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“Al principio —como habia pasado en el caso de la colonia de
pinglinos-, ocurrian tantas cosas a la vez, habia tal confusién y tal
ruido, que nos quedamos perplejos, moviendo los ojos
constantemente de un lado a otro de esta enorme placa viviente,
esforzandonos por captar e interpretar cada movimiento, hasta que
empezamos a sentirnos mareados. Pero, pasada la primera hora,
cuando se nos pasé un poco la sorpresa de ver una masa tan

magnifica de animales desde tan cerca, pudimos concentrarnos.”

Gerald Durrell
Tierra de murmullos
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RESUMEN

El establecimiento de correlaciones entre fenotipo y genotipo es uno de
los principales objetivos de la genética. La obtencion de un diagnostico
ajustado facilita el manejo clinico del paciente, asi como poder ofrecer un
correcto consejo genético, con asesoramiento reproductivo a las familias
de pacientes con enfermedades genéticas. La identificacion de genes
asociados a patologia desde alteraciones citogenéticas asociadas a
fenotipo es uno de los métodos de clonacion posicional. En este trabajo
nos hemos basado en dos tipos de modelos de anomalias citogenéticas:
balanceadas y no balanceadas (translocaciones y cromosomas
marcadores). Hemos caracterizado las alteraciones citogenéticas de
cinco pacientes de cada modelo con fenotipos diversos, empleando una
combinacion de técnicas citogenéticas y moleculares, con el objetivo de

proponer genes candidatos asociados a cada fenotipo.

ABSTRACT

One of the main objectives of Genetics is the establishment of phenotype-
genotype correlations. A correct diagnosis facilitates the clinical
management of the patient and the possibility to offer a genetic
counselling, with reproductive assessment to the families with a patient
with a genetic disease. The identification of genes associated to pathology
from cytogenetic alterations associated to phenotype is one of the
methods of positional cloning. In this work we have based in two different
models of cytogenetic alterations: balanced and unbalanced anomalies
(translocations and marker chromosomes). We have characterized five
patients of each group with different phenotypes, using a combination of
cytogenetic and molecular techniques, with the objective of establish

candidate genes associated to disease.






PRESENTACION

Esta tesis recoge los resultados obtenidos en la caracterizacion
citogenética y molecular de reordenamientos cromosomicos presentes en
diez pacientes con fenotipos interesantes, que son ademas modelo para
anomalias citogenéticas balanceadas y no balanceadas. El trabajo esta
presentado en el formato clasico, es decir, incluye introduccién, material y

métodos, resultados, discusion y conclusiones.

En la introduccibn se da una visiébn general de los métodos de
identificacién de genes implicados en patologia, principalmente desde
reordenamientos cromosomicos. A continuacion se resumen las
principales técnicas citogenéticas y moleculares, asi como las estrategias
de caracterizacion de puntos de rotura de alteraciones citogenéticas.
Finalmente, se incluye un pequefio compendio de las enfermedades
modelo que se han empleado en este trabajo, asi como del consejo

genético.

El apartado de material y métodos esta dividido en dos partes: en la
primera se indican los casos clinicos de cada uno de los diez pacientes
estudiados, y en la segunda se detallan los protocolos de las técnicas de

citogenética y biologia molecular empleados.

El capitulo de resultados se divide en dos partes: los obtenidos en los
pacientes estudiados, subdividido a su vez en anomalias citogenéticas
balanceadas y no balanceadas; y los obtenidos a partir de las técnicas de

microdiseccion manual y laser.

Y por ultimo en la discusion se analizan los resultados obtenidos de
cada uno de los diez pacientes, asi como las estrategias metodoldgicas

de caracterizacion de reordenamientos.

También incluye un anexo que contiene un glosario de términos clinicos,
y uno de los trabajos publicados durante la elaboracién de esta tesis

doctoral.
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1.1 Identificacién de genes implicados en
patologia mediante clonacion posicional

La identificacion o clonacion de genes responsables de
enfermedades tiene una aplicacion practica muy importante en la
medicina. Ademdas de proporcionar un conocimiento biologico
relevante sobre los mecanismos patogénicos de dichas
enfermedades, esta identificacidbn permite establecer métodos de
diagnéstico con aplicaciones en estadios presintomaticos vy
prenatales, facilitando el consejo genético. Establecer relaciones
entre genotipo-fenotipo puede ayudar también a conocer o
predecir la evolucion de la enfermedad y al disefio de estrategias

terapéuticas.

El establecimiento de correlaciones entre fenotipo y genotipo es
uno de los principales objetivos de la genética. Determinar
secuencias de ADN que pueden causar o estar relacionadas con
enfermedades concretas en un individuo sano es especialmente
dificil en genética humana, dado que las intervenciones
experimentales (mutagénesis, seleccion, cruzamientos, etc) no son
razonables y muchos fenotipos pueden ser sutiles ™.

Las estrategias para identificar genes responsables de
enfermedades hereditarias que se usan habitualmente son las dos
siguientes:

* Clonacion funcional : se basa en el conocimiento de la
funcién del producto génico, independientemente de la
posicion del gen en el genoma. Es necesaria informacion
acerca de los procesos bioquimicos y metabdlicos

involucrados en el desarrollo de una patologia especifica.
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Esta estrategia se aplica poco en investigacion en la
actualidad, ya que se requiere informacion sobre la
patogénesis de la enfermedad, y en la mayoria de
ocasiones no es facil tener un Unico gen candidato, ya que
normalmente las patologias son complejas.

e Clonacion posicional : se basa en el conocimiento de la
localizacién del gen en el genoma. A diferencia de la
clonacion funcional, para la clonacidon posicional no se
requiere informacion sobre la fisiopatologia de la
enfermedad. Se necesita haber establecido la localizacion
gendmica aproximada del gen generalmente mediante
alguno de estos métodos:

0 Analisis de ligamiento.
o0 Desde modelos animales.
0 A partir de alteraciones citogenéticas asociadas a
fenotipo * 2.
Mediante las diferentes aproximaciones, se han identificado >2500
enfermedades vy trastornos asociados a genes (Online Mendelian

Inheritance in Man, OMIM, http://www.ncbi.nim.nih.gov/Omim/mim

stats.html).

1.1.1 Analisis de ligamiento

A comienzos de la década de los ochenta se comenzd a
desarrollar el uso de variantes polimorficas de ADN como
marcadores genéticos para realizar andlisis de ligamiento ' *. Se
realiz6 un mapa humano de ligamiento genético comparando la
transmision de regiones cromosémicas en familias con patologias
concretas, lo que permiti6 localizar en 1983 el primer locus

asociado a enfermedad: el de la Corea de Huntington °.
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Los andlisis de ligamiento genético son estudios de asociacion
realizados en familias mediante los que se determina el fragmento
cromosOmico que cosegrega o0 se asocia al fenotipo de la
enfermedad “ * ® 7. En dicho fragmento debe encontrarse el gen
cuya mutacion es responsable del fenotipo. Se necesitan familias
en las cuales la enfermedad esté segregandose, es decir, que
aparezca en varias generaciones. Se comparan diversos
marcadores genéticos distribuidos en todos los cromosomas y los
patrones de los mismos en individuos sanos con los afectos, hasta
definir alguno que se encuentre especificamente en los individuos

afectados, como se puede apreciar en la figura siguiente:

v: 2

S o

VI3 Vi4 IV:4
D552488 0.18 Mb 230 | 236 ||| 236 | 226 230 | 236 236 | 236 |
0551981 121 Mo 124 | 118 s | 122 124 | 118 e 122
0552005 1.39 Mb 168 | 168 168 | 170 168 | 168 168 | 170
D5SETE 1.42 Mt 19 | N7 n7 | 12 1o | 17 n7| 119
SLCBA3 1.44 Mb
D5S1.82(N) 1.92 Mb 114 | 114 114 | 120 114 | 114 14 | 116
D551970 2,50 Mb 13 | 107 w7 | 17 13 | 107 w7 | 100
D5S417 3.17 Mb 222 | 216 216 | 216 222 s 216 | 220
Vil vi:2 Vi3
D552488 0.18 Mo 236 | 236 26 | 236 236 | 236
D551981 1.21 Mo 18 | 118 122 | 18 18 | ns
D582005 1.38 Mo 168 | 168 170 | 168 168 | 168
055678 1.42 Mo n7 | m 127 ut | n7
SLC6AS 1.44 Mb
D5S1.82(N)  1.92 Mb d g 120 | 114 14 |1
D5S81870 250 Mb 107 | 107 117 | 107 | 13
D5S417 3.17 Mb 216 | 216 216 | 216 |22 | o

Fig. 1. Haplotipos obtenidos para esta familia, en la que los individuos

afectos comparten los alelos rodeados por el recuadro.

Los estudios de ligamiento o asociacion se pueden hacer usando

marcadores de todo el genoma cuando no se conoce el locus
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responsable o asociado a la enfermedad, o mediante una
aproximacion basada en genes candidatos. A continuacion se
acota el intervalo del genoma asociado especificamente en los
individuos con la enfermedad estudiando potenciales genes
candidatos para la enfermedad. Los métodos adicionales para
afinar la localizacién incluyen el cartografiado por homocigosidad y

la determinacion de desequilibrio de ligamiento.

Los genes responsables de la mayoria de enfermedades
monogénicas y muchas enfermedades multifactoriales se han
caracterizado mediante este tipo de estudios, pero esta estrategia
requiere disponer de familias amplias con muchos individuos
afectados para obtener resultados estadisticamente significativos.

Hay algunas limitaciones inherentes a este tipo de estudios, que
incluyen la posibilidad de heterogeneidad genética con mas de un
locus responsable, la necesidad de familias con elevado ndamero
de miembros afectos, la dificultad de asignar estado en casos de
penetrancia incompleta, dificultades en la definicion de los criterios
diagnésticos y la necesidad de realizar genotipado a gran escala

para detectar loci de susceptibilidad ®°.

1.1.2 Modelos animales

En este caso se emplea el uso de modelos animales naturales o
modificados genéticamente, y la aplicacion de cartografiado
comparativo entre especies aprovechando las grandes similitudes
genéticas, proteicas y metabolicas con el ser humano. Se pueden
por tanto disefiar modelos animales con alteraciones genéticas
determinadas, con el fin de poder comprender mejor las funciones

del gen implicado, y establecer correlaciones con la patologia



INTRODUCCION

humana . Los animales mas empleados en el laboratorio son el
raton (Mus musculus), la mosca del vinagre (Drosophila
melanogaster), el neméatodo Caenorabditis elegans y el pez cebra
(Danio rerio). En la actualidad estos modelos se emplean mas para
estudiar un gen o0 una via concreta una vez se conoce, siendo muy
utiles los modelos animales de inactivacién de un gen concreto,
también llamados Knockout, para realizar estudios funcionales de

expresion, monitoreo de ensayos clinicos, de comportamiento, etc.

1.1.3 Alteraciones citogenéticas

Las alteraciones citogenéticas son modificaciones del niumero o de
la estructura normal de los cromosomas. En las alteraciones
numéricas, hay un cambio en la dotacién del namero haploide
(n=23), y puede haber tanto pérdidas (monosomias) como
ganancias (trisomias). La Unica monosomia descrita compatible
con la vida es el sindrome de Turner, con presencia de un solo
cromosoma X: 45X. Para las trisomias hay tres sindromes
autosomicos descritos: Down (trisomia 21), Patau (trisomia 13),
Edwards (trisomia 18). En cuanto a los cromosomas sexuales, hay
diversos sindromes asociados a aneuploidias: sindrome de Turner,
sindrome de Klinefelter (XXY), y otras anomalias numéricas con
alteracion fenotipica variable: XYY, XXX, XXXX, XXYY, etc.

Las alteraciones estructurales implican un cambio en la

arquitectura morfolégica de los cromosomas. Hay diversos tipos:
» Translocaciones: intercambio reciproco de material entre
dos o méas cromosomas. Un tipo especial de

translocaciones son las robertsonianas, que implican la
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fusidn del centromero entre dos cromosomas acrocéntricos,
sin pérdida de material genético.

* Inversiones: cambio de orientacion de un segmento
cromosomico dentro de un cromosoma. Dependiendo de si
el fragmento contiene o no el centrémero las inversiones
son pericéntricas o paracéntricas, respectivamente.

* Inserciones: Cambio de localizacion de un segmento
cromosomico a otro cromosoma.

» Delecion: Ausencia de una secuencia cromosomica.

* Duplicacién: Repeticién de un segmento cromosémico.

En el estudio citogenético o molecular, dependiendo de si la
dotacién genética se mantiene intacta o no, los reordenamientos

se definen como balanceados o no balanceados.

1.1.3.1 Reordenamientos cromosomicos
balanceados

Las técnicas de citogenética convencional y el cariotipo de alta
resolucion permiten detectar reordenamientos cromosomicos
aparentemente balanceados o equilibrados (BCRs, del inglés
Balanced = Chromosomic  Rearrangements), que incluyen
translocaciones reciprocas, inversiones e inserciones. Debido a la
resolucion de estas técnicas, soélo es posible detectar pérdidas de
material genético mayores de ~5-10 Mb, con lo que el caracter
balanceado de la alteracién se debe confirmar siempre mediante
técnicas de biologia molecular de mayor resolucion (FISH,

microsatélites, MLPA, array CGH, MAPH, secuenciacion...).
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Los reordenamientos cromosOmicos aparentemente balanceados
asociados a fenotipo, o DBCRs (del inglés Disease associated
balanced chromosomal rearrangements), son alteraciones que, a
nivel molecular, pueden inactivar genes especificos mediante su
interrupcién, reorganizacion o delecion. La caracterizacion
molecular de estos DBCRs se ha empleado como instrumento
para la clonacion posicional o identificacion de genes asociados a
patologia, ya que facilitan el aislamiento rapido de genes a partir

de la clonacién de los puntos de rotura * **.

Para la identificacion de genes se ha ido desarrollando una
metodologia especifica basada en la combinacion de técnicas
citogenéticas y moleculares. Diversos estudios indican que un
porcentaje importante de reordenamientos cromosémicos
balanceados tienen probablemente una relacion causal con los
fenotipos anormales observados en el individuo portador de la

anomalia cromosémica !

2. Se ha descrito que un 6.1% de las
translocaciones equilibradas y un 9.4% de las inversiones
equilibradas estan asociadas a fenotipos congénitos anormales,
mientras que en el caso de individuos con cariotipos normales, el

riesgo de presentar enfermedades congénitas desciende al 2-3%
13

En otro estudio, el andlisis de unas 70.000 pruebas citogenéticos
postnatales realizados en hospitales de Suecia y Dinamarca por
diversas patologias (retraso mental (RM), rasgos dismoérficos,
malformaciones congénitas y/u otros sintomas neuroldgicos),
revel6 la presencia de DBCRs en cifras 6 veces superiores a las
que se encuentran en poblacién normal, lo que sugiere una

relacién causal de los reordenamientos con la patologia observada
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en la mayoria de los casos . Mas de la mitad de los DCBRs estan
asociados a cuadros clinicos con RM severo o moderado y otras
alteraciones neurocognitivas. Este hecho es consistente con que
aproximadamente un tercio de los genes humanos se expresan en
cerebro ', y que probablemente muchos de ellos tienen un papel
importante en el desarrollo y en la funcion del sistema nervioso

central.

A partir de individuos con fenotipo alterado que presentan
reordenamientos cromosémicos anicos (sobre todo
translocaciones aparentemente balanceadas) se han podido
identificar genes implicados en la alteracién °. El primer trastorno
mendeliano localizado gracias a un reordenamiento cromosomico
fue la distrofia muscular de Ducchene (DMD) *°. La clonacién del
punto de rotura de uno de los casos fue un paso clave para la

identificacion del gen responsable '® Y.

Algunos ejemplos
posteriores son la clonacién de los genes PKD1 (enfermedad
poliquistica del rifion **, SHH (holoprosencefalia) *°, o SIM1
(obesidad) #. Actualmente, la caracterizacion molecular de
reordenamientos sigue contribuyendo de manera significativa a la
identificacion de genes responsables o relacionados con
enfermedades # ™ %, demostrando la utilidad de esta

aproximacion.

La caracterizacion de los genes afectados por dichas anomalias
permite identificar el o los genes responsables del fenotipo. La
clonacion posicional sélo necesita disponer de material genético
del individuo afectado. Por tanto, es valida en casos de
enfermedades monogénicas o para la identificacion de genes de

accion importante en alteraciones multifactoriales. La posibilidad

10
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de heterogeneidad genética de la enfermedad no es un factor

limitante.

Para facilitar la identificacion de puntos de rotura especificos
asociados a patologia se desarrolld6 la Red de trabajo de
Citogenética Mendeliana (MCN, del inglés Mendelian Cytogenetics
Network), que coordina y recoge los resultados citogenéticos de
numerosos laboratorios de diagndstico citogenético de todo el
mundo. En esta base de datos los laboratorios remiten los datos
citogenéticos (cariotipo) y fenotipicos de los pacientes, con
caracter retrospectivo y prospectivo. En el afio 2000, se publicé un
estudio realizado sobre 71739 cariotipos, en los que se
encontraron 216 DBCRs (0.3%), sin incluir translocaciones
robertsonianas ni inversiones polimorficas del cromosoma 9. Estas
alteraciones se clasificaron como 154 translocaciones reciprocas
balanceadas, 2 inserciones reciprocas balanceadas, 2 inserciones

invertidas y 47 inversiones balanceadas .

Antes del perfeccionamiento de las técnicas de bandeo
cromosomico la identificacién de las translocaciones se realizaba
por el cambio de patron o tamafio de los cromosomas. El
desarrollo de la obtencion de cromosomas de mayor tamafio
(prometafasicos) y la optimizacion de las técnicas de tincion
permiti6 un aumento de la resolucién detectable, y por tanto una
disminucion de los tamafos de las translocaciones e inversiones
detectadas. Debido a la resolucion de la citogenética convencional,
las alteraciones de tamafio inferior ~5-10 Mb son conocidas como
alteraciones  “cripticas”. Por tanto, una translocacién
aparentemente balanceada al microscopio éptico puede no serlo a

nivel molecular.

11
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La incidencia de reordenamientos balanceados en términos
exclusivamente citogenéticos es aproximadamente de 1:1000
nacidos vivos, de los que la mitad son translocaciones reciprocas,

presentes por tanto en 1 de cada 500 individuos *

. El riesgo
asociado de presentar anomalias fenotipicas es de un ~6.1%, que
aumenta al 6.7% si se tienen en cuenta las inversiones =, ademas
de un mayor riesgo de fallo reproductivo (abortos de repeticion,
fertilidad disminuida) y de tener descendencia con
reordenamientos no balanceados, debido a la segregacion

23

anormal de los cromosomas reordenados “°, como se puede

observar en la siguiente imagen.

12
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21 14 Portador de la
Normal translocacion 14/21

|
e

!
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Formacion de gametos

.

NN

Normal Portador de  Trisomia del Monosémico
la translocaciéon 21 (Down) (letal)
46 45 46 45

Fig. 2. Esquema de las posibles combinaciones de formacién de gametos
y zigotos en el caso de un individuo portador de una translocacion
robertsoniana (14;21). Los gametos estan representados por circulos y

los zigotos por cuadrados.

La mayoria de individuos portadores de reordenamientos
cromosomicos aparentemente balanceados no tienen afectacion
fenotipica. Sin embargo, en pacientes con fenotipos severos la
disrupcién de genes en uno o varios puntos de rotura puede ser la
causa del fenotipo anémalo. Una gran proporcion de individuos
afectos presentan microdeleciones no visibles al microscopio, de

modo que los pacientes con reordenamientos aparentemente

13
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balanceados que interrumpen genes, o portadores de pequeias

deleciones proporcionan una oportunidad de estudio de las

posibles consecuencias de la haploinsuficiencia *.

Hay varios mecanismos posibles para explicar la asociacion entre

los reordenamientos aparentemente balanceados y alteraciones

fenotipicas %*:

14

La alteracién puede estar relacionada con la disrupcion de
un gen o genes situados en el punto de rotura de la
translocacion, con lo que el paciente tendria un trastorno
monogénico en el caso en el que una sola copia funcional
del gen no fuera suficiente para mantener la funcion normal
(haploinsuficiencia).

Formacion de un nuevo/nuevos gen/es de fusién en los
cromosomas derivativos, cuyo producto sea responsable o
intervenga en el fenotipo.

El reordenamiento puede ser no balanceado a escala
molecular, es decir, existe una pérdida o ganancia de
material genético que pueden alterar la secuencia del gen
de interés.

Puede haber un mosaicismo no balanceado en un tejido
diferente al estudiado.

Las anomalias pueden ser debidas a una disomia
uniparental (UPD, del inglés UniParental Disomy) de uno
de los cromosomas implicados en el reordenamiento. La
UPD es la herencia de los dos alelos de un locus,
segmento cromosOmico 0 un cromosoma entero del mismo
progenitor. Las repercusiones fenotipicas pueden
generarse en el caso de presencia de genes improntados,

es decir, silenciados por metilacion y con expresion
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preferencial desde el locus de un progenitor (que puede

resultar en la pérdida de funcibn del gen), o por

homocigosidad de una mutacion recesiva *> %,

» Efecto de posicion, en el que la alteracion no afectaria
directamente a la secuencia del gen, sino que puede haber
una desregulacion de secuencias promotoras o reguladoras
(inhibidores y/o potenciadores); o un cambio en la
estructura de la cromatina, que por ejemplo dificultase el
acceso a proteinas que interaccionan con el ADN "%,

*+ Mecanismo desconocido hasta el momento.

Algunos reordenamientos cromosoémicos no son simples sino que
se trata de reordenamientos cripticos complejos (CCR, cryptic
complex chromosomal rearrangements). Estos reordenamientos
implican al menos 2 cromosomas o0 al menos 2 puntos de rotura en

8 24,2937 En estos

translocaciones aparentemente balanceadas
estudios, se encuentra que entre un 1.5% y un 60% de casos
presentan CCRs (que incluyen duplicaciones, deleciones e
inserciones) en los puntos de rotura de las translocaciones,
ademas de reordenamientos en otros loci del genoma no
relacionados con la alteracion citogenética. La asociacion entre el
reordenamiento aparentemente balanceado y el fenotipo andmalo
puede ser parcialmente explicada por la presencia de CCRs, ya
que la probabilidad de que haya implicados genes sensibles a
dosis en uno o varios de los puntos de rotura, o cerca de ellos,
aumenta con la complejidad de los reordenamientos *. Por este
motivo, ademas de la clonacion de los puntos de rotura de las
translocaciones, seria recomendable realizar un analisis de todo el
genoma mediante array CGH para descartar la presencia de

24, 32, 33, 38

desbalance en otros loci Los puntos de rotura de

15



INTRODUCCION

individuos con fenotipo normal con translocaciones aparentemente
balanceadas son estructuralmente simples, mientras que las
translocaciones en pacientes con fenotipo anémalo son en
ocasiones complejas e implican disbalances tanto en los puntos de
rotura como en otros loci del genoma *. La complejidad de los
reordenamientos genéticos citados afecta al consejo genético,
puesto que un caso con una translocacion balanceada es diferente
al de un caso con CCR, en el que la probabilidad de anomalia
fenotipica es mayor por la elevada cantidad de puntos de rotura.
Por tanto, el riesgo de generar gametos aneuploides es mucho

mayor que en los portadores de translocaciones balanceadas.

Un aspecto importante es el origen parental de los
reordenamientos. En los casos en los que el origen de la
translocacion pudo determinarse (39) éste era paterno, salvo en un
caso ** 3% 32 3 Ppor tanto, la meiosis paterna parece que es mas
propensa a los intercambios cromosémicos, aunque no esta claro
si se asocia preferentemente a translocaciones asociadas con
deleciones en los puntos de rotura o en otros loci, 0 simplemente
refleja  una tendencia en la meiosis paterna a formar

translocaciones 2,

Est4 descrito que la mayoria de deleciones
intersticiales y las translocaciones no robertsonianas son de origen
paterno (70% y 72%, respectivamente), lo que sugiere que los
mecanismos que generan pérdidas genodmicas son mas frecuentes
durante la meiosis masculina. Este exceso de errores podria
reflejar una vulnerabilidad de las células germinales en las
divisiones premeibticas a los reordenamientos cromosoémicos,
dado que el numero de divisiones es mucho mayor en las células
germinales masculinas que en las femeninas, pero por otra parte,

no hay una correlacion entre edad paterna y frecuencia de

16
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reordenamientos cromosémicos estructurales de novo *. Teniendo
en cuenta que todos los individuos analizados con hijos portadores
de translocaciones de novo y CCRs son fértiles, parece que
durante la espermatogénesis algunas células escapan al
mecanismo de control de recombinacion. La presencia de
anomalias cromosomicas constitucionales (translocaciones o
cromosomas marcadores) puede causar infertilidad masculina por
detencion de la espermatogénesis en estadios tempranos de
meiosis |, con lo que es posible que las CCR se generen en fases
mas avanzadas de la proliferacion de células germinales, ya que
los mecanismos de reconocimiento y blogueo de las células
germinales las detienen al comienzo de la meiosis. Por tanto la
presencia de CCRs esta frecuentemente asociada a infertilidad
masculina, ya que su transmisién a la descendencia es inusual *.
(ver tabla X).

En cuanto a la disrupcién de genes en los puntos de rotura |, el
estudio realizado por Baptista y cols. en 45 individuos portadores
de translocaciones (31 con fenotipo normal y 14 alterado) revelo
que la mayoria de puntos de rotura estaban localizados en genes o
proximos a ellos (<1.2 Mb), pero con frecuencias similares entre
individuos con fenotipo normal o alterado (73% vs 67%)%. La
proporcién descrita del genoma humano con presencia de genes
es del ~34.8-38.5%, dependiendo de la version de secuenciacion
del genoma “°, lo que sugiere una localizacién preferencial de los
puntos de rotura en las regiones génicas o préximas a ellos *.
Estos resultados son consistentes con los encontrados en otro
estudio realizado en 76 individuos portadores de translocaciones
(30 normales y 46 con fenotipo alterado), en los que los puntos de

rotura de las translocaciones de los individuos con fenotipo

17
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anémalo localizaban preferentemente en las bandas G negativas
cromosOmicas (R positivas), asociadas con mayor contenido

génico y en bases GC **. (ver tabla 1).

