno. Cuando se digiere el ADN gendmico con las enzimas Xbal y
NotI y tras su hibridaciéon con la sonda KB17 se obtienen dos fragmentos, uno de 4.3 Kb de
origen materno donde la diana NotI estd metilada y otro de 0.9 Kb de origen paterno donde la
diana NotI no estd metilada (Fig. 2.3.2). En un paciente con SPW solo se obtiene la banda de
4.3 Kb de origen materno, en el caso de un paciente con SA solo se obtiene la banda de 0.9 Kb

de origen paterno.

PW71 E1 E2 E3 E4

e R

Cromosoma paterno | | I

Cromosoma materno

BH Cfol Hpall Xbal Notl Notl Notl  Xbal
vl PwT1B KB17
Hindlll+Hpall « 5 ¢k 43Kb Xbal+Notl
Bglll+Cfol <—> 44 Ksl.)o Kb <> 0.9 Kb

<——> 64Kb

Figura 2.3.2. Posicion de las dianas de restriccion para las enzimas HindIII, Hpall, BglII y Cfol en el
locus D15S63, y Xbal y Notl en el locus SNRPN. Hpall, Cfol y Notl no reconocen la secuencia metilada

del cromosoma materno. Cuadrado rayado: sonda PW71B; Rectangulo: sonda KB17; L Grupos
metilo; Linea vertical: diana enzima restricciéon; [ Secuencia PW71; B Exones 1-4 del gen SNRPN
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En la figura 2.3.3 se representan los diferentes pasos del analisis de metilacion.

Digestion con

Enzimas de Restriccion Sondas
PW71B y KB17
ﬁ Transformacion bacteriana
o
Electroforesis o o
Agarosa 1% o o °
o
- . . ﬁ
PCR
Sondas
ﬁ PW71B y KB17

Southern blot

% Marcado por Random primed

E con DIG-11-dUTP
{1 — =
Hibridaciéon

I:> |:> -

Deteccion
quimioluminiscente

Figura 2.3.3. Esquema del andlisis de metilacion

2.3.5.1. Obtencidon de la sonda

Se han utilizado las sondas PW71B y KB17 integradas dentro de los plasmidos pUC19 y

pSportl (Fig. 2.3.4), proporcionadas por el Dr. Horsthemke del Instituto de Medicina Genética

de la Universidad de Essen. Estos plasmidos se amplificaron mediante transformacion de un

cultivo bacteriano. De las colonias positivas se hicieron minipreps y a partir de este stock se

amplificé la sonda por PCR con los primers universales pUC/M13. El resultado de esta

amplificacion es un fragmento de cerca de 400 pb para la sonda PW71B y de 1080 pb para

KB17.
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Haelll Haelll Xbal Xbal
HindIII

EcoRI

KB17

M13/pUC M13/puC
Reverse Forwar

M13/pUC

M13/pUC Reverse

Forwar 600 pb

pSportl (BRL)

2.9Kb 4.1 Kb

Figura 2.3.4. Pldmidos pUC19 y pSortl (BRL)

2.3.5.1.1.Transformacion con CICa,

Este método consiste en tratar células bacterianas (E. coli) con cationes divalentes vy

bajas temperaturas para desestructurar la membrana y asi favorecer la incorporacién del ADN

plasmidico.

Preparacion de células competentes

1.
2.

Resembrar 1/100 en 20 mL de medio LB de un cultivo over night.

Incubar a 37°C y en agitacion hasta alcanzar una DOssy de 0,4 que corresponde
aproximadamente a la mitad de la fase exponencial del ciclo de crecimiento de la célula
bacteriana (102 cel/mL).

Centrifugar el cultivo en un tubo estéril de polipropileno a 2000 g durante 10 minutos y a
40C, Resuspender el sedimento en 10 mL de ClCa, 50mM frio agitando suavemente.

Dejar el tubo en hielo durante 1 hora.

Centrifugar 10 minutos a 2000 g y 4°C. Resuspender suavemente el sedimento en 1 mL de
ClCa, 50mM frio.

Dejar el tubo en hielo durante 1 hora. Pasado este tiempo las células se encuentran en

estado de competencia, y por tanto, aptas para ser transformadas.

Transformacion

1.

Mezclar en un tubo de vidrio frio y estéril 100 pl de células con el ADN plasmidico (10 a 40 ng
en menos de 10 pL). Dejar el tubo en hielo como minimo 30 minutos. Durante este tiempo el
ADN se adhiere a la pared celular.

Incubar a 42°C durante 90 segundos y ponerlo 5 minutos a 4°C. Con este choque térmico el
ADN se incorpora dentro de la célula.

Afiadir 0.8 mL de LB con antibidtico e incubar a 37°C durante 1 hora en agitacién suave, asi
la resistencia al antibidtico empezara a expresarse.

Sembrar 100 uL en placas selectivas que se incubaran a 37°C durante 12-14 horas.
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Minipreps

Para recuperar el ADN plasmidico de las colonias bacterianas se ha empleado el kit de
Qiagen.
1. Pasar 1,5 mL de cultivo de noche a un tubo eppendorf. Centrifugar 30 segundos a TA.

9.

10.
11.
12.
13.

Conservar el resto de cultivo a 4°C, que servira, si el pldasmido es el adecuado, para la
obtencion de un glicerado.

Resuspender en 600 pL de solucion 1 mas 6 ul de RNAsa 100 mg/mL para debilitar la pared
celular.

Afadir 600 pL de solucién de lisis. Mezclar bien por inversion y dejar 5 minutos a TA.

Afiadir 600 pL de solucion de neutralizacion. Mezclar bien por inversion. Se formaran grumos
blancos que corresponden a los restos celulares. Dejar 10 minutos en hielo.

Centrifugar 15 minutos a 4°C.

Pasar el sobrenadante a un eppendorf nuevo y repetir el paso 5 para que no quede ningdn
grumo.

Equilibrar la columna con 1 mL de solucidon QTB. Dejar que caiga por gravedad.

Cargar el sobrenadante del paso 6 en la columna. Dejar que caiga por gravedad. El ADN
quedara retenido en la columna. Volver a pasar el volumen que se eluye.

Lavar la columna tres veces con 1 mL de solucion de lavado.

Eluir con 1 mL de solucién de elucién.

Afadir 700 pL de isopropanol para precipitar el ADN.

Centrifugar 15 minutos a 4°C.

Lavar con etanol 70%. Secar y resuspender en 30 pL de TE.

2.3.5.1.2.Amplificacion por PCR

A partir del ADN plasmidico obtenido del miniprep se hacen sucesivas PCRs para obtener

un pool de sonda. Las condiciones de amplificacion se describen en la Tabla 2.3.3.

Tabla 2.3.3. Programa de amplificacion por PCR de las sondas PW71B y KB17

Ciclos Temperatura Tiempo
Hot start 940C 4 minutos
Afadir Taq 65°C 45 segundos
Desnaturalizacidon 940C 30 segundos
Apareamiento 550C 30 segundos
Extension 720C 95 segundos
Extensidn final 720C 10 minutos

Los reactivos empleados para un volumen final de 25uL en la reaccién de PCR se muestran

en la Tabla 2.3.4. Los primers utilizados para la amplificacion a partir del plasmido han sido los

primers universales M13/pUC.
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Tabla 2.3.4. Concentracidn de los reactivos para la amplificacién de la sonda insertada en el plasmido

ADN Tampon Nucleétidos Primer F Primer R Taq pol H,0
1pL 2.5uL 2uL 4uL 4uL 1.2uL  10.3pL
5ng Ix 2.5 mM 10 pmol/pL 10 pmol/pL 6u

Electroforesis de comprobacion

Preparar un gel de agarosa al 2% para confirmar que el fragmento amplificado

corresponde con el tamafio de nuestra sonda (Fig. 2.3.5).

TBE 1Xioiiiiiniiniiiiinnnns 40 mL
Agarosa 2 Y%.........euens 0.8 g
BrE ..o 2 pL

Cargar los pocillos y realizar la electroforesis durante 1 hora a 100 V.

Muestra: 5 pL PCR
1 pL Solucién transportadora 6x
Marcador: 10 pL marcador ¢$174/Hae III (0,03ug/uL)

1080 pb
400 pb

Figura 2.3.5. Amplificacion de las sondas
PW71B y KB17 mediante PCR. MI:
Marcador Haelll

MI PW71B  KB17 :

Determinacion de la concentracion de sonda amplificada

Comparando la intensidad de banda entre el marcador y el producto de PCR se puede

determinar de una forma aproximada la concentracion de sonda amplificada.

tamano de la banda del marcador
pL marcador x [marcador] ng/uL x de igual intensidad que la banda
de la sonda (pb)
[SONAA] = —mmmmmmmmmm oo oo o o e oo
Tamafo total del marcador (pb)

2.3.5.2, Marcado de la sonda por Random primed
Las sondas se han marcado con Digoxigenin-11-dUTP mediante la técnica de Random

primed empleando el kit de marcaje de Boehringer-Mannheim.

1. Hervir durante 10 minutos 45 uL de sonda.

2. Poner en hielo 5 minutos.
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3.

9.

Anadir:

6 uL Hexanucleotidos (vial 5)
6 pL dNTP labeling mix (vial 6)
3 pL enzima Klenow (vial 7)

Incubar a 37°C toda la noche.

Detener la reaccién con 3 uL de EDTA 0.5 M.

Precipitar la sonda para eliminar los restos de la reacciéon de marcaje con 3.5 uL CILi y 220 ul
de etanol absoluto.

Guardar a -20°C toda la noche.

Centrifugar durante 20 minutos a 14000 rpm y 49C para recuperar la sonda. Eliminar
sobrenadante.

Afadir 80 pL de etanol al 70 %.

10. Centrifugar durante 8 minutos a 14000 rpm y 4°C. Eliminar sobrenadante.

11. Secar en bomba de vacio o en estufa a 68°C.

12. Afadir 50 pL de H,O-tridestilada y resuspender.

Determinar por Dot blot la concentracién de sonda marcada

© ® N o Uk W N =

Hacer un banco de diluciones del ADN control y de la sonda.

Poner 1pL de cada dilucién sobre la membrana de nylon (DOT).

Exponer la membrana durante 3 minutos con UV para fijar el ADN a la membrana.
Lavar durante 1 minuto con 100 mL de tampdn 1 deteccién NBT.

Retirar y lavar durante 30 minutos con 80 mL de tampon 2 deteccion NBT.

Retirar y lavar durante 30 minutos con 20 mL de solucién conjugada NBT.

Retirar y lavar 2 veces durante 15 minutos con 100 mL de tampén 1 deteccién NBT.
Retirar y lavar durante 2 minutos con 20 mL de tampdn 3 deteccidén NBT.

Incubar la membrana en oscuridad dentro de una bolsa con 10 mL de solucion colorante NBT.

10. Esperar 1-2 horas hasta que aparezca coloracion.

11. Detener la reaccién con H,0O y dejar secar.

Sobre la membrana observaremos unos puntos con diferente intensidad de color que

corresponde a las diferentes concentraciones de ADN establecidas a partir del ADN control.

Comparando la intensidad de estos puntos, de concentracién de ADN conocida, con la intensidad

de la sonda, se puede saber la concentracion de sonda marcada. Observando la figura 2.3.6, la

intensidad de sefial del ADN control a la dilucién 1/1000 es igual a la correspondiente a la
dilucién 1/200 de la sonda.
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100 50 25 10 5 ng ADN

Control @ e o o~ o

Sonda () Q @) O
el

Dilucidn: 17100 1/200 1/400  1/1000  1/2000

Figura 2.3.6. Representaciéon de un DOT BLOT para determinar la concentracién de sonda
marcada del total de sonda. Comparar intensidad de los DOT entre control y sonda: 10 ng -
1/200
Para conocer de una forma mas exacta la concentracion de sonda marcada se aplica la
formula siguiente:
5.2 ng/uL [ADN control] x dilucién sonda (1/200)

[sonda marcada] = -----========m=mmmmmmmm oo = 26 ng/pL
dilucién ADN control (1/1000)

2.3.5.3. Southern blot

Los fragmentos obtenidos después de digerir el ADN gendmico del paciente con enzimas
de restriccion se separan en geles de agarosa al 1% vy se transfieren a una membrana de nylon
por capilaridad segun el método tradicional descrito en Sambbrook y Maniatis et al., (1989), o
empleando el TURBO BLOTTER™ (Rapid Downward Transfer Systems) que permite reducir el
tiempo de transferencia de las 12-24 horas a 2-4 horas. Finalizada la transferencia el ADN es
covalentemente unido a la membrana por UV-crosslinked. Sobre esta membrana se realiza la
hibridacién con la sonda previamente marcada. Transcurrida la hibridaciéon se hace un lavado del

exceso de sonda y se procede a la deteccién.

2.3.5.3.1.Digestiéon enzimatica
Las combinaciones de enzimas de restriccién utilizadas han sido: HindIII+Hpall,
BglII+Cfol, BgllI+Hpall o Xbal+NotlI.

1. Afadir en un eppendorf de 1.5 mL:

ADN i e 10 a 15 g
HindIII / BglII / Xbal ... .....ccooiveniee. 40a50 u
Hpall / Cfol / Notl .....cccviiiiiiinnnnnnn, 40a 50 u
TamPON (i i 1x

BS A i 1%
HoO hasta ..ccovviviiiiiiiiiiee i vniees 140 L

2. Vortex y pulso. Homogenizar bien.

3. Incubar a 37°C toda la noche.
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4. Preparar un gel de agarosa al 1% para comprobar que el ADN ha sido completamente

digerido, se ha de observar un smear a lo largo del carril de migracion.

TBE 1X .covvevennnnn. 40 mL
Agarosa 1% ....... 04 g
BrEt .covviiiiiiiennn 3 uL

Cargar los pocillos y realizar la electroforesis a 100 V durante 40 minutos.

4 uL de la digestion
1 pL de solucidén transportadora 10x
5 uL de H,0

Precipitar y recuperar el ADN

1. Afiadir al eppendorf donde se ha realizado la digestion:

Etanol absoluto frio (2 vol.) .....cccevvinnnenn. 280 uL
Acetato sddico 3M pH 5.2 (1/10) .......... 14 uL

Agitar suavemente y guardar a 4°C toda la noche. Veremos la medusa de ADN.
Centrifugar durante 20 minutos a 14000 rpm a 4°C.

Descartar el sobrenadante.

Lavar con 96 pL de etanol 70 %.

Centrifugar durante 8 minutos a 14000 rpm a 4°C.

N O u AW N

Descartar sobrenadante y secar en bomba de vacio o estufa a 37°C durante 10 minutos

aproximadamente. Resuspender en 18 uL de H,0.

2.3.5.3.2. Electroforesis

Se prepara un gel de agarosa al 1% formado por:

TBE 1X .ivvvviinennnns 50 mL
Agarosa 1%.......... 0.5 g
BrEt «oovviiiiiiiiinnns 2.5 pL

Cargar los pocillos y realizar la electroforesis segun las enzimas utilizadas (Tabla 2.3.5).
Muestra : 18 pL digestion + 2 pL solucion transportadora 10x
Marcador : 15 pL A/EcoRI + Hind III

Tabla 2.3.5. Condiciones de electroforesis

HindIII+HpaIl BgIII+Cfol XbaI+NotI BglII+Hpall
Voltaje 90V 90V 95V 60V
Tiempo 4 horas 4 horas 1 hora 30 minutos 1 hora 30 minutos

Finalizada la electroforesis hacer una fotografia del gel en el transiluminador de UV con

una regla al inicio del gel (Fig. 2.3.7).
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E P e N ol 56

Figura 2.3.7. Fotografia de un
gel de transferencia

2.3.5.3.3. Transferencia
Para hacer la trasferencia hay que preparar el gel con un tratamiento que facilita el
proceso.
1. Lavar dos veces durante 15 minutos con HCI 0.25 M en agitacién.
2. Lavar dos veces durante 30 minutos con solucion desnaturalizante en agitacién.

3. Lavar durante 60 minutos con solucidén neutralizante en agitacién.

Método tradicional
Sobre una bandeja que contiene el tampdn de transferencia 10x SSC colocar un cristal

cuadrado o rectangular que servira de soporte para la transferencia. Encima colocar por orden

ascendente (Fig. 2.3.8):

. 1 papel 3MM, 30x20cm?, humedecido en 10x SSC.
. Gel de transferencia invertido, pozos orientados hacia el papel de filtro.
. Membrana de Nylon cargada * (2mm? mas grande que el gel) humedecida en H,0.
. Papeles 3MM de igual tamafio que el gel, humedecidos en H,0.
. Servilletas.
- O
. Cristal.
- Peso
. Peso de 0.5 a 1 Kg. h
Transferir de 12 a 24 horas. C ) ¢ Cristal
< Servilletas
Figura 2.3.8. = Papel MM
Transferencia segun < Membrana
tradicional .
< ), N Cristal
< l/ \\:/ Papel 3MM
\ <« Cubeta
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Método rdpido (Turbo blotter™)

Colocar de forma ascendente sobre la bandeja inferior:
e 20 hojas de papel GB004.
e 4 hojas de papel GB002. _
+ 1 hoja de papel GB002 humedecida en 10x SSC. = Bandeja superior

¢ Membrana de nylon.

~ Cubierta
A Papel 3MM

— Papel GB002
+ Gel de agarosa. _

= Gel agarosa
e 3 hojas de papel GB002 humedecidas en 10x SSC. - : Membrana
« Bandeja superior con 125 mL de tampdn de - — Papel GB002

transferencia 10x SSC. - Papel GB002

¢ Hoja de conexion de papel 3MM humedecida en 10x SSC. _:} " Papel GB004
» Cubierta superior. };

Una vez finalizada la transferencia:
Bandeja inferior

1. Desmontar. C—

2. Ver al transiluminador si ha transferido todo el ADN del gel a la membrana.

3. Dejar secar la membrana entre papel 3 MM (> 30 minutos).

4. Fijar el ADN a la membrana con UV durante 3 minutos cara ADN y 1 minuto cara opuesta.
5. Se puede guardar la membrana varios dias antes de hacer la hibridacion.

2.3.5.3.4. Hibridacién

La hibridacion se realizd6 empleando las modificaciones de Engler-Blum et al, (1993), del
protocolo de hibridacién de Church and Gilbert, (1984). La hibridacion consta de dos etapas:
prehibridacion e hibridacion. En ambas etapas se utiliza la misma solucion de Na,HPO, y

temperatura a 68°C.

Pre-hibridacion

Preparar 35 mL de solucion de hibridacion para los pasos de pre-hibridacion e hibridaciéon
(Tabla 2.3.6). Se emplearan 20 mL para pre-hibridar una membrana de 100 cm? y los 15 mL

restantes para mezclar con la sonda en la hibridacion. Incubar a 68°C, como minimo 1 hora.

Tabla 2.3.6. Solucion de hibridacion

Na,HPO, EDTA BR SDS H,O
0.25 M 1 mM 0.5 % 20 %
4.37 mL 70 pL 0.175¢ 749 30 mL

BR: Agente bloqueante
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Hibridacion
1. Hervir durante 10 minutos 400 ng de sonda marcada en un eppendorf.
2. Enfriar en hielo sumergido en etanol durante 5 minutos.
3. Afadir la sonda desnaturalizada en 15 mL de solucién de pre-hibridacion a 68°C. Hacer un
vortex.
Poner en la estufa a 68°C durante 6 minutos para eliminar las burbujas de la agitacién.
Poner la membrana en una bolsa de hibridacion.
Verter la solucion de hibridacion con la sonda en la bolsa de hibridacion.
Cerrar la bolsa de hibridacién con el sellador térmico.

Incubar a 68°C como minimo 6 horas.

© ® N o Uu ok

Lavar tres veces con 100 mL de tampdn lavado de hibridacién a 68°C durante 20 minutos,
para extaer el exceso de sonda.

La solucion de hibridacion con la sonda puede ser reutilizada para otras hibridaciones.
Recuperarla en un tubo cénico y congelar a -20°C. Para proximas hibridaciones solo habra que
descongelar la solucién de hibridacién en la estufa a 68°C y calentarla durante 15 minutos a
950C en un bafio Maria para desnaturalizar la sonda. Enfriar en hielo 10 minutos y seguir el

protocolo de hibridacion en el paso 4.

2.3.5.3.5. Deteccion quimioluminiscente
Se emplean las variaciones descritas por Engler-Blum et al, (1993) del protocolo de
deteccion luminiscente de Boehringer-Mannheim.
Lavar durante 5 minutos con 100 mL tampdn 1 de deteccién CDP-Star.
Incubar en bandeja durante 60 minutos con 100 mL de tampdn 2 CDP-Star.
Incubar durante 30 minutos en bolsa con 15 mL de solucién conjugada.
Lavar cuatro veces durante 10 minutos en bandeja con tampdn 1 de deteccién CDP-Star.
Incubar 5 minutos en bandeja con 20 mL de tampoén 3 CDP-Star.
Incubar durante 5 minutos en bolsa con 2 mL de solucion CDP- Star.
Retirar solucion CDP- Star.

Secar brevemente entre papel 3MM.

© ® N o Uk W=

Poner la membrana entre dos hojas de papel de transparencia.

10. Colocar la membrana sobre la pelicula Amersham Hyperfilm MP.

Exposicion y revelado de la pelicula

1. Exponer de 1-15 minutos la membrana a la pelicula Amersham Hyperfilm MP en el casete de
exposicién. Se pueden hacer tantas exposiciones como se quieran.

2. En un cuarto oscuro tratar la pelicula con revelador hasta que empiecen a intuirse las
bandas.

3. Lavar con agua durante 5 minutos.
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4. Tratar con fijador durante 5 minutos.

5. Lavar con agua abundante y dejar secar.

2.3.5.4. Interpretacion del analisis de metilacion

Para interpretar las bandas observadas en la pelicula necesitamos la fotografia que se
hizo al gel antes de transferirlo. En esta fotografia hay una regla que nos indica junto con el
marcador de peso molecular a que distancia se encuentran las bandas observadas en la pelicula
y por tanto su tamano aproximado. En funcion de las enzimas y sonda utilizada obtendremos
distintos tamafos de banda (Tabla 2.3.7).

Tabla 2.3.7. Interpretacién del analisis de metilacion

PW71B KB17

HindIII  BglII Xbal Bglll
+Hpall + Cfol +Notl +Hpall

Normal SPW SA

6.4 Kb 8.0Kb 4.3Kb 2.0Kb Alelo materno _—— _——

44Kb 6.4Kb 0.9Kb 09Kb Alelo paterno L L

2.3.5.5. Rehibridacion
La membrana se puede reutilizar para futuras hibridaciones. La eliminacion de la sonda
de la membrana se realiza segun el siguiente protocolo:
1. Lavar 5 minutos con agua destilada a TA.
2. Incubar durante 20 minutos en 5x SSC.
3. Incubar durante 10 minutos en 0.1 % de SDS a 95°C.
4

Membrana preparada para hibridar de nuevo.
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3.1. Sindrome de Prader-Willi
Se han estudiado un total de 151 pacientes con sospecha clinica de SPW, 75 varones y

76 hembras, y seis liquidos amnidticos.

3.1.1. Analisis citogenético
El cariotipo con bandas G se ha realizado en 47 casos observandose un paciente con
cariotipo 47,XXY (caso 74), seis pacientes con cariotipo normal pero con presencia de la delecion

detectada mediante FISH (falsos negativos) y 40 casos con cariotipo normal.

3.1.2. Estudio mediante hibridacion in situ fluorescente

Se ha realizado la técnica de FISH en 140 casos, uno corresponde a un diagndstico
prenatal. La presencia de delecidon se ha observado en 28 pacientes, 20 hembras y 8 varones,
solo en seis de estos pacientes se realizd el cariotipo siendo este normal. En los 112 casos
restantes, incluido el diagnostico prenatal, no se observé la delecidn. Algunos pacientes han sido

valorados con sondas ONCOR, otros con sondas Vysis y otros con ambas (Tabla 3.1.1).

Tabla 3.1.1. Diagndstico mediante FISH en pacientes SPW

Sondas r:ar:?zlilsdits)s Normales  Delecién
D15S11 15 8 7
ONCOR GABRB3 15 8 7
Vysis D15S10 104 83 21
y SNRPN 96 75 21
Pacientes analizados: 140%* 112%* 28%

* El nimero de pacientes analizados no corresponde con la sumatoria de las
columnas debido a que algunos pacientes fueron estudiados con varias sondas.

En la figura 3.1.1 puede observarse la hibridacion con la sonda SNRPN de Vysis en un
caso con delecién.

Figura 3.1.1.
Delecién  15q11-q13
observada con la
sonda SNRPN de Vysis

<«— del
(15q11-q13)
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3.1.3. Analisis de microsatélites

presentaron ausencia del alelo paterno, 10 por delecién confirmada mediante FISH, cinco por
DUP descartando la delecién mediante FISH, en uno no se ha podido determinar la etiologia al
no realizarse la FISH y 63 presentaron HBP para los distintos marcadores. Cinco de estas

familias con HBP correspondieron a un diagndstico prenatal (Tabla 3.1.2).

El estudio de microsatélites se ha realizado en 85 familias. Fueron informativas 79, 16

Tabla 3.1.2. Estudio de microsatélites de pacientes SPW

N° HPM 1 HPM 210 113 H P M GABRB3 H P M 97 HPM 128 HPM 122
Pacientes con ausencia del alelo paterno: delecién paterna o disomia materna
30 ¢ bc ac Del/DM ¢ ab c Del/lDM ¢ bc ac Del/DM
50 ab b ab NI Del/ DM NI ab bc ab NI
53 Del/ DM Del/ DM
67 Del/ DM
86 NI NI Del/ DM
96 Del/ DM
191 NI Del/ DM
311 a bc ab Dell DM
431 a a ab NI a ab a NI a a ab NI b ab bc NI c ab c Del/DM
611 b a b Del/DM
701 a bc ac DellDM a ab a NI b a ab Del/ DM
761 NI Del/ DM
841 a b ab Dell DM a b ac DellDM b a bc Del/lDM a a ab NI
981 a a a NI a acab NI NI a ab ab NI a a NI b ac bd Del/l DM a a a NI
1141 a a ab NI b a bc Dell DM a ac ab NI b bcab NI
1241 NI Del/ DM Del/ DM NI NI
Pacientes con alelos paterno y materno: Herencia biparental
24 HBP HBP HBP
49 bc ac ab HBP ab ac ab HBP ac ab ac HBP ab a b HBP b ab b NI
64 ab abab NI ac abac NI a aa ab NI acab ¢ HBP b ab b NI HBP
77 NI HBP NI NI
93 NI HBP HBP HBP
111 NI NI ab ab bb HBP ab a ab HBP NI
131 NI HBP HBP NI
151 bc ab ac  HBP ac bc ad HBP ac a bc HBP ad bd ac HBP
171 ab ab ab NI a abab NI bc ac ab HBP ac a bc HBP ab b a HBP
211 a a ab NI a ab a NI ac ac ab HBP b ab b NI a a a NI a a a NI
231 HBP ab bc a HBP NI a ab a NI NI
301 a ab a NI cd bc ad HBP a a ab NI b b ab NI c ac bc NI
314 ab a bc HBP a a ab NI ac ab ac HBP a a a NI
341 HBP HBP NI
371abbc a HBP a a ab NI a bc ac NI a ab a NI ac ac ab HBP
471 ac abcd HBP ab ab a HBP ¢ ac bc NI abbcac HBP a a ab NI
501 ab a ab NI bcac b HBP a ab a NI bcac b HBP a a a NI
521 a a a NI ab ac bc HBP a acab NI a a a NI a ab a NI
531 abab b HBP abab ac HBP a a ab NI abab a HBP a ab a NI
541 ab ab ab NI ac ac ab HBP ab a bc HBP ab b a HBP b bcab NI
551 ab a ab NI abab a HBP ab ab ac HBP aba b HBP ab b ab NI
561 a ab ab NI a a a NI bc b bc HBP ¢ acbc NI ac ac bc HBP
571 a a a NI ab ab b HBP ababab NI ab b ac HBP
581 bc bc ab HBP ab ab a HBP abab b HBP a a a NI ab ac bb HBP
621 ab ab a HBP ababab NI ab ab ab NI a aab NI ac ac ab HBP
631ab b a HBP ab b a HBP ab ab a HBP a a ab NI a ab a NI
641 b abbc NI abac b HBP bc b ac HBP bc b ac HBP
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N HPM 11 HPM 210 HPM 113 HP MGABRBRH PM 9 HPM 128 HP M 122
651 a a a NI abab a HBP b bc ab NI c acbc NI abbc a HBP
661ac c ab HBP b b ab NI ad ac bd HBP ¢ ac bc NI
671 ab ab ab NI c bcac NI b b ab NI ab a ab HBP a a a NI a ab a NI
691 a a a NI  abacbc HBP b ab b NI ac ac ab HBP ab ab a HBP
711 ababac HBP acbcab HBP b b ab NI ab ab a HBP a abab NI
721 a ab a NI abbdac HBP a ab a NI b ab b NI a ab a NI ab b ab HBP
731ac a bc HBP ¢ acbc NI bcac b HBP a a a NI ac a bc HBP abab a HBP

741 bc ac ab HBP ab ab a HBP bc ac ab HBP a a a NI bc ac ab HBP
751 NI HBP HBP NI NI HBP
771 b ab b NI a ab a NI a ab a NI ab b ab HBP abab a HBP
781 ab b a HBP ab a ab HBP b ab b NI ac a bc HBP bc acab HBP b ab bc NI
831 a ab a NI a a a NI b ab b NI acab ¢ HBP ab a b HBP
851 b b ab NI ac ac ab HBP abab a HBP a a a NI bc bc ab HBP
881 a ab a NI ac ab ac HBP b bc ab NI abacab HBP ab a b HBP
891 cd ac bd HBP ac ab ac HBP bc b ac HBP ac a bc HBP ab b a HBP
901 ab b ac HBP bd ad bc HBP ab ab a HBP bc bc ac HBP
911 ab ab ab NI a a ab NI abab a HBP abab a HBP abac b HBP
921 a a NI b ab NI a a NI ab bc HBP b ab NI
941 b abab NI bc - ac HBP bc ab ac HBP bc bcac HBP ab a b HBP
951 a ab a NI a a a NI bc ab ac HBP cd ac bd HBP abac b HBP
961 ab a ab HBP abab a HBP a a ab NI ab b a HBP a abab NI
971 a ab a NI ad cd ab HBP bc ac b HBP abab a HBP ababab NI
991 ab a ab HBP ababab NI ad ab cd HBP ab b ac HBP ac c ab HBP
1011 ab b a HBP bc ab bc HBP a a ab NI abab b HBP a acab NI
1031 ab a ab HBP bc cd ab HBP a ab a NI ababbc HBP b b ab NI
1041 ab a bc HBP ab ab ab NI bc ab ac HBP a ab a NI b bc ab NI
1061 ab ab a HBP ab ab ac HBP ab bd ac HBP ac abac HBP bc c¢c ab HBP
1071 ab a ab HBP ab ac ab HBP ac a bc HBP abad bc HBP ac bc ad HBP
1081 b ab bc NI a ab a NI ab a ab HBP b abab NI b b ab NI
1091 a ab ac NI a a a NI ab a bc HBP acbc a HBP ac ad bc HBP
1111 ab bc ac HBP a a a NI ab ab ac HBP a a ab NI b bc ab NI
1131 a a NI ab bc HBP ab bc HBP ab b HBP a a NI
1161 bc ac ab HBP b ab b NI ¢ bc ac NI ab bcab HBP ab a ab NI
1171 b ab ab NI a a ab NI abacbc HBP a a a NI
1181 ab ab ab NI ab ac ab HBP abab b HBP b abab NI
1401 ab ab b HBP a a a NI ab ac b HBP ac ab ac HBP
Pacientes no informativos
41 NI
80 NI
90 NI NI
321 NI NI NI NI NI NI NI
1001 a ab ab NI a ab a NI a ac ab NI a ab a NI ab ab ab NI b ab ab NI
1151 a ab a NI - ab ac NI b b ab NI

P: padre; M: madre; H: hijo; HBP: herencia biparental; NI: no informativo; Marcadores: D15S11,
D15S5210, D15S113, GABRB3, D15597, D155128 y D155122; Alelos: a, b, ¢, y d.

El microsatélite mas informativo ha sido el GABRB3 con una informatividad del 61,3%
(Tabla 3.1.3).
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Tabla 3.1.3. Informatividad de los microsatélites en las 85 familias SPW

D15S11 D15S210 D15S113 GABRB3 D15S97 D15S128 D15S122 Total

Del P/ DM 4 2 2 4 2 7 1 16
HBP 29 32 1 42 37 23 3 63
NI 46 29 8 29 28 37 6 6
Informatividad% 41,8 54 27,3 61,3 58,2 447 40

Del P/ DM: Delecidn paterna o Disomia materna; HBP: Herencia biparental; NI: No informativo.

Informatividad = (N© de casos positivos / N° de casos totales)x100

En la Figura 3.1.2 se observan los resultados del andlisis de microsatélites para los
marcadores GABRB3 y D155128, en un caso de HBP y en un caso de delecién 15q11-q13 de

origen paterno confirmada por FISH.

GABRB3 D155128
2] h m P h m
1 A

Herencia biparental Delecion paterna/DUPmat

Figura 3.1.2. Resultado del anadlisis de microsatélites en caso de HBP y en caso de
delecion 15q11-q13 de origen paterno. p: padre; h: hijo; m: madre

3.1.4. Analisis de metilaciéon

El SPW se ha confirmado en 19 de los 110 pacientes analizados mediante Southern blot
(Tabla 3.1.4). En 74 casos se ha analizado la region D15563 con la sonda PW71B, en 28 casos
se ha analizado la regién del exén 1 del gen SNRPN con la sonda KB17 y en ocho casos se han
analizado las dos regiones.

El estado de metilacion de Hpall en la region D15S63 se ha analizado mediante una
doble digestion con las enzimas HindIII+Hpall en 53 casos, siete han presentado la ausencia de
la banda de origen paterno de 4,4Kb confirmando el SPW y 46 han presentado un patrén de
herencia biparental (6,4Kb+4,4Kb) descartando el SPW. Mientras que el estado de metilacion de
Cfol se ha analizado mediante una doble digestidon con las enzimas BglII+Cfol en 29 casos,
cuatro han presentado la ausencia de la banda de origen paterno de 6,4Kb confirmando el SPW
y 25 han presentado un patrén de herencia biparental (8Kb+6,4Kb) descartando el SPW.

El estado de metilacion de Notl en la region del exdén 1 del gen SNRPN se ha analizado
mediante una doble digestion con las enzimas Xbal+NotI en 31 casos, nueve han presentado la
ausencia de la banda de origen paterno de 0,9Kb confirmando el SPW y 22 han presentado un

patrén de herencia biparental (4,3Kb+0,9Kb) descartando el SPW. Mientras que el estado de
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metilacion de Hpall se ha analizado mediante una doble digestiéon con las enzimas BglII+Hpall
en cinco casos, uno ha presentado la ausencia de la banda de origen paterno de 0,9Kb
confirmando el SPW y cuatro han presentado un patrén de herencia biparental (2Kb+0,9Kb)

descartando el SPW.

Tabla 3.1.4. Diagnostico mediante analisis de metilacion en pacientes SPW

Sonda Enzimas An?1151s Normales SPW
realizados
PW71B Hindlll+Hpall (6,4kb + 4,4kb) 53 46 7
Bglll+Cfol (8kb + 6,4kb) 29 25 4
KB17 Xbal+Notl (4,3kb + 0,9kb) 31 22 9
Bglll+Hpall (2kb + 0,9kb) 5 4 1
Pacientes analizados: 110* 91* 19*

*El nUmero de pacientes analizados no corresponde con la sumatoria de las columnas debido a que

algunos pacientes fueron valorados con ambas sondas o con varias combinaciones de enzimas.

La etiologia de los 19 pacientes que han presentado un patrén de metilacién compatible
con el SPW se ha valorado mediante FISH y/o analisis de microsatélites obteniendo 11
deleciones, una DUPmat y dos DI. En cinco pacientes no se ha podido confirmar la etiologia, los
pacientes 30 y 811 al no realizarse el estudio mediante FISH, mientras que en los pacientes 101,
1321 y 1471 con FISH normal no pudo realizarse el analisis de microsatélites.

En la Figura 3.1.3 se observan varias etapas del proceso del analisis de metilacion, como
la digestion del ADN con diferentes enzimas de restriccion en los geles de transferencia y el

resultado de la hibridacion con la sonda KB17 tras la deteccién quimioluminiscente con CDPstar.

A) M SA SA SA SA PW PW SA

1322 481 1261 1361 1381 1401 1091
SA SA SA SA PW PW SA
1322 481 1261 1361 1381 1401 1091

4— 2.0Kb
alelo materno

< 0.9 Kb
. alelo paterno

- N SA N N SPW SA

A
v

Bglll + Hpall
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B)

PW PW PW PW PW PW PW PW PW PW PW SA SA
231 321 341 371 491 571 771 781 831 851 881591 771

PW PW PW PW PW PW PW PW PW PW PW SA SA
231 321 341 371 491 571 771 781 831 851 881591 771

<4— 43Kb
alelo
materno

W <— 09Kb
alelo

paterno

N N NN N NN N NSPWN SA N

A
v

Xbal + Notl

Figura 3.1.3. Geles de transferencia del ADN digerido con diferentes enzimas y resultado de la
deteccién quimioluminiscente con CDP-Star. A) Digestion con BglII+Hpall. Hibridacidn con la sonda
KB17. B) Digestion con Xbal+NotI. Hibridacion con la sonda KB17
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3.1.5. Valoracion genética global

Se ha confirmado el diagndstico del SPW en 40 pacientes. La etiologia ha sido Ia
siguiente: 28 pacientes han presentado la delecion 15q11-q13, confirmada mediante FISH, en
ninguno de ellos se ha observado la delecion citogenéticamente; cinco pacientes han presentado
DUPmat (casos 50, 86, 96, 761 y 1241), siendo heterodisomias los casos 50 y 1241, de los
demas se interpretaron los geles pero no se registraron los alelos; dos pacientes (851 y 1401)
han presentado DI, tienen FISH normal, HBP en el estudio de microsatélites y un patron de
metilacion SPW; en cinco pacientes se desconoce la etiologia, tres (101, 1321 y 1471) con un
patrén de metilacion SPW y FISH normal, podrian tratarse de pacientes SPW causado por DUP o
bien por DI, uno (30) con ausencia del alelo paterno para los marcadores D15511 y GABRB3 y
un patron de metilacion SPW podria tratarse de un caso de delecién o DUP y uno (811) con solo

un patrén de metilacion SPW podria tratarse de delecién, DUP o DI (Tabla 3.1.5).

Tabla 3.1.5. Frecuencia de las alteraciones moleculares en el SPW

Alteracion molecular Casos (35) %
Delecion paterna 28 80
Disomia materna 5 14,3
Defecto de impronta 2 5,7
Etiologia sin determinar 5

Los resultados obtenidos de los 151 pacientes con sospecha clinica de SPW y los seis
liguidos amnidticos estudiados se desglosan en la tabla 3.1.6 en funcién de las técnicas
moleculares empleadas para el diagndstico. En 47 pacientes se ha realizado el diagndstico
utilizando una sola de las técnicas de analisis, en 45 se han utilizado dos de las técnicas, y en 65
se han aplicado todas. El resultado de las pruebas genéticas de cada paciente se recoge en la
Tabla 3.1.7.

Tabla 3.1.6. Resultados genéticos globales del SPW

Delecion Disomia Defecto Sin

Analisis Paterna Materna Impronta etiologia Normal Total
FISH 13 - - - 19 + Prenatal 33
Microsatélites - - - - ] + 5Prenatal 6
Metilacion - - - 1 7 8
FISH + Microsatélites 4 4 - - - 8
FISH + Metilacion 5 - - 3 26 34
Microsatélites + Metilacidn - - - 1 2 3
FISH + Microsatélites + Metilacion 6 1 2 - 56 65

Total 28 5 2 5 117 157
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Tabla 3.1.7. Resultado del estudio molecular en cada paciente SPW

Citogenética FISH Microsatélites Metilacion
N° Sexo Ptos.
11 (210113 g’gg 97 | 128|122 PW71B KB17

Delecion paterna

37 H Del 7
38 H Del 7.25
41 H Del NI 8
53 H Del Del Del 9
67 H Del Del 7
74 V47, XXY Del 8
80 H Del NI 6.5
90 H Del NI NI 7.5
121 H Del 9
141 V Del 11.5
161 V 46,XY Del 8.75
191 H 46,XX Del NI Del 12
251 H Del 11.5
311 H 46,XX Del Del PW (6.4 Kb) 11.5
411 V Del 13
431 H Del NI NI NI NI Del PW (4.3 Kb) 7
591 H Del 6
611 H Del Del 6.75
701V Del Del NI Del PW (4.3 Kb) 9.5
841 V Del Del Del Del NI PW (8 Kb) 3.75
981 H Del NI NI NI NI NI Del NI PW(8Kb) 11
1141 H Del NI Del NI NI PW (6.4 Kb) 6.25
1251 'V 46,XY Del PW (6.4 Kb) PW (4.3 Kb) 9
1281 H Del PW (4.3 Kb) 6
1291V Del PW (8 Kb) 8.5
1331 H Del PW (4.3 Kb) 9.5
1421 H 46,XX Del 11.5
1451 H Del PW (4.3 Kb)
Disomia uniparental materna
50 H Normal NI DM NI NI 7.75
86 H 46,XX Normal NI NI DM 4
9% V Normal DM 9.75
761 V Normal NI DM
1241 V Normal NI DM DM NI NI PW (6.4 Kb) 8
Defecto de impronta
851 H 46,XX Normal NI HBP HBP NI HBP PW (6.4 Kb) PW (4.3 Kb) 7
1401 H Normal  HBP NI HBP NI HBP PW (2 Kb) 5
Etiologia sin determinar
30 V Doy pel Dell P (6.4 Kb) 6
101 V 46,XY Normal PW(6.4 Kb) 6.25
811 V PW (8 Kb) 6
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1321 H Normal PW (4.3 Kb)
1471 H Normal PW (4.3 Kb) 7
FISH normal y/o HBP

24 V 46,XY Normal ~ HBP HBP HBP Normal (6.4Kb+4.4Kb) 7

49 F HBP HBP HBP HBP NI

56 V Normal Normal (6.4Kb+4.4Kb)

57 H Normal Normal (6.4Kb+4.4Kb) 5

63 H Normal 4

64 V Normal NI NI NI HBP NI NI Normal (6.4Kb+4.4Kb) 5

77 H Normal NI HBP NI NI Normal (6.4Kb+4.4Kb) 6

83 F Normal

84 H Normal Normal (6.4Kb+4.4Kb) 5

93 H 46,XX Normal NI HBP HBP HBP Normal (6.4Kb+4.4Kb)

99 Normal Normal (6.4Kb+4.4Kb) 5.5
11 V 46,XY Normal NI NI HBP HBP NI Normal (6.4Kb+4.4Kb) 8
131 V Normal NI HBP HBP NI Normal (6.4Kb+4.4Kb) 8.5
151 H Normal  HBP HBP HBP HBP Normal (6.4Kb+4.4Kb) 9.5
171 'V 46,XY Normal NI NI HBP HBP HBP Normal (6.4Kb+4.4Kb)

181 V Normal 6
201 H Normal

211V Normal NI NI HBP NI NI NI Normal (6.4Kb+4.4Kb) 8
221 Normal

231 V 46,XY Normal ~ HBP HBP NI NI NI Normal (4.3Kb+ 0.9Kb) 6.5
241 H Normal 4
261 H Normal 5
271V Normal 4
291V Normal 4
301 H 46,XX Normal NI HBP NI NI NI Normal (6.4Kb+4.4Kb)

314 F HBP NI HBP NI

321 H Normal NI NI NI NI NI NI NI Normal (4.3Kb+ 0.9Kb) 8
331 H 46,XX Normal

341 V Normal HBP HBP NI Normal (6.4Kb+4.4Kb) Normal (4.3Kb+ 0.9Kb) 8.5
361 H 46,XX Normal Normal (8Kb+6.4Kb) 7.5
3711 'V 46,XY Normal ~ HBP NI NI NI HBP Normal (4.3Kb+ 0.9Kb) 6
381 H Normal 5
391V Normal 4
401 V Normal 9
421 V Normal 8
451 H Normal Normal (6.4Kb+4.4Kb) 7
461 H Normal Normal (8Kb+6.4Kb) 6.5
4711 V Normal  HBP HBP NI HBP NI Normal (6Kb+4.4Kb) 5.5
481 V Normal

491 V Normal(4.3Kb + 0.9Kb) 8
501 V 46,XY Normal NI HBP NI HBP NI Normal (6Kb+4.4Kb) 3.5
511 V Normal 8
521 H Normal NI HBP NI NI NI Normal (6Kb+4.4Kb)

531 V Normal ~ HBP HBP NI HBP NI Normal (6Kb+4.4Kb) 4
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541 V 46,XY Normal NI HBP HBP HBP NI Normal (6Kb+4.4Kb) 6