Las funciones mas frecuentes de los genes involucrados en los
puntos de rotura de la cohorte del estudio de Baptista y cols.
estaban relacionadas con transcripcion y transduccion de sefiales,
tanto en los grupos de fenotipo normal como alterado. La Unica
diferencia significativa estaba en que habia una presencia casi 6
veces mayor de genes relacionados con el sistema nervioso en los
pacientes con fenotipo alterado que en los individuos normales. La
disrupcién de genes por translocaciones en individuos con fenotipo
normal sugiere que estos genes no son sensibles a dosis durante
el desarrollo. En estos casos, en general, no hay desbalances
asociados con los puntos de rotura ni otras alteraciones
cromosOmicas complejas, en contraste a las observaciones en las

cohortes de individuos con fenotipo anémalo *.

La unica translocacion recurrente  no robertsoniana descrita es la
t(11;22)(g23;911.2), en la que los portadores no presentan un
fenotipo asociado, y generalmente son diagnosticados por tener
descendencia con el sindrome causado por la presencia del

4. 42 Este sindrome tiene un

cromosoma extra der(22)(t(11;22)
fenotipo caracteristico que consiste en RM severo, seno
preauricular, anomalias en las orejas y paladar, micrognatia,

. Los

defectos cardiacos y anomalias genitales en varones
puntos de rotura de esta translocacion estan localizados en el
centro de repeticiones palindromicas ricas en repeticiones AT
(PATRR, del inglés palindromic AT-rich repeats), por

recombinacion ilegitima entre estas secuencias *“ **. El ADN
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palindromico puede formar estructuras cruciformes de doble
cadena u horquillas de cadena simple, favorecidas por las
temperaturas de fusion (melting) mas bajas de las regiones ricas
en AT, lo que convierte estas secuencias en sustratos de enzimas
de reparacion y roturas de doble cadena (DSBs, del inglés double
strands breaks) *" %, y por tanto, puntos calientes de
recombinacion en meiosis. Ademas de la t(11;22), se han
caracterizado otras translocaciones mediadas por secuencias
palindromicas:  t(15;22)(926.1;911.2); (8;22)(g24.1;,911.2) vy
t(17;22)(q11;q11.2) ©*'.

Otra translocacion descrita con frecuencia implica a los
cromosomas 4y 8 [t(4;8)(p16;p23)], en la que los puntos de rotura
coinciden con duplicaciones segmentarias, de modo que el
mecanismo que genera el reordenamiento es la recombinacion
homologa no alélica (NAHR, del inglés non-alellic homologous

recombination) *®.
En la tabla siguiente (tabla 1) se muestra un resumen de los

principales estudios comparativos entre translocaciones presentes

en individuos con fenotipo normal y alterado.
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N° DELECIONES EN
REFERENCIA | TRANSLOCACIONES FENOTIPO METODO N° CCR PUNTOS ROTURA TAMANO DEL
Patsalis et al 20 RM, abortos repeticion FISH subtel 3/20 - -
% WCP
Astbury et al 15 RM, dismorfias, FISH con - 9/15 0.8-15.3 Mb
» anomalias cardiacas BACs (15 a 70 genes)
Gribble et al 10 RM, dismorfias, Array BACs 6/10 3/10 1.1-6.2 Mb
o anomalias congénitas (1 Mb
resolucién)
Cicconeetal |4 RM, anomalias congénitas FISH, array 4/4 3/4 2-17.6 Mb
82 BACs (1 materna)
(1 Mb
resolucién)
Baptista et al 13 Normal, fertilidad reducida Array BACs 0 0 -
3 (1 Mb
resolucién)
Gajeckaetal |3 Normal (hijos con Tiling path 0 1/3 5pb
= [t(1;9)(p36.3;q34)] monosomia 1p36 6 9q34) region 1p36,
secuenciacién
De Gregoriet | 41 27/41 alterado (RM, Array oligos 5/27 11/27 0.6-8.4 Mb
al® dismorfias, Agilent (44K'y
alteraciones cardiacas) 244K)
Baptista et al 45 31 normal, Array BACs 1 0/31 normales | 0/31 normales 0.17-2.5 Mb
%0 14 alterado (RM, Mb 6/14 alterados | 4/14 alterados
dismorfias, Array painting
alteraciones cardiacas) Tiling path
Sanger 30K
mwmem:_ etal 12 RM, anomalias congénitas Array BACs 1 3112 2/12 ~10 Mb
Mb
Fantes et al 76 30 normal, Array BACs 1 0/30 normales | 3/46 1.8-30 Mb
# 46 alterado (RM, dismorfias, | Mb 6/46 alterados
alteraciones cardiacas)
mw%_.moxm etal |4 Normal (hijos con Secuenciacion | 4/4 3/4 Del 9-38 pb

[t(1;,22)(p36;q913)]

monosomia 1p36 6 22q13)

Dup 23-337 pb
Ins 2 pb
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1.1.3.2 Reordenamientos cromosomicos no
balanceados

En las alteraciones genéticas no balanceadas hay un cambio en la
dotacion genética, por pérdida o ganancia de material genético.
Las alteraciones no balanceadas se presentan en casos con
cromosomas marcadores, aneuploidias totales (alteraciones
numéricas de uno o varios cromosomas), 0 parciales

(duplicaciones, y deleciones).

Estas anomalias numéricas se generan por una mala segregacion
de los cromosomas durante la meiosis, un fenbmeno conocido
como no disyuncion . Este fendmeno se debe a la migracion de
dos cromosomas o dos cromatidas al mismo polo celular, debido a
gue los dos miembros no se separan correctamente. En meiosis, la
no disyuncion genera gametos con un ndamero anormal de
cromosomas respecto al numero haploide. Como se puede
observar en la fig. 3, si la no disyuncion se produce en meiosis |
todos los zigotos resultantes (después de la fecundacion con un
gameto haploide normal) tienen alteraciones en el numero de
copias de los cromosomas: son monosomicos 0 trisémicos;
mientras que cuando se genera en meiosis Il la mitad de los
zigotos posibles tienen dosis cromosémica normal, un 25% son

triploides y el otro 25% son monosGmicos.
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il i

No disyuncién Disyuncién
en la primera division normal

Primera division
meidtica

Disyuncién L Disyuncién No disyuncién
normal Segunda division normal en la segunda divisién

{_I_* meibtica 1

OO HDOHO
MWW MTHTm |

Gameto  Tyjssmico  Trisémico Monosémico Monosémico Gameto Disomico  Disémico  Trisgmico  Monosémico
haploide haploide (normal) (normal)

oo

Fig. 3. Esquema de los resultados de no disyuncion en meiosis |
(izquierda) y meiosis Il (derecha). Los gametos estan representados por

circulos y los zigotos por cuadrados.

La no disyuncion en meiosis | implica que los cromosomas
homologos no se separan en la division celular, por tanto ambos
migran a la misma célula, con lo que en el andlisis de genotipos se
observardn 2 alelos, uno de cada cromosoma homoélogo. En
cambio, cuando la no disyuncion ocurre en meiosis Il las dos
cromatidas de un mismo cromosoma migran a la misma célula, de
modo que solo se observara un alelo (duplicado) en el analisis
genotipico. Por tanto, la presencia de tres alelos diferentes en un
locus (dos de un progenitor y uno de otro) es indicativa de que la
duplicacion se ha producido por una no disyuncién en meiosis | en
uno de los progenitores. En cambio, la presencia de dos alelos
(con progenitores heterocigotos) en un locus con duplicacion, en la
que uno de los alelos estd en doble dosis, sugiere que la no

disyuncién se ha producido en meiosis Il %°.
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En el caso de que la no disyuncién se produzca en mitosis, es
decir, sea un evento postzigético, la alteraciébn se presentara en
mosaico (presencia de al menos dos poblaciones celulares
genéticamente distintas), ya que todas las células que se originen
a partir de la alterada serdn portadoras de la anomalia

cromosOmica, como se puede apreciar en la figura 4.

Egg

(0 O =cett witn 2
1 (] normal alleles
WU

[1) = cell with 1
K mutated allele

Fenilized egg (zygote)

]} Post-zygotic event

By ) (mutation in one allets of

L/ @ pair of genes in one call)
@ @ Proliferation of

>

Proliferation
of nomal  —=
cell line

+— cell line containing
mutation

Fig. 4. Representacién de mosaicismo postzig6tico, en el que se generan

dos poblaciones celulares diferentes a partir del mismo zigoto.

Los casos con mosaicismo de una trisomia generalmente se
deben a un error por no disyuncion en meiosis | o ll, y posterior
pérdida postzigética del cromosoma extra (rescate trisémico) °>2.

Este rescate puede generar UPD si los dos cromosomas que
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permanecen proceden del mismo progenitor. Otro mecanismo es
el rescate monosomico, en el que se genera la endoreduplicacion
de un cromosoma cuando se produce fecundacion de una gameto
normal con uno nulisébmico. Tal y como se ha mencionado
previamente, la presencia de UPD puede implicar fenotipo alterado
si afecta a un locus improntado o a un locus con una mutacion
recesiva. Los cromosomas descritos con impronta son 6, 7, 11, 14,
15y 20 >

Las alteraciones fenotipicas en los casos de duplicaciones o
microduplicaciones pueden ser debidas a la sobreexpresion de
uno o varios genes contenidos en la region implicada (exceso de
dosis); mientras que en los casos de delecion puede haber una
haploinsuficiencia o defecto de dosis. En ambos casos la
dosificacion diploide (dos copias) de estos genes es necesaria
para un normal desarrollo, ya que solo los genes sensibles a dosis
serén los que seran afectados por una alteracion de exceso o

defecto.

En general los sindromes de microdelecion/microduplicacion
recurrentes presentan un fenotipo bastante caracteristico asociado
a RM en casi todos los casos. Los sindromes de microdelecién
més frecuentes son, entre otros, Prader-Willi (OMIM #176270),
Angelman (OMIM #105830), Delecién 22g11 (CATCH 22) (OMIM #
188400), y Williams-Beuren (7g11.23) (OMIM #194050). En la
actualidad hay ~25 sindromes recurrentes de microdelecion y

microduplicacién descritos **.
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1.1.3.3 Cromosomas marcadores (SMC)

Los cromosomas marcadores de pequefio  tamafio
supernumerarios o0 SSMC (supernumerary small marker
chromosomes) se definen como cromosomas estructuralmente
andémalos que no pueden ser identificados por citogenética
convencional Unicamente, y que son, en general, mas pequefios
que un cromosoma 20 de la misma metafase > *°. La estructura de
estos cromosomas incluye inversiones y duplicaciones (invdup),
anillos y dobles diminutos. La prevalencia de los SMCs es
aproximadamente 4,5/10000 recién nacidos, mientras que en
estudios prenatales el porcentaje de deteccion es casi el doble
(7,9/10000), mas probablemente por la poblacién sesgada de
estudio (edad materna avanzada, abortos espontaneos previos,
malformaciones fetales o fertilidad reducida). En pacientes con
retraso en el desarrollo el porcentaje de sSMC se eleva a
~30/10000, similar al de casos prenatales con anomalias
ecograficas (~20/10000). En cuanto al origen, se han descrito
sSMC procedentes de todos los cromosomas, pero la mayoria
(~30%) derivan del cromosoma 15, ~20% del cromosoma 22, y
~9% del cromosoma 12. El SMC mas frecuente descrito es el
invdup(15), que aparece en casi el 20% de casos descritos *°. Hay
cuatro sindromes especificos descritos asociados a la presencia
de SMC **:

» Pallister-Killian: iso(12p)

e |socromosoma 18p

» Cat-eye: iso(220q)

e Emanuel: der(22)t(11;22)(923;911.2)
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El 70% de los casos con SMC son de novo, y en la mayoria de los
casos de origen materno, posiblemente debido al mayor impacto
de la presencia de sSMCs en infertilidad masculina que sobre la
femenina >’. Los riesgos fenotipicos asociados a la presencia de

un sSMC pueden originarse a causa de:

e Trisomia y/o tetrasomia parcial de la regiébn génica
contenida en el sSMC, dependiendo del contenido de
eucromatina que presente el sSMC.

e Grado y localizacion del mosacismo.

e Posible UPD de los cromosomas homélogos de los que
deriva el sSMC.

En cuanto al contenido génico, el 97% de los sSMCs derivan de
las regiones pericentroméricas, mientras que el resto esta formado
por regiones teloméricas con presencia de neocentromeros . El
porcentaje de casos en los que los SMC tienen presencia en
mosaico es del 70%. El mosaicismo puede variar dependiendo del
tejido analizado, asi, en un estudio realizado en 13 tejidos fetales
diferentes de un feto portador de un sSMC, habia variacién en los
porcentajes de mosaicismo: desde un 13% en células amnidticas
hasta un 62% en células de musculo cardiaco. Por lo tanto, el
resultado obtenido para un sSMC en mosaico no tiene por qué ser
representativo de otros tejidos del paciente, con lo que la
correlacion clinica entre sSMC y fenotipo no es clara para los
portadores de sSMC *°. Asimismo, la presencia de mosaicismo

criptico varia a lo largo de la vida del portador *°.
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Se ha descrito UPD para los cromosomas homélogos al SMC en
5-10% de los casos *°. Hay varios mecanismos que pueden
originar UPD en presencia de SMCs, como se representa en la

figura siguiente:

5 \/ \/ N/ \ /
() & @ @
‘ ‘ b | |II II'
D A @) 1
,f' | u'l II'.

III'I I"II III'I Il'ull ,r'f \\ ;! \\ I|II I',
@ @a W aa
A Funciional B Postzygotic C Post fertilisation D Complementation

triscmy rescue reduplication errors

Fig. 5. Representacion esquemaética de los mecanismos de formacion de

UPD asociada a la presencia de SMC 80,

* A: En el primer caso, se ha producido un rescate
postzigatico a partir de una trisomia funcional, en la que se
elimina uno de los cromosomas homdélogos de un
progenitor en un zigoto trisémico.

« B: Reduplicacion postzigoética de uno de los cromosomas

homodlogos normales, en una fecundacion de un gameto
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monosomico normal por un gameto que contiene el SMC,
mecanismo equivalente al “rescate monosémico”.

» C: Errores post fecundacion por no disyuncion mitGtica y
posterior reduccion del cromosoma homadlogo, generando
un SMC o viceversa, es decir, por reduccion y generacion
de un SMC vy posterior duplicacién del otro cromosoma
homalogo.

e D: Complementacién, por fecundacion de un gameto

disémico a uno que sélo contenga el SMC &

El riesgo de presentar anomalias fenotipicas cuando hay deteccion
prenatal de un SMC varia dependiendo del origen del cromosoma
marcador. Asi, para los cromosomas 13, 14, 21 y 22 es de un
~7%, y de un 28% para el resto de los autosomas no acrocéntricos
®2_ Posteriormente se ha redefinido el riesgo medio en un 26%; que
se reduce hasta el 18% si los estudios ecograficos son normales
% Sin embargo, ~70% de los casos postnatales portadores de
SMC presentan fenotipo normal *°. En cuanto a SMC derivados del
cromosoma 15, hay un riesgo de ~60% de anomalias fenotipicas,
principalmente autismo, convulsiones, sindrome de Prader-Willi, y
sindrome de Angelman. El cromosoma marcador mas frecuente es
el invdup(15), con una incidencia de 1:30000 recién nacidos. El
fenotipo esta causado por la tetrasomia de la regién 15911913,
que contiene la region critica de sindrome Prader-Willi/Angelman
(PWS/ASCR) .

La base de datos mas completa sobre SMCs, que contiene ~3.300

casos reportados (http://www.med.uni-jena.de/fish/sSMC/00

START.htm), incluye informacién sobre el origen, contenido

génico, grado de mosaicismo, anomalias fenotipicas, etc. *°
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1.2 Técnicas para la caracterizacién molecular

de reordenamientos cromosomicos

Existen diferentes técnicas de citogenética y genética molecular
basadas en la hibridacion de secuencias homdélogas de ADN con
distinta resolucion, como el FISH, la HGC, o el Southern Blot,
ademas de técnicas de -cuantificacion, tanto absoluta como
relativa, basadas en PCR, como son la PCR cuantitativa a tiempo
real, MAPH o MLPA. A medida que se han ido desarrollando
técnicas con un poder de resolucion mayor se han podido detectar
reordenamientos cripticos desequilibrados no detectables con las

técnicas convencionales .

1.2.1 FISH

El FISH (Fluorescence in situ hybridization) se basa en la
hibridacion homologa de una secuencia marcada con fluorescencia
(sonda) sobre una secuencia diana en una muestra celular o de
tejido °°. Dado que la sensibilidad de esta técnica (30-1000 Kb) es
muy superior a la citogenética convencional, muchos sindromes
originados por microdelecion son diagnosticados directamente
mediante FISH. El marcaje del ADN obtenido de diversos clones
(BACs, PACs, cosmidos, fosmidos) permite estudiar cualquier
region cromosomica, con lo que es muy Util en los casos en que
una alteracion esta presente en bajo mosaicismo, asi como para la
validacibn de resultados obtenidos por otras técnicas,
principalmente array CGH. También es una valiosa herramienta
para localizar y clonar puntos de rotura de translocaciones
cromosomicas, asi como la presencia o no de una determinada

region en un cromosoma marcador. La principal limitacion del FISH
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es que el estudio sblo permite obtener informacion sobre la

sonda/s que se estén valorando.

1.2.2 Southern blot

La técnica de Southern blot permite la deteccion especifica de una
secuencia (sonda) en el ADN de una muestra mediante hibridacion
complementaria y posterior deteccion de la presencia de la sonda.
El ADN se fragmenta mediante digestibon con un enzima de
restriccion, y se somete a electroforesis para separar por diferencia
de tamafio. Este ADN se transfiere a una membrana por
capilaridad, sobre la que se hibridar4d la sonda marcada. A
continuacion se puede detectar el patrén de hibridacion de la
sonda en la muestra del paciente y se compara con el patrén de
una muestra control ®’. La aparicién de patrones diferentes indica
en qué fragmento esta localizado el punto de rotura de una
translocacion, en este caso. La mayor limitacién de la técnica esta
en el tamafio de los fragmentos de ADN que se pueden detectar,
debido a la resolucién de los geles de agarosa, asi como el
analisis restringido Unicamente en los loci para los que se han

disefiado las sondas.

1.2.3 Técnicas de cuantificacion basadas en PCR

1.2.3.1 PCR cuantitativa a tiempo real

La técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (RT-PCR, del inglés
real time-PCR) permite monitorizar a tiempo real la cantidad de
producto generado en cada ciclo de reaccién de PCR gracias al
uso moléculas fluorescentes, de modo que la cantidad de

fluorescencia emitida es proporcional al nUmero de amplicones
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formados % .

Esta metodologia se puede emplear para
cuantificaciones relativas y/o absolutas de moléculas de ADN vy
ARN. Uno de los sistemas mas usados es el fluorocromo SYBR
green |, que se intercala entre el ADN de doble cadena . A
medida que se van generando productos de PCR la fluorescencia
emitida aumenta, que se va registrando en forma de curva
exponencial de amplificacion. Esta técnica tiene una gran
sensibilidad y especificidad, permitiendo detectar la presencia de
moléculas de ADN a muy bajas concentraciones, siendo de gran
utilidad por ejemplo en la deteccion y estudio de ADN fetal libre

presente en plasma materno .

La PCR a tiempo real se ha
empleado como técnica diagndstica de variacibn en ndmero de
copias de regiones asociadas a sindromes de microdelecion y
microduplicacién ""*. La principal limitacién de la RT-PCR es la
necesidad de tecnologia especifica para la deteccion de la emision
de fluorescencia, asi como la valoracién Unicamente de las

regiones para las que se han disefiado las sondas.

31



[DNA]

INTRODUCCION

A B
R e g
it d ’”
Yy, 100,0
{17 Zg
11 25
I 1 B x g 1001
£ =
& 2% 10
i g
58
0,14
z 411 1 2

> Cycle number

Crossing YYY YY \
Threshold(CT) =z g g e o

e
oo VO

CT,, <«

Fig. 6. A, representacion de la intensidad de fluorescencia obtenida a
tiempo real, en el que el valor umbral C; se establece para cada muestra
de ADN. B, Normalizacién de los datos obtenidos a partir de la RT-PCR,
en la que se observa que las muestras con un valor de CT menor tienen

una concentraciéon mayor .

1.2.3.2 MAPH

La metodologia MAPH (Multiplex Amplifiable Probe Hybridization)
permite la determinacién del numero de copias en mdultiples loci del
genoma simultaneamente. Esta técnica esta basada en la
hibridacion de secuencias especificamente disefiadas para un
determinado locus del genoma (sondas), con un tamafo entre 100-
500 pb. El procedimiento consiste en fijar ADN gendmico
previamente desnaturalizado a una membrana de nylon, donde se
hibrida con la mezcla de sondas de interés (entre 30-50
generalmente). Todas las sondas poseen extremos iguales que se
emplean como molde de unibn a los cebadores para su

amplificacion mediante PCR. La cantidad de producto amplificado
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refleja exactamente el numero de copias de su locus
correspondiente y resulta cuantificable ©’®. Los productos
amplificados se pueden visualizar en geles de poliacrilamida, o
mediante electroforesis capilar, con lo que se puede cuantificar la
cantidad de cada sonda.

A. Probe Preparation

Probe preparation by cloning genomic amplicon Probe preparation by clonng genomic ¢lones

O1-C0 ©&-=69

“R2 - e . s i
pC I}--J 100-300bp  * Unigue primers lsolation of the insert, * Unique primers
Vestar  ymplivon * Universal primers digrestion and subclining ¥ Universal primers

B. MAPH B
MNylon ||llur_2f PN Mylon Iillui_,f £,

MAPH probes

Hybridizstion
{:ll pmh.r_"l_;‘;\'}i — . Recover and amplify
J’Lm.'umb - Genomic DNA on [flier Wash off unbound probes of the bound probes
on filter : :

after washing

C, Analysis of probes

Resalve the probes on gel electrophoresis  Resolve the probes on camllary electrophoresis

LA Ak
WV

Hybndization of probes with an array of the same prabes on a chip

Array analysis showing deletion (green bar) on the X chromosomse

Fig. 7. Esquema de la tecnologia de MAPH .
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1.2.3.3 MLPA

La técnica de MLPA (Multiplex Ligation Probe-Dependent
Amplification) permite detectar variacion en numero de copias de
varios loci simultdneamente. Se basa en la hibridacién de una
mezcla de sondas sobre loci de interés en una muestra de ADN
genoémico, de manera analoga a la técnica de MAPH ™. Las
sondas son oligonucledtidos compuestos por una secuencia
homologa al locus de interés unida a otra secuencia que sirve
como molde para la unién de los cebadores. La peculiaridad de las
sondas consiste en que estan formadas por dos hemisondas, cada
una homologa a la parte proximal y distal del locus de interés,
separadas por un solo nucleétido. Una vez se ha producido la
hibridacion, una ligasa unira los extremos 3 y 5 de las
hemisondas, y posteriormente las secuencias que tienen adheridas
se usaran como sustrato para la unién de los cebadores en la
reaccion de PCR. A continuacion las distintas secuencias se

diferencian por separacién mediante electroforesis capilar "°.

La principal ventaja del MLPA es la reduccién de costes y su
aplicacion a un gran numero de muestras en el mismo
experimento. Se puede usar para realizar un rastreo rapido de
posibles aneuploidias en un gran ndmero de muestras
simultdneamente, asi como para la validacion de resultados
obtenidos por otras metodologias, principalmente array CGH. Su
limitacion principal, al igual que el resto de técnicas basadas en la
hibridacion gendmica comparada, es que no permite detectar
alteraciones cromosomicas equilibradas, ademas de que el
andlisis se limita exclusivamente a las regiones para las que se

han disefiado las sondas.
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Fig. 8. Esquema de los principales pasos de la técnica de MLPA.

1.2.4 Hibridacién genémica comparada

La hibridacion genomica comparada (HGC, o CGH, del inglés
Comparative Genomic Hybridization) es una técnica que permite la
deteccion de desequilibrios cromosémicos abordando todos los

8 Se basa en una

cromosomas en un solo experimento
hibridacion competitiva entre dos ADN (muestra y control) que se
marcan con dos fluorocromos diferentes y se hibridan sobre un
soporte de metafases de un individuo control. El andlisis posterior
se realiza mediante un programa informatico que cuantifica las
intensidades de fluorescencia a lo largo de los cromosomas. El
perfil de ratio de fluorescencia con valores entre 0.75 y 1.25 indica
una cantidad relativa de ADN equivalente entre los ADN control y
problema; mientras que ratios superiores a 1.25 o inferiores a 0.75
revelan una ganancia o pérdida en el ADN problema,
respectivamente. La ventaja de esta técnica es que el material
requerido es ADN y no necesita de células en division, pero su

principal limitacion es la resolucion, ~5-10 Mb, dependiendo de la
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calidad de los cromosomas de la preparacion. La limitacion
principal es que no detecta alteraciones cromosomicas
equilibradas, y para su interpretacion se requiere conocimientos
citogenéticos, ya que deben ordenarse los cromosomas mediante
bandas DAPI.

1.2.5 Array CGH

La técnica de array CGH se basa en el principio de hibridacion
competitiva de la HGC convencional, pero la hibridacion se realiza
sobre una matriz de sondas en lugar de sobre metafases . La
matriz puede estar formada por fragmentos de ADN de distinto
tamafio (BACs, oligonucleétidos) o SNPs, y en general se
depositan sobre soportes de vidrio (portaobjetos). La resoluciéon
entonces esta determinada por la densidad (nUmero) y tamafio de
las secuencias fijadas en el portaobjetos. Actualmente el array
CGH es el método mas usado para la deteccién de variacién de
namero de copias a gran escala. El rastreo de grandes cohortes de
pacientes con retraso mental ha permitido la caracterizacion de
nuevos sindromes de microdelecion y microduplicacion ®. El
disefio de los arrays puede ser especifico y dirigido para cada
experimento y patologia, es decir, puede contener clones
relacionados con un tipo de patologia determinada, o localizados
en regiones que presentan reordenamientos frecuentes (por
ejemplo regiones subteloméricas o flanqueadas por duplicaciones
segmentarias) ®* ®. Los arrays de SNPs no utilizan el sistema de
hibridacion gendmica comparada contra un control, sino que se
realiza una cuantificacion de intensidad de hibridacion para cada
oligosonda. Aunque no suponen realmente un array CGH, se les

sigue llamando por ese nombre de manera genérica cuando el
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estudio que se pretende es de numero de copias. Presentan
ademas la ventaja de poder analizar la heterocigosidad de los loci,
y poder definir posibles regiones de pérdida de heterocigosidad
(LOH) y UPD. EI principal inconveniente del array CGH es el
mismo que el de la CGH convencional, la no deteccion de
reordenamientos equilibrados, asi como tampoco proporciona
informacion sobre la arquitectura de las alteraciones, es decir, su
localizacion en el genoma. El nivel de mosaicismo que en general

se puede detectar mediante arrays esta alrededor del 20-30%.
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array CGH.
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1.2.6 Microdiseccion

La microdiseccion es un método que permite aislar pequefnas
areas de tejidos, células, cromosomas o incluso regiones
cromosOmicas mediante la separacion fisica de estas pequefias
areas de la superficie que las contiene. Hay dos técnicas
principales:

* Microdiseccion manual mediante agujas.