551 H Normal NI HBP HBP HBP NI Normal (6Kb+4.4Kb) 6

561 V NI NI HBP NI HBP 5

5711 V Normal NI HBP NI  HBP Normal(4.3Kb + 0.9Kb) 8

581 H Normal  HBP HBP HBP NI HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 10

601 H 46,XX Normal Normal (6Kb+4.4Kb) 5

621 H Normal  HBP NI NI NI HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 4

631 V Normal HBP HBP HBP NI NI Normal (8Kb+6.4Kb) 3

641 V Normal NI HBP HBP HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 6

651 H Normal NI HBP NI NI HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 8.5

661 V Normal  HBP NI HBP NI Normal (8Kb+6.4Kb) 5.5

671 H 46,XX Normal NI NI NI HBP NI NI Normal (8Kb+6.4Kb) 8.5

681 H Normal (6Kb+4.4Kb)

691 H 46,XX Normal NI HBP NI HBP HBP Normal (8Kb+6.4Kb)

711 H 46,XX Normal  HBP HBP NI HBP NI Normal (8Kb+6.4Kb) 7.5

721 H 46,XX Normal NI HBP NI NI NI HBP Normal (8Kb+6.4Kb)

731 H Normal  HBP NI HBP NI HBP HBP Normal (8Kb+6.4Kb)

741 V 46,XY Normal HBP HBP HBP NI HBP Normal (8Kb+6.4Kb)

751 F NI HBP HBP NI NI HBP

771 H 46,XX Normal NI NI NI HBP HBP Normal (4.3Kb+ 0.9Kb)

781 H 46,XX Normal ~ HBP HBP NI HBP HBP NI Normal (4.3Kb+ 0.9Kb) 5

791 H 46,XX Normal Normal (8Kb+6.4Kb)

801 V 46,XY Normal Normal (8Kb+6.4Kb) 6.5

821 V Normal

831 V 46,XY Normal NI NI NI HBP HBP Normal (4.3Kb+ 0.9Kb) 9

861 V Normal Normal (8Kb+6.4Kb)

8711 V Normal Normal (8Kb+6.4Kb)

881 V Normal NI HBP NI HBP HBP Normal (4.3Kb+ 0.9Kb) 6.5

891 V Normal  HBP HBP HBP HBP HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 4.5

901 F HBP HBP HBP HBP

911 H 46,XX Normal NI NI HBP HBP HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 4.5

921 V 46, XY Normal NI NI NI HBP NI Normal (6Kb + 4.4Kb) Normal (4.3Kb+0.9Kb) 6

931 H 46,XX Normal Normal (8Kb+6.4Kb) 6

941 V 46,XY Normal NI HBP HBP HBP HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 6

951 V 46,XY Normal NI NI HBP HBP HBP Normal (8Kb + 6.4Kb) 6

961 V 46,XY Normal HBP HBP NI HBP NI Normal (8Kb+6.4Kb) 4

971 H Normal NI HBP HBP HBP NI Normal (6.4kb+4.4Kb)

991 H HBP NI HBP HBP HBP Normal (6.4Kb+4.4Kb) Normal (4.3Kb+0.9Kb) 6
1001 V Normal NI NI NI NI NI NI Normal (6.4Kb+4.4Kb) 6.5
1011V 46, XY Normal  HBP HBP NI HBP NI Normal (6.4Kb+4.4Kb) 5.5
1031 H 46,XX Normal ~ HBP HBP NI HBP NI Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1041 H Normal HBP NI HBP NI NI Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1051 V 46,XY Normal Normal (8Kb + 6.4Kb)

1061 H Normal ~ HBP HBP HBP HBP HBP Normal (6.4Kb+4.4Kb) 8.5
1071 F HBP HBP HBP HBP HBP

1081 H Normal NI NI HBP NI NI Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1091 H Normal NI NI HBP HBP HBP Normal (6.4Kb+4.4Kb) Normal (4.3Kb+0.9Kb)
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1101 H 46,XX Normal Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1111V 46,XY Normal ~ HBP NI HBP NI NI Normal (6.4Kb+4.4Kb) Normal (4.3Kb+0.9Kb)
1121 V 46,XY Normal Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1131V Normal NI HBP HBP HBP NI Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1151 V NI NI Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1161 V Normal HBP NI NI HBP NI Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1171V Normal NI NI HBP NI Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1181 V Normal NI HBP HBP NI Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1191 V 46,XY Normal Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1201 H Normal

1211V Normal Normal (4.3Kb+0.9Kb)
1221 'V 46,XY Normal Normal (8Kb+6.4 Kb)

1231V Normal (8Kb+6.4 Kb)  Normal (4.3Kb+0.9Kb)
1261 V Normal (6.4Kb+4.4Kb)

1271 H Normal

1301 H Normal Normal (4.3Kb+0.9Kb)
1311 H Normal Normal (4.3Kb+0.9Kb)
1341V Normal Normal (2 Kb+0.9 Kb)
1351 V Normal (4.3Kb+0.9Kb)
13711 H Normal (2 Kb+0.6 Kb)
1381 V Normal Normal (2 Kb+0.9 Kb)
1391V Normal Normal (2 Kb+0.6 Kb)
1411 H Normal

1431 H Normal Normal (4.3Kb+0.9Kb)
1441 V 46,XY Normal Normal (4.3Kb+0.9Kb)
1461 V 46,XY Normal Normal (4.3Kb+0.9Kb)

V: vardn; H: hembra; F: feto; Del: delecidon; DM: disomia materna; HBP: herencia biparental;

NI: no informativo.
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3.1.6. Valoracion clinica

Se ha recogido el protocolo clinico a 108 de 151 pacientes con sospecha clinica de SPW.
La edad media ha sido de 10 afios [0.2 - 33] (Grafica 3.1.1). El diagnostico de SPW se ha
confirmado en 40 pacientes (26 H y 14 V), representan el 26,5% de la poblacién analizada. La
distribucion por sexos de cada etiologia se observa en la Grafica 3.1.2. Los pacientes con
delecién han sido mayoritariamente hembras (20 H vs. 8 V), la DUP ha sido similar (2 H vs. 3 V)

y los dos casos con DI han sido hembras.

60 -

501

53

40
N° de
casos

Porcentaje

20 25

1a3 4am fat >B DEL DUP DI

Anos Mutaciones

O Varones
o Hembras

Grafica 3.1.1. Agrupacion por edades Grafica 3.1.2. Relacion mutacion-sexo

La puntuacion media de los pacientes con diagnodstico molecular de SPW obtenida con el
test de Holm para las diferentes alteraciones ha sido de 8,1 [3,75 - 13] (Tabla 3.1.8).

Tabla 3.1.8. Puntuacidon segun protocolo clinico en pacientes SPW

Alteracién Puntuacion media Rango
Delecion 8,7 [3,7-13]
DUPmat 74 [4 -9.75]
Defecto de impronta 6 [5-7]
Etiologia sin determinar 6,3 [6-7]
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Pacientes SPW menores de tres afos

Se han analizado nueve hembras y tres varones. La puntuacion media ha sido de 6,2
[3,75-9]. En la Tabla 3.1.9 se han agrupado los pacientes para relacionar las manifestaciones
clinicas con la etiologia teniendo en cuenta los criterios mayores y menores. Todos los pacientes

mostraron hipotonia, facies caracteristica y retraso gobal del desarrollo.

Tabla 3.1.9. Caracteristicas clinicas antes de los 3 afios de los pacientes SPW segun la

alteracion molecular

Criterios mayores Criterios menores
(7]
S
o E
s ‘_3 = (7]
R 5 3l 2 2 5
E € 3 £ 2|8 3 S 2 3
£t sz ilEfs g, k¢
e 2 & § ® 5 |v = E 3‘ S 38 5 <
S g 8 @ 8§ g|l= 8 £ @ @ ©°© 9 o £
7] = (] = o -= [ S = 7] c ‘0
& 8 E § 3 © 3| 5§ E 2 8 g b 5
[ 1 =} [3) < o k=1 o =) > ) = 3 © )
S 8 % o 5 & S| E a2 8§ g8 g 5| 2 o
T %S|/ =2 g & o 8 5| 5 o 2 2 S c [}
5 2|2 © 8 &8 =2 8 £|8 8 2 § & 2 % S =
N° w »(f &£ a&a b I &£ ¢ | = I = = < uw o <
3818 H|s s s m s s n|s m n s s 7,25| Del
4119 H|s m m s s s s|s s n s n s 8| Del
*»33 1 H|[s s s s s s s|s s n s n n 9| Del
*431 02 H|s s s s s ni|s s s 7| Del
591 02 H|s s s m n s s s S 6| Del
*11 003 H|{s m n s s s s m m m s n s | 6,75 Del
841 12 V|s n n s m m n{m m n n m 3,75| Del
1141 1TH|s m s s s s S N N s n m 6,25| Del
1281 005 H|s s s m s s n S S n n n 6| Del
86 28 H| s n m s s/m n n n m n 4| DM
101 08 V(s s n m s s S S N m n n s | 625SPW
811 V|s m S s s m m s s 6| SPW
12/ 9/ 71 120 11/ 10/ 4/ (100 7/ 3/ 9 6/ 4 4 .
n/N 2 11 10 12 12 10 7|1 9 10 11 10 9 ¢ |Media=62
% 100 81,8 70 100 91,7 100 57,1|90,9 77,7 30 81,8 60 44,4 66,6| [3,75-9]

V: varon; H: hembra; s: si; n: no; m: moderado; en blanco: no registrado; Del: delecién;
DM: disomia materna; *: valorados por la CONGE; n/N= n° de casos que presentan un criterio /

n° total de casos
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En la Grafica 3.1.3 se representan los criterios mayores y menores ordenados segun su

frecuencia.

Criterios menores

Criterios mayores

Hipopigmentacion

] 30

Anomalias oculares

44 .4

Manos estrechas

] 60

Estudios neuromusculares nomales

] 66,7

Movimientos fetales disminuidos

177,8

Manos y pies pequefios

] 81,8

Llanto débil

] 90,9

Répido aumento de peso

] 57,1

Poco aumento ponderal

] 70

Problemas de alimentacion

] 81,8

Hipoplasia genital

]191,7

Retraso global del desarrollo

100

Rasgos faciales

100

Hipotonia

100

25

100

Grafica 3.1.3. Frecuencia de las caracteristicas clinicas en los pacientes SPW menores de tres afios

Pacientes SPW mayores de tres afos

Se han analizado 17 hembras y 11 varones con una edad media de 12 afios [3,4-33]. La
puntuacion media ha sido de 8,7 [5-13]. Los pacientes se han agrupado para relacionar las
manifestaciones clinicas con la etiologia teniendo en cuenta los criterios mayores y menores
(Tabla 3.1.10). Todos los pacientes han manifestado hiperfagia, obesidad, retraso mental
moderado y rasgos faciales caracteristicos, observandose en mas del 90%, hipotonia, historia de

problemas de alimentacién, manos y pies pequefios y llanto débil (Grafica 3.1.4).
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Tabla 3.1.10. Caracteristicas clinicas a partir de los 3 afos de los pacientes SPW segun la

alteracion molecular

Criterios mayores Criterios menores
s o
s &8 - & 8 E S|E 8 o & = £ & 3 8 & 8 | © ©
5ol E 8 2885 g flE S5 8852525 25 ¢2|2 8
s 2 2 s 8 S e|z35¢8 2855283 |8 ¢
N° wwTr £ O £ T £ IT|=E 0 F WL B T = = €« v o o <
*311 34H|s s s s s s s|s s s n s n s s s s s n|115| Del
90 5Hf{s s s s S s|n s n n n n s s 7,5 Del
*981 56 H/s s s m s s s|sSs s s s s S s nmmn s 11| Del
*1331 6Hls s s s s s s n s s s s 9,5 Del
1421 12H|s s s s n s s|s s s s mm s s s s s s |11,5| Del
74 12V|s n s s s s s|n S S nn s n nnn s 8| Del
01 12V|s s s s s s s|s s s s s s s s n n s |115 Del
1251 12V|s s s s s s s{n s n nms s s s n n m| 10| Del
*41134V|s s s s s s s|s s m s s s s s n s [11,5) Del
411 14V|s s s s s s s|s s S S S S S S S S n 13| Del
251 148H|s s s s s s s S S S S s S s s s 11,5| Del
191 16H|s s s s s s s|s s n s s n s n s s n s| 12| Del
67 17H|s s s s s s s 7| Del
1291 18V|n s s s s s s s s s s s n n n n| 85| Del
1451 20 H Del
37 255 H S s s s s s 7| Del
161304V|s s s s s s Mmmnmnnmm s s m m|8,75 Del
80 33H S S s s s s s 6,5 Del
121 Hls s s s S s|n n S s S s 9| Del
851 54H|s s s n s s n s s 5/ DI
1401 29 H s s s s n s s s 7| DI
50 33H|s n s s s s S n m s s s 8,5/ DM
*4241 11 V|s s s s s s s s s s s s 8| DM
96 17V|s s m s s s s|n s m m n m s s n s |975 DM
761 \Y DM
3013, 7V|s s s s n s s n 6| SPW
*1471 10 H|s s s S S s s n s s s s 7| SPW
1321 H SPW
N R [
% 957 917 100 100 83 100 100|737 938 57,1 8,3 85 47,1 952 824 765 789 429 786 [5-13]

V: varon; H: hembra; s: si; n: no; m: moderado; en blanco: no registrado; Del: delecién; DM: disomia
materna; DI: defecto de impronta; *: valorados por la CONGE; n/N= n° de casos que presentan el criterio
/ n° total de casos
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Problemas articulares
Hipopigmentacién

Trastornos del suefio
Movimientos fetales disminuidos
Anomalias oculares

Rascarse la piel

Saliva viscosa

Fenotipo conductual

Manos estrechas

Criterios menores

Talla baja
Llanto débil

Manos y pies pequefios

Hipogonadismo

Historia problemas alimentacién
Hipotonia

Retraso mental moderado

Hiperfagia
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%

Grafica 3.1.4. Frecuencia de las caracteristicas clinicas en los pacientes SPW mayores de tres afos
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3.1.7. Relacion genotipo-fenotipo
En la Tabla 3.1.11 se observa la frecuencia con la que se manifiestan cada uno de los

rasgos, antes y después de los tres afios, segun la alteraciéon molecular en la poblacion afecta.

Tabla 3.1.11. Frecuencia de las caracteristicas clinicas de los pacientes SPW

Delecion Disomia Defecto Etio}ogia
de sin Total
Paterna Materna impronta determinar
(28) (5) (2) (5) (40)
CRITERIOS MAYORES % n/N % n/N % n/N % n/N % n/N
o Hiperfagia 100 17/17 100 2/2 100 1/1 0 0/0 100 20/20
¢ Hipotonia 96 26/27 100 4/4 100 2/2 100 3/3 97 35/36
¢ Facies caracteristica 100 28/28 100 3/3 100 1/1 100 2/2 100 34/34
b Obesidad 100 19/19 100 2/2 100 1/1 0 0/0 95 22/23
p Retraso mental moderado 100 19/19 100 3/3 0 - 100 1/1 100 23/23
A Retraso global del desarrollo 100 717 - - 50 1/2 100 2/2 91 10/11
¢ Problemas de alimentacion 93 26/28 50 2/4 100 2/2 100 2/2 89 32/36
A Hipoplasia genital 88 23/26 100 4/4 50 1/2 100 1/1 88 29/33
b Hipogonadismo 80 4/5 - - 50 1/2 - - 71 517
A Rapido aumento de peso 40 2/5 100 1/1 50 1/2 100 1/1 55 5/9
A Poco aumento ponderal 78 7/9 0 0/1 0 0/2 0 0/1 54 7/13
CRITERIOS MENORES
¢ Llanto débil 95 18/19 75 3/4 100 2/2 100 2/2 93 25/27
¢ Manos y pies pequefos 91 21/23 75 3/4 100 2/2 100 3/3 91 29/32
b Fenotipo conductual 77 10/13 100 2/2 0 0/0 100 1/1 81 13/16
o Talla baja 87 13/15 66 2/3 100 1/1 0 0/1 80 16/20
b Saliva viscosa 71 10/14 100 3/3 100 1/1 100 1/1 79 15/19
b Rascarse la piel 73 8/11 100 2/2 0 0/0 100 1/1 79 11/14
¢ Movimientos fetales disminuidos 75 15/20 50 2/4 100 2/2 100 2/2 75 21/28
¢ Manos estrechas 68 13/19 100 3/3 100 2/2 66 2/3 74 20/27
¢ Anomalias oculares 75 15/20 50 1/2 0 0/2 50 1/2 65 17/26
A Estudio neuromuscular normal 50 2/4 0 0 50 1/2 100 2/2 62 5/8
b Trastorno del suefio 45 5/11 100 2/2 0 0/0 100 1/1 57 8/14
D Problemas articulares 46 6/13 0 0/1 0 0/0 - - 43 6/14
¢ Hipopigmentacion 57 8/14 0 0/2 0 0/2 0 0/1 42 8/19
Puntuaciéon media 8,7 74 6 6,3 8,1
Rango [3,75- 13] [4- 9,75] [5- 7] [6- 7] [3,75- 13]

A: antes de los 3 afios; D: después de los 3 afos; C: comun en los dos periodos; n/N= n° de casos que

cumplen el criterio / n© total de casos que cumplen el criterio el criterio
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3.1.7.1. Pacientes con delecion

Los criterios mayores mas frecuentes en los 28 pacientes con delecion (20 hembras y 8
varones) han sido: retraso global del desarrollo, hiperfagia, obesidad, retraso mental moderado
y rasgos faciales caracteristicos. Entre los criterios menores, los mas frecuentes han sido llanto

débil (95%), manos y pies pequefios (91%) y talla baja (87%)(Tabla 3.1.11).

En la Gréfica 3.1.5 se han representado los criterios mayores y menores ordenados segun

su frecuencia.

Criterios mayores Criterios menores
Rapido aumento de peso 40 Trastornos del suefio 49
Poco aumento ponderal 78 Problemas articulares 46
Desarrollo puberal incompleto ‘ ‘ " e Hipopigmentacion 8
Hipogonadismo S Estudios neuromusculares ‘ ‘ D 60
\ \ \ Pes
Problemas de alimentacion ‘ ‘ ‘ Po3 Manos estrechas [ [
Saliva viscosa 17
Hipoplasia genital o4 \ \ |
‘ ‘ ‘ Anomalias oculares ] 7
Retraso mental incompleto ‘ ‘ ‘ Do4 \ \
Rascarse la piel D13
Hipotonia »5 ‘ ‘ 76
‘ ‘ ‘ 0 Movimientos fetales disminuidos
Retraso global del desarrollo [ ‘ ‘ 77
‘ ‘ ‘ Fenotipo conductual
Hiperfagia L ‘ ‘
\ \ \ Tallabaja fs7
Obesidad 00 \ \ \
‘ ‘ ‘ Manos y pies pequefios 0 o1
Facies ; ; ; 100]) ‘ ‘ ‘ 95
: ; ; ; : Llanto debil <6 meses ; ; ; )
0 25 50 75 100 ! ! ! ! !
0 25 50 75 100

Grafica 3.5. Frecuencia de los criterios mayores y menores en los pacientes SPW con delecion

Relacion por sexo
La puntuacion media ha sido similar en ambos sexos, (8,4 H vs. 8,9 V), siendo frecuente
en las hembras: hipotonia, desarrollo puberal incompleto, retraso mental moderado e hiperfagia,

y en los varones: obesidad, hiperfagia y rasgos faciales (Tabla 3.1.10).

Relacion por edad

La mayoria de los pacientes menores de 3 afios han sido hembras (8/9). La edad ha
estado comprendida entre 0,2 y 1,9 afios siendo la media 0,9. La puntuacion media recogida en
el protocolo clinico ha sido de 6,7 [3,75-9] presentando la mayoria cinco de los criterios mayores
(Tabla 3.1.9). Solo el paciente 841 ha presentado una puntuacion inferior a la esperada (3,75
ptos.), coincide con el Unico vardn y presenta una expresion clinica moderada. Aun asi presenta

rasgos tipicos como la hipotonia y facies caracteristica fundamentales para el diagndstico. Todos
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los pacientes han presentado hipotonia, facies caracteristica y retraso global del desarrollo. Los
problemas de alimentacidén y el poco aumento ponderal también ha sido generalizado salvo en
los pacientes 611 y 841. Los movimientos fetales disminuidos junto con el llanto débil y manos y
pies pequefios los han presentado el 85%. La hipopigmentacidon sin embargo se ha observado
tan solo en 3/8 (37,5%).

Los pacientes con delecion mayores de 3 afios han sido siete varones y 12 hembras de
edades comprendidas entre los 3,4 y 33 afios siendo la media 15. Han presentado una
puntuacion media de 9,7 [6,5-13], estando presentes mas de cinco criterios mayores (Tabla
3.1.10). Todos han manifestado obesidad, hiperfagia y rasgos faciales caracteristicos. El retraso
mental moderado esta presente en 17/18 (94,4%) y el hipogonadismo y la hipotonia en 16/17
(94,1%). Los criterios menores mas frecuentes han sido el llanto débil 10/10 (100%), manos y
pies pequeiios 14/15 (93,3%), talla baja 13/15 (86,7%) y anomalias oculares 12/14 (85,7%).
Presentan hipopigmentacién 8/13 (61,5%). Los rasgos menos frecuentes han sido los trastornos
del suefio 5/11 (45,5%) y los problemas de articulacion 6/13 (46,2%).

3.1.7.2. Pacientes con disomia uniparental

Los criterios mas frecuentes observados en los cinco pacientes con DUP han sido,
hipotonia (4/4), hipoplasia genital (4/4), retraso mental moderado (3/3), rasgos faciales
caracteristicos (3/3), hiperfagia (2/2) y obesidad (2/2). El aumento ponderal en la infancia ha
sido normal y no presentan hipopigmentacion, ni problemas articulares (Tabla 3.1.9 y Tabla
3.1.10).

Relacion por sexo
La puntuaciéon media ha sido de 7,4 [4-9,75] observandose que la puntuacién media es

superior en los varones 8,9 vs. 5,9 en hembras.

Relacion por edad

Menores de 3 afos solo estd la paciente 86, diagnosticada a los 2,8 anos. Manifesté
hipotonia, hipoplasia genital y rapido aumento de peso. La apariencia facial fue moderada. El
estudio molecular permitié confirmar la sospecha inicial del sindrome en esta paciente a pesar
de presentar un fenotipo moderado (Tabla 3.1.9).

De los cuatro pacientes mayores de tres anos solo se remitid el protocolo clinico de tres
de ellos (Tabla 3.1.10). La puntuacién media ha sido de 8,5. Manifestaron hipotonia,
hipogonadismo, retraso mental moderado, talla baja, manos y pies pequefios y saliva viscosa.

No se observd hipopigmentacion ni problemas articulares.
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3.1.7.3. Pacientes con defecto de impronta

Los dos Unicos pacientes con DI han sido hembras y han manifestado las caracteristicas
clinicas esperadas correspondientes al sindrome (Tabla 3.1.10).

La paciente 851 de 5,4 afios presentd hipotonia, rasgos faciales caracteristicos, historia
de problemas de alimentacién, movimientos fetales disminuidos y Illanto débil, pero no manifesté
hipogonadismo ni hipopigmentacion. Es de destacar que no presentd obesidad.