* Microdiseccion laser (sistema PALM, PALM microbeam,

Leica LMD6000).

1.2.6.1 Microdiseccion manual

La microdisecciéon manual con aguja permite aislar cromosomas
enteros, brazos cromosémicos e incluso bandas *. Se realiza con
un microscopio invertido conectado a un microposicionador, que
permite desplazar y manipular una aguja sobre la muestra, de
modo que se pueden separar fisicamente los cromosomas de
interés de la superficie de la extensién cromosémica ®. Se puede
aislar un solo cromosoma, lo que es muy util sobre todo en los
casos en los que el nivel de mosaicismo es especialmente bajo.
Una de las principales limitaciones, ademas de la precision y
dificultad del manejo del microposicionador, es en ocasiones la
identificacion del cromosoma aberrante, y el limitado nimero de

cromosomas obtenidos (normalmente inferior a 20 unidades).
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Fig.10. Izquierda: Microdisector manual, se observa en primer plano el

mando (joystick) que permite desplazar el microposicionador que maneja
la aguja. Derecha: Imagen previa a la transferencia de material desde la
aguja (en la imagen en la parte superior) a la pipeta (en la zona

izquierda).

1.2.6.2 Microdiseccion laser

En este caso el sistema consta de un microscopio invertido
conectado a un laser controlado por ordenador. Para la
microdiseccion laser se emplean unos cubreobjetos recubiertos de
una fina membrana, la cual facilita la recuperacion de la zona
cortada e impide la contaminacién de la muestra ®. El cromosoma
seleccionado se separa de la superficie de la extension mediante
impulso con el laser (catapultado), y se recoge en el tapon de un
tubo de 1,5 ml. La principal ventaja sobre la microdiseccion manual
es la rapidez con la que se aislan los cromosomas, y por tanto el
mayor nimero que se puede obtener (~200 unidades). Uno de las
principales limitaciones de este método, ademas del coste del
equipamiento laser, es la dificultad de identificar los cromosomas,
ya que el patron de bandas cambia mucho debido a la morfologia
de la membrana ¥’. Las metafases deben estar muy extendidas,

con los cromosomas muy separados para evitar contaminaciones
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con el laser 8

. Hay trabajos que describen el aislamiento de
cromosomas desde cubreobjetos sin membrana, de modo que el

laser incide directamente sobre el cromosoma “.

1.2.7 Flow sorting

Esta técnica permite la distincién y separacion de cromosomas
mediante citometria de flujo. Se basa en el marcaje del ADN con
dos fluorocromos:

» Cromomicina A3, que se intercala entre las regiones GC.

* Hoechst 33258, que se intercala entre las regiones AT.
Cada cromosoma produce una intensidad de fluorescencia,
dependiendo del contenido de ADN (es decir, del tamafio del
cromosoma), y de la composicion de bases (contenido AT-GC).
Por tanto, el programa del citdmetro distribuye cada cromosoma en
un area especifica dependiendo de su composicién. La distribucion
de todos los cromosomas de una muestra se denomina “cariotipo
de flujo” (flow karyotype), como se puede apreciar en la siguiente

figura: ®°
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Fig. 11. Cariotipo de flujo en el que se puede apreciar la distribucion de

los cromosomas dependiendo de su tamafio y composicion de bases %,
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El citometro de flujo o sorter tiene dos laseres que pueden
diferenciar y separar una determinada poblacion de cromosomas.
Con esta técnica se puede aislar un gran nimero de cromosomas
(10.000-300.000), dependiendo de las intensidades de
fluorescencia que emita y de la concentracion en la muestra de
partida. Inicialmente las sondas de pintado cromosémico se
generaron mediante aislamiento por flow sorting y posterior
amplificacién mediante DOP-PCR °!. Esto permitié la generacion
de librerias de pintado cromosoémico de varias especies (humano,

ratén, cerdo, perro, etc).

Una de las limitaciones de esta técnica, ademas del elevado coste
de infraestructura y puesta a punto, es que solamente se pueden
aislar cromosomas enteros. En ocasiones es dificil diferenciar
ciertos cromosomas derivativos, debido a que su tamafio y
composicion de nucleétidos es muy similar a la de otros

cromosomas, lo que complica su aislamiento.

En la siguiente tabla se ofrece una comparativa de las principales
técnicas citogenéticas y moleculares empleadas para la

caracterizacion de alteraciones cromosémicas.
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TECNICAS MUESTRA / CULTIVO (CELS. RESOLUCION DETECCION TRANSLOCACIONES | DETECCION SMC
EN U_<_m_02~ / INVERSIONES

CITOGENETICA CONVENCIONAL | Extensiones cromosdmicas / 5-10 Mb Si Si
Si

FISH Extensiones cromosdmicas / ~40-500 Kb Si Si
Si

CGH ADN / No 5-10 Mb No Si

ARRAY CGH BACs ADN / No >50 Kb No Si

OLIGOS ~10 Kb hasta 100 pb

SNPs >1Kb

PCR- Secuenciacion ADN / No 70 pb-25 Kb Si -

MLPA ADN / No 1-200 pb No Si

MAPH

SOUTHERN BLOT ADN / No 0.5-25 Kb Si -

PCR cuantitativa ADN / No 1-200 pb No Si
ADNc / No - Si -

MICRODISECCION Extensiones cromosémicas / >3-5 Mb Si Si

Si

Tabla 2. Comparacion entre las principales técnicas citogenéticas y moleculares.
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1.3 Estrategias de caracterizacion de puntos de
rotura de reordenamientos

1.3.1 Estrategia clasica

La estrategia clasica de clonacion de puntos de rotura implica una
identificacion aproximada de las bandas cromos6micas implicadas
mediante cariotipo, posterior seleccion de diversos clones de BACs
para FISH, e hibridacion de diversas rondas de clones hasta
encontrar una combinacibn que presente sefial en ambos
derivativos (con lo que el clon estaria interrumpido por el punto de
rotura). A continuacion se rastrea la secuencia del clon que abarca
el punto de rotura mediante Southern blot, comprobando
sucesivamente pequefias regiones (hasta ~20 Kb). La secuencia
en la que el individuo portador del reordenamiento muestre un
patrén distinto al de una muestra control serd la que contenga el
punto de rotura. Por ultimo, se realiza un disefio de cebadores de
PCR en ambos cromosomas, los cuales s6lo amplificaran en el
individuo portador de la translocacion. Una vez obtenido un
producto de PCR especifico, mediante secuenciacion vy
comparacion con las bases de datos del genoma se confirmara la
localizacién exacta del fragmento y la posible pérdida o no de
material genético en los puntos de rotura ** %°°, En el caso en que
uno o ambos puntos de rotura interrumpan un gen, se pueden
realizar estudios funcionales de sus niveles de expresion mediante
Northern blot, PCR cuantitativa o Western blot para comprobar si

existe un descenso de dosis o haploinsuficiencia.
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1.3.2 Array painting

En 2003 se describi6 una nueva estrategia de alto rendimiento

8  Esta técnica se basa en el

denominada array painting
aislamiento de los cromosomas derivativos por citometria de flujo y
posterior andlisis de su contenido génico por array CGH. Este
método permite determinar la composicion de los cromosomas
aberrantes y los puntos de rotura de manera rapida con alta
resolucion. Mediante la comparacion del patron obtenido en el
citbmetro de muestras de individuos control y de casos portadores
de translocaciones, los cromosomas derivativos nuevos originados
por la translocacion tendran un contenido de nucledétidos distinto al
del resto de cromosomas, aunque su tamafio sea similar. Se
puede entonces seleccionar y aislar una determinada poblacion
cromosOmica, para analizarla en exclusiva mediante arrays. De
este modo, en la hibridacion sobre el array, solo los clones
correspondientes a secuencias presentes en los cromosomas
derivativos mostraran fluorescencia por encima del ruido de fondo
(background), y en el caso de que un clon abargue el punto de
rotura los ratios del array seran intermedios. En este trabajo se
emplearon dos sistemas de amplificacibn: Degenerate
Oligonucleotide Primers para PCR (DOP-PCR) °" partiendo de
% a partir de ~250.000

cromosomas. Posteriormente, el mismo grupo desarrollé una

~500 cromosomas, y Genomiphi

nueva tecnologia en la que se incrementaba la resolucion de los
arrays de BACs mediante el disefio a medida de arrays de
oligonucleotidos (45-77 pb) de alta densidad que incluyan la region
con el punto de rotura predicho por el array de BACs . Con esta
tecnologia se puede clonar el punto de rotura con tan sélo 2

hibridaciones: en la primera se definen los BACs que abarquen los
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puntos de rotura en ambos cromosomas derivativos, y la segunda
hibridacion se realiza sobre un array de oligonucle6tidos disefiado
a medida exclusivamente para las regiones determinadas por la

primera hibridacion.

Una variante de esta técnica es el array painting aislando los
cromosomas mediante microdiseccion manual con aguja en lugar

8. 8 En este caso el nimero de

de microdiseccion laser
cromosomas aislados es muy inferior, debido a las caracteristicas
de la técnica, pero permite obtener fragmentos mas pequefios,

facilitando incluso el analisis de bandas cromosoémicas.

1.3.3 Ultrasecuenciacion: Paired end mapping

Para la secuenciacién masiva de ADN existen tres plataformas en
la actualidad: Roche 454 FLX, lllumina/Solexa Genome Analyzer y
Applied Biossystems SOLID™ Sytem. En todas ellas la muestra de
ADN se fragmenta y se secuencian los extremos de los
segmentos, comparandolos con un genoma de referencia para

establecer su localizacion %1,

En la siguiente tabla se muestra un resumen comparativo de los

métodos de ultrasecuenciacion *°*:
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Roche 454

lllumina / Solexa

SOLID (Applied
Biosystems)

Método Pirosecuenciacion

secuenciacion

Sintesis
polimerasa

por

Secuenciacion
basada en ligacion

Amplificacion PCR emulsion

Amplificacion por
“puentes”

PCR emulsion

Paired ends [/ | Si/3Kb Si / 200-400 pb Si/3 Kb
separaciéon

Mb / run 100 Mb 1300 Mb 3000 Mb
Tiempo Jrun | 7h 4 dias 5 dias
(paired ends)

Tamafio 250 pb 32-40 pb 35 pb
lecturas

Coste por run ~8000 $ ~9000 $ ~17000 $
Coste por Mb ~80S ~5.58$ ~5.58$

Tabla 3. Comparativa de las diferentes técnicas actuales de

secuenciacién masiva.

El sistema de Illumina/Solexa se basa en la secuenciacion masiva
de millones de fragmentos (reads) unidos a adaptadores diferentes
en cada extremo (paired-end sequencing). El tamafio de los
fragmentos estd determinado por el método de fragmentacion
(nebulizaciéon o digestion con enzimas de restriccion). En ambos
casos, el ADN fragmentado se migra en un gel de agarosa y se
selecciona por tamafio, separando el rango de interés. En un solo
experimento se pueden llegar a obtener ~30 millones de
secuencias cortas '%2. Se generan millones de fragmentos de ADN
de hasta 500 pb, que se unen a adaptadores, de modo que se
puede determinar la orientacion de un determinado fragmento. Las
lecturas de secuenciacion se realizan para ~36 pb de cada

extremo, suficientes para localizar en el genoma su posicion **.

Se han descrito diversas aplicaciones de estas tecnologias de

ultrasecuenciacién para identificar reordenamientos cromosémicos
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(translocaciones e inversiones) tanto en muestras tumorales '

como en muestras constitucionales .

En ambos trabajos la
tecnologia empleada fue el sistema lllumina/Solexa. En el caso de
las translocaciones presentes en muestras constitucionales, la
ultrasecuenciacion se realiz6 a partir de los cromosomas
aberrantes aislados por citometria de flujo, amplificados
posteriormente mediante la técnica de Genomiphi. A partir de los
datos de la secuenciacion se identificaron los puntos de rotura en
un intervalo de ~1000 pb, lo que permitié disefiar cebadores para
amplificar directamente el fragmento mediante PCR y determinar la

secuencia por secuenciacion directa '%2.
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1.4 Enfermedades modelo

En esta tesis hemos estudiado distintos modelos de patologia para
la identificacion de genes asociados a enfermedad. Las
enfermedades con las que hemos trabajado responden a distintos
modelos: multifactoriales y aisladas. A continuacion se muestra un
pequefio resumen de los principales rasgos fenotipicos de cada

uno de estos modelos de enfermedad.

1.4.1 Sindromes dismorficos

La dismorfologia es el estudio de la estructura fisica en pacientes
con anomalias de desarrollo, que se pueden manifestar como
alteraciones aisladas o como sindromes polimalformativos. Las
alteraciones aisladas o defectos Unicos primarios son alteraciones
del desarrollo que se pueden clasificar en cuatro categorias:

« Malformacion: defecto morfogénico aislado. Es un
defecto estructural originado por un error primario en
morfogénesis.

« Deformacion: resultado de un efecto mecanico sin
defecto morfogénico de base.

« Disrupcion: resultado de una destruccion de una
estructura que se habia desarrollado correctamente.

- Displasia: organizacion tisular anormal por fallo en
las sefiales de formacion.

En la consulta de genética es fundamental realizar una historia
clinica y un detallado examen fisico. En este examen se realizan
mediciones de talla, peso, corporales, faciales y craneales, las
cuales se comparan con las curvas estandar ajustadas a sexo,

edad y grupo étnico. Recientemente se han publicado unas
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recomendaciones de cémo describir los elementos de la
dismorfologia para que exista un consenso internacional en las
definiciones y nomenclatura de las variaciones fenotipicas, de
modo que se establezca una estandarizacion de los términos
empleados '®. Uno de los objetivos es facilitar la comparacion

entre distintos pacientes "%,

Las variaciones encontradas en este examen fisico se pueden
clasificar como:

« Defectos mayores, que requieren tratamiento debido a
defectos funcionales o estéticos.

e Defectos menores, para los que no se requiere tratamiento
pero sirven como marcador de anomalia en el desarrollo
embrionario.

» Variante familiar, serian defectos menores comparados con
la poblacién general, pero son caracteristicos de un grupo

familiar.

Aunque todas las personas tenemos anomalias menores aisladas
sin relevancia clinica en general, la existencia de anomalias
mayores y/o varios defectos menores en un individuo define la
existencia de problemas de desarrollo. Asi se han definido
numerosos sindromes dismérficos que asocian diversas anomalias
y existen muchos pacientes que coloquialmente se denominan
sindrbmicos por presentar estas alteraciones multiples del
desarrollo. La causa de los cuadros sindrémicos y de las mdltiples
anomalias del desarrollo en cualquier paciente es probablemente
genética, pero todavia es desconocida en muchos casos. Ademas,

en la practica clinica siempre se presentaran casos Unicos con
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patrones de anomalias que no han sido reconocidos previamente y

gue precisan estudio para descubrir la causa.

1.4.2 Retraso mental

El retraso mental (RM) se define como una discapacidad
intelectual que se manifiesta antes de los dieciocho afos, y esta
caracterizada por un funcionamiento intelectual inferior a la media
y limitaciones significativas en dos o méas de las siguientes
habilidades adaptativas: comunicacion, cuidado personal, vida
doméstica, habilidades sociales/interpersonales, uso de recursos
comunitarios, autocontrol, habilidades académicas funcionales,

salud, seguridad, ocio y trabajo .

Segun la Clasificacion
Internacional de Enfermedades, existe un retraso mental cuando el
coeficiente intelectual (Cl) de un individuo es inferior o igual a 70.
El Cl es un test cognitivo estandarizado que permite establecer
una clasificacion de los distintos grados de retraso mental, es
decir, RM leve con valores de ClI en el rango 50-70, RM moderado
con CI entre 35-49, RM grave con CI entre 20-34, y RM profundo

con Cl inferior a 20 12113,

El RM afecta aproximadamente a 1-3% de la poblacion general,
con un ratio varones: hembras de ~1.5:1, principalmente debido a
RM ligado al cromosoma X. Dada la hemicigosidad del cromosoma
X en varones, la presencia de una mutacion recesiva condicionaria
la aparicion de una posible enfermedad. Etiolégicamente, ~50% de
los retrasos se deben a causas desconocidas, ~16% son de origen
genético y el 34% restante se adquieren en etapas pre, peri 0

postnatales ****°,
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En la base de datos Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) hay registrados

actualmente >1500 sindromes y/o trastornos neurologicos
asociados a RM que estan causados por alteraciones en un unico
gen. Este ndmero se incrementa a medida que se desarrollan
nuevas técnicas de caracterizacion molecular y se aplican a
nuevos pacientes, pero todavia hay muchos pacientes sin una

correlacion causal clara.

1.4.3 Trastorno especifico del lenguaje

El trastorno especifico del lenguaje (TEL) es un trastorno del
desarrollo que se manifiesta como un retraso importante en la
aparicion del lenguaje expresivo junto con escasas habilidades de
lenguaje receptivo, en ausencia de causas conocidas como
problemas auditivos, déficit neuroldgico o falta de oportunidad de
aprendizaje (OMIM #602081). Para establecer un diagndéstico de
TEL el patron de desarrollo lento de lenguaje hablado debe
persistir durante los afios preescolares sin problemas auditivos
asociados ni trastornos globales del desarrollo, incluidos los
trastornos del espectro autista y el RM. La prevalencia aproximada
de los TEL es de un 6-8% en edad preescolar *’. Estudios de
concordancia en gemelos y de agregacion familiar indican que
existe una alta heredabilidad, y una mayor concordancia entre
gemelos monocigéticos que entre gemelos dicigticos 8. Salvo el
ejemplo de la familia KE, en la que hay una cosegregacion de TEL
con patron de herencia autosomica dominante a lo largo de tres
generaciones, asociado a la disrupcién del gen FOXP2 #, en
general se acepta que la herencia de TEL es compleja y

multifactorial, con varios genes implicados que interaccionan
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aumentando la susceptibilidad **°.

Hay un gran numero de
pacientes con fenotipo de TEL sin correlacion molecular clara con
un gen/genes responsable, de modo que aun quedan muchos

genes por estudiar en relacion a este trastorno.

1.4.4 Hipogonadismo hipogonadotropico

El hipogonadismo hipogonadotropico estd causado por una
deficiencia hormonal en el eje hipotalamo-hipofisis, en el que hay
una disminucion en la secreccion pulsatil de la hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH) en el hipotalamo, lo que implica un
descenso en la liberacion de las hormonas luteinizante (LH) y
foliculoestimulante (FSH) por parte de la hipdfisis. Estas hormonas
son las responsables de la estimulacibn de las go6nadas
masculinas y femeninas (testiculos y ovarios) para la secreccion
de hormonas sexuales responsables del desarrollo sexual normal
durante la pubertad. Los sintomas, por tanto, se detectan en
ausencia de desarrollo de caracteres sexuales secundarios: vello
pubico, axilar y facial; testiculos subdesarrollados, etc. En los
varones, la hormona LH estimula las células de Leydig para
aumentar la produccion de testosterona, que a su vez estimula la
espermatogénesis. La hormona FSH es determinante en la
maduracion de las células germinales, e induce a las células de

Sertoli la secreccion de inhibina, inhibiendo la espermatogénesis.

Hay varios sindromes asociados al  hipogonadismo
hipogonadotrépico, entre ellos el sindrome de Kallman, asi como
nueve genes descritos cuyas mutaciones estan asociadas a
hipogonadismo hipogonadotropico aislado (OMIM #146110), pero

aun asi hay pacientes con este fenotipo sin una correlacion
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molecular definida, candidatos por tanto a estudio citogenético y

molecular.

1.4.5 Sindromes mielodisplasicos

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son trastornos
hematopoyéticos clonales que implican la displasia de las lineas
mieloide, megacariocitica y/o eritroide. En aproximadamente un
30% de los casos hay una evolucién a leucemia aguda mieloide
(LAM), con mal pronéstico, en la que la mayoria de pacientes
fallece debido a fallos en la médula 6sea '*°. El estudio del
cariotipo y FISH en médula 6sea permite la identificacion de
alteraciones cromosOmicas en aproximadamente un 50% de los
pacientes, siendo las mas frecuentes: 5g-, 7g- y monosomia 7,
trisomia 8 y 20¢-. El resultado citogenético aporta informacion de
valor pronostico muy relevante. En el afio 1.997 el grupo
Internacional de Estudio de los SMD propuso una puntuacion
denominado Score IPSS *?!, en el que se tiene en cuenta el
porcentaje de blastos en medula ésea, el grado de citopenias y el
cariotipo. Tienen buen pronostico los pacientes con las
alteraciones 5qg-, 20g- o pérdida del cromosoma Y como Unica
anomalia, y pacientes con cariotipo normal. En cambio, el
pronéstico es desfavorable para pacientes con anomalias del
cromosoma 7 y tres 0 mas alteraciones citogenéticas (cariotipo
complejo); y pronéstico intermedio para el resto de alteraciones
citogenéticas. Se han descrito varios genes cuyas mutaciones y/o
haploinsuficiencia han sido asociadas a SMD: TP53, FLT3, RUNX1
(AML1) y RPS14 (en pacientes con delecion 5q). Recientemente
se han descrito mutaciones, deleciones y pérdida de

heterocigosidad (LOH) por disomia uniparental del cromosoma 4
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(UPD4) que afectan al gen TET2 (localizado en 4q24) en 10-20%
de pacientes con SMD, por lo que se considera un nuevo gen
supresor de tumores ***?’. Para LAM secundaria estan descritas
entre un 24-42% de mutaciones del gen TET2 *** % Este gen
tiene expresion ubicua, con un aumento entre 10 y 100 veces en

12 Los

células hematolégicas, en concreto en granulocitos
estudios descritos en la literatura sugieren que este gen esta
implicado en la regulacién de la hematopoyesis mieloide, en

especial en la supervivencia, crecimiento y diferenciacion *2* 124,
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1.5 Consejo genético

La genética tiene una relevancia creciente en la atencion sanitaria.
El consejo genético se define (segun el comité de la Sociedad
Americana de Consejeros Genéticos, National Society of Genetic
Counsellors) como: “Proceso a través del cual se ayuda a las
personas a entender y adaptar las implicaciones médicas,
psicolégicas y familiares de las contribuciones genéticas a la
enfermedad” 8. Desde el punto de vista legal, el consejo genético
es un procedimiento destinado a informar a una persona sobre las
posibles consecuencias para €l o su descendencia de los
resultados de un andlisis o cribado genético, sus ventajas y riesgos
y, el asesoramiento de las posibles alternativas derivadas del
analisis. Este consejo deberia tener lugar antes y después de una

prueba o cribados genéticos e incluso en ausencia de los mismos.

El proceso de consejo genético debe integrar:

* Interpretacion de la historia médica y familiar de la
enfermedad para conocer la probabilidad de aparicion y
recurrencia.

e Educacibn sobre herencia, pruebas, manejo,
prevencidn, recursos e investigacion.

e« Consejo promoviendo elecciones con informacion y

adaptacion al riesgo de la enfermedad.

El consejo genético consta de una entrevista mediante la cual un
profesional especializado informa a los individuos y las familias con
una enfermedad genética, o riesgo de padecerla, de todo lo
relativo a la patologia, el riesgo de recurrencia y el tratamiento

para que puedan tomar decisiones reproductivas con la maxima
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informacion 'y conocimiento. Uno de los objetivos del
establecimiento de un correcto diagnéstico médico es el manejo
clinico del paciente, asi como poder ofrecer un correcto consejo
genético, con asesoramiento reproductivo a las familias de

pacientes afectos por enfermedades genéticas.

La gran evolucién en los ultimos afios de la tecnologia molecular
aplicable al diagnéstico y tratamiento de las enfermedades
genéticas ha condicionado una evolucién desproporcionada de la
Genética con respecto a otras especialidades médicas. En la
actualidad se pueden diagnosticar mas de 2000 enfermedades
genéticas por diversas metodologias citogenéticas y moleculares,
lo que implica un cambio importante en las posibilidades de
atencion y seguimiento de estos pacientes, asi como una creciente
responsabilidad por parte de los profesionales de la sanidad en la
transmision de esta informacion, la cual se sustenta en parte sobre
la indicacion e interpretacion de las pruebas genéticas. En Espafia,
Unicamente la comunidad autbnoma de Andalucia tiene una ley
reguladora del consejo genético, de proteccion de los derechos de
las personas que se sometan a andlisis genéticos y de los bancos
de ADN (Ley 11/2007, del 26 de noviembre).

Los avances en la genética han aumentado los dilemas y
problemas éticos en este &mbito, donde rigen los tres principios
béasicos de la ética médica:
« Beneficencia, es decir, hacer bien al paciente;
« Respeto por la autonomia personal, lo que implica
salvaguardar los derechos del individuo para que pueda
controlar el manejo de la enfermedad sin ser

presionado;
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e Justicia, es decir, asegurar que los individuos son

tratados de forma justa y equitativa **°.

En el siguiente diagrama se muestran los principales aspectos a

valorar en el estudio genético ** *:

[ Historia clinica ]

| |
|
Exploracion clinica
Antecedentes familiares general Exploracién neuroldgica Rasgos dismarficos

( )

Estudios metabdlicos

Estudios
neuroradioldgicos

mm=| Estudios citogenéticos
\ J

Fig. 12. Diagrama de flujo con los principales aspectos a realizar del

estudio genético.

En general, las indicaciones para hacer un andlisis citogenético
son:

* Retraso mental (RM) y/o presencia de anomalias mayores
(cardiopatias, malformaciones del tracto genito-urinario o
cerebrales) o varias anomalias menores 0 rasgos
dismorficos.

* Retraso psicomotor, problemas de aprendizaje, trastornos
de crecimiento.

e Historia familiar de posible alteracion cromosémica.
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* Antecedentes de cromosomopatia balanceada en un
progenitor.

* Sospecha de sindromes cromosémicos clinicamente
reconocibles.

- Dificultad reproductiva (infertilidad, abortos de repeticion).

Como se ha visto a lo largo de la introduccion, las anomalias
citogenéticas son una valiosa fuente para estudio e identificacién
de nuevos genes asociados a fenotipo.
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Existe probablemente una relacion causal entre muchas
alteraciones citogenéticas y las anomalias fenotipicas
observadas en los pacientes con anomalias del desarrollo,
especificamente en los casos estudiados en este trabajo.
La aplicacion de nuevas tecnologias moleculares permite
definir con mas precision los reordenamientos genémicos
que presenten estos pacientes, facilitando la identificacion
de genes candidatos o causales del fenotipo.