La paciente 1401 de 29 afios presentd obesidad, hiperfagia, hipogonadismo, talla baja,
manos y pies pequefios, movimientos fetales disminuidos y llanto débil. No presentd
hipopigmentacién. La ausencia de hipopigmentacion es una caracteristica normal entre los

pacientes con DI.

3.1.7.4. Pacientes SPW sin etiologia determinada

Los dos pacientes menores de tres afios presentaron hipotonia, hipoplasia genital y
retraso global del desarrollo. La apariencia facial fue moderada. No presentaron
hipopigmentacién (Tabla 3.1.9).

Solo se registré la clinica de dos de los tres pacientes mayores de 3 afios. Ambos

presentaron hipotonia e historia de problemas de alimentacion (Tabla 3.1.10).

3.1.8. Analisis estadistico

Se ha aplicado el test de Fisher para comparar si hay diferencias en las caracteristicas
clinicas segun la etiologia y segun el sexo. Para las caracteristicas analizadas no se han
observado diferencias estadisticamente significativas, solo se han observado diferencias en
problemas de alimentacion, siendo mas frecuentes en los pacientes con delecion (87% vs.
12,9%, p= 0,070).
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3.2. Sindrome de Angelman
Se han estudiado 147 pacientes con sospecha clinica de SA, 83 varones y 64 hembras, y

dos liquidos amnioticos.

3.2.1. Analisis citogenético

El cariotipo con bandas G se ha realizado en 63 pacientes detectdndose seis alteraciones
cromosomicas (Tabla 3.2.1), sin embargo, la delecién observada en el paciente 421 no se
observo mediante FISH (falso positivo). El cariotipo con delecidon se observa en la Figura 3.2.1.
De los 57 pacientes con cariotipo normal 15 presentaron la delecion mediante FISH (falsos

negativos).

Tabla 3.2.1. Alteraciones cromosomicas en el SA

Caso Cariotipo
281 46,XX,del(15)(q12)
421 46,XX,del(15)(q12)
1041 46,XX,del(15)(q12)
97 45,XY,1(15;15)
341 45,XY,(15;15)
791 46,XY,1(2;12)(q14.2;q15)
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Figura 3.2.1. Cariotipo 46,XX,del(15)(q12) mediante bandas G
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3.2.2. Estudio mediante hibridacion in situ fluorescente

La técnica de FISH se ha realizado en 140 casos correspondiendo dos de ellos a un
diagndstico prenatal. La presencia de delecidon se ha observado en 39 pacientes (21 varones y
18 hembras). Los dos casos de diagnostico prenatal han sido normales.

Los casos 97 y 341 con t(15;15) observada por citogenética no presentaron la delecidon
(Fig. 3.2.2). Los casos 281 y 1041 con del(15)(q12) observada citogenéticamente se confirmé
mediante FISH, no asi el caso 421, que presentd un resultado normal. En 15 casos con estudio
citogenético normal se ha confirmado la delecién mediante FISH (falsos negativos).

El resultado del andlisis mediante FISH se recoge en la Tabla 3.2.2, algunos pacientes
han sido valorados con sondas ONCOR, otros con sondas Vysis y otros con ambas. Los pacientes
que han sido estudiados empleando ambas sondas han dado un resultado concordante, a
excepcién del paciente 291 en que la sonda D15S11 de ONCOR llevé a un error de

interpretacién.

Tabla 3.2.2. Diagnostico mediante FISH en pacientes SA

Analisis

Sondas realizados Normales Delecion
ONCOR D15S11 9
GABRB3 11
. D15S10 122 88 34
Vysis
SNRPN 112 85 27
Pacientes analizados: 140* 101* 39*

*El nimero de pacientes analizados no corresponde con la sumatoria de las
columnas porque algunos pacientes fueron estudiados con varias de las sondas.

iso (15) Figura 3.2.2. Isocromosoma 15
X observado mediante FISH con la
sonda SNRPN. Se observa una sefial
intensa para la sonda SNRPN
(15911-q13) intercalada entre dos
sefales distales para la sonda PML
(15g22) ambas en rojo. No se
observa sefial verde
correspondiente a la sonda D15Z1
(15q11.2). A) Filtro triple, B) Filtro
SpectrumOrange, C) Idiograma
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3.2.3. Analisis de microsatélites

Se ha realizado en 95 familias siendo 91 informativas, 28 presentaron ausencia del alelo
materno, en 20 fue por delecidon confirmada mediante FISH, en cuatro por DUPpat descartando
la delecion mediante FISH y en cuatro no se determind la etiologia al no realizarse la FISH.

Presentaron HBP para los distintos marcadores 63 familias (Tabla 3.2.3).

Tabla 3.2.3. Estudio de microsatélites en pacientes SA

N° HPM 11 HPM 210 HPM 113 HPMCESRHP M 97 HP M 128 HP M 122
Pacientes con ausencia del alelo materno: delecibn materna o disomia paterna
48 ad ad bc DP DP
29 NI NI Del/DP
35 b ab b NI ab ab bc NI b b ac Dell DP
38 Del/ DP Del/ DP NI
44 Del/ DP Dell DP Del/ DP Dell DP
97 a ab bc Del/DP
221 b bc ac Dell DP a ab b DellDP ¢ ac bd Dell DP
251 NI NI Del/ DP
271 b ab b NI a a ab NI c cd ab DellDP a a a NI c ac bc NI
281 b ab a Del/DP a a ab NI a ac bc Del/DP a ab ac NI a a a NI
321 a a b DellDP a a ab NI a ac bc Del/DP a ab ab NI b ab b NI
341 NI b ab a Del/ DP NI
411 b ab a Del/lDP b b a Del/DP a ab a NI a a a NI b b ab NI
501 ¢ bc a Dell DP
571 b ab a Del/DP a ab a NI a a b DellDP
591 a a a NI b b ac Dell DP a aab NI a ab b Dell DP ab b ab NI
641 b ab a Dell DP
661 a ac b Dell DP
711 a a a NI a abac NI b b ac DellDP b ab bc NI a a b DellDP
741 a ab a NI a a ab NI a ac bc DellDP b ab b NI a a a NI
801 b ab a DellDP a a a NI
811 a ab b Dell DP
841 a ac bd Dell DP b ab a DellDP a a a NI a aab NI
1041 b b a Del/DP a aab NI b ab a Del/lDP ¢ c ab Dell DP
1071 a a ab NI a abab NI a acab NI a a bc DellDP b ab bc NI
1101 a a ab NI b bcab NI a ac bc Del/lDP a a ab NI b bc ab NI
1121 a a ab NI b ab bc NI a a b DellDP b b a DellDP
1161 a a a NI b ab ac Dell DP a abac NI c bcac NI a acab NI
Pacientes con alelos paterno y materno: herencia biparental
12 NI HBP
19 a a a NI ab b ac HBP bc bc ab HBP ac abcd HBP ab bd ac HBP
22 NI NI HBP HBP
171 a a a NI a ab a NI ab a ab HBP b ab b NI ac bc ab HBP
241 HBP HBP NI
261 abab a HBP abab a HBP a aab N bcabcd HBP ababab NI
291 bc ab ac HBP ac ac ab HBP b b ab NI a a a NI ab b a HBP
294 ac ab ac HBP ac ac ab HBP b b ab NI a a a NI ab b a HBP
301 a ab a NI  ab ab a HBP abbc a HBP a a ab NI a abab NI ab ab
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1141 ab a ab HBP a abac NI a acab NI b ab b NI b ab b NI
1151 a a a NI ab a ab HBP bcabac HBP a a a NI b b ab NI
1171 a a ab NI ac a bc HBP acabac HBP abab a HBP abab b HBP
Pacientes no informativos y/o con estudio incompleto

10 NI NI

27 NI

41 NI NI
651 ab ab NI a a NI a ab NI a a NI b ab NI

P: padre; M: madre; H: hijo; Del/DP: delecién o disomia paterna; HBP: herencia biparental; NI: no informativo.
La informatividad de los microsatélite se recoge en la Tabla 3.2.4.

Tabla 3.2.4. Diagndstico mediante estudio de microsatélites

D15S11 D15S210 D15S113 GABRB3 D15S97 D15S128 D15S122 Total

Del M/ DP 7 6 0 11 7 14 1 28
HBP 31 38 3 39 26 40 2 63
NI 44 30 1 32 42 35 2 4
Informatividad 46,3 59,5 75 61 44 60,7 60

Del M/ DP: Delecidon materna o Disomia paterna; HBP: Herencia biparental; NI: No informativo.
Informatividad = (N© de casos positivos / N° de casos totales)x100

En la Figura 3.2.3 se observa el resultado del analisis de microsatélites en dos casos.

h p m h p m
- - { camrseant  Slaisesoh o
R
Delecion materna/ DUPpat NI

Figura 3.2.3. Resultado del analisis de microsatélites para el marcador
D15S128 en un caso de delecion 15q11-q13 de origen materno o isodisomia
paterna y un caso no informativo. h: hijo; p: padre; m: madre
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3.2.4. Analisis de metilacién

Se ha confirmado el SA en 17 de los 97 pacientes analizados mediante Southern blot. La
region D15S63 se ha analizado en 79 casos con la sonda PW71B, en 15 se ha analizado la regién
del ex6n 1 del gen SNRPN con la sonda KB17 y en tres se han analizado las dos regiones (Tabla
3.2.5).

Tabla 3.2.5. Diagndstico mediante analisis de metilacion

Sonda Enzimas An?hSlS Normales SA
realizados
Hindlll+Hpall (6,4kb + 4,4kb) 52 45 7
PW71B
Bglll+Cfol (8kb + 6,4kb) 29 22 7
Xbal+Notl (4,3kb + 0,9kb) 11 8 3
KB17
Bglll+Hpall (2kb + 0,9kb) 7 6 1
Pacientes analizados: 97* 80* 17*

*El nimero de pacientes analizados no corresponde con la sumatoria de las columnas porque
algunos pacientes fueron valorados con ambas sondas o con varias combinaciones de enzimas.

El estado de metilacion de Hpall en la region D15S63 se ha analizado mediante una
doble digestion con las enzimas HindIII+Hpall en 52 casos, siete han presentado la ausencia de
la banda de origen materno de 6,4Kb confirmando el SA y 45 han presentado un patron de
herencia biparental (6,4Kb+4,4Kb) descartando la posibilidad de una delecion, DUPpat o un DI,
pero no descarta el SA. El estado de metilacion de Cfol se ha analizado mediante una doble
digestion con las enzimas BglII+Cfol en 29 casos, siete han presentado la ausencia de la banda
de origen materno de 8Kb confirmando el SA y 22 han presentado un patron de herencia
biparental (8Kb+6,4Kb).

El estado de metilacion de NotlI en la region del exén 1 del gen SNRPN se ha analizado
mediante una doble digestidon con las enzimas Xbal+Notl en 11 casos, tres han presentado la
ausencia de la banda de origen materno de 4,3Kb confirmando el SA y ocho han presentado un
patrén de herencia biparental (4,3Kb+0,9Kb). Mientras que el estado de metilacion de Hpall se
ha analizado mediante una doble digestion con las enzimas BglII+Hpall en siete casos, uno ha
presentado la ausencia de la banda de origen paterno de 2Kb confirmando el SA y seis han
presentado un patron de herencia biparental (2Kb+0,9Kb).

La etiologia de los 17 pacientes que han presentado un patrén de metilacién compatible
con el SA se ha valorado mediante FISH y/o analisis de microsatélites obteniéndose 14
deleciones y dos DUPpat. En el paciente 35 con la ausencia del alelo materno en el analisis de

microsatélites, no se ha podido determinar la etiologia al no realizarse la FISH.
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En la Figura 3.2.4 se observa el resultado del analisis de metilacion con las sondas
PW71B y KB17 de algunos pacientes.

A) M SA SA SA SA SA PW SA SA SA SA B)
421 431 501 521 741 1001 541 561 591611

PW PW PW SA SA
831 851 881591 771
v S W — e et -

&

< > < > —>
HindIII + Hpall Bglll + Cfol Xbal + Notl

SA SA SA SA SA PW SA SA SA SA
421 431 501 521 7411001 541 561 591 611

PW PW PW SA SA
831 851 881 591 771

8.0 Kb
6.4 Kb

<4— 6.4Kb <
4.4 Kb 43Kb

W € 09Kb

N N SAN SA N N N - N

N SPW N SA N

Figura 3.2.4. Geles de transferencia del ADN digerido y resultado de la deteccién

quimioluminiscente con CDP-Star. A) Digestidn con HindIII+Hpall y BgllI+Cfol. Hibridacién con la
sonda PW71B. B) Digestion con Xbal+NotI. Hibridacidon con la sonda KB17
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3.2.5. Valoracion genética global

El diagndstico de SA se ha confirmado en 47 pacientes. La etiologia ha sido la siguiente:
39 pacientes han presentado la delecion 15q11-q13, confirmada mediante FISH, en los
pacientes 281 y 1041 observada por citogenética; cuatro pacientes han presentado DUPpat, dos
con presencia de un isocromosoma 15 (casos 97 y 341), uno con isodisomia (caso 741) y uno
con heterodisomia (caso 48); cuatro pacientes (35, 251, 411 y 591) presentan ausencia del
alelo materno y no se ha determinado su etiologia; 15 pacientes con estudio molecular normal
han presentado una puntuacién igual o mayor a diez, clinicamente son SA tipicos y son
candidatos a presentar mutacion en el gen UBE3A o formar parte del grupo de pacientes SA de

etiologia desconocida (Tabla 3.2.6).

Tabla 3.2.6. Frecuencia de alteraciones en el SA

Alteracion 62 %
casos sobre 58 casos
Deleciéon 15q11-q13 materna 39 67,2
DUPpat 4 6,9
Molecular Normal (=10 ptos.) 15 25,9
SA con etiologia sin determinar 4

En la Tabla 3.2.7 se observan los resultados globales obtenidos segln las técnicas
utilizadas en los 149 pacientes. En 36 pacientes se ha realizado el diagndstico utilizando una
sola de las técnicas de analisis, en 43 se han utilizado dos de las técnicas y en 70 se han
aplicado todas. El resultado de las pruebas genéticas de cada paciente se recoge en la Tabla
3.2.8.

Tabla 3.2.7. Diagnostico del SA segun técnicas empleadas

Delecion Disomia Etiologia Normal

Analisis Materna Paterna detesrir:inar 210 <10 Valorado Total
FISH 15 - - 2 10 1+27 30
Microsatélites - - 3 - 1 - 4
Metilacién - - - - 2 - 2
FISH + Microsatélites 10 2 - 1 3 2 18
FISH + Metilacion 4 - ) 2 8 8 22
Microsatélites + Metilacion - - 1 - 2 - 3
FISH + Microsatélites + Metilacion 10 2 - 10 32 16 70

Total 39 4 4 15 58 29 149
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Tabla 3.2.8. Estudios moleculares en pacientes SA

S CITOGENETICA FISH Microsatélites Metilacion 5
o 11 |210]|113| BR | 97 128122 PW71B KB17 5
B3 &
Delecién materna
6 H Del 16
15 V 46XY Del 9
16 V Del 8
25 V Del 9
26 H 46,XX,16gh+ Del 14
29 V Del NI NI Del 12
32 V Del 11
38 V 46,XY Del Del Del NI 10
44 Del Del Del Del Del
121 H 46XX Del 11
131 H Del
151 H Del 9
211 H 46,XX Del 9
221 H 46,XX Del Del Del Del 9
231 vV Del 8
271 V 46,XY Del NI NI Del NI NI 15
281 H 46,XX,del(15)(q12) Del Del NI Del NI NI 9
321 H Del Del NI Del NI NI 1
331 H 46,XX Del 9
371 H 46,XX Del 11
501 V Del Del SA(4.4 kb) 14
571 V 46,XY Del Del NI Del 4
641 V 46XY Del Del 11
661 H Del Del 15
711 V 46,XY Del NI NI Del NI Del SA (6.4 kb) 14
801 V 46,XY Del Del NI SA (6.4 kb) 1
811 V 46XY Del Del SA (6.4 kb) 12
841 H 46,XX Del Del Del NI NI SA (6.4 kb) 10
1041 H 46,XX,del(15)(q12) Del Del NI Del Del SA (4.4 Kb) 5
1071 V Del NI NI NI Del NI SA (4.4 Kb) 15
1101 H Del NI NI Del NI NI SA (4.4 Kb) SA (0.9 Kb) 8
1121 H Del NI NI Del Del SA (4.4 Kb) 7
1161 V Del NI Del NI NI NI SA (4.4 Kb) 10
1211 V Del 12
1261 V Del SA (0.9 Kb)
1281 H Del SA (6.4 kb) 14
1291 V Del SA (6.4 kb) 14
1301 Vv Del
1321 H Del SA (0.9 Kb) 14
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Disomia uniparental paterna

48 V 46,XY Normal DP DP 10
97 V 45)XY,der(15;15) Normal DP 12
341 V 45,XY,der(15;15) Normal NI DP NI  SA (4.4 kb) 13
741 H Normal NI NI DP NI NI SA (6.4 Kb) 8
Etiologia sin determinar
35 V NI NI Doy 11
251 Vv NI NI Doy 10
411 H 46,XX B'Fi" gg" NI NN 11
501 H 46,XX NI gg'/ NI gg'/ NI SA (0.9 Kb) 13
Diagndstico molecular normal y 2 10 puntos
101 V 46,XY Normal 10
301 H Normal NI HBP HBP NI NI Normal (6Kb+4.4Kb) 10
511 V 46,XY Normal NI NI HBP NI HBP 10
541 H 46,XX Normal HBP HBP HBP HBP NI Normal (6Kb+4.4Kb) 10
791 V 46,XY,t(2;12) Normal  HBP NI HBP HBP HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 10
821 V Normal NI NI HBP HBP HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 10
891 V 46,XY Normal NI HBP HBP NI HBP Normal (4.3Kb+ 0.9Kb) 10
951 H Normal HBP HBP NI HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 10
1051 V 46,XY Normal HBP HBP HBP HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 10
1091 H Normal NI HBP HBP NI HBP Normal (2Kb+0.9kb) 12
1111 H Normal NI NI HBP HBP HBP Normal (6 Kb+4.4Kb) 1"
1201 H 46,XX Normal NI NI HBP Normal (4.3Kb+0.9Kb) 12
1331 V Normal Normal (8kb+6.4kb) 13
1341 H 46,XX Normal Normal (8 kb+6.4kb) Normal (4.3Kb+0.9Kb) 16
1391 H Normal 14
Diagnéstico molecular normal y < 10 puntos
10- \Y; Normal NI NI Normal (6Kb+4.4Kb) 5
1 H Normal
12 Vv NI HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 4
19 V Normal NI HBP HBP HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 2
22 V Normal NI NI HBP HBP 9
27 V Normal NI Normal (6Kb+4.4Kb) 9
41 Vv Normal NI NI Normal (6Kb+4.4Kb)
45 V 46,XY Normal Normal (6Kb+4.4Kb) 5
47 V Normal 5
111 V 46,XY Normal 8
141 V Normal Normal (6Kb+4.4Kb)
161 V 46,XY Normal Normal (6Kb+4.4Kb) 6
171 V Normal NI NI HBP NI HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 5
181 V Normal Normal (6Kb+4.4Kb) 5
191 V 46,XY,15s+ Normal 5
201 H 46,XX Normal Normal (6Kb+4.4Kb) 8
241 H HBP HBP NI 7
261 V 46,XY Normal  HBP HBP NI HBP NI Normal (6Kb+4.4Kb)
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291 V Normal HBP HBP NI NI HBP

294 V Normal HBP HBP NI NI HBP

311 Vv Normal (4.3Kb+0.9Kb) 8
351 V Normal 5
361 H Normal 5
391 V Normal 5
401 H Normal NI HBP HBP NI Normal (6Kb+4.4Kb)

421 H 46,XX,del(15)(q12) Normal Normal (6Kb+4.4Kb)

431 V 46,XY Normal HBP NI HBP NI NI Normal (6Kb+4.4Kb) 3
441 V 46, XY Normal HBP HBP HBP NI HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 4
451 H Normal NI HBP NI NI HBP Normal (8Kb+6.4Kb)

471 H Normal 3
481 H Normal NI NI NI NI NI HBP Normal (6Kb+4.4Kb) Normal (2Kb+ 0.9Kb) 8
491 V Normal ~ HBP HBP HBP HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb)

521 H 46,XX Normal NI HBP NI NI HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 4
531 H Normal 2
551 H Normal HBP HBP NI HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 6
561 H Normal NI HBP HBP NI  HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 4
581 H 46,XX Normal NI NI HBP NI NI 3
611 V Normal NI NI NI NI HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 4
621 V 46,XY Normal HBP HBP HBP HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 8
631 H 46,XX Normal NI HBP HBP NI NI Normal (6Kb+4.4Kb) 6
644 F Normal

651 H Normal NI NI NI NI NI Normal (8Kb+6.4Kb) 5
671 H 46,XX Normal HBP HBP NI HBP HBP 5
681 H 46,XY Normal  HBP HBP NI NI NI Normal (8Kb+6.4Kb) 6
691 V 46,XY Normal NI HBP HBP NI Normal (8Kb+6.4Kb) 6
701 V Normal NI HBP NI HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 4
731 V Normal NI NI HBP HBP HBP NI Normal (8Kb+6.4Kb) 9
734 H Normal HBP HBP HBP HBP NI NI Normal (8Kb+6.4Kb)

751 V Normal NI NI NI HBP HBP Normal (8Kb+6.4Kb)

761 H 46,XX Normal HBP NI HBP NI NI NI HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 2
771 H 46,XX Normal HBP HBP NI HBP HBP Normal (4.3Kb+0.9Kb)

781 H 46,XX Normal ~ HBP NI NI NI NI Normal (8Kb+6.4Kb) 8
831 V 46,XY Normal HBP NI HBP NI HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 6
851 H 46,XX Normal NI HBP HBP NI NI Normal (8Kb+6.4Kb) 6
871 H 46,XX Normal HBP HBP HBP HBP HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 4
881 V Normal HBP HBP HBP HBP NI Normal (4.3Kb+0.9Kb) 5
901 V 46,XY Normal NI HBP NI HBP NI Normal (6Kb+4.4Kb) 7
921 H 46,XX Normal NI HBP HBP NI  HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 6
931 V 46,XY Normal HBP HBP HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb)

941 V 46,XY Normal HBP NI HBP HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 8
961 V Normal NI HBP HBP HBP HBP Normal (8Kb+6.4Kb) 3
981 H Normal  HBP HBP NI HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb)

991 H 46,XX Normal HBP HBP HBP NI HBP Normal (6Kb+4.4Kb) 6
1001 V Normal ~ HBP NI HBP NI NI Normal (6Kb+4.4Kb) 6
1011 V Normal HBP NI HBP HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb)
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1021 V Normal NI NI NI NI HBP Normal (6Kb+4.4Kb)

1031 V Normal NI NI HBP NI  HBP Normal (6Kb+4.4Kb)

1061 H 46,XX Normal NI HBP HBP HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb)

1081 H Normal  HBP HBP NI HBP NI Normal (6Kb+4.4Kb)

1131 V Normal HBP HBP HBP NI NI Normal (6Kb+4.4Kb)

1141 V 46,XY Normal ~ HBP NI NI NI NI Normal (6Kb+4.4Kb)

1151 V Normal NI HBP HBP NI NI Normal (6Kb+4.4Kb)

1171V NI HBP HBP HBP HBP Normal (6Kb+4.4Kb)

1181 V 46,XY Normal

1191 V 46,XY Normal

1221 V Normal Normal (4.3Kb+0.9Kb)
1231 V 46,XY Normal Normal (6Kb+4.4Kb)

1241 H Normal Normal (6Kb+4.4Kb)

1251 H Normal Normal (6Kb+4.4Kb)

1271 H Normal Normal (4.3Kb+0.9Kb)
1284 F Normal

1311 V Normal Normal (2Kb+0.9Kb)
1351 V Normal Normal (8kb+6.4kb)

1361 V Normal Normal (2Kb+0.9Kb)
1371 H Normal Normal (2Kb+0.9Kb)
1381 H Normal (2Kb+0.9Kb)
1401 H 46,XX Normal Normal (2Kb+0.9Kb)

V: vardn; H: hembra; F: feto; Del: delecion; DP: disomia paterna; HBP: herencia biparental; NI: no informativo.
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Resultados - Sindrome de Angelman

3.2.6. Valoracion clinica

Se ha recogido el protocolo clinico a 106 de 147 pacientes con sospecha clinica de SA. La
edad media ha sido de 5,7 afios [0-26] (Grafica 3.2.1). El diagnostico de SA se ha confirmado
molecularmente en 47 pacientes y clinicamente 15 pacientes pueden ser considerados SA al
presentar una puntuacion igual o superior a 10. Estos 62 pacientes (33 V y 29 H) representan el
41,6% de la poblacién analizada. La distribucidon por sexo de cada etiologia se observa en la
Gréfica 3.2.2. La distribucién ha sido similar en los pacientes con deleciéon (21 V vs. 18 H) y en
los pacientes con un estudio molecular normal y criterios consistentes (7 V y 8 H), en los

pacientes con DUPpat hay una mayor proporcién de varones (3 Vy 1 H).

80- 72 100% -

80% -

60%

N° de
casos

40%

20%

0%

Delecion DUPpat Mol Normal  SA sin

1a3  4a10 11a16 >16 NR ,
‘ O Hembras [JVarones confirmar
Anos
Grafica 3.2.1. Agrupacion por edades Grafica 3.2.2. Relacion mutacion-sexo

La puntuacion media de los pacientes con diagndstico molecular de SA obtenida con los
protocolos clinicos para las diferentes alteraciones se recoge en la Tabla 3.2.9, siendo la media
global de 10 [4-16].

Tabla 3.2.9. Puntuacién segun protocolo clinico en pacientes SA

Puntuacion
Alteracién . Rango
media
Delecion 10,9 [4 - 16]
DUPmat 10,7 [8 - 13]
Molecular normal (=10 ptos.) 11,2 [10 - 16]
Etiologia sin determinar 11,3 [10 - 13]
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Las caracteristicas clinicas de los 62 pacientes agrupadas en consistentes, frecuentes vy

asociadas se representan en la Grafica 3.2.3.

Problemas de alimentacion 137,5

Prognatia ]51,9

Hipopigmentacion ]163,0

Occipital plano ] 70,0

Protusion de la lengua ] 70,4

Asociados (20-809

Boca ancha ] 80,4

Babeo 95,7 |

Microcefalia ] 66,0

EEG anormal ] 83,7

Frecuentes (80%)

Convulsiones 191,1

Comunicacion por gestos ] 36,2

Hipermotricidad 187,3

Risa frecuente ] 90,6

Poca atencion ] 92,0

Ataxia 1923

Consistentes (100%)

Aleteo de manos 195,8

Ausencia de habla 100,

Retraso en el desarrollo T00;

0 25 50 75 100

%

Grafica 3.2.3. Caracteristicas clinicas de los pacientes SA

La poblacién afecta formada por 33 varones y 29 hembras, de edad media 5 afios [0,9-
26], ha presentado una puntuacién media de 10,6 [4-16]. Todos los pacientes han manifestado
retraso en el desarrollo y ausencia de habla. Las caracteristicas presentes en mas del 80% de
los pacientes han sido aleteo de manos, babeo, ataxia, poca atencién, convulsiones y risa
frecuente. Las caracteristicas menos frecuentes han sido comunicacién por gestos, problemas de

alimentacién y prognatia (Gréfica 3.2.3).
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Los 47 pacientes en los que se ha confirmado molecularmente el SA se han agrupado

de acuerdo a la

Inicas

7

la alteracion molecular para relacionar las manifestaciones cl

7

segun

clasificacion de: consistentes, frecuentes o asociadas. El registro individual de cada paciente

para la poblacion afecta se recoge en la Tabla 3.2.10.

Tabla 3.2.10. Caracteristicas clinicas de los pacientes SA segun la alteracion molecular
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Pacientes con disomia uniparental paterna

34 7V o+ + - + + + + + + + + - - + - 13 7
97 vV o+ + + + + + + + + + - - - 12 7
48 9 V. + + + - + + + + + - - - + 10 6

™4 H + + + + + + - - + + 8 6

Pacientes con etiologia sin determinar

591 1 H + + + + + + - - + + + + + + + 13 6
35 6 V + + + + + + + + + 1 5

411 H + + - + + + + + + + + + 11 5

251 4 V + + - + + + + + + + + - - 10 5

noIN 42/ 40/ 12/ 36/ 33/ 17/ 35 17/ |24/ 38 30/ | 24/ 26/ 5 19/ 28/ 16/ 15/ Media=
42 40 42 38 38 18 41 19|39 41 34 |33 39 9 3y 36 16 20 97
% 100 100 29 95 87 94 8 89|62 93 8 |73 67 56 51 78 100 75 [4-16]

V: vardn; H: hembra; +: presente; -: ausente; En blanco: no registrado.

De los casos con estudio molecular normal se dispone del protocolo clinico de 62, de
estos, 15 pueden considerarse clinicamente SA tipicos al presentar una puntuacion igual o

superior a 10. Las caracteristicas clinicas se recogen en la Tabla 3.2.11.

Tabla 3.2.11. Caracteristicas clinicas de los pacientes SA con estudio molecular normal

Consistentes Frecuentes Asociados
c
@ ©
[-) -] (7]
3 % 5 £
F oo g ¢
] I c
g 5 8 9 g 2 = g
T © c © ) © T Q
- £ ¢ E 8 £ P c - 0 S
v o 0 £ C €|s 9 tc ¥ v 2 & - 2
c © © £ 0| = € 1 w E E g £ =
S g ® o 8 £|® O - £ ®8 9 ¢ £ 9 ¢
- 9 o -] V] Y= 0 ] - (3} Q
[- ] ] [T 5 = £ ] rd O 9§ =
W & £ @® o E ®| v 3 = v o o o & "’
I 3 c w @ = <) a 3 = £ P? a 3 =
T = 0 X @8 & o ®| = 2 - 5 a o 9 o + 0
25 888838 288 5P 8 e e 8 825 5
N° weg @ O« & « T a 5 O w O a a a = o T & O
Pacientes con 10 o mas puntos
1341 + + + + + + + + |4+ - + |+ + - + + + + 16 10
1391 6+ + + + + + + +| - + + |+ + - - + + - 14 10
1331 10+ + + + + + + + |+ + - |+ - - - + + - 13 .10
1091 7+ + + + + + + + |+ + - |+ - - - 4+ - - 12 10
1201 4+ + + + + + + + |+ - - |- + - - + + - 12 9
1111 + + + + + + + o+ + + 4+ 11 8
101 8 + + + + + + + o+ + -+ 10 8
821 13 + + + + + 4+ + |- 4+ - |- + - - - 4+ - 10 8
541 3 + + + + + + + o+ + + - 10 8
891 7 + + -+ + + + o+ + + + 10 7
301 2 + + + + - + + o+ + + + 10 7
511 13 + + + + + -+ o+ + + 4+ 10 7
791 4 + + + + + + o+ + + 4+ 10 7
951 6 + + -+ + + + o+ + + 4+ 10 7
1051 12 + + + + + + | - - + - + 4+ + 10 6
no/N 15/ 15/ 5/ 12/ 15/ 6/ 13/ 6/ |11/ 13/ 11/ | 4 12/ 1/ 8/ 13/ 6/ 2/ Media=
15 15 5 14 15 6 14 6 (14 15 15,7 15 7 15 15 7 7 11,1
% 100 100 100 86 100 100 93 100( 79 87 73 |57 80 14 53 87 86 29 [10-16]
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Pacientes con menos de 10 puntos

621 2 + + + o+ + + + o+ + - - 9 8
731 16 + + -+ + + + |-+ - |- + - - - 4+ - 9. 7
481 6 + + + o+ + -+ o+ + -+ - 9 7
201 3 + + + o+ + -+ + -+ 9 7
1221 11 + + -+ o+ o+ - - - - -+ + - 9 7
22 15 + + o+ + + + + o+ o+ 9 6
1381 26 + + o+ + -+ o+ + + o+ 9 6
941 17 + + + o+ + + - - + + o+ 9 6
1271 23 + + + + + + 4+ - + - 8 7
901 4 + + -+ + + + o+ + - - 8 7
781 + + + o+ -+ |+ - -+ - - 4+ - 816
111 12 + + + + + -+ + + - 8 6
241 4 + + -+ + + - + + - + 8 6
1181 9 + + + o+ - -+ + + o+ 8 5
551 11 + + + o+ + -+ o+ - - - 77
831 5+ + + o+ + -+ o+ - - - 77
851 10 + + + o+ + -+ o+ - - - 77
1001 + + + o+ + + -+ - 77
631 17 + + + o+ - + + o+ - - - 77
1171 6 + + + o+ - + + o+ - - - 77
1241 10 + + + + o+ - - - - - - +* 76
1231 7 + + + + + - 4+ |- - -4+ - - - - - - 7 6
991 2 + + + + + - - + -+ 7 5
691 7 + + + + - -+ - - + + 7 5
921 6 + + + - + - + + o+ 7 4
881 6 + + + o+ + - -+ - - - 6 6
391 10 + + -+ - + + o+ - - - 6 6
361 4 + + + - -+ o+ - + - 6 5
671 3 + + + - + -+ + - 6 5
351 5 + + -+ - + - - - + + 6 4
651 15 + + -+ - -+ - - + 0+ 6 4
1131 14 + + -+ + + - - - - 5 5
41 4 + + -+ + - - + - - 5 4
521 20 + + + - + - - - + - 5 4
1191 2 + + + + - - - - + - - 5 4
561 11 + - + o+ - -+ - - -+ 5 4
871 4+ + + - -+ - - - F 5 4
611 13 + + -+ - -+ - - + - 5 4
701 14 + + - - + - - - + + - 5 3
961 14 + + + + - - - - - - - 4 4
1031 + + -+ + - - - - - - 4 4
431 10 + + + - - - -t 4 3
4711 6 + + -+ - - - - - + - 4 3
581 6 + + - - - + - - - -+ 4 3
761 3 + + - - - . - - - 3 3
531 6 + + - - - - - - - + - 3 2
491 15 + - e A e -
N Y7 % 4 @45 5 44 7 44 45 37 5 4o 6 4 45 7 o Media=o

% 100 95 100 58 82 80 55 86 |41 47 46|20 35 17 38 35 57 17 [2-9]
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3.2.7. Relacion genotipo-fenotipo

Se ha aplicado el test estadistico de Fisher para analizar si existen diferencias clinicas
entre los pacientes seglin la etiologia. Para los criterios analizados se observan diferencias
estadisticamente significativas al comparar pacientes con delecién con pacientes con DUPpat en
problemas de alimentacién, protusion de la lengua, prognatia y diferencias en la comunicacién
por gestos (Tabla 3.2.12).

Tabla 3.2.12. Diferencias clinicas pacientes con delecién vs. pacientes DUPpat

Caracteristica clinica Delecion DUPpat Test de Fisher
Problemas de alimentacion 100% 0% 0.008
Protusién de la lengua 73% 0% 0.011
Prognatia 57% 0% 0.051
Comunicacién por gestos 23% 75% 0.060

La frecuencia de los rasgos clinicos agrupada en funcidon de la alteracion molecular se

recoge en la Tabla 3.2.13.

Tabla 3.2.13. Frecuencia de las caracteristicas clinicas de pacientes SA

Delecion Disomia Etiologia sin Molecular
Materna Paterna determinar normal
39 ) @ as)

CARACTERISTICAS % n/N % n/N % n/N % n/N
Consistentes 100%

Retraso en el desarrollo 100 35/35 100 4/4 100 3/3 100 15/15
Habla <3 palabras 100 33/33 100 4/4 100 3/3 100 15/15
Aleteo de manos 100 13/13 75 3/4 100 11 100 6/6
Ataxia 94 31/33 100 2/2 100 3/3 86 12/14
Poca atencion 92 13/14 100 4/4 0 0/1 100 6/6
Risa frecuente 88 28/32 75 3/4 100 2/2 100 15/15
Hipermotricidad 85 29/34 75 3/4 100 3/3 93 13/14
Comunicacidn por gestos 23 8/35 75 3/4 33 1/3 100 5/5
Frecuentes 80%

Convulsiones 94 32/34 75 3/4 100 3/3 87 13/15
EEG anormal 86 25/29 100 2/2 100 3/3 73 11/15
Microcefalia 61 20/33 67 2/3 66,7 2/3 79 11/14
Asociadas 20-80%

Babeo 100 13/13 100 3/3 0 0/0 86 6/7
Problemas de alimentacion 100 5/5 0 0/4 0 0/0 14 117
Boca ancha 81 24 /29 50 2/4 67 2/3 87 13/15
Hipopigmentacion 80 12/15 50 2/4 100 171 29 2/7
Protusion de la lengua 73  24/33 0 0/4 100 2/2 80 12/15
Occipital plano 67 18/27 100 3/3 100 3/3 57 477
Prognatia 57 17 /30 0 0/4 67 2/3 53 8/15
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3.2.7.1. Pacientes con delecion

Los 39 pacientes con delecion de edad media 5 afos [1-16], presentan como rasgos
principales retraso en el desarrollo 35/35, hablan menos de tres palabras 33/33 y aleteo de
manos 13/13 (Tabla 3.2.13). Estad presente en mas del 80% de los pacientes ataxia, poca
atencién, risa frecuente e hipermotricidad. Se comunican por gestos solo 8/35 (23%). Las
caracteristicas asociadas mas frecuentes han sido el babeo (13/13) y los problemas de

alimentacién (5/5).

3.2.7.2. Pacientes con disomia uniparental paterna

Los cuatro pacientes con DUP de edad media 4 afios [0,9-9 afios], presentan retraso del
desarrollo, hablan menos de tres palabras, ataxia, poca atencién, EEG anormal, babeo y occipital
plano (Tabla 3.2.13). Destaca la ausencia de problemas de alimentacién, protusion de la lengua
y prognatia. La capacidad para comunicarse por gestos se observa en 3/4 (75%) vy la
hipopigmentaciéon en 2/4 (50%).

En los dos pacientes con isocromosoma se hizo un estudio mas completo registrandose

caracteristicas no incluidas en el protocolo clinico inicial (Tabla 3.2.14).

Tabla 3.2.14. Pacientes con isocromosoma

Caracteristicas clinicas Caso 341 Caso 97
Peso al nacimiento 3560 g 3100 g
Altura al nacimiento 50 cm 50 cm
Perimetro craneal (centile) 50,5 cm (3er c) -

Edad de inicio de la convulsiones (afios) 0.6 0.6

Edad de inicio de la marcha (afios) 7 5

Edad (afios) 9 4

Peso (centile) 28 Kg (50) 28,6 Kg (97)
Altura (centile) 130 cm (50) 100,3 cm (10)
Hiperfagia - +
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3.2.7.3. Pacientes con estudio molecular normal

Quince casos han sido considerados pacientes SA al presentar una puntuacion igual o
superior a 10, siendo la puntuacién media de 11,1 [10-16] (Tabla 3.2.11). La edad media ha
sido de 7,3 anos [2-13]. Manifiestan todos los criterios consistentes esperados del sindrome,
siendo buena la capacidad de comunicacion por gestos. Los criterios asociados se observan en
menos del 60% de los pacientes salvo macrostomia (87%), babeo (86%) y protusion de la
lengua (80%) (Tabla 3.2.13).
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Discusion

4.1. Técnicas de diagnostico molecular

Disponer de técnicas de laboratorio que confirmen de forma eficiente los individuos con
sospecha de SPW y SA es de gran importancia clinica, principalmente en recién nacidos y
durante la infancia, y particularmente en individuos que no manifiestan el conjunto de anomalias
clinicas que caracterizan a cada uno de estos sindromes. Se ha observado que el 45% de los
niflos entre 0-12 meses con hipotonia severa de etiologia desconocida tienen SPW (Gillessen-
Kaesbach et al., 1995b). Rasgos como flojedad al nacimiento, llanto débil, pobre succion,
dificultades en la alimentaciéon e hipogonadismo se han observado en todos los casos SPW con
un estudio genético positivo (Whittington et al., 2002). No obstante, el 3-4% de los pacientes
con una puntuacion superior a ocho con el test de Holm no presentan una mutacién molecular
(Robinson et al., 1991; Gillessen-Kaesbach et al., 1995b), mientras que entre los pacientes con
una puntuacién entre 5 y 6 hay un 30% que tienen estudios moleculares positivos (Erdel et al.,
1996). En el SA ocurre una situacién similar, el fenotipo comienza a evindenciarse a partir de los
dos afios, siendo muchos rasgos inespecificos y comunes con otras patologias dificultando el
diagndstico clinico. Debido a esta variabilidad es imprescindible el analisis genético para
confirmar estos sindromes, clarificar el riesgo de recurrencia para las familias con individuos
afectos e iniciar el tratamiento.

Debido a que la base genética de estos sindromes es heterogénea, pueden estar
causados por delecion, DUP, DI o mutaciones intragénicas, es necesario el empleo de diversas
técnicas para conocer la etiologia. La FISH, el analisis de microsatélites y el analisis de
metilacion permiten diagnosticar aproximadamente al 99% de los pacientes con SPW y al 80%
de los pacientes SA (ASGH/ACMG, 1996).

4.1.1. Analisis citogenético

El analisis citogenético realizado en 47/151 pacientes con sospecha clinica de SPW no ha
revelado ninguna alteracién en el cromosoma 15, solamente el paciente 74 presentd un cariotipo
andmalo 47,XXY (Rego et al., 1997). Aunque la delecién 15q11-q13 la presentan el 70% de los
pacientes con SPW, solo son detectados con el analisis citogenético de alta resolucion el 40-50%
(Buttler, 1990; van den Ouweland et al., 1995). Se considera que la frecuencia de alteraciones
citogenéticas en el SPW, principalmente translocaciones equilibradas, es del 0,1% (Nicholls and
Knepper, 2001).

El analisis citogenético realizado en 63/147 pacientes con sospecha clinica de SA ha
detectado dos deleciones 15q11-q13 (casos 281 y 1041), dos translocaciones 15;15 (casos 97 y
341) y una translocacion equilibrada 2;12 (caso 791). La frecuencia de anomalias cromosémicas
estructurales responsables de causar el SA sin incluir la delecién en la presente serie es del
3,2% (2/63), ligeramente superior al 1-2% descrito por Chan et al, (1993).
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En seis pacientes SPW y en 15 pacientes SA no se observd la delecidn en el cariotipo
(falsos negativos), mientras que en el caso SA 421 la delecién observada citogenéticamente no
se confirmé molecularmente (falso positivo). Segun estos resultados podemos decir que el
analisis cromosomico es insuficiente para detectar la delecién. Una de las principales razones es
que la region 15q proximal puede variar en tamafio debido a su proximidad al centrémero, al
polimorfismo centromérico que hace que haya una tendencia a curvarse, y a la variabilidad en la
condensacién de los homdlogos (Knoll et al., 1993; Plaja et al., 2001).

La sospecha de delecion debe ser confirmada mediante FISH debido a los falsos negativos
y falsos positivos observados en el analisis del cariotipo (Kuwano et al., 1992; Delach et al.,
1994). El analisis citogenético es mas Uutil para la deteccion de reorganizaciones que puedan

predisponer a delecion o bien para descartar otras anomalias cromosdmicas.

4.1.1. Analisis mediante FISH

Esta técnica ha permitido detectar la presencia de delecién en la region 15q11-q13 en el
73,7% de los pacientes SPW (28/38) y en el 63% de los pacientes SA (39/62). La frecuencia
observada es similar al 70-75% descrita en la literatura (Teshima et al., 1996). La eficacia de la
FISH ha sido del 100%, todos los pacientes con delecién han mostrado senal de hibridacion solo
en uno de los cromosomas 15, mientras que en todos los pacientes sin delecion se ha observado
sefial de hibridacidén en los dos cromosomas 15.

La FISH ha demostrado una mayor eficacia frente a la citogenética convencional en la
deteccidn de la delecién en pacientes con sospecha de SPW o SA. En nuestra serie la frecuencia
de falsos negativos citogenéticos aclarados gracias a la FISH ha sido del 20% (22/110), valor
alto debido a que la resolucion empleada ha sido de 550 bandas, mientras que la frecuencia de
falsos positivos ha sido del 0,9% (1/110). Teniendo en cuenta unicamente las deleciones, solo
se han observado el 8,3% (2/24), otros autores describen que solo el 41% (12/29) (van den
Ouweland et al., 1995) y el 53% (8/15) (Teshima et al., 1996) de las deleciones fueron
identificadas usando el analisis cromosdémico con resolucion de 850 bandas, poniendo de
manifiesto la limitacion de esta técnica. Nuestros resultados coinciden con estudios previos y
concluyen que el analisis mediante FISH es un método de diagnodstico rapido, seguro y eficaz
para la deteccidon de la delecion 15q11-gq13 y puede reemplazar la técnica de bandas G para el
diagndstico de la delecion (Kuwano et al., 1992; Delach et al., 1994; Butler, 1995; Bettio et al.,
1995; White et al., 1995; Erdel et al., 1996).

4.1.1.1. Valoracidén de las sondas

El resultado de la hibridacién utilizando sondas procedentes de diferentes casas
comerciales no ha mostrado discrepancias salvo en un caso (SA 291), interpretado inicialmente
como delecion con la sonda D15S11 de ONCOR. El estudio de microsatélites de este paciente

mostré herencia biparental para los marcadores D15S11, D155210 y D15S128. Al repetir la
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FISH con las sondas SNRPN y D15S10 de Vysis, se observo sefial de hibridacion para ambas
sondas en los dos cromosomas 15, pero la sonda control PML en la regién 15922 mostré una
sefial mas débil en uno de los homodlogos. Esta sefial fue la que no se observod al utilizar la sonda
D15S11 de ONCOR, interpretdandose el resultado como delecion. En casos como este, la
presencia de una sonda control centromérica (D15Z1 de Vysis) facilita la identificacion de la
regién 15q proximal y lleva a una interpretacién correcta. Se ha descrito que la eficiencia y
especificidad de la hibridacién para la sonda D15510 es del 100% (Erdel et al., 1996).