La caracterizacion citogenética y molecular de las
alteraciones permite ofrecer un diagnéstico ajustado a los
pacientes, establecer correlaciones clinico-moleculares y
proporcionar  consejo  genético 'y  asesoramiento

reproductivo mas adecuado a las familias.
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3. OBJETIVOS






Caracterizacion detallada de diversos reordenamientos
cromosomicos en individuos con enfermedades y cuadros
sindrémicos y establecimiento de asociaciones genotipo-
fenotipo.

Identificaciébn de genes cuya expresion / funcion se puede
ver afectada por los reordenamientos.

Optimizacion, aplicacion y comparacion de eficiencia de
diversas tecnologias encaminadas a la identificacion /
caracterizacion de puntos de rotura en reordenamientos
cromosomicos.

Utilizacion de la informacién generada para aplicaciones
clinicas que incluyen el diagnostico de probandos y
familiares, el prondstico y seguimiento de los pacientes y el

asesoramiento genético y reproductivo de las familias.
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MATERIAL Y METODOS

4.1 Pacientes estudiados

4.1.1. Anomalias no balanceadas
Cromosomas marcadores

4.1.1.1 R60. Marcador 1 [SMC(6)]

El paciente es el primer hijo de una pareja no consanguinea sin
antecedentes de interés. La madre, de 36 afios, tuvo un embarazo
de curso normal y parto eutdcico. El peso y talla al nacer estaban
en el p50. Al nacer se observd un perimetro cefalico de 32,5 cm,
(p10), braquicefalia, plagiocefalia occipital asimétrica, fontanela
mayor no palpable, y suturas con signos de fusién prematura. La
presencia de craneosinostosis incipiente global fue confirmada en
la RX de craneo. Presentaba asimismo una minima hipoplasia
ungueal. El desarrollo psicomotor del paciente fue normal hasta los

10 meses de vida.

En su ultima evaluacion, a los 2 afios y 8 meses, tenia una altura
de 93 cm (p50), peso 15.1 Kg (p75-90) y perimetro cefélico 46 cm
(<p3, -3.5 SD). Presentaba microcefalia significativa, hipoplasia
mediofacial, retraso en la denticion y alteraciones pigmentarias
siguiendo las lineas de Blasko en varias areas corporales (signo
indicativo de mosaicismo). El desarrollo psicomotor estuvo
levemente retrasado con un desarrollo global de 2 afios y 3 meses
a la edad cronolégica de 2 afios y 10 meses. Tenia un
comportamiento hiperactivo y retraso del lenguaje, que sugirieron
un diagnostico de trastorno de atencion e hiperactividad (TDAH).
Se le realizé un analisis de tomografia computerizada craneal a los
2 afos, que detectd una reduccion en el volumen cerebral pero sin

anomalias cerebrales especificas. El cariotipo prenatal y neonatal
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fue 47,XY,+mar[13]/46,XY[7]. Los cariotipos de sus padres fueron

normales.

4.1.1.2 ADN1000. Marcador 2 [SMC(10)].

El paciente es el primer hijo de una pareja sana y no
consanguinea. No hay antecedentes familiares de retraso mental u
otras anomalias congénitas. En la ecografia de 2° trimestre se
observo labio leporino y comunicacion interventricular (CIV), y
sospecha de comunicacion interauricular y asimetria de grandes
vasos, por lo que se realiz6 una amniocentesis. El cariotipo
prenatal fue 47,XY,+mar[76]/46,XY[24], con presencia de un
cromosoma marcador de novo en mosaico. Pese al hallazgo
ecografico y la presencia de un cromosoma extra en mosaico la
pareja decidié continuar con la gestacion. En la ultima ecografia se
aprecié oligoamnios severo, de modo que se indujo el parto a las
38 semanas de gestacion. El peso al nacimiento fue de 2850 g
(p3), talla 48 cm (p25) y circunferencia cefalica 32.5 cm (p3). A las
48 horas sufrid estrés respiratorio. En la ecocardiografia se
observd CIV subadrtica, hiploplasia de arco adértico con coartacion
de aorta y mala contractibilidad biventricular. Se realizé cirugia
cardiaca a los 7 dias. La ecografia transfontanelar, EEG post
cirugia, ecografia abdominal y exploracion oftalmologica fueron
todas normales. En la exploracion fisica destaco la presencia de:
hendiduras palpebrales alargadas (+2dS) con oblicuidad
ascendente, hipertelorismo (+2dS), escleras azuladas, hendidura
de paladar posterior completa y hendidura labial izquierda, narinas
amplias y minima fosita preauricular izquierda. En la ultima
evaluacion el paciente tenia 9 meses y presentaba un desarrollo

psicomotor, de crecimiento y desarrollo normal, asi como conducta
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alimentaria y de suefio, sin presentar otras patologias asociadas

hasta el momento.

4.1.1.3 R564. Marcadores 3 [SMC(10)+SMC(14)].

El paciente es el primer hijo de una pareja sana y no
consanguinea, sin antecedentes familiares destacables. Las
ecografias prenatales fueron normales. El resultado del triple
cribado fue de alto riesgo, por lo que se realiz6 amniocentesis. El
cariotipo prenatal fue 49,XY,+marl,+mar2,+mar3[9]/48,XY,+marl,
+mar2[20]/47,XY,+marl[36], con cariotipos parentales normales.
La pareja decidié seguir con la gestacion en ausencia de hallazgos
ecograficos. En la semana 31.5 comenz6 dinamica uterina, que no
consiguio frenarse con tratamiento tocolitico. El parto fue eutdcico,
con peso de 1430 g (p3-p25), talla 43 cm (p75) y perimetro cefélico
28 cm (p25-p50). El paciente necesitd soporte respiratorio con
CPAP debido al distrés respiratorio, asi como fototerapia por
ictericia no isoinmune. Durante su estancia en la Unidad Neonatal
se valoraron: ecografia transfontanelar, que revelé aumento de la
ecogenicidad periventricular bilateral en la region frontal, que
posteriormente desaparecio en las ecografias de control; asimetria
de ambos ventriculos laterales, a favor del ventriculo lateral
izquierdo, mas marcado en el asta occipital (una variante de la
normalidad); radiografia de térax que resultdé normal; transito
gastro-esdfago-duodenal, con leve incoordinacién deglutoria vy
reflujo gastro-esofagico moderado; ecocardiografia, con presencia
de estenosis de rama pulmonar izquierda. El resto de
observaciones fueron normales, asi como el estudio de fondo de

0jo, con polo posterior normal.
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Como rasgos dismorficos al nacimiento el paciente tenia puente
nasal deprimido, narinas antevertidas, y orejas simples y algo
desplegadas, sin otras caracteristicas a destacar. El paciente tenia
15 meses en la Ultima evaluacion y presentaba un correcto
desarrollo pondoestatural y psicomotor, asi como conducta
alimentaria y de suefio, sin presentar otras patologias asociadas

hasta el momento.

4.1.1.4 R535. Marcador 4 [SMC(7)].

Este paciente es el primer hijo de una pareja no consanguinea. La
gestacion fue fruto de una fecundacion in vitro (FIV) con 6vulos de
donante por fallo ovarico. En la semana 26 de gestacion se detectd
doppler alterado. A las 30 semanas se aprecid retraso de
crecimiento intrauterino por lo que se decidié maduracion fetal y
cesarea. El peso al nacimiento fue 1010 g, talla 41 cm, perimetro
cefdlico (PC) 28 cm, con buen estado general. La ecografia
craneal fue normal. El EEG reveld paroxismos focales en la regién
temporal derecha. En la ecografia cerebral se observé aumento de
la region periventricular que no se observd en un control posterior.
En la exploracion del fondo de ojo se aprecié una vascularizacion
incompleta sin signos de retinopatia.

A los 4 meses tenia un crecimiento correcto con desproporcion
cefdlica (PC 41.8 cm, >p50). En la exploracion fenotipica se
apreciaron angioma frontal y palpebral, raiz nasal ancha y
anteversion nasal, ligera blefarofimosis palpebral, orejas pequefias
y de implantacion baja. Se observo un retraso motor, pendiente de
control neuroldgico. El cariotipo prenatal del liqguido amniotico era
47, XY,+mar, mientras que el postnatal en SP fue
47,XY,+mar[65]/46,XY[20]. El cariotipo paterno fue normal, sin
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embargo no hay disponible muestra materna por haber sido una

concepcion a partir de donacion de 6vulos.

4.1.1.5 Marcador 5. [i(13)(p10) 6 i(21)(p10)]

Este caso es la primera hija de una pareja sana, no consanguinea,
sin antecedentes de interés. Se realiz6 amniocentesis por
indicacion de edad materna, detectandose la presencia de un
cromosoma marcador en un cultivo de liquido amniético de una
gestacion sin antecedentes conocidos (47,XX,+mar).
Posteriormente se comprobo6 la presencia de un marcador con la
misma morfologia en el cariotipo materno (47,XX,+mar). En un
segundo embarazo se detect6 también la presencia del

cromosoma extra en el estudio de liquido amnidtico (47,XY,+mar).

4.1.2 Anomalias balanceadas
Translocaciones reciprocas

4.1.2.1 Translocacion 1.
46,XX,t(9;11)(g34;p11.2).

Esta paciente es una nifia de 9 afios, fruto de una tercera
gestacién de una pareja sana y no consanguinea y sin historia de
antecedentes familiares relevantes. Durante los primeros afios de
vida se observé un cierto retraso psicomotor caracterizado por una
deambulacién tardia (a los 18 meses) y un evidente retraso en la
adquisicion del lenguaje. El trastorno del habla no asociado a
ninguna otra anomalia estructural del sistema nervioso central ha
requerido de manera continuada un apoyo logopédico exhaustivo.
La valoracion clinica detallada mostr6 una curva de crecimiento

(peso, talla y perimetro cefélico) adecuado para la edad y la
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presencia de varias anomalias menores  asociadas:
estrechamiento bitemporal, disminucién de la distancia intercantal
o hipotelorismo (rasgo probablemente familiar), pestafas pobladas
y largas, parpados superiores gruesos con ptosis del izquierdo,
paladar ojival sin anomalias estructurales del mismo, cierta laxitud
articular, clinodactilia bilateral, persistencia de almohadillas fetales
en todos los pulpejos, discreto aumento de la distancia
intermamilar e inversién de los pezones.

El test psicoldgico de la Escala de Inteligencia de Weschsler para
Nifios -Revisada (WISC-R) tiene varios apartados, referidos a las
escalas verbales y manipulativas. La paciente obtuvo resultados
muy dispares en dichas éareas, lo que indica la presencia de una
asimetria mental con déficit en las areas verbales, mientras que
mantiene picos (puntuaciones o valores normales) en las areas
manipulativas. Esta asimetria es indicativa de la presencia de una

anomalia o trastorno genético.
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Fig. 13. Imagen del resumen de los resultados obtenidos en el test WISC-
R.

El andlisis citogenético en SP revelé la presencia de una
translocacion aparentemente balanceada de novo:
46,XX,1(9;11)(g34.1;p11.2).
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En la ultima evaluacion, a los 12 afios, los problemas importantes
del lenguaje se acompafiaban ademéas de ciertos trastornos de
conducta (ansiedad anticipatoria y timidez) que requieren un

seguimiento psicolégico especifico.

4.1.2.2 Translocacion 2.
45,XY,t(17;22)(p13;911.2),-22.

El paciente es un varon de 33 afios, segundo hijo de un
matrimonio no consanguineo. Su madre presenta retraso mental,
fisura palatina y sordera progresiva; su padre tiene displasia
ectodérmica. El paciente tiene un hermano varén sano y una
hermana con retraso mental, anomalias en uno de los pies (pie en
pinza), hipoplasia unilateral de la glandula mamaria, displasia
ectodérmica, baja estatura y voz hipernasal. El paciente presenta
un sindrome polimalformativo con retraso mental profundo, retraso
de crecimiento leve y diversas anomalias estructurales (faciales,
de extremidades y genitales). Las anomalias de extremidades
(manos y pies) son ectrodatilias: monodactilia en ambas manos y
anomalia en pinza de langosta en los pies. Como rasgos faciales,
destacan hendiduras palpebrales estrechas y de inclinaciéon
ascendente (FP 2.6 cm, <p3), hipertelorismo (DIC 3.7 cm, >p95,
+2DS), un puente nasal ancho y deprimido con una punta nasal
ancha. El labio superior es fino y la mandibula gruesa. Las orejas
tienen implantacion baja, con longitud asimétrica (derecho 5.3 cm,
izquierdo 5.9 cm), con antihélix algo deficiente. El andlisis
citogenético en SP mostré la presencia de una translocacion no
balanceada: 45,XY,t(17;22)(p13;q11.2),-22; presente en Su
hermana y su madre. En la evaluacion de desarrollo mediante el

test de ICAP se obtuvo una puntuacién correspondiente a una
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edad mental de 3 afios y 4 meses. En su comportamiento
predomina la tendencia al aislamiento, las esterotipias de balanceo
y movimientos de cabeza con los ojos cerrados, asi como la
tendencia a autolesionarse.

En el siguiente arbol genealdgico se detallan los principales rasgos
fenotipicos familiares (displasia ectodérmica, ectrodactilia y retraso

mental), asi como las anomalias citogenéticas y/o moleculares:

N ] O

3
Blintacién pi3 1722 balanceada 11722 ada

1 2 3
Bataciin p&3 #1722) o halanceads #1722 balanceada

o

J 3
? 2
M
T o Mtk Mutasfonpdd
1722) ro balanceada

4

Mintacibn pid
E Displasia ectodérmica

m Retraso mental
E‘ Sordera

%
Ectrodactilia

Fig. 14. Arbol genealdgico de la familia. El individuo descrito es el lI-1.

4.1.2.3 Translocacion 3.
46,XY,(7;18)(p15.3;021).

El paciente es un varon de 29 afios, cuarto hijo de una pareja sana
y no consanguinea, con historia de dos abortos previos. El

embarazo se desarroll6 con normalidad, sin antecedentes de
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interés. Al nacimiento no habia anomalias congénitas, y el
desarrollo psicomotor fue normal. En la adolescencia no hubo
desarrollo correcto de caracteristicas sexuales secundarias, por lo
que requirid atencion médica a los 22 afios. En ese momento
media 180 cm (talla media parental 174 cm), el peso era 85.5 Kg,
tenia una brazada de 193 cm, con un ratio entre los segmentos
superior/inferior de 0.85. En la exploracion fisica mostré un habito
eunucoide, ginecomastia, obesidad central, vello corporal escaso y
distribucion ginecoide del vello pubico. El tamafio del pene era
pequefio, con testiculos prepuberales en bolsa escrotal. Se
descartdé anosmia o hiposmia.

La evaluacién endocrinolégica revel6 niveles bajos de FSH, LH y
testosterona compatibles con hipogonadismo hipogonadotropico.
La evaluacién oftalmolégica fue normal. El escaner de la region
esfenoidal fue normal, sin evidencia de microadenoma u otras
alteraciones de la silla turca.

El cariotipo en SP fue 46,XY,t(7;18)(p15.3;921). Los cariotipos de

su madre y sus hermanos fueron normales.

4.1.2.4 Translocacion 4.
46,XX,t(11;13)(g21;922)

La paciente es una nifia de 13 afios con un fenotipo fundamental
de retraso del lenguaje. En la historia clinica destaca una
convulsién atipica a los 20 meses, por lo que se trat6 durante un
afo con valproato sodico (VPA, depakine). El estudio citogenético
en SP revel6 la presencia de una translocacion aparentemente
balanceada de novo: 46,XX,t(11;13)(gq21;,922). Como rasgos
adicionales destacan hiperlaxitud, desviacion de columna y pies

valgos. Con apoyo especifico su coordinacion motora ha mejorado.
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En la actualidad tiene un diagnéstico de TDAH, ademas de la

afectacion del lenguaje, por lo que recibe apoyo de un logopeda.

4.1.2.5 Translocacion 5.
46,XY,t(4;15)(g24;926),add(7)(qter)[15]/46,XY[ 15]

El paciente es un hombre de 50 afios que tenia una historia previa de
anemia macrocitica de un afio de evolucion. En la analitica inicial
mostraba un nivel de hemogobina de 120 g/L (rango normal 120-133
g/L), recuento total de leucocitos (white blood cells, WBC) de 6x10°
/L (rango normal 4.3-10.8x10° /L), y 157x10°%L de plaquetas (rango
normal 150-400 x10%/L). El estudio de la medula 6sea (MO) revel6 un
diagnodstico de leucemia mielomonocitica cronica tipo 2 (LMMC-2)
con cariotipo normal. Se remitié a nuestro centro en mayo de 2006, y
mostré un recuento total de WBC de 20x10°%/L (monocitosis) con 3%
blastos, hemoglobina 86 g/L y recuento plaquetario de 178x10°/L.
Los estudios de coagulacion fueron normales. El estudio de MO
revel6 10% de blastos y 13% de promonocitos, siendo el diagnéstico
final de SMD tipo LMMC segun la clasificacion FAB (Franco-
Americana-Britanica) y LAM no clasificable segun la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud). La tabla 4 muestra la evolucion
citogenética y clinica del paciente. En un control posterior (junio de
2006) se identifico una translocacion entre el cromosoma 4 y 15
acompafada de un cromosoma derivativo 7 y de una inversion del
cromosoma 12 en un clon independiente. En los dos controles
previos los cromosomas eran de mala calidad, lo que hace pensar
gque la translocacion no pudiera ser identificada correctamente y se
etiquetara de marcador. La remisibn completa de la LAM se
consiguid después de quimioterapia de inducciéon con la pauta ICE

(idarubicina, ARA-C y etopdsido). La remision parcial de la LAM se
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confirmdé con un nuevo examen de MO en el que el cultivo mostré un

resultado sin metafases. Sin embargo, la LMMC persistia. No se

tiene constancia de nuevos seguimientos.

En la siguiente tabla se resumen los resultados citogenéticos, de

estudios citomorfologicos de la MO y de los diagnésticos
establecidos.
Tipo de L. Recuento Diagnéstico
Fecha muestra Cariotipo blastos FAB/OMS
15% blastos +
10/05/2006 MO 47,XY,+mar([9] 13%
promonocitos
47,XY,+mar[2]/ . .
LMMC/LAM
01/06/2006 SP 46,XY[4] No disponible /
0,
27/06/2006 | Mo | 46XVH(4:15)(024,026),add(7) (ater) 12}/ 8% bllgf/tos *
46,XY,inv(12)(p12q13)[7] o
promonocitos
6% blastos +
05/07/2006 MO 46,XY,t(4;15)(q24;926),add(7)(qter)[15]/ 13%
46,XY[5] .
promonocitos
0,
46,XY,1(4;15)(024;026),add(7)(qter)3)/ | 7 Pastos+ | LMMC (en
28/08/2006 MO 46.XY.inv(12)(p12q13)(16] 2% remision de
Y pleq promonocitos la LAM)
3% blastos +
15/01/2007 MO Sin metafases 3%

promonocitos

Tabla 4. Resumen de los resultados obtenidos en los estudios del paciente
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4.2 Técnicas de citogenética molecular
4.2.1 Cultivo de BACs, minipreps

La hibridacion in situ fluorescente se realizO con sondas no
comerciales a partir de BACs (bacterial artificial chromosomes, del
inglés, cromosomas artificiales de bacterias). Los clones
empleados en este trabajo se obtuvieron a partir de la libreria
gendémica de BACs del Children’s Hospital Oakland Research
Institute (CHORI, http://bacpac.chori.org/genomicRearrays.php) **.
El Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB) dispone de la
libreria de 32K, con el genoma humano completo distribuido en
32450 clones bacterianos.

El ADN de las bacterias se extrajo con una lisis alcalina estandar
con el kit comercial de Qiagen mediante minipreps (Qiagen
plasmid mini kit), siguiendo el protocolo del proveedor con minimas

modificaciones.

4.2.2 Marcaje de las sondas (nick translation)

El ADN clonado fue marcado mediante la reaccion de nick
translation con SpectrumRed-dUTP o SpectrumGreen-dUTP
(Abbott Molecular, USA), mediante el kit de marcaje directo de
Abbott Molecular a partir de 1 pg de ADN del BAC.

- Se afaden 10 pl de mezcla de dATP, dCTP y dGTP, 5 ul
dTTPs, 5 ul tampdn de nick, 2.5 pl de Spectrum green dUTP o
Spectrum Red dUTP, 5 ul de enzima y Nucleasa free water

hasta un volumen de 45 pl en un tubo eppendorf.
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Se incuba 2-3 horas en un bafio frio (15-17°C).Se inactiva el
enzima incubando los eppendorf 10 minutos a

70°C en un bafo seco (termoblock).

Se valora la digestion migrando 5 pl del producto de la nick
translation en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio.
Si la digestion es adecuada, se observara un smear entre 300-
600 pb. Si se aprecia una banda de ADN sin cortar se afiade
de nuevo enzima y se vuelve a incubar durante 1 hora mas. En
el caso de que los tamafios de digestion sean inferiores a 300
pb, es preferible realizar un nuevo marcaje.

Se afladen 10 ul de ADN COT-1 para bloquear las secuencias
repetitivas.

Se precipita el ADN con 10 ul de Acetato sédico (NaAc) 3M y
250 pl de etanol 100% frio.

Se deja toda la noche en el congelador (—20°C).

Se centrifuga 30 minutos a 12000 rpm.

Se decanta el sobrenadante.

Se limpia el boton afiadiendo 200 pl de etanol al 70%.

Se centrifuga 10 minutos a 10000 rpm.

Se retira el etanol y se deja secar en una estufa a 37°C (10-15
minutos).

Se resuspende el boton con 10 pl de agua destilada
precalentada a 70°C. Esta solucion es la que se emplea como

sonda.

4.2.3 FISH

82

Se hacen extensiones del material citogenético en fijador del
paciente sobre un portaobjetos y se dejan envejecer 24 h a

temperatura ambiente.
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- Se desnaturalizan los portaobjetos en una solucion de
formamida al 70% a 74°C durante 5 minutos.

- Se deshidratan las muestras en una serie creciente de
etanoles al 70%, 85% y 100% y se dejan secar.

- Se mezclan en un eppendorf 2 pl de cada sonda, 7 pl de
tampodn de hibridacion y 1 pl de agua destilada.

- Se desnaturaliza la mezcla de la sonda 5 minutos a 74°C al
bafio maria.

- Se ponen los 10 pl de la mezcla de sonda sobre un
cubreobjetos y se deja caer encima el portaobjetos con
cuidado de no deslizarlo sobre la muestra.

- Se sella todo el perimetro del cubreojetos con cola Paniker
para evitar que se evapore la sonda.

- Se incuba unas 17 horas en una camara humeda protegida de
la luz en una estufa a 37°C.

- Se retira el cubreobjetos con cuidado.

- Para realizar los lavados posthibridacion, se incuba el
portaobjetos en tres series de 10 minutos en coplins con
formamida al 50% a 45°C.

- Se pasa a una solucién de 2xSSC a 45°C durante 10 minutos.

- Lavado final en 2xSSC 0.1% NP40 a 45°C durante 10 minutos.

- La contratincién del ADN se hace con 7 pl de DAPI Il (4°,6-
diamidino-2-phenylindole).

- Las preparaciones se guardan a —20°C en congelador hasta su

valoracién al microscopio.

SOLUCIONES:

Formamida 70% 1 ml 20xSSC

70 ml de formamida 9 ml de agua destilada

20 ml de agua destilada Formamida 50%

10 ml de 20xSSC, pH 7. 125 ml formamida, 100 ml H20d
Tampon hibridacion 25 ml 20xSSC, pH 7

50% de formamida desionizada 20xSSC

50% de solucién master mix 175.3 g NaCl

Master mix 88.2 g citrato sédico (C¢HsO;Na3z.2H,0)
2 gr de dextran sulfato 11H20,pH 7
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4.2.4 Hibridacion gendmica comparada (HGC)

Se marcaron 1000 ng de cada ADN genomico (muestra y control)

con fluorescencia mediante nick translation (ver procedimiento en

apartado anterior) en reacciones independientes. El ADN test se

marcO con SpectrumGreen dUTP y el ADN control con

SpectrumRed dUTP. EI ADN marcado se resuspendi6 en 7 pl de

tampdn de hibridacion. A continuacion se cohibridaron sobre un

portaobjetos con metafases de un individuo control.
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La desnaturalizacion de los ADNs se hizo durante 12 minutos
para el ADN testy 5 minutos para el ADN control a 74°C.

Un portaobjetos comercial con metafases obtenidas de un
individuo control (Abbott Molecular) se desnaturalizé durante
10 minutos en un coplin con formamida al 70% a 74°C.

A continuacion se deshidrato incubando en una serie creciente
de etanoles (70%, 85%, 100%) durante 1 minuto.

Los ADNs desnaturalizados se mezclaron sobre el
cubreobjetos, y el portaobjetos se colocd encima.

Se sell6 con cola Paniker el perimetro del cubreobjetos y se
incubo durante 72 horas a 37°C en camara humeda.

Los lavados de posthibridacion de la CGH se realizaron igual
que para la técnica de FISH (tres tandas de 10 minutos en
formamida al 50%, 10 minutos en solucion 2xSSC, y 10
minutos en 2xSSC 0.1% NP40 a 45°C).

La contratincion se hizo con 21 pl de DAPI II.

Los resultados se analizaron en el microscopio de
fluorescencia Olympus BX51 con el software de Cytovision
(Applied Imaging, Santa Clara, CA). Se captaron al menos 15

metafases, y se analizaron un minimo de 20 cromosomas de
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cada par. Los umbrales para la deteccion de alteraciones
cromosOmicas se situaron en 0.75 para pérdidas y 1.25 para

ganancias.

4.2.5 Cariotipo espectral (SKY FISH)

En este caso las muestras se hibridaron con una mezcla de
sondas comercial (SkyPaint™, Spectral Imaging), que permite
visualizar cada par cromos6mico con una combinacion
determinada de fluorocromos, después de captar simultdneamente
las imagenes emitidas por las metafases, obteniendo un cariotipo
espectral. Las imagenes se analizaron mediante el software
SkyView 5.0.

- Se hacen extensiones del paciente y se dejan envejecer 24 h a
temperatura ambiente. Se valoran en el microscopio invertido
para comprobar que hay suficiente cantidad de metafases y

estan bien extendidas.

Pretratamiento:

- Se hace un tratamiento con pepsina incubando un tiempo
variable entre 5 segundos y 1 minuto en un coplin a 37°C con
HCI (99 ml H,O destilada, 1 ml HCI 1M), y 10 ul pepsina al
10%.