4.1.1.2. Mosaicismo de la delecidén 15gll-gl3

El mosaicismo en el SPW es un tema en discusidon siendo varios estudios los que han
sugerido su existencia. Aunque ha sido observada mediante FISH en cinco pacientes SPW con un
14-78% de mosaicismo (Mowery-Rushton et al. 1996; Golden et al., 1999; Malzac et al., 1998),
se ha puesto en duda y sugerido su revision (Nicholls, 2000). La revision de tres de estos
pacientes descartdé el mosaicismo, retractdndose los autores (Mowery-Rushton et al., 2000). El
paciente estudiado por Malzac et al., con la delecién 15q11-gq13 en el 20% de las células,
presentd un andlisis de metilacion normal. Estos autores indican que el andlisis de metilacién no
es lo bastante sensible para identificar casos de delecion en mosaico porque la poblacion de
células normales enmascara la metilacion uniparental de las células con el cromosoma 15
delecionado. Sugieren que en el analisis de FISH se estudien por lo menos 100 metafases y que
el analisis de metilacion se realice en varios tejidos (leucocitos y fibroblastos). El numero de
metafases analizadas en nuestro estudio fue inicialmente de 80, luego consideramos que 50 era
un numero suficiente para detectar la delecidon y descartar un posible mosaicismo. En ninguno
de nuestros pacientes hemos observado mosaicismo. Nicholls (2000) duda que un mosaicismo
tan bajo observado en el paciente de Malzac et al, (1998) pueda manifestarse como un SPW
clasico, y cree que el fenotipo en este paciente puede tener otra explicacién. La verdadera
existencia de mosaicismo para la delecion 15q11-q13 en el SPW esta por demostrar.

En el SA se ha descrito una familia con dos hijos afectos por delecién 15q11-q13,
sugeriendo los autores que es la presencia de mosaicismo germinal de la delecion en la madre la
que ha conducido a esta recurrencia inesperadsa, al observar el mismo haplotipo en la regién
distal a la delecién en los dos hijos afectos y un hijo normal (Kokkonen et a/, 2000). Parece que
el mosaicismo germinal es mas frecuente en el SA, no solo para la delecidn, si no también para
mutaciones en CI (Gilbert et al., 1997). Lo que no se han descrito son pacientes SA mosaico

para la delecidn, pero si pacientes mosaico para el DI (Buiting et al., 2003).
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4.1.2. Analisis de microsatélites

El estudio de microsatélites permite no solo determinar el origen parental de la delecién
demostrada por FISH, sino también identificar las disomias. Cuando los marcadores préoximos al
centromero muestran heterocigosidad indican una no disyuncion en meiosis I denominada
heterodisomia, mientras que cuando los marcadores proximos al centrémero muestran
reduccion a homocigosidad se dice que ha ocurrido una no disyunciéon en meiosis II denominada
isodisomia (Robinson et al., 1991). Sin embargo, no es posible diferenciar entre delecién e
isodisomia ya que en ambos casos solo se observara un alelo, que no sabremos si esta presente
en una o dos copias. Para diferenciarlas hay que recurrir a la FISH, o bien emplear marcadores
distales, que se interpretara como delecién si los marcadores distales presentan HBP, mientras

gue si son homocigotos se interpretard como una isodisomia.

4.1.2.1. Familias SPW

Trazar la transmision del cromosoma 15 de los padres al hijo ha sido posible en 79
familias, 16 presentaron ausencia del alelo paterno, de las cuales 10 fueron causadas por
delecién confirmandose mediante FISH, cinco resultaron por DUPmat siendo heterodisomias los
pacientes 50 y 1241, mientras que no se pudo determinar en los pacientes 86, 96 y 761 al no
registrarse los alelos y no disponer de marcadores externos, estos tres pacientes puede que
presenten heterodisomia ya que la mayoria de los pacientes SPW con DUPmat (71-81%) la
presentan (Robinson et al., 1991; Mascari et al., 1992), y en el paciente 30 no se ha
determinado la etiologia ya que la informacién de los tres microsatélites empleados no permite
diferenciar si se trata de delecidon o isodisomia. En 63/79 familias se observdé HBP, en cinco de

estas familias se realizé un diagndstico prenatal.

4.1.2.2,. Familias SA

Noventa y una familias fueron informativas, 28 pacientes presentaron ausencia del alelo
materno, en 20 se confirmd mediante FISH que la ausencia del alelo materno fue por delecién;
en cuatro por DUP, siendo el paciente 48 una heterodisomia al presentar heterocigosidad en el
marcador D15S11, el paciente 741 una isodisomia y los pacientes 97 y 341 una isodisomia al
presentar homocigosidad para el marcador D15S128, causada por un isocromosoma 15,
previamente diagnosticados de translocacién 15;15 (Poyatos et al., 2002); y en cuatro pacientes
no se ha determinado si es delecién o DUP al no realizarse la FISH. Se ha observado HBP en
63/91 familias.
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4.1.2.3. Relacidén DUPmat vs. DUPpat

La DUPmat en nuestra serie ha sido del 14,3% (5/35), inferior al 25% descrita en la
literatura (Nicholls et al., 1998), mientras que la DUPpat ha sido del 6,5% (4/62), superior al 2-
4% descrito por Nicholls et al, (1998), pero similar a la descrita por Lossie et al/, (2001). Como
en estudios previos también observamos una mayor frecuencia de DUPmat frente a las DUPpat
(Mascari et al. 1992; Mutirangura et al., 1993; Robinson et al., 1993-1996; Fridman et al.,
2000). Una razon de esta diferencia es la rara ocurrencia de no disyuncién meiotica en los
gametos masculinos (Ginsburg et al., 2000). La DUP resulta de dos procesos independientes de
no disyuncion que conducen a la simultanea ganancia y pérdida de cada uno de los homodlogos.
Tedricamente, la ganancia de un cromosoma materno podria ocurrir en meiosis o mitosis, pero
la predominancia de heterodisomias en el SPW (DUPmat) sugiere que ocurre en la meiosis por
no disyuncion, mientras que la ganancia de un cromosoma paterno ocurre mayoritariamente en
mitosis. De modo que los casos de DUPpat podrian ocurrir por la pérdida del homélogo materno
en meiosis. Situacion que en general seria letal en el embridon temprano, salvo que fuera
compensada por la reduplicacién del homélogo paterno durante un periodo de tiempo muy corto
antes, durante o después de la fertilizacién.

Otra razén puede ser debido a que la trisomia 15 tenga mayor viabilidad en el desarrollo
fetal temprano, proporcionando mas oportunidades para que ocurra un segundo evento de no
disyuncion mitética dando lugar a una DUPmat. Mientras que la monosomia 15 puede ser letal
extremadamente pronto, siendo pocos los casos en los que pueda ocurrir el segundo evento que
generaria una DUPpat.

Se especula que la no disyuncion materna es el primer evento en ambos, seguido de un
rescate de una trisomia 15 (SPW) o de una monosomia 15 (SA). Si esto es asi, los casos de
DUPpat también podrian estar asociados con una edad materna avanzada (Mutirangura et al.,
1993).

4,1.2.4, Valoracidédn de la técnica

Los microsatélites empleados han sido informativos en el 94,4% de la poblacién
analizada, siendo los mas informativos GABRB3 (60,9%), D15S5210 (57,4%) y D15S5128
(53,6%). Solo en 10 familias (6 SPW y 4 SA) el estudio de microsatélites no ha sido informativo.
La proximidad de los microsatélites empleados y su localizacidn entre los puntos de rotura BP2 y
BP3 no ha permitido determinar el tamafio de las deleciones ni diferenciar si son de clase I o de
clase II.

La PCR es una técnica rapida que emplea pequeiias cantidades de ADN (ng) pero requiere

analizar a los padres.
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4.1.3. Analisis de metilacion

El analisis de metilacion con deteccidon quimioluminiscente realizado en 110 pacientes con
sospecha clinica de SPW ha confirmado el diagndstico en 19 pacientes, siendo la etiologia por
delecién en 11, por DUPmat en uno y por DI en dos. En cinco pacientes no se ha determinado la
etiologia, en los pacientes 30 y 811 al no realizarse la FISH, mientras que en los pacientes 101,
1321 y 1471 con FISH normal no pudo realizarse el analisis de microsatélites, estos tres
pacientes pueden tratarse de DUPmat pero no puede descartarse la posibilidad de DI.

En 17 de los 97 pacientes analizados con sospecha clinica de SA se ha observado un
patrén de metilacién compatible con el SA. La etiologia ha sido por deleciéon en 14, por DUPpat
en dos, mientras que en el paciente 591 solo se puede descartar la posibilidad de un DI al
observarse la ausencia del alelo materno en el estudio de microsatélites, puede tratarse de una

delecién o una isodisomia ya que no se realizé la FISH.

4.1.3.1. Aspectos metodoldbgicos

El analisis de metilacién es una técnica que permite diagnosticar el SPW/SA al valorar el
patrén de metilacién dentro de la regidon 15q11-q13. La informacion obtenida al analizar el locus
D15S63 y/o el exén 1 del gen SNRPN, es que la ausencia de la banda de origen paterno
confirma el SPW, la ausencia de la banda de origen materno confirma el SA, y un patron de
herencia biparental descarta el SPW en todos los casos, salvo que haya ocurrido una
translocacion en el locus SNRPN (Sun et al., 1996; Schulze et al., 1996; Conroy et al., 1997;
Kuslich et al., 1999). No ocurre lo mismo en el SA ya que el 20% de los pacientes con un patrén
de metilacién normal presentan el SA causado por mutacién del gen UBE3A o bien son de
etiologia desconocida (Malzac et al., 1998; Fang et al., 1999).

El analisis de metilacién se puede realizar en el locus D15S63 con la sonda PW71B o en el
exén 1 del gen SNRPN con la sonda KB17, ambas parecen igual de informativas, pero se
considera que la sonda KB17 es mas atractiva técnicamente al no presentar secuencias
repetidas y al estar bioldgicamente asociada con un gen en lugar de con un fragmento de ADN
anénimo (Gillessen-Kaesbach et al., 1995b; Kubota et al., 1996; Beuten et al., 1996; Buchholz
et al., 1997).

En la presente serie se ha empleado la sonda PW71B para analizar la metilacion
diferencial de dos sitios, dentro del locus D15S63, que representan una diana de restriccion para
las enzimas sensibles a metilacion Hpall y Cfol respectivamente. El resultado obtenido
empleando la combinacién de enzimas HindIII+Hpall en 105 casos (53 sospecha de SPW y 52
sospecha de SA) y las enzimas BglII+Cfol en 58 casos (29 SPW y 29 SA) ha sido igualmente
informativo (Tabla 3.1.4.) y similar a estudios previos (Gillessen-Kaesbach et al., 1995; van den
Ouweland et al., 1995; Dittrich et al., 1996; Buttler et al., 1996). Nuestros resultados apoyan la
validez de esta sonda para el diagndstico del SPW y SA.

La sonda KB17 se ha empleado para analizar la metilacion diferencial del exén 1 del gen

SNRPN con las enzimas sensibles a metilacion Hpall y Notl. El resultado obtenido empleando las
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enzimas Xbal+Notl en 42 casos (31 SPW y 11 SA) y las enzimas BglII+Hpall en 12 casos (5
SPW y 7 SA) ha sido igualmente informativo (Tabla 3.1.4) y similar a estudios previos, siendo
validas para el diagndstico (Kubota et al., 1996; Beuten et al., 1996; Buchholz et al., 1997).
En once pacientes (8 SPW y 3 SA) se analizaron las dos regiones obteniendo el mismo
resultado.
El analisis de metilacién ha permitido no tan solo confirmar el SPW y SA, si no también
identificar a los pacientes con DI, los cuales no hubieran sido diagnosticados, ya que presentan

FISH normal y HBP en el andlisis de microsatélites.

4.1.3.2. Valoracién de 1la técnica de Southern blot y deteccidn
quimioluminiscente

El Southern blot es una técnica lenta y laboriosa que requiere muchos tratamientos antes
de poder llevar a cabo la deteccion. Los pasos criticos son:

- La digestion del ADN: una digestion parcial puede dar fragmentos de diferente tamario.
Se ha observado que cuando se emplean muestras de sangre recogidas con heparina sddica, la
digestion puede ser parcial, especialmente con Notl, haciendo dificil la interpretacion al aparecer
fragmentos de longitud variable (Kubota et al., 1996).

- Las condiciones de hibridacion: deben ser dptimas para conseguir la mayor sensibilidad
y evitar el background.

Aunque la mayoria de los laboratorios emplean la deteccién radioactiva, la deteccion
quimioluminiscente ha demostrado ser una alternativa eficaz en el andlisis de metilacién
mediante Southern blot. Su sensibilidad ha aumentado gracias al empleo de sustratos como el
CDP-Star que emiten una potente sefial luminica bajo la actividad enzimatica de la fosfatasa
alcalina. La estabilidad de estos sustratos es superior a los 14 dias de vida media del P*2. Se
emplea digoxigenina (11dUTP-DIG) para marcar las sondas que son detectadas mediante
anticuerpos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina. Los tiempos de exposicion se
han reducido notablemente (30min. vs. 1-3 dias), aunque requiere una mayor cantidad de ADN
(>10 pg vs. 4-7 pg). Su principal limitacién es la pérdida de sensibilidad causada por el

background en periodos de exposicion largos (Engler-Blum et al., 1993).

4.1.3.3. Valoracidén del andlisis de metilacidn

La sonda PW71B para el analisis del locus D15563 (Dittrich et al. 1992-96) y la sonda
KB17 para el analisis del exdn 1 del gen SNRPN (Sutcliffe et al., 1994) han demostrando su
robustez en el diagndstico del SPW/SA, siendo hoy dia las utilizadas por la mayoria de los
laboratorios. El analisis en estos loci ha puesto de manifiesto que en ocasiones se observan
variaciones o contradicciones del resultado esperado. Estas situaciones poco frecuentes que se

describen a continuacion recomiendan el uso de la sonda KB17.
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> El locus D15S63 (PW71) esta hipometilado en corion, placenta y tumores sodlidos, lo que

impide realizar el diagndstico prenatal en el primer trimestre con esta sonda (van den Ouweland
et al., 1995; Gillessen-Kaesbach et al., 1995a; ASGH/ACMG, 1996).

> Dos pacientes SA presentaron un patron de metilacion normal con la sonda PW71B pero
compatible con el SA con la sonda KB17 (Malzac et al., 1998; Gilbert et al., 1997).

> En la poblacion de judios ashkenazis hay una delecién de 28 Kb dentro del locus D15S63 que
constituye una variante neutral poco frecuente y conduce a resultados falsos positivos en el
analisis con la sonda PW71B (Buiting et al., 1999).

> Una paciente SA con microdeleciones de 5Kb y 22pb en el CI presentd reduccién en la
intensidad de la banda materna al analizar el locus D15S63, mientras que en el andlisis del locus
SNRPN presentd un patron tipico de SA (Buiting et al., 1999).

> Se recomienda precaucion en la interpretacion de los resultados, ya que la presencia de dos
bandas pero una de ellas de menor intensidad indica la presencia de mosaicismo de un DI (Otha
et al., 1999; Buiting et al., 2003).

> Una limitacidn de la técnica es un patron de metilaciéon normal en los casos de translocaciones
equilibradas dentro del gen SNRPN que no generan delecidén ni DUP (Sun et al., 1996; Schulze et
al., 1996; Conroy et al., 1997; Kuslich et al., 1999). Estos casos enfatizan la importancia del
analisis citogenético convencional en paralelo con el analisis de metilacion para detectar estos

casos raros de translocacidon con patrén de metilacion normal.

> Se han descrito cuatro pacientes con un patron de metilacion alterado en D15S63, pero
normal en el locus SNURF-SNRPN. Dos pacientes SPW presentaron un patron de metilacion SA y
dos pacientes SA presentaron un patron de metilacion SPW. Estos casos demuestran que
pueden ocurrir cambios en la metilacién restringidos espacialmente. En algunos casos, estos

cambios pueden reflejar una propagacion incompleta de la impronta (Runte et al., 2001).

El estudio exhaustivo de la region 15q11-q13 ha demostrado la existencia de otros loci
con metilacion diferencial, importantes en el funcionamiento de la impronta, que no son dianas
para enzimas de restriccion sensibles a metilacién, por lo que su estudio no puede realizarse
mediante Southern bot (Zeschnigk et al., 1997). Una técnica que permite analizar todas las
citosinas metiladas independientemente de que formen parte de una diana de restriccion es la
MS-PCR (Herman, 1996). La aplicacion de la MS-PCR tras el tratamiento del ADN con bisulfito
sodico para el diagndstico del SPW/SA la desarrollaron Zeschnigk et al, (1997). Esta técnica ha
demostrado ser igual o mas eficaz que el Southern blot, pero menos lenta, laboriosa y costosa,

por lo que estd reemplazandolo.
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4.2. Consejo genético en el SPW

En la presente serie se ha ofrecido asesoramiento genético a las familias con hijos afectos
informando del posible riesgo de tener otro hijo con SPW en futuros embarazos. En seis familias
se ha realizado un diagnéstico prenatal, una por tener un hijo con delecién, dos por tener hijos
con DUPmat y tres por la presencia de trisomia 15 en biopsias de vellosidades coriales.

En la familia con un hijo con deleciéon 15q11-q13 se le informd que esta alteracidn ocurre
de forma esporadica en la linea germinal masculina. A pesar de que la recurrencia es
extremadamente rara, considerandose un riesgo tedrico de tener otro hijo afecto de SPW por
delecién bajo, <1% (Hendrickson et al., 1991), se realizd la FISH a partir de liquido amnidtico.
El resultado fue normal descartando la presencia de delecion en el feto.

En dos familias con un hijo con DUPmat se les informd que la disomia normalmente esta
causada por no disyunciéon en meiosis I materna y se asocia con la edad materna avanzada
(Robinson et al., 1991), siendo el riesgo tedrico de tener otro hijo afecto con DUPmat bajo,
<1%. En las dos familias se realizd un diagnédstico prenatal en liquido amnidtico mediante
analisis de microsatélites descartando la posibilidad de una DUPmat en el feto al observar
herencia biparental de los marcadores analizados.

En las tres familias con trisomia 15 en biopsias de vellosidades coriales se recomendd
realizar una amniocentesis ya que en ocasiones puede perderse un cromosoma 15 del zigoto
trisdbmico en una nueva no disyuncion. Un cariotipo normal en la amniocentesis puede acabar en
el nacimiento de un feto normal, pero en un tercio de los casos, consecuencia de la segunda no
disyuncion, los dos cromosomas 15 tienen el mismo origen parental causando DUP. Para
descartar la posibilidad de DUPmat se realizo el estudio de microsatélites observando herencia
biparental para los marcadores estudiados.

Puede ocurrir que el feto presente un cariotipo normal y la trisomia 15 quede confinada a
placenta, lo cual se detecta en el 0.027% de las muestras de vellosidad corial a las 9-12
semanas de gestacién (EUROMIC, 1999). Algunos de los embarazos con mosaicismo confinado a
placenta progresan y nace un bebe normal, otros resultan en muerte fetal intrauterina, retraso
en el crecimiento intrauterino o morbilidad prenatal (Kalousaek et al., 1987-1991; Morichon-
Delvallez et al., 1993; Robinson et al., 1997).

En ocasiones, en la amniocentesis puede observarse una trisomia 15 o una trisomia 15
en mosaico, en ambos casos el feto manifestaréa malformaciones severas en el corazon,
hipotonia severa, retraso en el crecimiento intrauterino, dismorfismo craneal (macrocefalia,
puente nasal plano, boca pequefia, micrognatia), ventriculo hipoplastico, los pacientes mueren a
los pocos dias (Sundberg et al., 1994; Milunsky et al., 1996; Chistian et al., 1996). Se han
descrito casos de trisomia 15 en mosaico y DUPmat con fenotipo SPW severo (Olander et al.,
2000).
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4.3. Alteraciones genéticas en la poblacion SPW

El estudio molecular realizado en la presente serie de 151 pacientes con sospecha de
SPW vy seis liquidos amnidticos ha permitido confirmar el sindrome en 40 pacientes (26,5%),

aunque en cinco no se ha determinado la etiologia.

La presencia de delecién ha sido del 80% (28/35) ligeramente superior al 65-75% citado
en la literatura (Nicholls et al., 1998). No obstante, si tenemos en cuenta que tres de los cinco
pacientes en los que no se ha determinado la etiologia tienen FISH normal, la frecuencia es
practicamente similar 73,7% (28/38). El diagnostico de los pacientes con delecién ha sido
confirmado mediante FISH. El paciente 74 presentd, ademds de la delecién 15q11-q13
observada mediante FISH, un cariotipo 47,XXY correspondiente al sindrome de Klinefelter (Rego
et al., 1997). Esta situacién es poco frecuente, se han descrito cinco casos mas, dos causados
por DUPmat (Trent et al., 1991; Tu et al., 1992; Butler et al., 1997; Geffroy et al., 1998;
Nowaczyk et al., 2004). La probabilidad de que ocurran estas dos condiciones juntas por azar es

de 1 en 5-20 millones de recién nacidos.

La frecuencia de DUPmat ha sido del 14,3% (5/35), inferior al 20-30% descrita en la
literatura (Nicholls and Knepper, 2001). No obstante, si tenemos en cuenta que cinco pacientes

en los que no se ha determinado la etiologia, podrian ser DUPmat, la frecuencia seria similar.

El DI se ha observado en el 5,7% (2/35) de los pacientes analizados, siendo esta
frecuencia similar a la citada en la literatura (Nicholls and Knepper, 2001). Solo se han descrito

unos 60 casos y de ellos el 14% han presentado microdelecion del CI (Buiting et al., 2003).

Cinco pacientes han sido diagnosticados como SPW mediante el analisis de metilacion
pero no se ha determinado su etiologia. La ausencia de alelos paternos en el estudio de
microsatélites del paciente 30 nos hace suponer que este paciente seria compatible con una
DUPmat. Un resultado normal mediante FISH lo confirmaria. En los pacientes 101, 1321 y 1471
se descarto la posibilidad de una delecion mediante FISH. La etiologia en estos pacientes puede
ser DUPmat o DI pero sin un estudio de microsatélites no se puede confirmar. El paciente 811 se
estudio solamente con el analisis de metilacion. La etiologia en este paciente puede ser deleciéon
15q11-gq13, DUPmat o DI.