- Se lava la extension en coplin con PBS 1X durante 5 minutos.

- Se comprueba el estado de la digestion en el microscopio
invertido: no se deben apreciar restos de citoplasma ni ningin
halo alrededor de los cromosomas. En el caso de que no esté
bien digerida se vuelve a incubar con pepsina y se repite el
lavado con PBS1X.
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Se lava los portaobjetos en PBS1x/MgCl, a temperatura
ambiente durante 5 minutos.

Se incuba 10 minutos en coplin con solucién de formaldehido
al 1%.

Se lava 5 minutos con PBS1X.

Se deshidrata el portaobjetos en serie creciente de etanoles:
70%, 85% y 100%, dos minutos en cada uno.

Se deja secar la preparacion.

Hibridacion:

Se desnaturaliza la extension incubando 1 minuto en solucion
de formamida al 70% a 75°C.

Se deshidrata en una serie creciente de etanoles frios (70%,
85% y 100%).

Se deja secar el portaobjetos.

Se desnaturaliza 10 pl de la sonda SkyPaint en bafio a 80°C
durante 7 minutos.

Se incuba en bafio a 37°C durante 1 hora.

Se depositan los 10 pl de sonda en un cubreobjetos de 24x24
mm y se deja caer el portaobjetos encima. Se sella todo el
perimetro con cola Paniker.

Se deja hibridando durante dos dias en camara humeda a
37°C.

Lavados posthibridacion:
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Se realizan 3 lavados de 5 minutos cada uno en coplins con
formamida al 50%/2xSSC a 45°C.

Dos lavados de 5 minutos en 1xSSC a 45°C.

Se incuba 2 minutos en 4xSSC/0.1% tween 20 a 45°C.
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Deteccion:

Se afiaden 80 pl de tampdn | [Cy5 staining reagent] sobre el
portaobjetos, se coloca encima un cubreobjetos de plastico y
se incuba a 37°C durante 45 minutos.

Se realizan 3 lavados de 3 minutos cada uno en 4xSSC/0.1%
tween 20 a 45°C.

Se afiaden 80 pl de tampén Il [Cy5.5 staining reagent], se
coloca encima un cubreobjetos de plastico y se incuba a 37°C
durante 45 minutos.

Se realizan 3 lavados de 3 minutos cada uno en 4xSSC/0.1%
tween 20 a 45°C.

Se lava el portaobjetos brevemente en agua y se deja secar al
aire, protegido de la luz directa.

Se hace la contratincion con 20 ul de DAPI Il durante ~20

minutos a -20°C.

SOLUCIONES:
Solucién de pepsina

Pepsina 10% 100 mg/ml
PBS1X/MgCl,

50 ml PBS1x

2.5 ml MgCl, 1M
Formaldehido 1%

1 ml formaldehido 37%
99 ml H,0
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4.3 Técnicas de biologia molecular

4.3.1 PCR de fragmentos grandes

Se han usado dos sistemas diferentes: Expand High Fidelity PCR
System (Roche, ref. 03 310 256) para fragmentos de ~4-7 Kb; vy
Expand long template PCR system (Roche, ref. 11 681 834 001)
para amplificar fragmentos mayores de ~7 Kb.

La reaccion de PCR se realizd a partir de 100 ng de ADN en un
volumen final de 25 ul, en el que se afadieron: 2.5 pl tampén 1
(10x con 17.5 mM MgCl,), 4 ul dNTPs (40 pmoles), 0.75 ul de cada
primer (7.5 pmoles), 15.65 pl H20 y 0.35 ul enzima (1.75 U).

Las muestras fueron amplificadas tras 4 minutos de
desnaturalizacion a 94°C, 10 ciclos de preamplificacion (94°C
durante 30", 55-57°C durante 30", 68°C durante 7-10), 20 ciclos
de amplificacion (94°C durante 30", 55-57°C durante 30", 68°C
durante 7-10' aumentando 20” cada ciclo), y una extension final a
68°C de 15. Los resultados se comprobaron migrando los
productos de PCR en un gel de agarosa al 0.8-1% tefiido con

bromuro de etidio.

4.3.2 Secuenciacion

La mezcla de secuenciacion que se ha empleado es la BigDye
Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems), a partir
de una dilucion 1:10 del producto de PCR a secuenciar. En la
reaccion de secuenciacion se afiaden:

- 5 ul dilucion de ADN.

- 3 ul mix de secuenciacién.

- 1 pl cebador (directo o reverso).
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La amplificacion de PCR empleada fue de 30 ciclos (96°C durante

10", 50°C durante 5, 60°C durante 4) tras una desnaturalizacion

previa de 4’ a 94°C.

- A continuacion se precipita el ADN con 62.5 pl Etanol 100%,
24.5 pl H20 y 3 pl NaAc 3M.

- Seincuba durante 15 minutos a temperatura ambiente.

- Se centrifuga durante 20 min a 13000 rpm.

- Se decanta el sobrenadante.

- Se afaden 250 pl Etanol 70%.

- Se centrifuga 5 minutos a 13000 rpm.

- Se elimina el sobrenadante y se deja secar en una estufa a
37°C.

- Se procesa en el secuenciador automéatico ABI3100 (Applied

Biosystems).

4.3.3 Southern blot

Se ha realizado esta técnica a partir de ~10 ug de ADN gendmico
de la paciente de la translocacién 1 y un ADN control.

Las sondas que se usaron para detectar la presencia de un
determinado fragmento son secuencias de ADN de ~400 pb, que
se generaron a partir de una PCR especifica. El método de
deteccion usado ha sido mediante marcaje radiactivo con a-*P
dCTP. Para revelar la radiactividad que haya quedado impresa en
la pantalla usamos el lector (Phosphoimager) Typhoon 8600,

mediante el programa Typhoon Scanner.
Digestion del ADN del paciente y de un control

- Se digieren 10 pg de ADN en una reaccion con 5 pl de tampén

de digestion (A, B o H dependiendo del enzima de restriccion),
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H,O y 10 U enzima en un volumen total de 50 pl. En este caso
hemos empleado los enzimas EcoRlI, Hindlll, BamHI y Xbal.

- Se digiere durante toda la noche en una estufa a 37°C.

Gel de agarosa

Las muestras de ADN digeridas se migran en un gel de agarosa al
0.8% durante toda la noche en una cubeta de electroforesis a bajo
voltaje (50-60 mV).

Pretratamiento del gel

- Se incuba el gel en agitacion con HCI 250 mM para fragmentar
el ADN, durante 10 minutos.

- Se aclara con H,O destilada.

- Para desnaturalizar el gel, se realizan 2 incubaciones de 15
minutos cada una en solucion desnaturalizante.

- Se aclara con H,O destilada.

- Se realizan 2 incubaciones con tampon de neutralizacion para
neutralizar el pH alcalino de la solucién desnaturalizante.

- Se aclara con H,O destilada.

Transferencia por capilaridad

Para transferir el ADN desnaturalizado a una membrana de nylon
Hybond N+ (Roche) se realiza un montaje en el que se usa como
tampodn de transferencia 10XSSC. Antes de transferir, se pretrata
la membrana sumergiéndola unos 10 minutos en el tampoén de
transferencia. Se llena una cubeta con el tampon, y se coloca un
cristal y un papel Watman en contacto con el tampdn. Sobre este
papel se colocan otros dos papeles Watman de un tamafio similar
al de la superficie de gel que se quiere transferir, con el gel de

agarosa encima. La membrana de nylon se coloca sobre el gel, y
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dos papeles Watman y multiples capas de papeles de filtro con un
peso de 1 Kg aproximadamente en la parte superior, como se

puede observar en el siguiente esquema:

200 gr
welght
glass plate e———————
! P E
Fllter papers
membrane (3 pieces)

glass
Pier paper wiok e
10XSSC oy
Capillary transfer set-up

Fig. 15. Esquema del montaje para la transferencia de gel a

membrana en un southern blot.

Esto permitira que el ADN ascienda por capilaridad y se imprima
en la membrana de nylon. Se deja el montaje de transferencia
durante toda la noche. Al dia siguiente, para comprobar la correcta
transferencia de ADN, se desmonta el blot y se observan en el

transiluminador tanto la membrana como el gel.

Fijacion del ADN a la membrana de nylon

- Para fijar (hacer un crosslink) el ADN a la membrana se
emplean rayos UV (Bio Link Crosslinker 254 nm, Biolan); con el
programa C3: 150 mJ.

- La membrana se aclara después con H,O destilada. Si

necesita almacenarse se guarda entre papeles Watman a 4°C.
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Prehibridacion de la membrana

Se incuba la membrana en la solucién de prehibridacion a 65°C
durante 90 minutos. La membrana se coloca en un cilindro de
metacrilato con el ADN hacia la parte interior. La incubacion se

realiza en un horno con sistema rotatorio.

Obtencion de la sonda: purificacion de ADN a partir de gel de
agarosa

Las sondas que usamos para detectar la presencia de un
determinado fragmento en un Southern blot son secuencias de
ADN de ~500 pb. Estas secuencias se generan a partir de una
PCR especifica para esta regién. Para comprobar la especificidad
de esta secuencia, primero se compara con el ADN de referencia

mediante el programa BLAT (http:/projects.tcag.ca/lhumandup/)

para descartar la presencia de regiones repetitivas. Una vez
disefiados los cebadores y realizada la PCR, se comprueba el
resultado migrando el producto en un gel de agarosa, para recortar
y purificar la banda obtenida. La purificacion se realiz6 mediante el
kit comercial GFX™ PCR and Gel Band Purification kit (Ref. 27-
9602-01) de Amersham Biosciences, siguiendo las instrucciones

del proveedor.

Marcaje de la sonda con radioactividad

- Se diluyen 50 ng de ADN de la sonda en un volumen final de
45 ul con TE 1x.

- Se desnaturaliza la sonda hirviendo en un bafio maria a 100°C
durante 5 minutos.

- Se coloca en hielo para evitar la renaturalizacion.
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Se traspasan los 45 pl a un nuevo tubo que contiene random
primer de Amersham (dATP, dGTP, dTTP, hexdmeros random
y enzima Klenow; liofilizado).

Se afiaden 4 pl de alpha **P dCTP (10 uCi/ul; Perkin Elmer).
Se resuspende bien y se incuba durante 10 minutos a 37°C en
un termoblock.

Se preparan las columnas de purificacion de resina
(Sephadex), que retienen el *2P libre no marcado.

Se depositan los 50 pl de sonda marcada en la parte superior
de la columnay se centrifuga durante 3 minutos a 2000 rpm.
En el tubo colector quedara la sonda marcada; para

desnaturalizarla se afiaden 5 pl de NaOH 4M.

Hibridacién

Se decanta la solucion de prehibridacion y se cambia por
solucion de hibridacion precalentada a 65°C.

Se afiaden los 55 pl de sonda desnaturalizada directamente en
la solucién de hibridacion, sin tocar la membrana.

Se deja hibridando durante toda la noche en un horno rotatorio
a 65°C.

Lavados posthibridacion

Se realizan 2 lavados de 20 minutos cada uno con 2xSSC
0.5%SDS, primero a 42°C y después a 60°C.
Se realizan dos lavados de 20 minutos con 0.5xSSC 0.5% SDS

a 60°C; todos en el horno con rotacion.
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Exposicion de la membrana

- Se envuelve la membrana en plastico y se coloca en contacto
con una pantalla dentro de un cassette revelador (Molecular
Dynamics).

- Se deja exponiendo toda la noche a temperatura ambiente.

Para revelar la radiactividad que haya quedado impresa en la

pantalla se usa el lector (phospho imager) Typhoon 8600,

mediante el programa Typhoon Scanner.

SOLUCIONES:

Solucién desnaturalizante 0.5% SDS

0.5N NaOH 100 pg/ml ADN de esperma de salmén
1.5M NaCl Denharts 100x

Tampo6n de neutralizacién 2% ficoll 400

Tris HCI 0.5M 2% polivinilpirrolidona

NaCl 3M, pH 7.5 2% BSA (albumina de suero fetal bovino,
Solucién de prehibridacion- hibridacion fraccion V)

5XSSC H,0 destilada

5X tampén Denharts

4.3.4 Microdiseccion manual de cromosomas
mediante aguja

Hemos usado el protocolo del laboratorio de Citogenética
Molecular del Institut fur Humangenetik und Anthropologie (Jena,
Alemania), dirigido por el Dr. Thomas Liehr. El equipamiento
consiste en un microscopio invertido conectado a un
microposicionador manejado con un joystick, y otro
microposicionador manual. En el primero se sitla la aguja, que se
fabrica a partir de una varilla de vidrio estirada con una pequefa
resistencia. En el posicionador manual se coloca la pipeta, que
contiene una solucion de proteinasa K, y es el lugar donde se van
transfiriendo los cromosomas a medida que se van aislando. La
pipeta se fabrica a partir de una pipeta pasteur de vidrio extendida

también con una resistencia.
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Preparacion de pipetas y agujas

Para ello se utiliza un aparato llamado “Pipette puller”, que permite
extender el vidrio de las pipetas Pasteur o de las varillas de vidrio
mediante una resistencia con un filamento de platino. Se ajusta la
intensidad de la resistencia y el peso de la parte inferior en funcion
de lo que queramos elaborar. En nuestro caso empleamos los
siguientes parametros:

Pipetas Peso: 2x100¢g

Agujas Peso: 33 g

Pretratamiento

Agujas: _Se tratan con UV durante 2 horas

Pipetas: Tienen que siliconizarse para aumentar la adherencia del
material bioldgico a la pipeta. Se conecta la pipeta a una bomba de
vacio para aspirar. Se sumerge el extremo de la pipeta 2 segundos
en cada una de las siguientes soluciones:

- 1% diclorodimetilsilano en carbono tetraclorhidro

- NaEDTA 1 mM (estéril, libre de ADN)

- NaEDTA 1 mM (estéril, libre de ADN)

A continuacion se esterilizan las pipetas (en estufa):

- 1 hora 60°C

- 30 minutos 100°C

- 1 hora 60°C

Cubreobjetos

- Utilizamos cubreobjetos de 24x60 mm.

- Se almacenan en un tubo falcon de 50 ml con una solucion de
SDS al 10%.
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- Para hacer las extensiones del material en fijador, se saca
cada cubre con unas pinzas y pasamos los dedos suavemente
por encima hasta obtener espuma.

- Se aclara con agua corriente y después con agua destilada.

- Se coloca en un coplin con 50 ml de H,O mQ.

- Guardamos en nevera a 4°C un minimo de 30 minutos.

- Se realizan las extensiones del material que se quiera

procesar.

Tincion:
- 1 minuto en PBS 1X estéril.
- 25-40 segundos en solucién de tripsina (40 ml PBS 1X + 100 pl
tripsina 5%).
- 1 minuto en PBS 1X estéril.
- 3 minutos en solucion de Giemsa (35 ml PBS 1X estéril + 3.5
ml Giemsa filtrada [filtros millipore]).
- Se aclaran unos segundos en dos coplins con H,O mQ.
- Se prepara la solucién de coleccion (Collection drop):
- 5.7 pl solucion salina
- 1 pl proteinasa K (5-15 mg/ml)
- 3.3 plglicerol
Comprobamos que el extremo de la pipeta que vamos a usar tiene
los bordes lo méas regulares posible (al microscopio). A
continuacion se sumerje con sumo cuidado (sin tocar las paredes
del eppendorf) en la solucién de coleccion y se vuelven a mirar los
extremos al microscopio. Una vez lista se guarda en una caja
metalica con el fondo cubierto de H,O mQ, para asegurar

humedad suficiente.
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Aislamiento de cromosomas

Para aislar el cromosoma de interés (derivativo o marcador), éste
debe estar situado en la periferia de la metafase, o al menos,
alejado lo méas posible de otros cromosomas, para evitar riesgo de
contaminacion al procesarlo con la aguja.

Para incrementar la baja humedad ambiental presente en Jena, en
la habitacion donde se localizaba el microdisector se mantenia un
bafio a 60°C con la tapa parcialmente levantada. En ocasiones,
especialmente a la hora de aislar cromosomas enteros (del grupo
C o mayores) se aflade una gota de la solucidon de Giemsa sobre
la regiébn donde se va a manipular con el microdisector, para
aumentar la elasticidad de los cromosomas y evitar que se

fragmenten durante la manipulacion.

Fig. 16. Imagen de la separacién de un cromosoma 7 con la aguja. En la
imagen de la izquierda comenzamos a separarlo poco a poco de la
superficie hasta conseguir enrollarlo (derecha, sefialado con flecha). En
este punto, podemos introducir la aguja por la parte inferior y levantarla

separando el cromosoma del cubreobjetos.

El cromosoma debe ir separdndose con extrema suavidad de la
superficie del cubreobjetos con el extremo de la aguja hasta
tenerlo en forma filamentosa, hasta poder retirarlo de la superficie

de la extension y capturarlo con la aguja. Después se transfiere a
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la pipeta, donde se realiza la digestion con proteinasa K a 60°C.

Repetiremos esta operacion todas las veces que sea posible,

recogiendo como minimo 6 cromosomas.

Fig. 17. Transferencia aguja-pipeta. En ambas fotos se puede apreciar el

cromosoma en el extremo de la aguja.

Transferencia de pipeta- tubo PCR

Para transferir los cromosomas digeridos desde la pipeta, se

coloca un tubo de plastico previamente esterilizado en la pipeta, se

sumerge la punta de la pipeta en contacto con la solucién de PCR

(que contiene cebadores DOP) y se sopla para transferir el

material. Después se rompe la punta de la pipeta con cuidado para

asegurar que todo el material esté introducido.
El tubo de PCR contiene:

98

3.37 ul H,0.

0.63 ul DOP cebadores (5- CCG ACT CGA GNN NNN NAT
GTG G-3)).

0.4 ul dNTPs.

0.6 pl tampon de sequenase.

Se centrifuga unos segundos para recoger todo el material en

el fondo del tubo.
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DOP- PCR
Hacemos una DOP-PCR de dos fases:
- Preamplificacion (baja astringencia, 34°C annealing).

- Amplificacion (astringencia normal- alta, 56°C TA).

Preamplificacion:

Consta de 8 ciclos: 2 minutos 25°C, 2 minutos 34°C, 1 minuto
90°C.

Al inicio de cada ciclo afiadimos 0.24 pl de solucion de
preamplificacion (2.8 pl sequenase dilution tampén + 0.4 ul
sequenase version 2.0 (Amersham).

Este enzima no tiene actividad exonucleasa 3->5, y su
temperatura 6ptima de incorporacion de nucleétidos estad en el
rango de 30-37°C.

Amplificacion:

Consta de 32 ciclos: 1 minuto 92°C, 1 minuto 56°C, 2 minutos
70°C.

Al comienzo de esta fase se afiaden los siguientes 45 pl:

- 34.23 pl H20.

- 5 pl stoffel tampdn 10X.

- 4.4 pldNTPs 2.5 mM.

- 1.37 pl primer DOP 40 pM.

- 5 ul MgCI2 25 mM.

- 0.6 pl Stoffel Taq polymerase 10 U/ul.

El enzima ADN Polymerase Stoffel Fragment es una modificacion
de la Amplitag® ADN polymerase, con 289 aminoacidos del
extremo N-terminal eliminados para aumentar la astringencia con
una menor concentracion ionica. Esta enzima es recomendada en

PCR con cebadores aleatorios.
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Reamplificacion

Se realiza la PCR a partir de 1 pl del producto de la primera DOP-
PCR. La reaccion contiene: 5 pl de Stoffel fragment tampon 10X, 4
pl de dNTPs 2.5 mM, 1.25 pl de DOP cebadores 40 uM, 5 pul de
MgCl, 25 mM, 0.5 pl de Amplitaq Stoffel fragment 1U/uly 34.25 pl
de H,0.

Se amplifican mediante el siguiente programa de PCR: 92°C 3
min, 31 ciclos de 91°C 1 min, 56°C 1 min, 70°C 2 min, 0.1°C/s

hasta 74°C y una extension final de 72 °C durante 5 min.

Marcaje

Se realiza la reaccibn de marcaje a partir del producto de
reamplificacion:

- 12.08 pl H,0O.

- 2 pl Tampon 10X.

- 1 yl DOP cebadores 40 pM.

- 2 pul dNTPs label mix 10X.

- 2 pl MgCl, 25mM.

- 2 pl Nucleétidos marcados (Spectrum Green u Orange dUTP).

- 0.12 pl Amplitaq polymerase 5U/pl.

- 2 pl Producto reamplificacion.

El programa de PCR que se utiliza es el mismo que para la

reamplificacion.
El producto reamplificado y marcado lo usamos como sonda para

hibridarlo sobre metafases normales y comprobar que la

localizacién se da en los loci esperados (Painting reverso).
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and amplified

Fig. 18. lzquierda, microdiseccion de una banda de la regién 2q
subterminal. Derecha, resultado del FISH reverso sobre metafases de
una muestra control, en la que se aprecian sefiales de hibridacion en las

regiones 2qsubter.

SOLUCIONES:
Solucién salina

20 pl NaCL 100mM
20 pl tris HCI 100 mM
20 pl NaEDTA 10 mM
20 pl Triton x 100 1%
20 pl SDS 1%

14 pl H,O

4.3.5 Microdiseccion laser de cromosomas

En este trabajo hemos aislado cromosomas con dos tipos
principales de microdisectores laser:

- PALM (microscopio Olympus IX51).

- Leica (LMD6000).

La principal diferencia radica en la posicion de la muestra: en el
microdisector PALM la muestra esta situada en la parte superior,
de modo que una vez seleccionada y cortada la region de interés,
la separacién se realiza aumentando la potencia del laser y
catapultando hacia un tapon de eppendorf que se sitla justo

encima del porta. En cambio, en el microdisector Leica la muestra
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esta situada hacia la parte inferior, con lo que una vez separada la
region cae por gravedad a un tapén que esta debajo.

Las pruebas realizadas para aislar cromosomas se hicieron
combinando varios tipos de soportes: cubreobjetos con
membranas PEN (polyethilene naphtalate) y POL (polyester-
based), soporte con membrana PET (polyethilene tetraphthalate)
sola, haciendo digestibn con proteinasa K o no, y probando
diversos métodos de amplificacion: DOP-PCR, ligation-adaptor
PCR y Genomiphi. En el siguiente esquema hay un resumen de

las principales alternativas empleadas:

4

& “3

Cubres sin mem Cubres con mem Fortasconmemssla  Plasa con mem séa

y o =i
¥ 22 f:{—*\-
AISLAMIENTO ~ = . @L

Laser directa sobre orh Laser recorta zona interés

-

CAPTURA .@ Tapén con 35 pl H20

Tapén siicona

DIGESTION Proteinasa K

AMPLIFICACION Genomiphi DOP PCR Ligation adaptor PCR

I COMPROBACION I PCR locus especifico FISH reverso

Fig. 19. Diagrama con las principales alternativas realizadas en el

protocolo de microdiseccion laser.

- Se realiza un pretratamiento de los cubreobjetos en un
crosslinker de UV, durante 60 minutos a 120 J.

- Se hacen las extensiones del material de interés.
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- Se realiza la tincion con el colorante Wright durante 3 minutos.
En los casos en los que se haga tratamiento previo, se incuba
la preparacion durante 15 segundos en 2xSSC a 65°C.

- Se aislan los cromosomas de interés y se recogen en un tapon
de tubo de 200 pl que contenga 20 pl de H,O, TE o tampén de
enzima de restriccion, dependiendo de si se realiza digestion
posterior o0 no. Debe evitarse la ausencia de liquido en el tapén
colector, por lo que se ira afiadiendo cada ~2 horas (o con mas
frecuencia si se evapora antes). También se pueden emplear
tapones de silicona de tubos de 200 pl, especificos para
recoger muestras de microdiseccion.

- Se realiza un vortex durante ~1 minuto y se centrifuga la
muestra a 13.000 rpm durante 15 minutos.

- En el caso de realizar digestiébn con enzima de digestion, se
incuba con 5-10 U del enzima (Hind Ill, EcoRI) durante 2 horas
a 37°C.

- Si se realiza digestion con proteinasa K, se afaden 1.5 pl del
enzima y 20 pl de tampdn, y se incuba a 55°C durante ~3
horas.

- Se realiza una amplificacion inespecifica, mediante GenomiPhi
(GE Healthcare) , DOP-PCR o ligation-adaptor PCR 2% 87 131,

- Se validan los resultados obtenidos mediante PCR de locus
especifico o hibridacion del material obtenido sobre metafases

control (FISH reverso).

SOLUCIONES:

Colorante Wright

0.25% de colorante de Wright disuelto en metanol.
Tincién Wright

3 ml tampdn Sorensen

+ 1 ml colorante Wright por cada portaobjetos.
Tampdén Sorensen

5,938 mg/ml fosfato sodico dihidratado 0.06 M pH 6.8
4,539 mg/ml fosfato monopotasico 0.06M
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4.3.6 Multiplex ligation probe amplification

(MLPA)

Hemos diseiiado un juego de sondas en nuestro laboratorio para

hacer un rastreo rapido de reordenamientos en los genes del

complejo BRAF35 histona deacetilasa (formado por los genes
PHF21A, BRAF35, HDAC1, HDAC2, RCOR1 y BHC110) y los
genes FOXP2 y WBSCR1. Como sondas control hemos usado los
genes TTL5, MCEE y GNBLL.

El disefio de sondas se realiz6 sobre la secuencia de los exones

de los genes. Diseflamos dos hemisondas (izquierda y derecha)

separadas por un nucleétido, que sera el sitio de ligacién. Las

secuencias elegidas deben cumplir una serie de requisitos:
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La secuencia debe ser especifica, no repetitiva, y no contener
un SNP en el lugar de ligacibn de ambas hemisondas
(comparamos la secuencia con el programa BLAT:

http://projects.tcag.ca/lhumandup/).

El % bases GC debe estar entre el 35-60%, que se comprueba

mediante el programa Raw_Probe (http://www.mrc-

holland.com).

No debe haber méas de tres G 6 C en el sitio de ligacion.

Las hemisondas no pueden acabar en A 6 T (lugar de union
con las secuencias de los primers comunes).

La temperatura de melting de cada hemisonda debe ser >70°C.
El tamafio de las dos hemisondas juntas tiene que estar entre
48 y 94 pb, ya que el producto originado (sumando los
tamafios de los cebadores marcados con FAM y HEX) debe

estar entre 90 y 130 nucledtidos.