Un patréon de metilacién normal permitié descartar el SPW en 91 pacientes. En 20
Unicamente se realizé la FISH, por lo que solo se puede descartar la delecion, estos casos

pueden ser SPW causados por DUPmat o DI, el analisis de metilacion lo descartaria.
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4.4. Correlacion genotipo-fenotipo en el SPW
La manifestacion clinica del SPW es heterogénea, los rasgos pueden aparecer en mayor o
menor grado o estar ausentes de un paciente a otro. Comparando la clinica de los pacientes en
funcion de la etiologia se puede establecer si hay diferencias fenotipicas entre ellos e identificar
rasgos peculiares para cada etiologia. Todas las caracteristicas clinicas no han sido recogidas en

cada paciente.

4.4.1. Pacientes con delecion 15q11-q13

La presentaciéon neonatal estd asociada con hipotonia neonatal profunda, problemas de
alimentacién, disminucion de los reflejos tendinosos, llanto débil y frecuente inactividad fetal
(Stephenson, 1992; Holm et al., 1993). En nuestra serie de nueve pacientes con delecién
menores de tres afios (Tabla 3.1.9), la mayoria hembras (8/9), han presentado hipotonia, facies
caracteristica y retraso global del desarrollo, criterios considerados clinicamente relevantes en el
neonato (Miller et al., 1999). Los problemas de alimentacién y el poco aumento ponderal
también han sido generalizados salvo en dos pacientes. El 85% ha presentado movimientos
fetales disminuidos, llanto débil y manos y pies pequenos. Casi siempre, los problemas de
alimentacién y los movimientos fetales disminuidos estdn asociados con la hipotonia central
(Cassidy et al., 1997). La presente serie ha manifestado las caracteristicas clinicas esperadas
del sindrome, salvo la hipopigmentacion que ha sido ligeramente inferior a la descrita (37,5%
vs. el 48.5%) por Cassidy et al, (1997).

A partir de los tres afios se inicia una nueva fase caracterizada por el incremento del
apetito y la ganancia de peso, mientras que la hipotonia y los problemas de alimentacion
mejoran o desaparecen (Holm et al., 1993). En la presente serie, los siete varones y 11
hembras de edad media 15 afios han manifestado obesidad, hiperfagia y rasgos faciales
caracteristicos (Tabla 3.1.10). La puntuacién media ha sido de 9,7 [6,5-13], estando presentes
mas de cinco criterios mayores. En esta etapa es caracteristico el retraso en el desarrollo
neuropsicomotor, les cuesta aprender a sentarse, caminar y articular el habla. El retraso mental
moderado ha estado presente en 17/18 pacientes (94,4%), superior al 71% descrito por Webb
et al, (2002). La hipotonia y el hipogonadismo han sido frecuentes, 16/17 pacientes (94,1%),
similar al 96% y 100% respectivamente descrito por Cassidy et al, (1997).

Respecto a los criterios menores el mas frecuente ha sido el llanto débil 10/10 (100%).
La frecuencia de otros criterios ha sido similar a estudios previos (Mitchell et al., 1997; Cassidy
et al., 1997; Fridman et al., 2000), manos y pies pequefios 14/15 (93,3%), talla baja 13/15
(86,7%), hipopigmentacién 8/13 (61,5%), anomalias oculares 12/14 (85,7%) y trastornos del
suefio 5/11 (45,5%). Si hemos observado una menor frecuencia en los problemas de
articulacién del habla 46,2% (6/13) frente al 95,7% descrito por Cassidy et al, (1997).
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4.4.2. Pacientes con disomia uniparental

Los pacientes con DUP han presentado una puntuacion media de 7,4 [4-9,75],
manifestando la mayoria de los rasgos clinicos esperados del SPW (Tabla 3.1.11). La baja
frecuencia observada en los problemas de alimentacion y el aumento ponderal normal podria
interpretarse como un mejor crecimiento que en los pacientes con delecion como sugieren
Mitchell et al, (1996). No obstante, el reducido nimero de casos no permite obtener
conclusiones significativas. Ninguno de los pacientes valorados presenta hipopigmentacién,
coincidiendo con la observacién de que este criterio es menos frecuente en los pacientes con
DUP 15% frente al 48,5% en los pacientes con delecion (Cassidy et al., 1997).

La presencia de hipotonia e hipoplasia genital en una paciente de 2,8 afos fueron
decisivos en la sospecha clinica del SPW a pesar de tener una puntuacién baja. La apariencia
facial de esta paciente fue moderada, coincidiendo con la sugerencia de que el diagndstico de las
DUP puede verse retrasado debido a una apariencia facial menos caracteristica (Cassidy et al.,
1997; Gunay-Aygun et al., 1997).

El paciente con DUPmat podria describirse tras los resultados obtenidos como aquel que
al nacimiento presenta hipotonia e hipoplasia genital, manifestando posteriormente hiperfagia,
rapido aumento de peso, obesidad, facies caracteristica, retraso mental moderado, manos
estrechas, saliva viscosa y trastornos del suefio, principales caracteristicas del sindrome.
Presentaria una manifestacion moderada en rasgos como problemas de alimentacion y
anomalias oculares, siendo poco frecuente la hipopigmentacion y los problemas de articulacion
del habla.

4.4.3. Pacientes con defecto de impronta

Solo dos pacientes han presentado DI. La paciente de 5,4 afios con una puntuacion de
cinco presentd hipotonia, historia de problemas de alimentacion y rasgos faciales caracteristicos,
mientras que la paciente de 29 afios y siete puntos presentd obesidad, hiperfagia e
hipogonadismo. Ambas presentaron movimientos fetales disminuidos, manos y pies pequefios y
manos estrechas. Ninguna presentd hipopigmentacién ni anomalias oculares (Tabla 3.1.10). La
ausencia de estos dos rasgos es caracteristica entre los pacientes con DI y se explica por la
presencia del gen OCA2.

Los pacientes con DI se pueden considerar molecularmente similares a los pacientes con
DUP, ambos tienen silenciados los genes SPW y presentan una doble dosis de genes maternos.
Clinicamente presentarian un fenotipo similar, tal como sucede en la presente serie en la que
todos los pacientes presentan hipotonia, hiperfagia, saliva viscosa y manos estrechas, y no
presentan problemas articulares ni hipopigmentacion y el aumento ponderal es normal (Tabla
3.1.11).
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4.4.4. Pacientes SPW sin etiologia determinada

De los cinco pacientes en los que no se ha determinado su etiologia, el paciente 30 de 13
afios presentd obesidad, hiperfagia, retraso mental moderado, rasgos faciales caracteristicos,
hipotonia e historia de problemas de alimentacion (Tabla 3.1.10). La ausencia de hipogonadismo
e hipopigmentacién nos hace suponer que este paciente seria compatible con una DUPmat.

Tres pacientes pueden presentar DUP o DI pero no es posible diferenciar clinicamente
estas etiologias. El paciente 101 es un varéon que manifestd a los 9 meses hipotonia,
movimientos fetales disminuidos, problemas de alimentacidn, hipoplasia genital, retraso global
del desarrollo, llanto débil y facies caracteristica. No presentd hipopigmentacién (Tabla 3.1.9).
La ausencia de este rasgo es comun en pacientes con DUP y DI. Del paciente 1321 no se remitid
el protocolo clinico. La paciente 1471 de 10 afios, con una puntuacion de 7, manifestd hipotonia,
hipogonadismo, historia de problemas de alimentacion, movimiento fetal disminuido, llanto
débil, trastornos del suefio, fenotipo conductual caracteristico y manos y pies pequefios. No
presentd talla baja (Tabla 3.1.10).

El paciente 811 es un varon con hipotonia, hipoplasia genital, retraso global del
desarrollo, rapido aumento de peso y rasgos faciales moderados que registré una puntuacion de
6. En base a estos rasgos no es posible asociarle una etiologia, aunque una apariencia facial

moderada es frecuente entre los pacientes con DUP (Cassidy et al., 1997).

4.4.5. Pacientes con sospecha clinica con estudio molecular normal
De los 111 pacientes con estudio molecular normal se recogid el prototocolo clinico a 60.
La puntuacién fue inferior a ocho en el 87,7% de los pacientes con un patron de metilacidon
normal, pero hubo ocho pacientes (13,3%) en los cuales la puntuacién fue superior a ocho. Un
porcentaje similar de casos con clinica SPW y patron de metilaciéon normal ha sido descrito por
otros autores (Buchholz et al., 1997). Estos casos pueden tratarse de otras patologias que
comparten rasgos comunes con el SPW, como puede ser el sindrome de Bardet-Biedl, la
ortodistrofia hereditaria de Albright y el sindrome de Cohen en los cuales el retraso mental y del
desarrollo estan asociados con la obesidad (Gunay-Aygun et al., 1997). El analisis de metilacion
es decisivo en estos casos para descartar el SPW.
De los 20 pacientes en los que Unicamente se realizd la FISH, tres presentaron una
puntuacion superior a ocho (Tabla 3.1.7), pueden ser compatibles con DUPmat o DI, pero
también pueden formar parte del 10% de casos con una puntuacidn superior a ocho y patron de

metilacion normal (Buchholz et al., 1997).
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4.4.6. Valoracion clinica global

La complejidad del SPW llevd al desarrollo de protocolos clinicos para facilitar su
diagndstico, sirviendo de herramienta de apoyo para clinicos no familiarizados con el sindrome.
Los criterios clinicos propuestos por Holm et al, (1993) permiten sospechar la presencia del SPW
en el paciente pero es necesario confirmarlo mediante el diagndstico molecular, ya que no todos
los pacientes presentan todos los rasgos y algunos son comunes con otras patologias.

El test estadistico de Fisher aplicado a nuestra serie de 40 pacientes no es significativo
para las manifestaciones analizadas, salvo para los problemas de alimentacién, obteniendo
resultados semejantes a estudios previos (Mitchell et al., 1996, Cassidy et al., 1997; Guany-
Aygun et al., 1997). Se puede establecer que hay unos rasgos que son comunes entre los

pacientes y otros rasgos en los cuales se observan diferencias segun la etiologia.

44.6.1. Rasgos comunes

No hay diferencias significativas en la frecuencia y severidad en criterios como hipotonia
neonatal, obesidad, hiperfagia, retraso en el desarrollo, facies caracteristica, hipogonadismo,
manos y pies pequeiios, anomalias dentales, saliva viscosa, alteraciones de comportamiento y
problemas de suefio. Otros autores tampoco encuentran diferencias en IQ medio, edad de
caminar, altura en adultos, escoliosis y vomito disminuido (Cassidy et al., 1997). Estos rasgos
ocurren de forma similar en los dos grupos y sugiere que los pacientes con delecion presentan

un fenotipo similar a los pacientes con DUP.

446.2. Rasgos diferenciales

Para algunos criterios hay evidencias que indican que hay diferencias significativas entre
los pacientes con DUP y los pacientes con delecion. Algunas de estas diferencias son rasgos
secundarios que pueden no afectar significativamente a la prognosis y no tienen repercusién en
la historia natural.

En nuestra serie se observan diferencias entre delecién y DUPmat solo en problemas de
alimentacién (93% vs. 50%, p= 0.070). Otros autores observan que las mujeres con DUP
ademdas de menos problemas de alimentacion, muestran una hiperfagia mas tardia y menor
obesidad. Comparando por sexos describen que las mujeres con DUP estdn menos obesas que
las mujeres con delecién. No obstante estos resultados podrian estar influidos por factores
externos o ser reflejo de una variacién de la muestra (Mitchell et al., 1996; Gunay-Aygun et al.,
1997).

Respecto a la facies caracteristica no se han observado diferencias entre pacientes con
delecién y DUPmat como describen Cassidy et al, (1997). Como la apariencia facial es un rasgo
subjetivo, puede ser responsable de que la edad minima de diagnostico sea mas temprana en
pacientes con delecion que en pacientes con DUP (0,9 afos vs. 2,8 afios en nuestra serie; 2

meses vs. 3.5 afos en Cassidy et al., 1997). Se ha establecido que la edad media de diagnostico
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de los pacientes con delecion es 3,8 afios frente a los 9,3 afios en los pacientes con DUP
(Gunay-Aigunt et al., 1997).

En nuestra serie la hipopigmentacién ha estado presente en el 37,5% de los pacientes
menores de tres afios y en el 61,5% de los pacientes mayores de tres afios, la media es similar
al 48,5% descrita por Cassidy et al, (1997), siendo mas frecuente en los pacientes con deleciéon
(48,5% vs. 15%, p= 0.038). Este rasgo esta asociado con la presencia del locus OCA2 (P) no
imprintado y localizado en la regién SA mas distal. La variabilidad alelica de este locus
determina las diferencias de pigmentacion en los pacientes y problemas oculares.

Cassidy et al, (1997) describen diferencias estadisticamente significativas, con una mayor
frecuencia, en la habilidad inusual en hacer puzzles, rascarse la piel y una alta resistencia al
dolor en los pacientes con delecion. Ademas, observaron una tendencia a una mayor frecuencia
de problemas en el habla entre los pacientes con delecién (95,7% vs. 71,4%; p= 0.0574).

Otros autores han observado que los pacientes con DUP presentan un menor peso y talla
al nacer (Mitchell et al., 1996; Gunay-Aygun et al., 1997). Este retraso en el crecimiento podria
ser debido a una insuficiencia placentaria al presentar trisomia 15 confinada a placenta tal como
se describe para otras trisomias (Kalousek, 1994). No obstante, el tamafio de la placenta no ha
sido estudiado sistematicamente (Gunay-Aygun et al., 1997).

Referente al nivel de habilidad intelectual hay discrepancias, algunos estudios describen
que los paciente con DUP tienen una mayor habilidad intelectual que los pacientes con delecion
(IQ medio 71 vs. 63) (Dykens et al., 1999), mientras que otros no describen diferencias
(Gillessen-Kaesbach et al., 1995; Cassidy et al., 1997; Veltman et al., 2004).

Boer et al, (1999) encuentran que los pacientes con DUP son mas propensos que los
pacientes con delecion a alteraciones afectivas severas y rasgos psicoticos, siendo de adultos
casi siempre psicoticos (Webb et al., 2002). También se ha observado que los pacientes con DUP
tienen mayores niveles de sintomas asociados con el autismo (Dykens et al., 1999; Veltman et
al., 2004).

Recientemente se ha descrito que los pacientes con DUP caminan antes que los pacientes
con delecidon (22 meses vs. 29,7 meses), quizas la hipotonia sea mas severa en los casos con
delecién y esto hace que caminen mas tarde, mientras que los casos DUP tienen mas
dificultades en la coordinacion motora (Veltman et al., 2004). Problemas de coordinacion motora
también han sido observados en casos con duplicacion 15q proximal (Bolton et al., 2001),

sugiriendo que las duplicaciones pueden tener un impacto en el desarrollo motor.
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4.5. Importancia del diagndstico clinico

Independientemente de la etiologia, hay unos rasgos que permiten al especialista
sospechar la presencia del SPW y solicitar un estudio molecular para confirmarlo. Gracias al
avance molecular y la experiencia clinica se ha podido observar que los criterios propuestos en
1993, a pesar de una sensibilidad aceptable de muchos de ellos, pueden ser demasiado
exclusivos. Se ha observado que el 16,7% de los pacientes con un diagndstico molecular
positivo no los cumplen, en nuestra serie el 8,1% (3/37) presentan una puntuacién inferior a
seis, por lo que seria conveniente un sistema de puntuacidon menos estricto (Gunay-Aygun et al.,
2001). Estos autores sugieren que el estudio molecular se extienda a casos que cumplan unas
caracteristicas minimas agrupadas por edad y basadas en las fases de la historia natural del
SPW (Tabla 4.5.1). Con esta estrategia se consigue seleccionar a que pacientes con una

puntuacion baja se les debe realizar un test molecular.

Tabla 4.5.1. Caracteristicas minimas para un diagnostico molecular

Edad Rasgos suficientes
Recién nacidos Hipotonia y pobre succién
5 2 6 afios Hipotonia con historia de pobre succidn
Retraso global del desarrollo
Historia de hipotonia con pobre succidn
6 a 12 afos Retraso global del desarrollo

Apetito excesivo (hiperfagia, obsesion por la comida) con obesidad central
si no es controlada

Dificultades de aprendizaje

Apetito excesivo (hiperfagia, obsesion por la comida) con obesidad central
Mayores de 12 afios | si no es controlada

Hipogonadismo hipotalamico y/o problemas tipicos de comportamiento
(trastornos de comportamiento y rasgos compulsivos obsesivos)

En nuestra serie solo tres pacientes con diagndstico molecular de SPW han presentado
una puntuacion inferior a seis, manifestando hipotonia, facies caracteristica e hipoplasia genital.
La hipotonia es una de las caracteristicas minimas sugeridas. Lo que si se observa en nuestra
serie, agrupada por edad de 0-3 afos y mayores de tres afos, es que todos los pacientes con

diagndstico molecular presentan siempre una serie de criterios (Tabla 4.5.2).
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Tabla 4.5.2. Criterios siempre presentes entre nuestros pacientes SPW
Edad Criterios

Hipotonia
0-3 afios Facies caracteristica
Retraso global del desarrollo

Hiperfagia
>3 aflos Obesidad

Rasgos faciales

La sospecha neonatal del SPW y su confirmacion mediante analisis de metilacion en
recién nacidos, proporciona la oportunidad para dirigir y prevenir problemas y complicaciones
que puedan ocurrir mas tarde (Gillessen-Kaesbach et al., 1995; Fridman et al., 2000). Con la
confirmacion temprana del SPW se evitan test de diagndstico invasivos como biopsias
musculares para estudiar la hipotonia, gastroscopias para problemas de alimentacion o pruebas
neuroldgicas. Ademas, posibilita una prognosis adecuada ofreciendo opciones terapéuticas para
la prevencion y tratamiento de la obesidad, como proporcionar una dieta adecuada, estimular
habitos de alimentacién y realizar ejercicios apropiados para reducir problemas relacionados con
la obesidad (diabetes, hipertensién y problemas respiratorios) los cuales son las principales

causas de morbi/mortalidad durante la adolescencia.
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4.6. Alteraciones genéticas en la poblacion SA

El estudio molecular realizado en la presente serie de 147 pacientes con sospecha de SA
y dos liquidos amnidticos ha permitido confirmar el sindrome en 47 pacientes. Se han afiadido
15 pacientes con estudio molecular normal y una puntuacién igual o superior a 10 al
considerarlos candidatos a presentar una mutacion en el gen UBE3A o formar parte del grupo de
pacientes de etiologia desconocida. Estos 62 pacientes considerados SA clasicos representan el
41,6% de la poblacion analizada con sospecha de SA, porcentaje superior al 20% observado por
otros autores (Buchholz et al., 1997; Malzac et al., 1998; Lossie et al., 2001).

La presencia de delecién ha sido del 63% (39/62) similar al 65-75% citado en la
literatura (Nicholls et al., 1998; Lossie et al., 2001). El diagnédstico de los pacientes se ha
confirmado mediante FISH. En el paciente 44, con distrofia muscular de Becker por delecién de
los exones 3-9 del gen de la distrofina (Colomer et al., 1994) pero con retraso mental severo,
inusual en estos pacientes, se confirmé mediante FISH la sospecha inicial de SA (Poyatos et al.,
1999). Esta coincidencia es una situacion infrecuente en la que las dos mutaciones de novo han
ocurrido al azar en la linea germinal femenina, siendo el primer caso descrito. La delecion ocurre
principalmente por la recombinacion desigual entre secuencias repetidas que flanquean la region
15q11-q13, Gimelli et al., (2003) han identificado en algunas de las madres de pacientes SA con
delecion de clase II la presencia de una inversion de la regién entre los puntos de rotura BP2 y
BP3, sugiriendo que esta inversion podria predisponer a delecién. Consideran esta inversién un
polimorfismo gendmico que estaria presente en el 4,5% de la poblacion general, pero como hay

pocos casos de recurrencia de la delecion 15q11-g13 (<1%), la penetrancia es baja (0,1-0,2%).

La DUPpat se ha observado en el 6,5% (4/62) de los pacientes, frecuencia similar a la
descrita por Lossie et al, (2001). En dos pacientes la DUPpat ha estado causada por la presencia
de un isocromosoma 15, alteracidon de la que se han descrito en la literatura tan solo seis casos
incluidos los nuestros (Freeman et al., 1993; Tonk et al., 1996; Beuten et al., 1996; Fridman et
al., 1998; Poyatos et al., 2002). El reducido niumero de pacientes con esta alteracion y el que las
isodisomias sean mas frecuentes que la heterodisomias indica que pueda existir un mecanismo
selectivo-correctivo. La menor frecuencia de heterodisomias podria explicarse por la baja
probabilidad de que ocurra una no disyuncién en la meiosis masculina y por el mecanismo de
correccién de una trisomia 15. En nuestra serie uno de los cuatro pacientes con DUPpat ha

presentado heterodisomia.

Cuatro pacientes han sido diagnosticados como SA mediante el analisis de microsatélites,

pero no se ha determinado su etiologia, siendo compatibles con delecién o DUPpat.

El DI es una alteracion descrita en el 7% de los pacientes SA (Lossie et al., 2001; Buiting

et al., 2003) pero en nuestra serie no se ha observado ningun caso.

Han presentado un estudio molecular normal 102 casos, 80 presentaron un patrén de

metilacion normal (Tabla 3.2.5), por lo que se descarta la posibilidad de una delecién, DUPpat o
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DI, a seis se les realizd la FISH y los microsatélites, por lo que solamente se puede descartar la
delecién o DUPpat y a 13 Unicamente se les realizd la FISH, por lo que solo se puede descartar
la delecion (Tabla 3.2.7). En estos pacientes no se puede descartar completamente el SA con las
pruebas moleculares realizadas, siendo el diagndstico exclusivamente clinico.

Considerando la clinica y un patréon de metilacién normal, el 76% (47/62) manifestaron
una amplia variedad de rasgos relacionados con el sindrome, donde el diagndstico clinico no es
concluyente, mientras que el 24% restante (15/62) son considerados SA clasicos, los cuales
pueden presentar una mutacién en el gen UBE3A o ser pacientes SA de etiologia desconocida.
Estos 15 pacientes se han incluido en un proyecto de investigacién, confirmandose la presencia
de mutaciéon en el gen UBE3A en dos de ellos (Camprubi, comunicacién personal). En la
literatura se describe que el 4-8% de los pacientes SA presentan una mutacion en el gen UBE3A
(Kishino et al., 1997; Matsuura et al., 1997), mientras que un 10-15% son pacientes de
etiologia desconocida (Fang et al., 1999), en la presente serie ha sido de 3,2% y 20,8

respectivamente.

4.7. Correlacion genotipo-fenotipo en el SA

Los rasgos en el SA pueden aparecer en mayor o menor grado o estar ausentes de un
paciente a otro, siendo conveniente un diagndstico molecular para confirmar la sospecha. Una
vez confirmada la etiologia se puede establecer si hay diferencias fenotipicas e identificar rasgos
consistentes para cada etiologia. Todas las caracteristicas clinicas no han sido recogidas en cada

paciente.

4.7.1. Pacientes con delecion 15q11-q13

Los treinta y nueve pacientes con delecion (21 V y 18 H) de edad media 5,2 afios [0,1-
16] y puntuacion media 10,8 [4-16], han presentado como caracteristicas mas frecuentes,
retraso en el desarrollo, ausencia de habla y aleteo de manos (Tabla 3.2.13). La frecuencia de
ataxia (94%), convulsiones (94%), risa frecuente (88%), hipopigmentacién (80%), protusion de
la lengua (73%) y microcefalia (61%) es similar a la descrita por otros autores (Saitoh et al.,
1994; Smith et al., 1996; Moncla et al., 1999) a excepcidon de la microcefalia, del 90%, en la
serie de Moncla et al, (1999). Si se observa una menor frecuencia en el occipital plano (67% vs.
90%) y la prognatia (57% vs. 86%) respecto a la serie de Saitoh et a/, (1994). La comunicacion
por gestos observada en 8/35 pacientes (23%) es limitada pero como describen Moncla et al,
(1999) les permite expresar sus necesidades bdsicas y preferencias alimenticias utilizando
toques repetitivos para Ilamar la atencién. Se considera que el desarrollo mental equivale al de
una edad de 3 afios (Brun, 2002). La distribucién por sexo es equivalente, de acuerdo con
Saitoh et al, (1994), aunque otros autores han encontrado una mayoria de hembras, sugiriendo
gue es mas facil reconocer el sindrome en hembras (Clayton-Smith et al., 1993; Smith et al.,
1996).
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Una de las comparativas clinicas mas completa entre pacientes con delecion y pacientes
sin delecidon puso de manifiesto que hay caracteristicas que son mas frecuentes y determinan
una mayor severidad en los pacientes con delecion (Moncla et al., 1999). Observaron un
desarrollo motor tardio y en menor grado que en los otros grupos, que dependia del grado de
expresion de la ataxia y las convulsiones. Asi, aunque el 75% de los pacientes pueden caminar
independientemente, la edad media de inicio es a los 5,2 afios [2,5-10]. La epilepsia se inicia a
una edad temprana, 20 meses de media [6 meses — 5 afos] y es mas severa. El dismorfismo
facial es mas tipico, mientras que la altura y la obesidad es menor. Fridman et al., (2000)
observaron ademas que el diagndstico se hacia antes en pacientes con delecion.

Los pacientes con delecion, ademas de la ausencia del gen UBE3A, han perdido el gen
GABRB3, considerado responsable parcial del déficit neuroldgico de los pacientes, ocasionando
temblores, convulsiones, espasmos, EEG anormal y otros rasgos tipicos del SA (DelLorey et al.,
1998; Holopainen et al., 2001). La mayor severidad de la epilepsia en los pacientes con delecién
respecto a los pacientes con mutacion en el gen UBE3A apunta que la deficiencia en GABRB3
pueda actuar como un modificador de la expresidon de la epilepsia. Se ha sugerido que variantes
del receptor GABA pueden jugar un papel en el autismo (Buxbaum et al., 2002), no obstante,
aunque se han descrito pacientes que manifiestan rasgos autistas, los SA no son autistas,
especialmente por su habilidad para comprometerse en una reciprocidad social apropiada e
interaccion personal (Williams et al., 2001). También se ha sugerido que una disminucién de la
inhibicion GABAergica contribuya al insomnio, estando la subunidad B3 implicada en procesos del
suefio (Buhr et al., 2002).

4.7.2. Pacientes con disomia uniparental

Los cuatro pacientes con DUP (3 V y 1 H) de edad media 4 afios [0,1-9] han presentado
una puntuacién media de 10,6 [8-13], siendo la puntuacién mas alta en los pacientes con
isocromosoma. Manifiestan la mayoria de los rasgos clinicos esperados, sin embargo, hay
ausencia de problemas de alimentacion, protusiéon de la lengua y prognatia (Tabla 3.2.13). La
capacidad para comunicarse por gestos es buena, se observa en el 75% de los pacientes y ello
posibilita que puedan desarrollar una comunicacion con otros miembros de la familia a través de
un codigo gestural (Brun, 2002). La ausencia de protusion de la lengua y prognatia en nuestros
pacientes coincide con la observacién de que el dismorfismo facial es moderado en los pacientes
con DUPpat (Moncla et al., 1999). La hipopigmentacion, observada en dos pacientes (50%), es
superior a la descrita por Moncla et al., (1999). La microcefalia observada solo en los pacientes
con isocromosoma 15, representa una frecuencia del 67%, superior al 15,8% y 31,6% descrita
por otros autores que no incluyen pacientes con isocromosoma (Moncla et al., 1999; Fridman et
al., 2000). La frecuencia de las convulsiones, observada en tres pacientes, dos con
isocromosoma 15, es del 75%, superior al 42,1% recopilada por Fridman et al/, (2000). Estos

resultados nos conducen a plantear la hipotesis de que los pacientes con isocromosoma
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presentan un fenotipo que no difiere del observado en pacientes con delecién (Poyatos et al.,
2002).

El fenotipo de los pacientes con DUPpat es considerado menos severo que el de los
pacientes con delecién al presentar un mejor crecimiento fisico, pocas o ninguna convulsion,
menor ataxia, epilepsia menos severa de inicio a los 5,4 afios, comienzan a caminar temprano a
los 2,5 afios y tienen mayores habilidades cognitivas y comunicativas (Bottani et al., 1994;
Guillessen-kaesbach et al., 1995; Tonk et al., 1996; Smith et al., 1997; Fridman et al., 1998;
Moncla et al., 1999). Sin embargo, en nuestros dos pacientes con isocromosoma 15 y en los
pacientes con isodisomia descritos por Beuten et al, (1996) y Prasad et al, (1997) no se
observan diferencias respecto a los pacientes con delecién. Principalmente por la pobre
capacidad comunicativa verbal y no verbal, el inicio temprano de las convulsiones a los 7 y 8
meses, y comienzan a caminar tarde, a los 5-7 afos. En base a estas observaciones y las
obtenidas al comparar nuestros dos pacientes con 14 pacientes con DUPpat (4 con
isocromosoma y 10 con isodisomia) recogidos de la literatura, sugerimos que en un 25% de los
pacientes con DUPpat el fenotipo puede considerarse severo (Poyatos et al., 2002). Qué ocurre
en estos pacientes con isocromosoma 15 o isodisomia para que presenten un fenotipo mas
severo que los pacientes con DUPpat no esta claro. Ambos presentan dos copias de la region
15q11-g13 de origen paterno, por lo que solo se produce la ausencia de genes regulados por la
impronta, el resto de genes estaran en una dosis normal. Una posible explicacion de esta
severidad podria ser la deficiencia de genes reguladores del crecimiento en estos pacientes,
como ocurriria en los pacientes con delecion. Smith et al, (1998) proponen que la presencia de
dos copias de estos genes en los pacientes con DUP serian responsables del mejor crecimiento
respecto a los pacientes con delecidn. Otra posible causa podria ser que existiese un bajo nivel
de mosaicismo de trisomia 15, tal como se ha descrito en un paciente SPW con DUPmat y un
fenotipo severo (Olander et al., 2000). Aunque quizas sean otros factores los determinantes de

este fenotipo mas severo, que de momento desconocemos, como el bagaje genético.

4.7.3. Pacientes SA sin etiologia determinada

Cuatro pacientes (2 V y 2 H) con una puntuaciéon media de 11 [10-13] y una edad media
de 3 afios [1-6], han sido diagnosticados como SA mediante el analisis de microsatélites, pero
no se ha determinado su etiologia siendo compatibles con delecion o DUPpat. Clinicamente
manifiestan la mayoria de las caracteristicas del sindrome (Tabla 3.2.10). La ausencia de
comunicacién por gestos en dos pacientes sugiere que puedan presentar delecion 15q11-q13.
Mientras que el paciente 591 podria tratarse de una DUPpat al presentar comunicacién por
gestos y ausencia de microcefalia, no obstante este es el paciente con la mayor puntuacién. Con

los rasgos clinicos recogidos no es suficiente para asignar una etiologia.
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4.7.4. Pacientes con sospecha clinica con estudio molecular normal

Se han establecido dos grupos para diferenciar aquellos pacientes que son candidatos a
presentar una mutacion en el gen UBE3A de aquellos que probablemente no seran SA. Esta
clasificaciéon se ha hecho en funcidén de que presenten como minimo 10 puntos, aunque otros

autores se basan en la presencia de todos los criterios consistentes y frecuentes (Buchholz et
al., 1998).

Pacientes con = 10 puntos

Quince pacientes (7 V y 8 H), con edad media de 4,3 afios [0.1-15], han presentado 10 o
mas puntos y representan el 14,7% (15/102) de los casos con estudio molecular normal (Tabla
3.2.7). Estos pacientes han manifestado las principales caracteristicas del sindrome (Tabla
3.2.11). Las caracteristicas consistentes se observan con frecuencias similares a las de los
pacientes con deleciéon. En cuanto a los rasgos frecuentes como la microcefalia, presente en
11/14 (79%) de los pacientes, es superior a la de nuestros pacientes con delecién (61%) y a la
descrita en pacientes con mutacion en el gen UBE3A (63,6%) (Moncla et al., 1999). Otros
autores consideran que la microcefalia es igual de frecuente en pacientes con mutacién en el
gen UBE3A y de etiologia desconocida, y similar a la de pacientes con deleciéon (Lossie et al.,
2001). Respecto a las frecuencias de convulsiones (87%) y EEG anormal (73%) han sido
similares a las de los pacientes con delecién (94% y 86%), aunque otros autores han observado
que las convulsiones junto con la epilepsia son menos severas (Moncla et al., 1999; Lann et al.,
1999).

Loisse et al, (2001) consideran que los pacientes con mutacion en el gen UBE3A
presentan un fenotipo intermedio entre los pacientes con delecién y los pacientes con DUPpat o
DI. Las convulsiones, ausencia de habla y microcefalia, son similares a la de los pacientes con
delecién, mientras que se observan diferencias menores en el prognatismo mandibular (58% vs.
100%) y en la hipotonia truncal (91% vs. 54%). Respecto a los pacientes con DUPpat o con DI
son similares en el desarrollo de habilidades motoras, la capacidad para seguir ordenes simples,
pigmentacién y desarrollo de obesidad. Este fenotipo se observa en la paciente 1201 con
mutacion en el gen UBE3A, presenta una puntuacion de 12, observandose la ausencia de
convulsiones, EEG anormal, occipital plano, problemas de alimentaciéon, prognatia e
hipopigmentacion. En la paciente 1341 con mutacion en el gen UBE3A presenta el fenotipo tipico
SA, incluida la hipopigmentacion, pero no presenta convulsiones.

El fenotipo de los pacientes de etiologia desconocida ha sido similar al de los pacientes
con delecion (tabla 3.2.13), como proponen Lossie et al, (2001). Sin embargo, han presentado
una menor frecuencia en problemas de alimentacidn (14% vs. 100%) e hipopigmentacién (29%
vs. 80%) y una mayor frecuencia en la comunicacion por gestos (100% vs. 23%).

Se piensa que estos pacientes pueden tener una expresion inapropiada del ARN
antisentido desde el alelo materno en la ausencia de cambios de metilacion en SNURF-SNRPN.

Los estudios en sangre no lo evidencian pero se debe tener en cuenta que no se han estudiado
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células del cerebro. Es posible que algunos pacientes tengan metilacion normal en sangre pero

una metilacion y expresién de SNURF-SNRPN sentido/UBE3A antisentido anormal en cerebro
(Runte et al., 2004).

Pacientes con menos de 10 puntos

De los 87/102 pacientes con estudio molecular normal (Tabla 3.2.7), se recogié el
protocolo clinico a 47, presentando menos de 10 puntos. Las caracteristicas consistentes menos
frecuentes fueron ataxia (58%) e hipermotricidad (55%), observandose las mayores diferencias
en las caracteristicas frecuentes y asociadas (Tabla 3.2.11 y Tabla 3.2.13). Estos resultados
sugieren que las caracteristicas frecuentes y asociadas pueden ser determinantes en la
distincion de los pacientes SA de otras patologias. En estos pacientes se debe investigar otra
patologia que pueda mimetizar en algunos rasgos al SA (Williams et al/., 2001). Pueden
presentar alteraciones cromosomicas como la delecion 22g13.3, manifiestan retraso mental,
retraso del habla expresiva y comportamiento feliz; la delecion 17g13.2, con risa frecuente,
aleteo de manos y retraso global del desarrollo pero su vocabulario es mas extenso y tienen el
pulgar localizado proximalmente; la delecion 4p, donde se observa risa frecuente, palabras no
inteligibles, babeo excesivo, pelo y piel claros. En otros casos la alteracién puede afectar a un
solo gen como el sindrome de Rett, que presenta hipotonia, convulsiones y microcefalia durante
la infancia, estad causado por mutacion en el gen MECP2; la deficiencia en metil tetrahidrofolato
reductasa, observandose convulsiones, ataxia, disposicion feliz y ausencia de habla; la alfa
talasemia y retraso mental asociado al cromosoma X (ATRX), manifiestan protusion de la lengua
y retraso mental profundo; el sindrome de Gurrieri, con convulsiones y ausencia de habla.
También puede ser por sintomas complejos como en la Palsia cerebral, con presencia de
hipotonia, problemas de alimentacion, disposicidon feliz y ataxia, se diferencia por un mayor

funcionamiento cognitivo y habla.

4.7.5. Valoracion clinica global

La presente serie de 62 pacientes SA, sugiere que hay rasgos que son comunes entre los
pacientes y rasgos en los cuales se observan diferencias en severidad y frecuencia segun la
etiologia.

No se han observado diferencias estadisticamente significativas segun la etiologia en los
siguientes rasgos: retraso en el desarrollo, habla, ataxia, risa frecuente, aleteo de manos,
hipermotricidad, poca atencion, microcefalia, convulsiones, EEG anormal, occipital plano, boca
ancha, babeo e hipopigmentacion. Las frecuencias observadas para la mayoria de los rasgos
analizados han sido semejantes a las de estudios previos que comparaban pacientes con
delecién con pacientes sin delecidn (Saitoh et al., 1994; Buntinx et al., 1995; Smith et al., 1996;
Hou et al., 1997).

En cambio, se han observado diferencias entre delecion y DUPpat en problemas de
alimentacién (100% vs. 0%, p=0.008), protusion de la lengua (73% vs. 0%, p=0.011),
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prognatia (57% vs. 0%, p=0.051) y comunicacién por gestos (23% vs. 75%, p=0.060) (Tabla
3.2.12). Estos resultados sefialan que en los pacientes con DUP el dismorfismo facial es menos
evidente y presentan una mejor comunicacién por gestos que los pacientes con delecién. De
estas diferencias solo se coincide en los problemas de comunicacion con lo descrito por Moncla
et al, (1999) y Lossie et al, (2001), quienes observan diferencias en microcefalia, pigmentacion
y en otros rasgos como habilidad para caminar y edad de inicio, epilepsia y edad de inicio, peso
y altura, apoyando la hipotesis de que el fenotipo en los pacientes con DUPpat es menos severo
(Bottani et al., 1994). En otras comparativas que no tuvieron en cuenta estos rasgos solo se
describe una menor frecuencia en la microcefalia e hipopigmentacién en los pacientes con DI
(Burguer et al., 1996), y en general no observaron diferencias estadisticamente significativas
para la mayoria de rasgos analizados (Saitoh et al., 1997; Laan et al., 1998; Gillessen-Kaesbach
et al., 1999). Estos estudios ponen de manifiesto la importancia de recoger la mayor informacién
posible de los pacientes, incorporando su valoracién en los criterios de diagndstico propuestos
por Williams et al. (1995), ya que son decisivos para poner de manifiesto diferencias fenotipicas
que caracterizan a cada una de las clases moleculares, que pueden dividirse en cuatro grupos
fenotipicos por grado de severidad decreciente en: pacientes con delecién, pacientes de etiologia
desconocida, pacientes con mutacion en el gen UBE3A y pacientes con DUP o con DI (Lossie et
al., 2001).

Gillessen-Kaesbach et al, (1999) describen siete pacientes SA con DI que no manifiestan
ataxia, microcefalia y rasgos faciales tipicos SA, pero si presentan obesidad, hipotonia muscular
y retraso mental moderado, rasgos tipicos del SPW. Ademas, tres de estos pacientes tenian una
cierta capacidad de habla y podian comunicarse con otros. Estos pacientes son casos
esporadicos en los que no se observd microdelecion de CI y el fenotipo moderado se puede

explicar por un DI incompleto o por mosaicismo celular.

4.8. Protocolo de diagnéstico molecular para SPW/SA

De nuestra experiencia a lo largo de 10 afios, iniciada en 1993 con los estudios de FISH
utilizando las sondas D15S11 y GABRB3 de ONCOR y en 1995 con las sondas SNRPN y D15510
de Vysis, en 1994 con el estudio de microsatélites con tincidon con nitrato de plata y en 1996 con
el analisis de metilacién con deteccién quimioluminiscente empleando la sonda PW71B y en 1997
la sonda KB17, se ha desarrollado un algoritmo para el diagndstico molecular del SPW/SA (Fig.
4.1) que se esta utilizando desde el afio 1997. Este algoritmo que se describe a continuacién
coincide con las recomendaciones del American College of Medical Genetics/American Society of
Human Genetics Test and Technology Transfer Committee (ASGH/ACMG 1996) para el
diagndstico y determinacion de la base genética de SPW/SA, que sugirié dos estrategias de
diagndstico: I) Realizar primero el analisis de metilacién mediante Southern, orientada a
laboratorios de biologia molecular y II) Realizar primero el analisis cromosdémico y la FISH,

dirigida a laboratorios de citogenética, y cumple los requisitos establecidos recientemente por la
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UK Clinical Molecular Genetics Society (CMGS) y la European Molecular Genetics Quality Network
(EMQN) (Harvey et al., 2002).

1. Iniciar un screening con el analisis de metilacion en paralelo con el analisis citogenético.

A)

B)

Un patron de metilacion normal descartara el SPW en el 99% de los casos. Debido a que
se han descrito algunos casos de pacientes SPW con un patrén de metilacion normal vy
translocacion con rotura en el gen SNRPN (Sun et al., 1996; Schulze et al., 1996; Conroy
et al., 1997; Kuslich et al., 1999), es necesario el analisis citogenético para descartarlo
definitivamente. En el SA se descartan las principales causas responsables. Se
recomienda el analisis mutacional del gen UBE3A en los pacientes con la presencia de
rasgos consistentes.

Un patrén de metilaciéon alterado con ausencia del alelo paterno confirma el SPW. La

ausencia del alelo materno confirma el SA.

2. Los casos con un patron de metilacién compatible con el SPW o SA se estudiaran mediante
FISH con las sondas SNRPN y/o D15510 de Vysis.

A)

B)

Un resultado positivo, ausencia de sefial en uno de los homadlogos, confirma la presencia
de delecién en 15q11-q13.

Un resultado negativo indicara proseguir con el estudio de microsatélites.

3. El estudio de microsatélites detectara DUP o se sospechara de un DI.

A)
B)
©)
D)

La ausencia de alelos paternos confirmara el SPW causado por una DUPmat.

La ausencia de alelos maternos confirmara el SA causado por DUPpat.

Si se observa una HBP, se sospechara de un DI.

Si los microsatélites empleados no son informativos no se puede determinar la etiologia.
En estos casos se emplearan nuevos microsatélites, algunos de ellos externos a la region
15q11-q13.
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Técnicas de diagnostico

v' El andlisis citogenético debe considerarse como prueba rutinaria para descartar posibles
reorganizaciones que impliquen al cromosoma 15 u otras anomalias cromosémicas. Se han
detectado cuatro alteraciones cromosdémicas: dos pacientes SA con 45,XY,i(15), un paciente
SPW con 47,XXY y un caso de sospecha de SA con 46,XX,t(2;12).

v La FISH ha demostrado una mayor eficacia frente a la citogenética convencional en la
deteccién de la delecién, siendo la frecuencia de falsos negativos del 95,6% y la de falsos
positivos del 1,5%. Se considera la FISH un método rapido y fiable para el diagndstico de la
delecion 15q11-q13.

v El analisis de microsatélites solo se recomienda en aquellos casos con sospecha de SPW/SA vy

resultado normal mediante FISH, para confirmar/descartar una DUP.

v El analisis de metilacion mediante Southern blot con deteccién quimioluminiscente es una
alternativa valida a la deteccidon radioactiva. Representa el mejor test de diagndstico para

confirmar/descartar el SPW/SA aunque no permite conocer la etiologia.

v Se ha establecido un protocolo de diagndstico molecular: el analisis de metilacion y el analisis
citogenético se debe realizar a todos los pacientes SPW/SA para confirmar/descartar la patologia
y otras anomalias cromosomicas. En los casos positivos se debe realizar primero la FISH y en
caso de resultado negativo se debe proceder al estudio de microsatélites para conocer la
etiologia. Los casos con sospecha de SPW con un estudio molecular normal permite descartar
este diagnostico. Los casos con sospecha de SA con un estudio molecular normal, pueden
presentar una mutacion en el gen UBE3A o ser pacientes SA de etiologia desconocida. Se
recomienda la secuenciacién del gen UBE3A en los pacientes SA con una puntuaciéon minima de
10.
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Sindrome de Prader-Willi

v El estudio molecular realizado en 157 casos con sospecha de SPW ha confirmado el
sindrome en 40 pacientes. La etiologia ha sido la siguiente: 28 pacientes con delecion 15q11-
gl3, cinco pacientes con DUPmat, dos pacientes con DI y cinco pacientes sin determinar la

etiologia.
v El fenotipo de los pacientes con delecién, DUPmat y DI es similar.

o Antes de los tres afios todos los pacientes han manifestado hipotonia y retraso en
el desarrollo y a partir de los tres afios los principales rasgos han sido hiperfagia,

obesidad, retraso mental moderado y rasgos faciales caracteristicos.

o Solo se observan ligeras diferencias en los pacientes con delecidon que presentan
una mayor severidad en problemas de alimentacion y una facies mas

caracteristica.

Sindrome de Angelman
v El estudio molecular realizado en 149 pacientes con sospecha de SA ha confirmado el
sindrome en 47, presentando 39 delecion 15q11-q13, cuatro DUPpat y en cuatro no se ha
determinado la etiologia.
v" Clinicamente se han incluido 15 pacientes con estudio molecular normal al presentar una
puntuacion minima de 10, son candidatos a presentar una mutacién en el gen UBE3A o ser

pacientes SA de etiologia desconocida.

v' Se han observado diferencias entre pacientes con delecion y DUPpat en problemas de
alimentacién, protusion de la lengua, prognatia y comunicacién por gestos, indicando un
fenotipo menos severo en los pacientes con DUPpat a excepcion de los dos pacientes con

isocromosoma 15 que manifiestan un fenotipo severo, similar al de los pacientes con delecidn.
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