- El extremo 5’ de la hemisonda derecha debe estar fosforilado

para que la ligasa una los extremos de ambas hemisondas.
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Gen tamano teorico tamafo real Locus Fluorescencia
WBSCR1 89 87,28 7911,23 FAM
BRAF 35 exon7 94 90,7 19p13,3 FAM
BRAF 35 exon5 98 94,3 19p13,3 FAM
RCOR1 exon3 102 98,55 14932,31 FAM
HDAC2 exoné bis 105 102,2 6021 FAM
HDAC2 exon3 bis 108 104,3 6021 FAM
FOXP2 110 105,9 7931 FAM
BHC110 exon2 114 109,4 1p36,12 FAM
PHF21A exoné 118 113,2 11p11,2 FAM
TTLLS 120 117,2 14q24,2 FAM
PHF21A exon9 122 118,7 11p11,2 FAM
RCOR1 exon 5 126 122,85 14g32,31 FAM
BHC110 exon4 130 126,92 1p36,12 FAM
PHF21A exon15 96 92,8 11p11,2 HEX
MCEE 99 96,27 2p13,3 HEX
PHF21A exon 5 102 98,7 11p11,2 HEX
PHF21A exon14 107 104,04 11p11,2 HEX
PHF21A exon18 112 109,5 11p11,2 HEX
HDAC1 exon6 118 115,5 1p34 HEX
GNB1L 123 120,77 22q11,21 HEX

Tabla 5. Panel de sondas disefiadas para el juego de MLPA.

La técnica de MLPA consiste basicamente en 4 pasos:

- Desnaturalizacion e hibridacion de las sondas.

- Ligacion.

- Amplificacién por PCR.

- Separacion de los fragmentos mediante electroforesis capilar.

Los reactivos empleados son de la casa comercial MRC-Holland.

105

Sonda control

Sonda control

Sonda control



MATERIAL Y METODOS

Desnaturalizacion del ADN e hibridacion de las sond  as

- Se diluye la muestra de ADN (100 ng) con H,O hasta obtener
un volumen final de 5 pl.

- Se incuba 5 minutos a 98T; se deja enfriar a 25 T antes de
abrir el termociclador.

- Se prepara la mezcla PROBEMIX (mezcla de oligonucleétidos
alpuM): 1,5 uL de PROBEMIX + 1,5 yL de MLPA tampén. Se
afiaden 3 pl de esta mix a cada muestra en el termociclador,
mezclando con cuidado.

- Seincuba 1 minuto a 95T, a continuacion se inc uba 16 horas

a 60T, para que se realice la hibridacion de las s ondas.

Ligacion

Se reduce la temperatura del termociclador a 54C. Se afiaden 32
uL de MIX LIGASE 1x a cada muestra y se mezclan.

MIX LIGASA 1x:

- 3 pl LIGASE-65 TAMPON A.

- 3 pl LIGASE-65 TAMPON B.

- 25 ul H0.

- 1 pl Ligase-65.

- Seincuba 15 minutos a 54T, y se inactiva la ligasa durante 5

minutos a 98<C.

Reaccion de PCR

Se preparan las muestras:

- Sample mix: 13 pl H20+ 2 ul 10x Salsa PCR.

- Se mezclan 15 pl sample mix con 5 pl producto ligacion MLPA.

- Con los tubos en el termociclador a 60C se afiaden 5 pl de
Mix Polymerase a cada tubo, a continuacibn comienza la

reaccion de PCR.
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MIX POLYMERASE 1x:

- 2,6 ul H20.

- 1 pl tampon Enzyme Dilution.

- 0,25 pl ANTP mix (1 mM).

- 0,9 pl PCR-cebadores MLPA-Forward-FAM+Reverse (200 nM).

- 0,45 pl PCR-primer MLPA-Reverse (200 nM).

- 0,25 ul Taqg Polymerase (2.5 U).

- Programa de PCR: 30 ciclos de 30 segundos 95€C; 30
segundos 60TC; 60 segundos 72TC. Extension final de 20

minutos a 72<C.

Analisis de los resultados obtenidos en el Genescan

Los productos de PCR del MLPA se migran mediante
electroforesis capilar en el secuenciador ABI PRISM 3100. Los
patrones obtenidos fueron analizados mediante Genetic Analyzer
y la longitud y altura de los picos de las sondas fueron calculadas

con el programa GeneScan 3.7 (PE Applied Biosystems).

Cada juego de sondas tendr4 un patron de picos especificos,
dependiendo del tamafio de las sondas disefiadas. Cada sonda
tiene una altura y un area que son proporcionales al numero de
moléculas que se hayan amplificado en la reaccion de PCR. Para
analizar los resultados se exportan los valores numeéricos de las
alturas de todas las sondas en un archivo Excel, y se realiza el

siguiente analisis:
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Para cada individuo, se suma la altura de todos los picos de las
sondas.

Para normalizar, se divide la altura de cada sonda entre la
suma de todas ellas.

Se realiza la media de cada sonda para todos los individuos.
Se divide el resultado de una sonda normalizada entre la
media de las sondas de todos los individuos. Este resultado se
considera normal (2 alelos) si el valor esta entre ~0.75 y ~1.25;
delecién (1 copia) si es inferior a 0.6, y duplicacidén si es mayor
que 1.35. Los valores de corte para cada sonda se definen con
muestras con alteraciones conocidas, ya que dependen del
funcionamiento de las sondas durante la técnica de MLPA
(efectividad en la ligacién, amplificaciébn en la reaccion de
PCR).

El andlisis se puede hacer a partir de la altura de los picos o de su

area. En nuestro caso empleamos la altura porque en algunas

ocasiones los picos de una muestra pueden solaparse en la base

del

pico (si la diferencia entre ambas sondas es pequefia, de unos

2 pb); con lo que la asignacion del area concreta de cada sonda no

es

especifica. En cambio, la altura de cada pico no se ve

influenciada por la proximidad de las sondas.

4.3.7 Array CGH

En este trabajo se han empleado tres tipos de arrays:
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gGenomics (BACs)
Agilent 244K (oligonucledtidos)
lllumina 370K (SNPs)
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4.3.7.1 Array gGenomics

Contiene 2200 BACs de regiones subteloméricas,
pericentroméricas y las implicadas en los sindromes de
microdelecion y microduplicacion mas frecuentes. En este caso se
hibridaron ~300-400 ng de ADN gendmico contra un pool de
muestras de sexo contrario. El protocolo usado fue el del kit
BioPrime Array CGH Genomic Labelling System (Invitrogen),
segun las recomendaciones del proveedor con minimas

modificaciones.

Marcaje

Las muestras se marcaron con dCTP-Cy3 o dCTP-Cy5 segun la

muestra mediante el enzima klenow. En cada tubo de PCR se

mezclan:

- 300-400 ng de ADN gendmico.

- 20 pl de 2,5x Primer Mix del kit.

- Se ajusta el volumen hasta 42 ul con H20 mQ autoclavada.

- Se desnaturalizan 10 min a 99°C en el termociclador.

Se afade:

- 5 ul de 10x ANTP mix (dATP, dTTP y dGTP a 2 mM, dCTP a
1,2 mM).

- 2 pl de dCTP-Cy3 6 dCTP-Cy5 1 mM (dependiendo de la
muestra).

- 1 pl Klenow (40 U/pl) del kit.

Se incuba toda la noche a 37°C.

Se eliminan los nucleétidos no incorporados de cada muestra
por separado mediante el kit Qiaquick PCR purification,

Qiagen.
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- Para determinar la cantidad de fluorocromo incorporado se
mide la absorbancia de las muestras a 532 y 650 nm mediante

un Nanodrop.

Precipitaciéon de las sondas
En el mismo tubo eppendorf se mezclan:
- 50 pl muestra marcada con Cy3.
- 50 ul muestra marcada con Cy5.
- 100 ul Cot-1 (100 pg).
- 20 ul NaAC 3M, pH 5.2.
- 500 pul etanol 100 % frio.
- Se mezclan los tubos por inversion y se incuban como minimo
1 hora a -20°C.
- Se centrifugan 30 min, 13200 rpm, 4°C.
- Se descarta el sobrenadante y se deja secar el botén al aire

(tapado con papel de aluminio para proteger de la luz).

Hibridacion:

- Se resuspenden los botones celulares en 23 pl de solucion de
hibridacion (cubreobjetos 22x22) o en 70 pl si son cubreobjetos
de 24x60 mm.

- Se depositan los 23 6 70 pl sobre un cubreobjetos y se coloca
el chip (portaobjetos) encima.

- Se coloca el chip en una camara de Corning y se dejan
hibridando 40 horas a 45°C en un horno de hibridacion en

rotacion.
Lavados post hibridacion:
- 1 x50% formamida, 2xSSC, 0.1% SDS durante 20 min, a 45°C

con agitacion.
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- 2x0.2x SSC, 10 min, a temperatura ambiente y en rotacion.
- 1 xH20 mQ, 10 min, a temperatura ambiente y en rotacion.

- Se centrifugan a 1500 rpm, 5 min, a temperatura ambiente.

Lectura de los arrays:

La lectura del los arrays se realizO mediante escaneo de los
portaobjetos en el escaner Agilent G2565BA Microarray Scanner
(Agilent Inc.), y las imagenes adquiridas se analizaron mediante el
software GenePix Pro 6.0 (Axon, Molecular Devices). Los datos
extraidos son filtrados y normalizados (normalizacion lowess)
mediante el software Bacanal, en el que se obtiene un log.ratio y
una desviacion estandar para cada clon de la hibridacion. Los
desequilibrios gendémicos se determinan en base al log.ratio
Cy5/Cy3 de las cuatro réplicas de cada clon, considerando que
existe una ganancia o una pérdida cuando los valores son

mayores de 0.2 o inferiores a -0.2, respectivamente.

4.3.7.2 Array oligos Agilent 244K.

Contiene ~240000 sondas de oligonucledtidos distribuidos por
todo el genoma, con una resoluciéon media de ~12.29 Kb. Este
protocolo consta de 4 fases principales:

- Digestion.

- Marcaje.

- Hibridacion.

- Lavados.
Digestion con enzimas de restriccidn

- Se digieren 1000 ng de ADN gendmico. Se ajusta el volumen a

22.4 pl de H,O miliQ nucleasa free.
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- Se afladen 5 unidades (0.5 pl de cada uno) de los enzimas Alul
y Afal (GE Healthcare) y 2.6 ul de tampon T.

- Se incuban 2 horas a 37°C, y posteriormente 20 minutos a
65°C para inactivar los enzimas.

- Se comprueba la digestion mediante la migracion en un gel de

agarosa, en el que debe aparecer un smear de 200-500 pb.

Marcaje
- Se emplea el kit de marcaje de Agilent cat.5188-5309.
- Se afade a cada tubo de reaccion 5 ul de 2.5x random primer
solution.
- Se incuba 3 minutos a 95°C y después 5 minutos en hielo.
- Se prepara la mix de reaccion para cada muestra:
- 2 ul H,O nucleasa free.
- 10 pl tampdn 5x.
- 5 pl 10x ANTP mix.
- 3 ulCy56 Cy3dUTP.
- 1 pl enzima Klenow.
- Se dispensan 21 pl de mix de reaccion en cada tubo.
- Se incuban las reacciones 2 horas a 37°C, a continuacion 20

minutos a 65°C para inactivar los enzimas.

Limpieza de las reacciones con columnas Microcon Y-  30:

- Se afiaden 430 pl TE 1x a cada reaccion y se traspasan a una
columna Microcon.

- Se centrifuga 10 minutos a 8000 rpm.

- Se afiaden 480 ul de TE 1x, se centrifuga 10 minutos a 8000
rpm.

- Se invierte el filtro de la columna en un tubo de recoleccion

nuevo y se eluye el ADN centrifugando 1 minuto a 8000 rpm.
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- Se ajusta el volumen a 80.5 pl con TE 1x. En el caso de que el
volumen eluido sea mayor se vuelve a centrifugar la columna.

- Se realiza el control de calidad del marcaje mediante las
mediciones de absorbancia con Nanodrop. Los valores que
debemos obtener para considerar el marcaje como Optimo son:
- Pmol Cy5>150 pmol.

- Pmol Cy3>200 pmol.
- ~5ug ADN.
- Pmol dye/ug ADN >7.

Hibridacion
- Se afiade a cada tubo de reaccion:
- 158 pl muestra.
- 50 pl Human COT-1 ADN (1ug/ul).
- 52 ul 10x Agilent Blocking agent.
- 260 pl tampodn hibridacion Agilent 2x.
- Se incuba 3 minutos a 95°C, 30 minutos a 37°C.
- Se centrifuga 1 minuto a 13200 rpm.
- Se pipetea la muestra sobre un cubreobjetos de 24x60 mm.
- Se coloca el porta con el array de Agilent sobre el cubre, y se
monta dentro de la camara de hibridacion.
- Se introduce la camara en el horno de hibridacion a 65°C

durante 40 horas a 20 rpm.

Lavados hibridacion

Todos los tampones de lavado son filtrados con filtros millipore
(poro 0.22 um) antes de usarse. El cuarto donde se realizan los
lavados tiene que ser libre de ozono.

- Se desmonta el array dentro de una cubeta a temperatura

ambiente con la solucion de lavado WB1.
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- Se cambia el portaobjetos a una cubeta con la solucién de
lavado WB2, incubando 5 minutos en agitacion.

- 1 minuto en agitacion 37°C con solucion WB2 precalentada.

- 1 minuto en agitacion, en una cubeta de acetonitrilo, a
temperatura ambiente.

- 30 segundos en cubeta con DSS, en agitacion. Se saca la
cestilla con los portas lentamente.

- Se colocan los arrays en el scanner para leer las intensidades

de fluorescencia de cada canal.

Analisis de los resultados

Los arrays de oligonucleétidos se emplearon en las muestras
obtenidas a partir de la microdiseccién de cromosomas. Por tanto,
en lugar de comparar la intensidad de ratio de los dos canales
(muestra vs control), se analizaron los datos solo en el canal de la
muestra teniendo en cuenta la presencia o ausencia de sefal
sobre los oligonucleotidos localizados en los cromosomas de

interés.

4.3.7.3 Array SNPs lllumina 370k.

Este array de alta densidad contiene ~370000 sondas de
oligonucledtidos, con una resolucién media aproximada de ~8 Kb.
El protocolo de hibridacion se realizd6 en el Centro Nacional de
Genotipado de Barcelona (CEGEN) siguiendo las indicaciones del

proveedor.

4.3.8 PCR cuantitativa con SYBR green

Hemos comparado la expresion de los genes PHF21A o GOLGAL

con respecto al gen control PBGD mediante el fluorocromo Sybr
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green. En cada pocillo de la placa de PCR cuantitativa se realiza

una reaccion de PCR independiente, con la siguiente mezcla de

reaccion:
H,O 8.64 pl
Mix Sybr 10 pl

Primer F 100 uM 0.18 pl
Primer R 100 uM 0.18 ul
cADN 1ul

Cada una de las muestras se realiza por triplicado, y como
referencia de curva estandar se realizd un banco de diluciones de
un ADNc (100, 50, 25, 12.5, 6.25).

El programa PCR que se utilizo fue: 50°C 2', 94°C 15', 40 ciclos
de 94°C 307, 58°C 30", 72°C 30"; extensién final de 72°C 7’; y
finalmente curva disociacion: 95°C 15”, 60°C 15", 95°C 15".

El SYBR green es un fluorocromo no especifico que se intercala
entre las hebras de doble cadena de ADN. Por tanto, la cantidad
de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de
ADN de la muestra (producto). Una vez terminada la PCR,
realizamos una curva de disociacion o de desnaturalizacion. Al
desnaturalizarse el producto se van liberando las moléculas de
SYBR green y el nivel del emisién de fluorescencia disminuye.
Esto facilita el andlisis de los diferentes productos de PCR que
haya en una muestra o incluso de inespecificidades (dimeros de
primer), puesto que cada una de ellas tendra una temperatura de
melting (Tm) diferente. Una PCR sin productos inespecificos
tendra por tanto una curva de disociacién con un solo pico.

Cada una de las muestras se realizo por triplicado, y se analizo el
resultado de cada uno de ellos. La desviacion estandar entre

triplicados debe ser <0.3 para que pueda ser analizada.
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El andlisis se realizé teniendo en cuenta la media de los triplicados
para cada una de las muestras, comparando las medias obtenidas
para el gen problema y el gen control. Las medias del gen
problema se normalizaron con respecto al gen control, y
posteriormente se comparé el resultado entre la muestra de la

paciente y los controles.

4.3.9 Northern blot

La técnica de Northern Blot es analoga al Southern blot, usando
ARN en lugar de ADN. Debido a que el ARN es de una sola hebra
(monocatenario), a diferencia del ADN, algunos ARNs pueden
formar estructuras secundarias, por lo que deben ser migrados por
electroforesis en condiciones desnhaturalizantes (afiadiendo
formaldehido al gel de agarosa). Ademas, para evitar la
contaminacion y degradacion de las muestras con ARNsas, los
reactivos deben ser preparados con H,O destilada estéril
pretratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

Se emplearon 25 pg de ARN total (a partir de células de linea
linfoblastoide) del caso de la paciente con la translocacion 1, y de
4 lineas celulares control. Como sondas se usaron las secuencias
correspondientes a los exones 7-9 y 16-17 del gen PHF21A, los
exones 19-23 del gen GOLGA1L, y como gen control se usé B-

actina.
Gel de agarosa

- Gel agarosa 1%: 1 g agarosa, 72 ml H,0 DEPC. Se hierve

en un microondas.
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Una vez disuelta la agarosa, se deja enfriar hasta 60-70°C.
Se afiaden 10 ml de MOPS 10X y 18 ml de formaldehido al
37%.

Se deja polimerizar el gel unos 30 minutos.

Preparacion de la muestra

Se cuantifican 25 pug de ARN total, se afilade a cada
muestra 5 ul MOPS 10x, 9 ul formaldehido 37% y 25 pl de
formamida. Se mezcla bien mediante vortex, y se incuba 15
minutos a 55°C en un termoblock.

Antes de cargar las muestras en el gel se afiaden 10 pl de
tampdn de carga y 0.3 pl de bromuro de etidio.

Se migra el gel 10 minutos a 45V para que entren bien las
muestras en el gel, y después se deja unas 3 horas a 65V.
Se aclara el gel 3 x 10 min en H,O destilada para retirar el
formaldehido.

Se equilibra el gel 10 minutos con el tampon de
transferencia (10xSSC).

Se realiza una fotografia al gel en el transiliuminador UV

con la cubeta reglada localizando los ARNT.

A partir de este punto el protocolo que se sigue es el mismo

que para el Southern Blot (transferencia, fijacion de las

muestras a la membrana, prehibridacion, marcaje de las

sondas, hibridacion, lavados posthibridacion y deteccion de la

radioactividad).

SOLUCIONES:

Tamp6n FA 10x (MOPS tampdn Para 250 ml: 11.55 g MOPS
electroforesis) 4.15 ml NaAC 3M
MOPS 200 mM 5 ml EDTA 0.5M
acetato sodico 50 mM 200 ml H,O DEPC

EDTA pH 7 10mM

pHa75
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Solucién de prehibridacion (500 ml):
12.5 ml KPO4 pH 7.4

125 ml 20xSSC

50 ml Denharts 50x

5 ml ADN esperma salmon
desnaturalizado

(hervimos previamente 10 minutos en
bafio a 100°C)

250 ml formamida

57.5 ml H,O destilada

Solucién hibridacion (500 ml):

12.5 ml KPO4 pH 7.4

125 ml 20xSSC

50 ml Denharts 50x

5 ml ADN esperma salmon
desnaturalizado

4.3.10 Western blot

(hervimos previamente 10 minutos en
bafio a 100°C)

250 ml formamida

57.5 ml H,O destilada

50 g dextran sulfate

A toda la noche para homogeneizar la
solucion.

Tampo6n de electroforesis 1x

100 ml tampo6n FA 10x

20 ml formaldehido 37%

880 ml H,O destilada

Tampo6n de carga

Azul de bromofenol 0.25%

cianol xileno 0.25%

Se realizd esta técnica a partir de extracto proteico de cultivos de

lineas celulares, en el caso de la paciente con la translocacion 1, y

de lineas celulares control.

Extraccion de proteinas

- A partir de un cultivo de linea celular se obtiene un boton de

células.

- Se resuspende el botén con 100-200 pl de tampédn de lisis.

- Se agita durante 30-60 minutos a 4°C para que se produzca la

lisis celular.

- Se centrifuga 10 minutos a 13200 rpm a 4°C.

- Serecupera el sobrenadante y se guarda a -80°C.

Cuantificacion de la concentracion de proteinas med lante el

método Bradford:

Primero se realiza una curva estandar de concentracion con BSA

(albumina de suero bovino).

BSA 0.1 mg/ml
BSA 0.5 pgr/ml 5ul
BSA 1 pgr/ml 10 pl
BSA 2 pgr/ml 20 ul
BSA 4 pgr/ml 40 pl
BSA 8 pgr/ml 80 ul
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Se preparan las muestras que se van a cuantificar: 2 pl de
extracto proteico y 798 pl de H20.

Se prepara el blanco: 800 pl H20.

Se afiaden a todos los tubos 200 pl de reactivo Bradford
(dilucion 1:5).

Se mezcla mediante vortex.

Se lee la concentracibn en un espectrofotometro con la

absorbancia 595 nm.

Gel de acrilamida

El gel se monta entre unos vidrios separadores, sujetos por unos

tensadores. La parte superior del gel es el concentrador (stacking),

y la parte inferior la separadora (separating).

- Se prep aran 15 ml del gel separador. Se introduce con

cuidado con una pipeta entre los vidrios separadores montados, y

cuando esté polimerizado (aproximadamente 1 hora), se prepara el

gel concentrador.

Preparacion de las muestras:

Se mezclan 40 pg de extracto de proteinas con 10 pl de
tampoén de carga.

Se desnaturalizan las proteinas incubando las muestras 5
minutos en un termoblock a 100°C.

Se centrifugan para recoger la muestra en el fondo del tubo.

Se cargan las muestras en el gel con una micropipeta.

Como marcador de peso molecular se usa precision plus
protein standards dual color, Bio-Rad (ref. 161-0374).

Se migran las muestras 1 hora a 80 V y toda la noche a 57 V.
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Transferencia gel- membrana

Se pretrata la membrana de nitrocelulosa (Inmobilon-P transfer
membrana. Cat No. IPVHO00010, pore size: 0.45 pm)
sumergiéndola en una cubeta con metanol durante 15 minutos.
Se aclara con H,O destilada.

Se trata con el tampdn semy dry transfer y se coloca el gel
encima de la membrana.

Se coloca el montaje sobre dos papeles watman himedos en
el aparato de transferencia (Trans blot SD semi-dry transfer
cell, Bio Rad), asegurandonos de que no queden burbujas
entre el gel y la membrana.

Se transfiere 3 horas a 150 mAmp.

Hibridacion y lavados del anticuerpo

Se bloquea con TBS-T 1X con 5% BSA 1 hora en balanceo a
temperatura ambiente.

Se realizan dos lavados de 5 minutos con TBS-T.

Se diluye el anticuerpo primario con TBS-T (1:200 a 1:1000,
dependiendo del anticuerpo).

Se deja hibridando toda la noche en oscilacion a 4°C.

Se realizan 3 lavados de 5 minutos en TBS-T, a temperatura
ambiente y balanceo suave.

Se diluye el anticuerpo secundario con TBS-T (1:5000 a
1:20000)

Los anticuerpos primarios utilizados fueron:
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PHF21A (BHC80) monoclonal de ratén (regién C terminal del
gen PHF21A, correspondiente a los aminoacidos 331-431). Las

diluciones usadas fueron 1:800; 1:1000.



- Anticuerpo policlonal
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de conejo de GOLGAl (region C

Terminal, derivado de los residuos 750), con una dilucion

1:200.

- Anticuerpos controles: Tubulina (1:5000), Beta-actina (1:5000),

y GADPH (1:3000).

SOLUCIONES:

Lysis tampén

25 mM Tris-HCI pH8

100 mM KClI

5 mM NaF

2 mM NazVO,

1 mM Na;P,04

1 tableta de cocktail antiprotease
(Complete Mini, protease inhibitor
cocktail tablets, ref. 11 836 153 001,
Roche)

10% Gilicerol

H20 mQ

0.5% NP40

0.1% Triton X-100

Gel separador

5.3 ml H20

5.6 ml Tris HCI 1M pH 8.8

3.9 ml acrilamida 29:1

150 pl SDS 10%

60 pl APS 10%

14 pl temed
(N,N,N,N'-tetrametilnediamina)
Gel concentrador

3.647 ml H20

646 pul acrilamida 29:1

625 pl Tris HCI 1M pH 6.8
50 pl SDS 10%

12 pl temed

Tampon de carga

2 ml Tris-HCI pH 6.9 1M

0.4 ml B-mercaptoetanol

4 ml SDS 20%

0.04 g azul bromofenol

4 ml glicerol 100%

Running tampdén 10X

144 g glicina

30.2 g Tris base

10 g SDS

11H20d

Semy-dry transfer tampén 10X
144 g glicina

30.2 Tris base

11H20d

Semi-dry transfer tampén 1x
700 ml H20 d

200 ml metanol

100 ml tampon semi-dry transfer 10x
TBS-T 10x

93.7 g NaCl

100 ml Tris-HCI pH 8 1M
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5.1 Pacientes estudiados

Los resultados se han agrupado segun la presencia o no de
desbalance genético en dos categorias: anomalias balanceadas
(portadores de translocaciones) y no balanceadas (portadores de
cromosomas marcadores), y no en el orden de estudio
cronoldgico. Por tanto, las técnicas empleadas en cada caso han
sido diferentes, ya que a medida que se han ido desarrollando
nuevas metodologias, por ejemplo array CGH, las hemos ido

incorporando a la caracterizacion de estos casos.

5.1.1 ANOMALIAS NO BALANCEADAS
5.1.1.1 Marcador 1: SMC(6).

El estudio del cariotipo en sangre periférica a la edad de 3 meses
revel6 la presencia de un pequefio cromosoma marcador en
mosaico, con formula cromosomica inicial
47,XY,+mar[13]/46,XY[7] (fig. X). Ambos padres tenian un cariotipo

normal, por lo que el cromosoma marcador era de novo.
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Figura 20. Cariotipo del paciente. Se aprecia un cromosoma marcador de

pequefio tamafio (sefialado con una flecha).

Para identificar el origen de este cromosoma, se aplico en primer
lugar la técnica de SKY-FISH, que revel6 que el material del
cromosoma marcador procedia del cromosoma 6 [SMC(6)]. Estos
resultados se confirmaron con la técnica de pintado cromosémico
(WCP o whole cromosome paint) especifica para el cromosoma 6:
ambos homologos y el cromosoma marcador estaban
completamente marcados. La férmula cromosomica se definié
como 47,XY,+mar.ish mar CEP6+,WCP6+.
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Figura 21: SKY-FISH. Cada par cromos6mico aparece codificado por un

color especifico.

Figura 22: Pintado cromosomico con sonda especifica para el

cromosoma 6.

La HGC sobre metafases control mostré una ganancia de material

del cromosoma 6 desde la region centromérica hasta 6p11.2.
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Figura 23: Ideograma de los perfiles cromosdmicos obtenidos con HGC.
Hay una ganancia en la regiéon 6p mas cercana al centrémero; como
control interno los cromosomas sexuales tienen patron de pérdida para
cromosoma X y ganancia para el Y al ser de sexo opuesto los ADN
hibridados.

Para definir el origen parental del cromosoma marcador se realizo
un genotipado con marcadores microsatélite localizados en 6p11.2
(D6S257), 6p21.2 (D6S1610) y 6ql5 (D6S462), que reveld la
presencia de tres alelos en el locus 6pll.2, con presencia de
material de ambos cromosomas homdlogos de origen materno. El
marcador D6S1610 presentaba dos alelos, mientras que el

marcador D6S462 resultd no informativo.
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Figura 24: Grafico de los marcadores microsatélites D6S257 y D6S1610.

Por lo tanto, el origen del cromosoma marcador se determind
como materno generado en meiosis |, ya que proviene de
cromosomas diferentes. La presencia de alelos de origen paterno
en todos los loci del cromosoma 6 descarto la existencia de UPD
para este cromosoma.

Para poder determinar de manera mas precisa los puntos de rotura
y el tamafio del SMC, se aplico la técnica de FISH mediante
sondas no comerciales basadas en clones BACs, que permitio
demarcar los puntos de rotura del cromosoma marcador en 6p21.1
entre los clones RP11-400E17 y RP11-444C15 (Mb 43-44) y el
centromero (Mb 59-60). Por tanto, el tamafio de la region trisomica
(correspondiente al cromosoma marcador) se establecié en ~16
Mb aproximadamente conteniendo ~60 genes anotados (desde
SPATS1 hasta C6orf216) para los que el paciente presenta

trisomia en las células que contengan el SMC(6).
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Figura 25: Ideograma del cromosoma 6 sefialando la region trisémica.

Se emplearon un total de 10 clones a partir de BACs para localizar
el punto de rotura del cromosoma marcador (tabla 6).

Clon (BAC ID) | Localizaciéon | Presencia en el cromosoma marcador
RP11-463G18 6p21.1 No
RP11-400E17 6p21.1 No
RP11-444C15 6p21.1 Si
RP11-323A9 6p21.1 Si

RP11-79F13 6p21.1 Si
RP11-546015 6p21 Si
RP11-730M18 6p21 Si
RP11-265B18 6p21/6p12.3 Si
RP11-159A19 6pl12.3 Si

RP11-72C1 6ql1 No

Tabla 6: Listado de los las sondas de FISH empleadas para delimitar el

tamafio de la regién trisémica.
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El estudio citogenético del cariotipo se repitié a las edades de 10 y
18 meses. El mosaicismo del cromosoma marcador descendi6 del
70% (neonatal) al 30% (18 meses). También se compard la
diferencia en el porcentaje de mosaicismo en distintos tejidos, de
origen ectodérmico (con ADN extraido de foliculo piloso),
mesodérmico (ADN de sangre periférica) y endodérmico (ADN de
mucosa bucal) mediante cuantificacion relativa de alelos tras PCR
de microsatélites informativos. El mosaicismo estimado en sangre
periférica fue ~30%, ~55% en mucosa bucal, y ~76% en pelo,
aunque en este caso la inferior calidad del DNA extraido hace
disminuir la fiabilidad de la técnica. El motivo de esta comparacion
fue intentar inferir el mosaicismo en el tejido diana del paciente
(6seo, con origen mesodérmico), en el que la posible
sobreexpresion de los genes del SMC esta presumiblemente

implicada en el fenotipo.

5.1.1.2 Marcador 2: SMC(10).

En el cultivo de LA se detecté un pequefio cromosoma marcador
extra en mosaico, que se confirmd postnatalmente en cultivo de
linfocitos de sangre periférica. El cariotipo se informé como
47,XY,+mar[76]/46,XY[24]. Los -cariotipos de los padres eran

normales, revelando que el cromosoma marcador era de novo.
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Fig. 26. Cariotipo del paciente en el que se sefiala el cromosoma extra.

Dada la decisién de continuar la gestacion, la caracterizacion se
realiz6 postnatalmente. La tincibn con bandas C demostro la

presencia de eucromatina en el cromosoma marcador (fig. X).

Bandas C Bandas G

- 2

Fig. 27. Comparativa de los patrones de tincion obtenidos con bandas C y

G en el cromosoma marcador. El cromosoma marcador presenta region

de eucromatina (zona mas clara).

La subsiguiente hibridacién con el array de gGenomics mostrd
trisomia parcial de casi 12 Mb para la region pericentromérica del

cromosoma 10 (10p11.21-10g11.22), desde la Mb 36.11 hasta la
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Mb 48.21, una region con 140 genes anotados, entre PBEF2

(limite proximal en 10p) y GDF10 (limite distal en 10q).

Los resultados fueron validados mediante genotipado de varios

marcadores microsatélite, lo que nos permitié determinar el origen

del cromosoma derivativo del 10 como paterno.

Locus Mb Marcador R577 (padre) DNA 1000 (hijo) R576 (madre) Observaciones
10p11.21 35,59 D10S1247 195 195 195-203
35,92 D10S1780 229 229-231 223-231 Posible origen paterno (ratio 2:1)
36,2 D10S1217 164-168 164-168 164-168
36,22 D10S1768 158-172 158-172 158-166
37 D10S578 92-100 98-100 92-98
37,14 D10S1791 199-205 199-205 199-203 Los alelos 203 y 205 son més altos (padres e hijo)
378 D10S508 183-187 183-186 183
10011.21 39,54 D10S1746 141 141-143 143 Posible origen paterno (ratio 2:1)
42,65 D10S513 199-205 205-221 211-221
43,44 D10S1669 216-222 216 216-222
43,76 D10S1783 161-165 165 159-165
44,04 D10S1233 135 135 135
44,15 D10S604 108-114 114 114
475516 D10S225 269-277 267-277 267 Qrigen paterno
10p15 0,22 D10S249 117-123 123-123 123-123 No informativo
10026 118,8 D10S587 103-107 95-107 95-95 Herencia biparental- descartada UPD(10)

Tabla 7: listado de marcadores utilizados y haplotipos obtenidos para los

progenitores y el paciente.

Puesto que el

cromosoma duplicado proviene del mismo

cromosoma paterno, su origen es en meiosis Il o postzigaético.
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Fig. 28. Ideograma del cromosoma 10 en el que se sefiala la regién

duplicada incluida en el cromosoma marcador de este caso.
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Fig. 29. Imagen de los alelos obtenidos para el marcador D10S1780 para

el paciente y sus padres. En el paciente el ratio entre los alelos es 2:1.

Se descarto6 la presencia de UPD para el resto del cromosoma 10
en loci no incluidos en el cromosoma marcador mediante
demostracion de herencia biparental (marcadores microsatélites en
10p15y 10g26: D10S249 y D10S587, respectivamente).

5.1.1.3 Marcadores 3: SMC(10) + SMC(14).

En estudio prenatal de LA se detect6 la presencia de cromosomas
marcadores no identificables citogenéticamente, en mosaicismo.
La férmula cromosémica fue 49,XY,+marl,+mar2,+mar3[9]/48,XY,
+marl,+mar2[20]/47,XY,+marl[36]. El cariotipo de ambos padres
fue normal, demostrando que los cromosomas extras se habian

producido de novo.

135



RESULTADOS

LIRS ( )

71 %’ s
lj !} !ﬁ! i

£2 a! .. 81 * , ‘

19 20 21 22 marcadores X ¥

Fig.30. Metafase del paciente con 48,XY,+marl,+mar2 en la que se

aprecian dos marcadores extra diferentes.

Para identificar el origen y contenido de los cromosomas
marcadores, se hibridé la muestra del paciente con el array de
gGenomics. La hibridacién con el array mostr6 ganancia de dosis
compatible con trisomia parcial de dos regiones: una de ~3.3 Mb
en el cromosoma 10 (10pl1.21-cen), y otra de ~2 Mb en el
cromosoma 14 (14q11.2). Los valores de Log2R para los BACs del
cromosoma 14 fueron mayores en la region cercana al centromero
(~0,5 Mb).
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Fig. 31. Ideogramas de los cromosomas 10 y 14 sobre los que se
aprecian los clones que aparecen ganados en el array (circulo verde) con

marcaje directo (azul) y reverso (rojo).

En el cromosoma 10, la duplicacién abarca desde la Mb 35.54
hasta la Mb 38.65. Esta region contiene 22 genes anotados desde
CREM hasta LOC1001290.

El cromosoma marcador del 14 incluye el intervalo entre 19.48-
21.48 Mb, que contiene 121 genes anotados desde OR4K16P
hasta TRAV9-2, si bien muchos de ellos son familias de genes y
pseudogenes (receptores olfatorios, tRNAs, receptores de
linfocitos T,...).

Para validar los resultados obtenidos en el array, se realizaron
técnicas de FISH con sondas centroméricas, asi como genotipado
de marcadores microsatélite para definir el origen del material

duplicado, y comprobar si procedian o no del mismo cromosoma.
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Fig. 32. resultado del marcador D14S742 (14q11.2) en la que el paciente
presenta 3 alelos, dos de ellos de origen materno y procedentes de

cromosomas diferentes.

Se descarto la presencia de UPD para los cromosomas 10 y 14 en
diversos loci no incluidos en los cromosomas marcadores: 10p15y
10926 (D10S249, D10S587) y 14q31 (D14S280 y D14S985), en
los que el paciente present6 herencia biparental. En la siguiente
tabla se resumen los resultados obtenidos para los marcadores

microsatélites en el paciente y sus padres.
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Locus Mb Marcador R566 (padre) R564 (hijo) R565 (madre) Observaciones
10p11.21 35,59 D10S1247 191-195 187-195 187-195
35,92 D10S1780 232-234 230-232 230-232
36,2 D10S1217 160-172 160 160
36,22 D10S1768 172-176 166-172-176 166-172
37 D10S578 90-98 98-100 100 El alelo 98 en el padre es muy pequefio
37,14 D10S1791 199-203 203-206 206
37,8 D10S508 179-183 183-187 183-187
14q11.2 19,91 D14S261 297 275-297 275-297
20,27 D14S499 371-381 377-381 377
21,27 D14S742 392 392-396-400 396-400 Origen materno SMC(14)
14931 68 D14S68 318-324 324 324
72 D14S280 247-249 245-249 245 NO UPD(14) materna ni paterna
81 D14S985 254 252-254 252
10p15 0,22 D10S249 123-131 119-131 119-119 Herencia biparental, descartada UPD(10)
10926 118,8 D10S587 95-105 95-105 95-99 No informativo

FISH CEP10+CEP 14/22:
Hay 3 sefiales CEP10 en todos los nicleos, y 1-2 sefiales extra de CEP 14/22 en algunos ntcleos.

Tabla 8. Haplotipos obtenidos en el paciente y sus progenitores para

diversos marcadores microsatélites de los cromosomas 10y 14.

Microsatélites Microsatélites

Mb Marcador Mb Marcador
0,22 D105243

ril.2
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3592 DI0SI7E0
®/2  DI0SI217 tri1 F
/22 DINSI7EE o
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\ 227 D145742
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14413,
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14413
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14421
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14431
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14432.13
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14422.2
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Fig. 33. Ideogramas de los cromosomas 10 y 14, en los que se sefialan
con lineas rojas las regiones duplicadas incluidas en los cromosomas

marcadores.
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5.1.1.4 Marcador 4. SMC(7).

En este caso se detecto la presencia de un cromosoma marcador
en mosaico en un cariotipo prenatal a partir de LA, que se confirmd
postnatalmente. La formula cromosomica fue
47,XY,+mar[76]/46,XY[24].
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Fig. 34. Cariotipo del paciente. EI cromosoma marcador esta sefialado

con una flecha.

El cariotipo paterno fue normal, mientras que no fue posible
analizar muestra materna. El nifio habia sido concebido tras FIV
por donacién de 6vulos. La caracterizacion del marcador se realizo
postnatalmente.

En un principio el cromosoma marcador se identificO como
procedente del cromosoma 7 por la técnica de M-FISH, lo que se
confirm6 mediante pintado cromosémico especifico.

La caracterizacion y origen parental del cromosoma se determiné
mediante array CGH de BACs (qGenomics), de SNPs (lllumina
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7p22.3
7p22.2
7p14.2
7p12.1
7p11.2
7p11.2
7p11.2
7911.22
7911.22
7911.23
7911.23
7911.23
7911.23
7911.23
7911.23
7922.1
7936.1
7936.1
7936.1
7936.1
7936.1
7936.1
7936.2
7936.3
7936.3
7936.3
7936.3
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370K), MLPA especifico para genes del cromosoma 7 vy

genotipado de multiples marcadores microsatélite.

Mb Marcador R536 (padre) R535 (hijo) Observaciones Array SNPs lllumina 370K

32 D7S531 282-287 282

4,4 D7S517 252-256 252-256

35,2 D7S484 105-113 111-113

51,1 D7S2422 192-194 192 Duplicaciéon qCHEAP Duplicacion Illumina 370 K
53,4 D7S1911 95 95 desde RP11-47L10 (7p12.1, Mb 53.46) desde Mb 52.88
55,57 D7S499 239-247 247-249

56,1 D7S1531 387-414 387-403-414  hasta RP11-237015 (7p11.1, Mb 57.17) hasta cen (Mb 58)
64-65 D7S3250 121-125 121-125

66 D7S663 164-166 160-164

66,7 D7S502 278-280 278-282

69 D7S2500 117-119 117-119

71 D7S672 138-140 140-142

71 Ws4.4 197 197-205

71 GUIM 172-184 172

71 D7S7280 (CUTL1) 305 305-309

101 D7S515 169 163-169

148 D7S2426 113-115 113-115

148 D7S688 148-150 148-152

150 D7S636 154-156 154-166 400 Kb proximal a CRYGN

150 D7S642 188 188 200 Kb proximal a CRYGN Duplicacién lllumina 370 K

150,766 CRYGN- MLPA normal duplicado desde Mb 150.345
150,769 D7S2439 199-201 193-199-201 alelo 201 ratio 0.6

152 D7S798 no salié no salié hasta 152.026

155 D7S550 201 197-201

155 D7S2465 338-346 334-336 Compatible con UPD materna

156 D7S559 70 70
156,8 D7S2423 245-249 245

Tabla 9: Listado de marcadores microsatélites empleados en la muestra
del paciente y su padre, localizacién cromosoémica y duplicaciones

observadas en los arrays de gGenomics e lllumina 370K.

Mediante analisis de marcadores microsatélite se observé trisomia
parcial de 7pll por duplicacion de los loci D7S1531 (7p11.2), y
paraddjicamente también de D7S2439 (7936.1) mientras que los
marcadores intermedios y distales de 7q demostraron disomia con
herencia biparental. No pudo confirmarse el origen parental del
marcador debido a la ausencia de muestra materna. La presencia
de alelos correspondientes con los del padre en todos los loci
analizados sugirié no obstante un origen paterno.

La existencia de tres alelos distintos indicé un origen en meiosis |
del cromosoma marcador. Se descart6 UPD en multiples loci del

resto del cromosoma.
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Fig. 35. Imagen de los alelos obtenidos para el marcador D7S1531
(7p11.2, Mb 56.1). En la parte superior esta la muestra paterna, y en la
inferior la del paciente, en la que se observan 3 alelos. No se puede
determinar el origen parental al no tener muestra materna. En cualquier
caso, el origen tiene que ser en meiosis |, ya que se origina a partir de

cromosomas diferentes.

El analisis por MLPA de multiples sondas del cromosoma 7 detecto
una duplicacion del gen CRYGN, localizado en 7¢36.3 (Mb
150.766).
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Fig. 36. Patréon de los picos obtenidos para el MLPA especifico del
cromosoma 7. En la parte superior hay una muestra control, en la media
el paciente, mientras que en la inferior estd la muestra del padre del
paciente. Esta sefialado el pico correspondiente al gen CRYGN, en el que
el paciente presenta un incremento de altura con respecto al resto de

sondas.

Estos resultados se validaron mediante la hibridacion con los
arrays de BACs (aCGH) y de SNPs, revelando una region
duplicada de ~4.72 Mb desde 7pl2.1 (Mb 53.46) hasta el
centromero (Mb 58), asi como una duplicacion intersticial de ~1.7
Mb en 7936.3 (en la Mb 150). La region 7pll.2-cen contiene 17
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genes anotados, desde FLJ45974 hasta LOC401357. En la region
de 7936.3 hay 23 genes descritos, desde NOS3 hasta XRCC2.

ID: R535, Chromosome 7

0.0e+00 5.0e+07 1.0e+08 1.5e+08
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Fig. 37. Plot del cromosoma 7. En la parte superior de la imagen estan
representados los valores de log ratio obtenidos para todos los SNPs de
este cromosoma. Se pueden apreciar dos regiones con aumento de
logratio. En la parte inferior esta representada la frecuencia del alelo B
(BAF), en la que se aprecia con claridad las regiones en las que hay un

desequilibrio para los dos alelos.

No se detectaron variaciones en niumero de copias relevantes en

otras regiones gendmicas en ninguno de los arrays.
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Mb Marcador Observaciones Array SNPs lllumina 370K
32 D7 5531
44 D75517
352 D7 5484
a1 DF 52422
-/ Duplicacion qGenomics Duplicacién lllumina 370K
e 534 0751311 desde RP11-47L10 (7p12.1, Mh 53.46) desde Mh 5288
3 a5 87 D7 5495
56,1 0751531 hasta RP11-237 015 (7p11.1, Mb 57.17) hasta cen (b 58)
Pall.2d g B4-65 0753280
66 D7 5663
b BR7 D752
7a21.1L o B9 D7 52500
71 D7 5672
71 WS4 4
il GUIM
71 D7 57280 (CULTT)
101 075515
148 0752426
148 D7 5688
150 D7 5638
150 D7 5642
150 766 CRYGN- MLPA Duplicacién llumina 370K
180,768 DF52439 desde Wb 150345
162 D7 5798 hasta 152 126
“/155 073540
185 D7 52465
3 186 D7 5655
156 .8 D7 52423

Fig. 38. Ideograma del cromosoma 7 en el que se sefialan con lineas

rojas las regiones duplicadas en este caso, incluidas en el cromosoma

marcador.

Mediante FISH con el BAC RP11-193C16 (7g36.1), que contiene
el gen CRYGN, se comprobé que esta region duplicada del

paciente también se encuentra dentro del SMC.
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Fig. 39. Imagen de FISH con la muestra del paciente hibridada con el clon
RP11-193C16 (7g36.1). Las flechas sefialan las sefiales de hibridacién

en los cromosomas 7 y en el pequefio cromosoma marcador.

Por tanto, este paciente presenta una trisomia parcial de ~4.70 Mb
desde la banda 7p12.1 hasta el centrémero (entre las Mb 52.88 y
58), asi como de 1.7 Mb en 79g36.3 (Mb 150.345-152.026); ambas
localizadas en el cromosoma marcador. Es dificil predecir el
mecanismo de generacién de un cromosoma marcador complejo
con material de 7p11 y 7q36. El analisis in silico de las secuencias
de ambas regiones gendmicas no detectd6 homologia significativa
que pudiera haber facilitado el reordenamiento. La falta de muestra
materna impidié estudios adicionales encaminados a determinar la
posibilidad de un reordenamiento de susceptibilidad en la madre
como una inversion pericéntrica o la presencia del propio

marcador.
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5.1.1.5 Marcador 5: iso(13)(p) 6 iso(21)(p).

Este caso procedia de un diagndstico prenatal a partir de cultivo de
LA. En el cultivo se aprecié un cromosoma marcador de pequefio

tamafio en un feto sin alteraciones ecogréficas.
! &

:

b e s
- ] P
-
T
=y
fbi =
e
b 3
%

1 2 3 4 5
L ‘.' Q 'ﬂ"‘l .a ¥ 5‘. & 1
b 3% M EX R 5% B

6 7 8 9 10 1 12
G i Ha " a ia ]
13 14 15 16 17 18

W s
.- 2 “n 28 i
19 20 21 22 X ¥

g w

Fig. 40. Cariotipo de la paciente, con el pequefio cromosoma extra

sefialado.

Para comprobar la presencia de material satélite en el cromosoma
marcador, se realizd una tincion NOR (nucleolar organizating
region). La tincién de la muestra con la técnica de bandas NOR fue

positiva para el marcador.

147



RESULTADOS

J g
. i = ':‘.ﬂ )
S 4 :
o e "
¥ ' ,
T; .
- : '. o X O"
Q= " -
#'.‘ " "
¢ " | -k y
L
. S

Fig. 41. Tincidon bandas NOR, la flecha sefiala el cromosoma marcador.

Para su caracterizacion ulterior, se aislaron 8 unidades del
cromosoma marcador mediante microdiseccion manual, que se
usaron como sonda para FISH reverso sobre metafases de un

control, asi como sobre extensiones de la misma muestra.

)
= X
|

16.10.07-2
47 XX,+mar
8 mar were microdissected

Fig. 42. FISH reverso del caso sobre metafases de un individuo control.
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El FISH reverso usando como sonda el ADN de la microdiseccion
mostré sefial de hibridacibn en los centrdbmeros de los
cromosomas acrocéntricos, asi como en los satélites del
cromosoma 22. La hibridacion con las sondas centroméricas de los
cromosomas 13/21 mostré sefial de hibridaciéon en el cromosoma
marcador, mientras que la sonda para los centrémeros 14/22 no
presentd sefial. La hibridacion con Midi54, una sonda especifica de
regiones satélite de los cromosomas acrocéntricos generada por
microdiseccion manual en el laboratorio del Dr. Thomas Liehr,

también dio sefial en el cromosoma marcador.

Chromosome 13 Chromosome 14

Chromosome 21 Chromosome 22

Fig. 43. Izquierda: FISH de la muestra con los centromeros de 13/21
(spectrum green), MiDi 54 (DEAC), 13q12 (RP11-110K18, rhodamin),
21911 (RP11-89H29, Cyb5). Derecha: centrémeros 14/22 (spectrum
green), 22q11 (Rp11-17207, spectrum orange), 22q (Cy5).

El cromosoma marcador se interpretd como material satélite del
cromosoma 13 6 21 (bisatelitado dada la morfologia). En esta
region no hay genes descritos, salvo secuencias repetitivas que

codifican para las regiones organizadoras nucleolares (NOR).
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En la siguiente tabla (tabla 10) se muestra un resumen de la caracterizacion de los casos con cromosomas marcadores.

CASO FORMULA CARIOTIPO ORIGEN DIAGNOS | MOTIVO ANALISIS | TAMARNO, N2 GENES TECNICAS CARACTERIZACION
MARCADOR TICO GENETICO ORIGEN INCLUIDOS
Marcador 1 | 47,XY,+mar[13]/46,XY[7] De novo, Postnatal Craneosinostosis ~16 Mb 60 CGH, SKY FISH, WCP, FISH con
materno, congénita 6p1l.2->cen BACs, PCR microsatélites
meiosis |
Marcador 2 | 47,XY,+mar[76]/46,XY[24] | De novo, Prey Anomalia ecografica 22 | ~10 Mb 140 Array CGH BACs, PCR
paterno, postnatal trimestre 10p11.21-q11.22 microsatélites
meiosis Il
Marcador 3 49,XY,+marl,+mar2,+mar | De novo, Prey Screening bioquimico ~3 Mb 22+121 Array CGH BACs, PCR
3[91/48,XY,+marl,+mar2[ | materno, postnatal 19 trimestre embarazo 10p11.21->cen microsatélites, FISH centromérica
20]/ meiosis | alterado ~1.2 Mb 14qg11.2
47,XY,+marl[36]
Marcador 4 | 47,XY,+mar (prenatal) De novo?, Prey Retraso crecimiento ~4.7 Mb 17+23 M-FISH, WCP, Array CGH BACs,
47,XY,+mar([65]/46,XY[20] | paterno?, postnatal intrauterino 7p12.1->cen; 1.7 Array SNPs lllumina 370K, MLPA,
(postnatal) meiosis | Mb 7g36.3 PCR microsatélites, FISH con BACs
Marcador 5 47,XX,+mar[20] Heredado, Prey Edad materna ~20-32 Mb 0 Microdisecciéon manual, FISH
materno postnatal | avanzada 13p13->cend reverso, FISH centromérica

21p13->cen
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5.1.2 Anomalias balanceadas
Translocaciones reciprocas

5.1.2.1 Translocacion 1: 46,XX,t(9;11)(q34;p11.2)

En esta paciente (CR) con retraso global leve y trastorno
especifico del lenguaje, se obtuvo un cariotipo en sangre periférica
con una translocacion reciproca aparentemente equilibrada con
formula: 46,XX,t(9;11)(g33;p11).

Wi oHou
TN 2R

b 24 40 28 o1 i
. i Y .3 ) "

19 20 21 22

Figura 44: Cariotipo en el que se aprecia una translocacién entre los

cromosomas 9y 11.

Los cariotipos de sus padres fueron normales, indicando que la
translocacion de CR era de novo. La sonda de pintado
cromosOmico especifica del cromosoma 9 (WCP9) mostré6 una
pequefa sefal de hibridacion visible en el cromosoma derivativo
11. Dado que la resolucién de esta técnica es aproximadamente
de unas 10 Mb, el fragmento del cromosoma 9 translocado al

cromosoma 11 deberia ser igual o mayor a 10 Mb.
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Figura 45: Metafase con la hibridacion WCP9. La flecha roja indica la

sefial de hibridacion en el der(11).

Para la caracterizacion de los puntos de rotura en los cromosomas
9 y 11 se usaron clones de BACs como sondas. En cada uno de
los cromosomas se fue acotando la regiébn mediante hibridaciones
sucesivas desde los extremos centromérico y telomérico predichos
por citogenética convencional. En concreto se usaron 10 clones
para el cromosoma 11, localizados desde el centromero (Mb 50)
hasta la Mb 34. Para localizar el punto del cromosoma 9 se
emplearon 20 clones, desde la Mb 133 hasta la Mb 122. En la
siguiente tabla se muestra la lista de los clones empleados, asi
como su localizacion y el cromosoma en que mostraban sefial de

hibridacion.
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Clon BAC Localizaciéon Hibridacion
RP11-277N8 11p13 der(9)
RP11-768P16 11p12 der(9)
RP11-70A9 11p11.2 der(9)
RP11-306K10 11p11.2 der(9)
RP11-784022 11p11.2 der(9)
RP11-36904 11p11.2 der(9)
RP11-343D9 11p11.12 der(9)+ der(11)
RP11-702F3 11p11.12 der(11)
RP11-425G10 11p11.12 der(11)
RP11-57618 11p11.12 der(11)
RP11-89A1 11p11 (cen) der(11)

Clon BAC Localizacién Hibridacion
RP11-778D5 9qg34.11 9

RP11-85C21 9qg34.11 9

RP11-121C13 9g34.11 der(9)
RP11-634C23 9g34.11 der(9)+ der(11)
RP11-582A18 9g34.11 der(9)+ der(11)
RP11-258M22 9qg34.11 der(11)
RP11-391L15 9g34.11 der(11)
RP11-513D3 9qg34.11 der(11)
RP11-423C15 9g34.11 der(11)
RP11-161P7 9qg34.11 der(11)
RP11-661B9 9qg34.11 der(11)
RP11-809E4 9q934.12 der(11)
RP11-451D9 9q34.12 der(11)
RP11-809P13 9g34.13 der(11)
RP11-723C24 9q34.2 der(11)
RP11-666F23 9qg34.3 der(11)

Tabla 11: Listado de los

BACs empleados para localizar el punto de

rotura de la translocacion. En color rojo estan sefialados los que

cohibridaban en ambos cromosomas derivativos.

El punto de rotura del cromosoma 9 se encuentra en la zona de
solapamiento de los clones RP11-634C23 y RP11-582A18.
El telémero 9qter estd aproximadamente en 133 Mb, por lo que el

fragmento translocado del cromosoma 9 tendria ~12 Mb.
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Figura 46: Mapa de la region donde se encuentra el punto de rotura del

cromosoma 9.

El punto de rotura del cromosoma 11p11.2 se localiza en el clon

RP11-343D09,

siendo el

cromosoma de ~46 Mb.
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Figura 47: Mapa de la region donde se encuentra el punto de rotura del

cromosoma 11.
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11 Der{11)

Der(9)

Fig. 48. ldeogramas de los cromosomas 9 y 11, asi como de los

derivativos resultantes de la translocacion.

Para acotar las regiones afectadas por la translocacion en ambos
cromosomas se empled la técnica de Southern blot radioactivo. Se
desarrollaron diversas (14) sondas en el intervalo critico en ambos
cromosomas por PCR con cebadores especificos. La sonda rosa
detectd un fragmento nuevo en la paciente que deberia contener el
fragmento de unién.

PPN o0 RO FICCL O 0ok POt PO DERT TETEY PP L DIV O RO PR TYG01 P oo o

HindI11 EcoRl HindI11
EcoR1 EcoRI
HindIIT

Hind111

+——»

4 kb

sesspasssssnsfassnsnsnnnan

9.5 Kb

Figura 49: Izquierda: imagen obtenida con Souhtern blot en la que se

sefiala la banda extra presente en la digestion de muestra de la paciente.
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Derecha: mapa de restricciéon con la localizacion de la sonda y los
fragmentos esperados. Mediante la hibridacion con la sonda localizada en
el intron 7 del gen PHF21A (Chrll, nt 45981209-45981661, hg 18) se
detecté la presencia de una banda extra en el ADN de la paciente que no
aparece en el ADN control. El tamafio esperado para la digestion con

EcoRlI era de 9 Kb mientras que para la digestién con Hindlll era de 4 Kb.

En la paciente observamos una banda extra para EcoRI de ~7 Kb
(representada en el esquema como una linea roja discontinua).
Por tanto, el punto de rotura de la translocacion generaba una
nueva diana para el enzima EcoRI.

El disefio para clonar y secuenciar los puntos de rotura de los
cromosomas derivativos se realizdé mediante PCR de larga
distancia con parejas de cebadores enfrentados disefiados cada
uno en un cromosoma. Se probaron varias combinaciones de
cebadores hasta que se dio con la pareja que obtuvo un producto
de PCR especifico en la paciente. Este producto fue secuenciado y

la secuencia analizada por BLAT.
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Fig. 50. Arriba: esquema de la localizacidn de los cebadores en los genes
PHF21A y GOLGAL. Debajo: imagen de la migracién de los productos de

PCR, con resultado positivo para la muestra de la paciente.
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El punto de rotura de la translocacion del derivativo 9 se localizd
entre el intrén 19 y el exén 23 de GOLGAL, posicion en la que se
detectd una delecion de 2627 pb (126684023 -12686650). El punto
de rotura del derivativo 11 se localizd en el intron 7 de PHF21A

existiendo una insercion de 1 nucleétido como Unico desbalance.

- Chrd 126686661 AASCTTATCCCAGCTTTGETTTARA 126686630

Der(11) AAGCTTATCCCAAGT TCAGACCTT
- i b B 45983628 ATCGECACCAAATCETT CAGACCTT 459583651
- Chr? 126684032 TCTTCGAACT CCOGGEAGAAR 1266834013
Der(9) CAALATT AGSACCCEEEAGARD
ins Sphk
del
Zez7ph
i 4 v 459833636 CAAATETTCAGACCTTCCTETTCT 459833650

El punto de rotura en 9933.3 interrumpe un Unico gen: GOLGAL
(golgi autoantigen, golgin subfamily a, 1). El gen tiene un tamafio
de 62 Kb, con 23 exones. Existen dos variantes de splicing: la
primera so6lo contiene 3 exones (524 pb) y podria codificar para
una proteina de 83 aminoacidos, mientras que la segunda
corresponde a la proteina golgin97, contiene los 23 exones (4797
pb) y se traduce en una proteina de 767 aminoé&cidos (97 KDa).

El punto de rotura en 11p11.2 interrumpe el gen PHF21A (PHD
finger protein 21A). Este gen codifica para una proteina
componente del complejo de histona deacetilasa, que media la
represion de genes especificos de neuronas a través del RE1
(repressor element 1), o a través del NRS (neural restrictive
silencer). Este gen tiene un tamafio de 189 Kb y contiene 18
exones, con un intron de unas 100 Kb entre los exones 7 y 8.
Tiene dos transcritos: uno de 634 aminoacidos que codifica para
una proteina de 70.2 KDa, y otro de 681 aminoacidos que genera

una proteina de 74.9 KDa.
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Fig. 51 Representacion de los puntos de rotura del cromosoma 9, en el
rectangulo rojo estan contenidas las 2.6 Kb delecionadas.
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Fig. 52 Esquema de la region del cromosoma 11 en el que se sefiala el
punto de rotura del gen PHF21A con una linea roja.

La orientacion transcripcional de los genes PHF21A y GOLGAL es
opuesta, por lo que en los cromosomas derivativos nuevos que se
originan por la translocacion no es predecible la formacion de un
gen de fusion.

La cuantificacion relativa de los niveles de expresion de los genes
PHF21A (exones 7-9 -interrumpidos por el punto de rotura de la
translocacion- y exones 16-17) y GOLGAl (exones 19-23 -
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interrumpidos por el punto de rotura- y exones 6-10) se realizd
mediante PCR cuantitativa a tiempo real con SYBRgreen, a partir
de ADNCc de linfocitos de sangre periférica y de linfoblastos de
linea celular, de la paciente y 11 individuos control. El gen control
interno fue PBGD (11g23.3; exones 1-4).

PH7 normalizado

)

© S NS N 2
'\,OC}'\'O\'

O

PHF16 normalizado

Fig. 53. Gréficos en los que se muestra la expresion relativa del gen
PHF21A (parte superior: exones 7-9; parte inferior: exones 16-17)

normalizada con respecto al gen PBGD en muestras de linfocitos de
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sangre periférica. Los resultados de la paciente se indican con flechas. La
expresién esta comparada con dos grupos controles distintos (izquierda-

derecha).

Se detectd una disminucién de la expresion de PHF21A (exones 7-
9 y 16-17) en la paciente en linfocitos de sangre periférica,
compatible con haploinsuficiencia por la presencia de una sola
copia funcional del gen.

En cambio, en el analisis de linfoblastos no hay diferencias de
expresion en ninguno de los genes entre la paciente y los
controles. Comparando la cantidad de expresion entre los dos
tipos celulares, las lineas linfoblastoides tienen una reduccion
dréstica de expresion de este gen (60-75%), de modo que las

posibles diferencias de expresion estan minimizadas.
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Fig. 54. Comparacion de la expresion relativa de muestras a partir de
lineas celulares con respecto a muestras a partir de linfocitos de SP con
los exones 16-17 del gen PHF21A.
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También se observa reduccién de expresion del gen GOLGA1L (por
RTPCR de exones 19-23 y 6-10) en la paciente. El estudio
mediante Northern blot no obtuvo sefial en ninguna muestra.

Posiblemente porque la expresion de este gen en linfocitos es

baja.
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Fig. 55. Comparacioén de la expresion relativa de muestras de la paciente
(sefaladas con flechas) a partir de linfocitos de SP con los exones 19-23
del gen GOLGAL.

El estudio funcional de estos genes se realizé mediante Western
blot en extractos proteicos de linfoblastos de linea celular de la
paciente y de individuos controles, con anticuerpos para PHF21A
(BHC80) (monoclonal de raton contra la region C terminal del gen,
correspondiente a los aminoacidos 331-431); y para GOLGAl
(policlonal de conejo contra la regién C terminal).

Con este estudio se pretendia comprobar si la disminucion de
expresion de estos dos genes se traducia también en una
reduccién de la cantidad de proteina en la paciente, asi como
descartar o comprobar la presencia de proteinas de tamafio

anomalo procedentes de alguno de los cromosomas derivativos).
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PHF21A
75 KDa

Tubulina
50KDa

S ratic/controles

Ri14 HIO0695 HI1099 R11460 HI 1155 Ri14-2 HI 2203 HI 2205
g

Fig. 56. Western blot con el anticuerpo especifico para PHF21A y tubulina
como control. Las muestras de extracto proteico de la paciente estan

sefialadas con flechas.
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Fig. 57. Western blot con el anticuerpo especifico para GOLGALl y
tubulina. Las muestras de extracto proteico de la paciente estan

sefialadas con flechas.
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No se observé diferencia de expresion entre la paciente y los
controles con ninguno de los dos anticuerpos, ni proteinas
andémalas presente especificamente en la paciente con ninguno de
los dos anticuerpos. Las proteinas proceden de las células de la
linea linfoblastoide; en los experimentos de PCR cuantitativa
tampoco se observé diferencia de expresion entre la paciente y los
controles, y si una disminucion del 60-75% de expresion
comparado con las muestras de material de linfocitos de sangre

periférica.

Teniendo en cuenta que el gen PHF21A pertenece al complejo
BRAF35/HDAC2 histona deacetilasa, que media la represion de
genes especificos de neuronas y su haploinsuficiencia en la
paciente con TEL, este gen podria ser un buen candidato como
responsable de este fenotipo. EI complejo estd integrado por 6
subunidades: BRAF35, RCOR1, HDAC1, HDAC2, BHC110 y
PHF21A. Para hacer una buUsqueda rapida de posibles
reordenamientos en este gen u otro de los genes de este
complejo, se disefidé un juego de sondas de MLPA en nuestro
laboratorio que incluia estos 6 genes, y ademas sondas para las 2
Unicas regiones descritas asociadas a TEL: el gen FOXP2 (7q31) y
la region del sindrome de Williams-Beuren (WBS), de la que
seleccionamos el gen WBSCR1. Se realizO este rastreo en 19
pacientes con TEL, 165 pacientes con RM idiomético (78 mujeres
y 87 hombres), 87 autistas y 52 controles. No se observaron
diferencias de numero de copias (pérdidas o ganancias) para
ninguno de estos genes en ninguna de las poblaciones estudiadas.
Posteriormente se realiz6 una busqueda de mutaciones en el gen

PHF21A mediante secuenciacion directa de los 18 exones en la
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poblacion de 19 individuos con TEL. En este caso, la Unica
variacion detectada fue 1 SNP en el exén 12 en 2 individuos (SNP
rs3736508). En la base de datos de Hapmap, la frecuencia de este
SNP en poblacion europea (CEU) es de 0.955 para el alelo CC
(207/112 individuos), mientras que para los heterocigotos CT es de
0.045 (5/112 individuos).

170 180
2 W = = = =W m = =

o L

Fig. 58. Fragmento de secuencia del ex6n 12 del gen PHF21A en el
individuo AUT222 01, en el que se puede apreciar el SNP C/T.

En resumen, esta paciente es portadora de una translocacion de
novo aparentemente balanceada con formula t(9;11)(q34.1;p11.2),
que interrumpe dos genes: GOLGAL en el 9934 y PHF21A en
11pl11.2. A nivel molecular hay una delecibn de 2.6 Kb en el
cromosoma 9, y una insercion de 1 pb en el cromosoma 11. Los
estudios de expresion para ambos genes en linfocitos de SP
revelaron una reduccion en la paciente (compatible con
haploinsuficiencia), pero en linfoblastos de linea celular establecida
los niveles de expresion y de proteina de ambos genes eran
iguales en la paciente y los controles, aunque reducidos un 60-

75% con respecto a linfocitos. Los rastreos de reordenamientos en
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el gen PHF21A y los dema&s miembros del complejo al que
pertenece (BRAF35/HDAC2 histona deacetilasa) en diversos
pacientes con fenotipos de RM, TEL y autismo no mostraron
alteraciones, ni tampoco el rastreo de mutaciones por
secuenciacion directa de PHF21A en la cohorte de pacientes con
TEL.

5.1.2.2 Translocacion 2:
45,XY,t(17;22)(p13.3;911.2),-22

En este paciente con rasgos dismorficos, anomalias de las
extremidades y RM severo, se obtuvo un cariotipo en sangre
periférica con una translocacion no balanceada:
45,XY,t(17;22)(p13.3;9q11.2),-22, con pérdida de la region 17pter,

asi como de la méas proximal del cromosoma 22.
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Fig. 59. Imagen del cariotipo del paciente (caso indice) en la que se
aprecian los 45 cromosomas y la translocacion (17;22). La flecha indica el
der(17).
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Fig. 60. Ideogramas de los cromosomas después de la translocacion. En
la parte derecha de la imagen se observa el cromosoma derivativo 22,

gue incluye la region DGS y la regién 17pter, ausente en el paciente.

El cariotipo de su madre y hermana presentaba la misma
translocacion. Revisando la historia familiar, el abuelo materno era
portador de la translocacion balanceada, con presencia de un
der(22) que incluia las dos regiones ausentes en el paciente, su
madre y su hermana, habiendo ademas diversas manifestaciones
clinicas en varios miembros de la familia, como se representa en la

Figura 61.
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Fig. 61. Arbol genealdgico de la familia del paciente con la t(17;22),
[individuo 11I-1].

EI Ectrodactilia

Para definir el tamafio de la delecion de 17pter se hibridé la
muestra del paciente con el array de gGenomics. Los clones CTD-
2348K1 (nt 2-116762) y CTD-2009B12 (nt 371341-489193) se
detectaron delecionados, mientras que RP13-479I05 (nt 454021-
571377) obtuvieron resultados intermedios, con alguna réplica con
log ratio <-0.20. En los experimentos de FISH este clon mostré dos
sefales, una de ellas menos intensa [der(17)]. Los ratios del
siguiente clon (RP11-408L19; nt 623188-820015) fueron normales,
de modo que se definid la delecién desde el telémero hasta ~489
Kb. Esta region contiene 3 genes descritos: RPH3AL, LOC400566
y FAM101B, asi como el gen VPS53, que se encuentra

interrumpido por la translocacion.
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Fig. 62. Region p terminal del cromosoma 17, donde se sefiala con linea
discontinua la localizacion aproximada del punto de rotura de la
translocacion. La zona proximal a este punto estd delecionada en el

paciente.

Fig. 63: Imagen de FISH de una metafase y un nucleo de la extension del
paciente en la que se aprecia la delecion del clon CTD-2348K1 (17p13.3,

clon mas telomérico) en el der(17), sefialado por la flecha.
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El analisis de PCR con el marcador microsatélite D17S289 (17pter,
417 Kb del telémero) confirmé la delecion asi como el origen

materno.

Fig. 64. Imagen del microsatélite D17S289. De arriba abajo: hijo (lll-1),
padre (II-1), hija (11I-2) y madre (lI-2).

Se descarté una posible variacion de nimero de copias en otros
loci del genoma con la hibridacién array qGenomics, mientras que
con el array de cobertura total para el cromosoma 22 (tiling path
287 clones) se definié la regién delecionada como la parte
proximal de 22qll, incluyendo 1.5Mb de la regién critica del
sindrome DiGeorge/velocardiofacial (DGS/VCFS).
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Fig. 65. Plots de los cromosomas 17 y 22 obtenidos con el array de
gGenomics. Las sondas delecionadas estan sefialadas dentro de la

elipse.

Considerando el fenotipo de displasia ectodérmica que presentan
el paciente, su padre, hermanos y sobrino se solicitd6 una
busqueda mutacional en el gen p63 al laboratorio de genética
clinica del Hospital de Rouen (Francia), mediante secuenciacion
directa de los 16 exones a partir de ADN gendmico. Todos ellos
son portadores de la mutacion ¢.680 G>A, localizada en el exon 6
del gen p63.

Por tanto, el paciente es portador de una translocacion no
balanceada de herencia materna que genera una delecién de casi
500 Kb en 17pter, y de varias Mb desde 22pter a 22g11.2
incluyendo la regién critica de DGS/VCFS, asi como una mutacion
en el gen p63 de herencia paterna. La coexistencia de ambos

reordenamientos genera un fenotipo mas severo (malformaciones
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en extremidades y RM profundo) tanto en el paciente como en su

hermana, aunque con expresividad variable.

5.1.2.3 Translocacion 3: 46,XY,t(7;18)(p15.3;921).

En este paciente, con un diagnostico de hipogonadismo
hipogonadotrdpico, se observé en linfocitos de sangre periférica
una translocacién aparentemente balanceada con férmula
46,XY,1(7;18)(p15.3;921).
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Fig. 66. Cariotipo del paciente con la t(7;18). Las flechas indican los

puntos de rotura de la translocacion.
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Fig. 67. Ideogramas de los cromosomas 7 y 18 después de la
translocacion.

Se realizaron cariotipos a los familiares disponibles (madre y 4
hermanos), resultando todos normales. Sin embargo, no se pudo
estudiar el cariotipo paterno por haber fallecido. Para comprobar
que la translocacién era de novo, se realiz6 un analisis de los
marcadores microsatélites flanqueantes a los puntos de rotura de
la translocacion en el paciente, su madre, y dos de sus hermanas.
El analisis de haplotipos mostrd la herencia de los mismos alelos
paternos en el paciente y sus hermanas, lo que reduce la
probabilidad de que hayan ocurrido cuatro reordenamientos en
cada cromosoma en una meiosis paterna a ~5.76x10™*, por lo que

se consider6 que esta translocacion era de novo.
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Fig. 68. Haplotipos obtenidos en el paciente, su madre y sus hermanas
con marcadores microsatélite flanqueantes a los puntos de rotura para

descartar la posible herencia de la translocacion.

Para analizar el contenido génico de uno de los derivativos se
aislaron 6 unidades del der(7) mediante microdiseccion manual y
posterior FISH reverso sobre metafases de una muestra control,
en el que se observo sefial de hibridacion en la practica totalidad
del cromosoma 7 (excepto 7pter) y en la parte distal del

cromosoma 18.
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Fig. 69. Metafase de un individuo control hibridada con FISH reverso del

material der(7) amplificado.

Fig. 70. Imagen ampliada de los cromosomas 7 y 18, en los que se

observa sefial de hibridacion en casi la totalidad de los cromosomas 7

(excepto en pter), asi como la parte distal de 18qter.

El material aislado del der(7) se hibridé sobre un array de
oligonuceldtidos Agilent 244k, con cobertura de sondas cada ~8.9
kb. Para analizar los resultados del array se usaron directamente
los valores de intensidad de sefal, para evitar la pérdida de
informacion, ya que mediante la normalizacion convencional los
valores tendian a 0. Por tanto, se consideré el criterio de presencia
de intensidad, es decir, se tomaron como positivas las sondas con

valor >0.
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Fig. 71. Ideogramas de los cromosomas 7 y 18, con los puntos de rotura
de la translocacién sefalados. A su lado, plots de las sondas del array
Agilent 244K, con aumento de log,ratio en las regiones contenidas en el

der(7).

La primera sonda en un cluster con ratio mayor que O en el
cromosoma 7 fue A_16_P37928307 (nt 12068751, 7p21.3), a
11744 pb de la siguiente sonda proximal. En el cromosoma 18, la
primera sonda en un cluster con ratio significativo fue
A_16_P03376897 (nt 53262907, 18g21.31), a 5861 pb de la sonda
proximal mas cercana. El porcentaje de falsos positivos para los
cromosomas 7 y 18 fue del 0.7% y 0.6%, respectivamente;
mientras que el de falsos negativos de un 84% y 88%.

A partir de estos datos se seleccionaron 3 clones BACs para FISH
en cada cromosoma. Una de las combinaciones mostré sefial de
fusién en ambos derivativos abarcando el punto de rotura en cada

cromosoma.
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Fig. 72. FISH con los BACs RP11-784N11 (7pl15, marcada en rojo) y
RP11-380K20 (18921, marcada en verde). El clon del cromosoma 7
cohibrida en 7q11.

La distancia entre el punto de rotura predicho por el array de
oligonucledtidos y punto de rotura aproximado del clon que mostré
sefial de hibridacion en los dos derivativos es de ~117 Kb en el

cromosoma 7, y de ~70 Kb en el cromosoma 18.
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Fig. 73. Region del cromosoma 7 donde se localiza el punto de rotura de
la translocacion, se sefialan los puntos de rotura predichos por el array de

oligonucleoétidos y posteriormente por FISH con BACs.
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Fig. 74. Region del cromosoma 18 donde se localiza el punto de rotura de
la translocacion. Estan sefialados el BAC que cohibrida en ambos
derivativos y la sonda del array donde estaba predicha la localizacion del

punto de rotura.

En el cromosoma 7 no hay ningln gen anotado contenido en el
BAC interrumpido por el punto de rotura de la translocacion,
mientras que en el cromosoma 18 el gen que puede estar afectado
es ST8SIA3 (ST8 alpha-2,8-
sialyltransferase 3). Este gen tiene expresion descrita en cerebro

alpha-N-acetyl-neuraminide
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fetal y adulto, asi como en higado fetal. Esta implicado en la
glicosilacion (adicion de carbohidratos) de proteinas, y pertenece a
la familia de la sialotranferasas, que transfieren acido sialico a las
glicoproteinas o glicolipidos.

Mediante secuenciacion total a partir de ADNg con la tecnologia de
Paired end mapping se obtuvo un numero total de lecturas
especificas de un sélo locus de 6.5 millones, de las cuales 72800
eran hibridas, es decir, tenian extremos correspondientes a dos
cromosomas diferentes. En concreto 219/72000 de las lecturas
tenian extremos del cromosoma 7 y 18, ninguna de ellas cercana a
los puntos de rotura predichos por FISH.

Para comprobar la presencia de posibles reordenamientos en los
puntos de rotura, asi como en otros loci del genoma se hibrid6 una
muestra de ADNg este paciente con el array de SNPs de alta
densidad de lllumina (370K). No se apreciaron pérdidas ni
ganancias de material genético en las zonas de los puntos de
rotura de ninguno de los cromosomas con la densidad de sondas
gue proporciona este array.

Como unico reordenamiento en otro locus del genoma se observo
una duplicacion de 245 Kb en el cromosoma X (Xg22.1, Mb 101)
que contiene las dos variantes descritas del gen NXF2 (nuclear
RNA export factor 2), implicada en el transporte del ARNm del
nucleo al citoplasma, pendiente de validar. Este locus no esta
alterado en ninguna de las 1978 muestras de controles hibridadas
con el array de lllumina 1M en nuestro laboratorio.

Para intentar clonar el punto de rotura a nivel de nucleétido se
disefi6é una bateria de cebadores en cada cromosoma (7 y 18), con
orientaciones opuestas para amplificar en cada derivativo, sin éxito

hasta el momento.
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Por tanto, este paciente presenta una translocacion de novo
aparentemente balanceada entre los cromosomas 7 y 18, cuyos
puntos de rotura definidos mediante microdiseccion manual, FISH
reverso y FISH con BACs no predicen la formacion de un nuevo
gen de fusion y si la posible interrupcién o desregulacién del gen
ST8SIA3 (18g21.21).

5.1.2.4 Translocacion 4: 46,XX,t(11;13)(g21;922)

En este caso la paciente era una nifia con RM vy retraso del
lenguaje que presentaba una translocacién en sangre periférica

aparentemente balanceada de novo: t(11;13)(g21;922).
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Fig. 75. Imagen del cariotipo de la paciente. Con flechas se sefalan los
puntos de rotura de la translocacion. EI cromosoma der(13) es el que

aislamos por microdiseccion para analizar su contenido génico.
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i o i

der(11)
11 13 der(13)

Fig. 76. Ideogramas de los cromosomas 11 y 13 después de la

translocacion.

Para clonar los puntos de rotura se aislaron 7 unidades de der(13)
mediante microdiseccién manual, FISH reverso sobre metafases

de una muestra control e hibridacion sobre arrays (BACs y

oligonucledtidos).

"
i MM iF

Fig. 77. Imagen del FISH reverso del la hibridacién del der(13) sobre
metafases de un caso control. Se puede apreciar cohibridaciéon en los
centromeros de los cromosomas acrocéntricos debido a la homologia

parcial de secuencia.
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Fig. 78. Sefial de hibridacién obtenida para los cromosomas 11y 13 con

el FISH reverso del material amplificado del der(13).

El ADN aislado y amplificado a partir de la microdiseccion se
hibridd primero con el array de gGenomics para comprobar el
comportamiento de este tipo de material sobre un array. Los
resultados evidenciaron un aumento en el log ratio de los clones

contenidos en el cromosoma aislado.
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Fig. 79. Representacion de los plots de los cromosomas 11 y 13 con el
array gGenomics, en el que se sefialan con un circulo rojo los clones que

muestran ganancia.

A continuacion se hibridé sobre el array de oligonucledtidos de
Agilent 244K, obteniendo un patrén de hibridaciéon muy similar,

como se puede apreciar en la siguiente figura:
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Fig. 80. Ideogramas de los cromosomas 11 y 13 en los que se sefialan
los puntos de rotura de la t(11;13), y en la parte derecha se representan
las sondas de los oligonucleétidos del array Agilent 244K, en la que se

puede apreciar el contenido génico del der(13).
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La hibridacion del material obtenido a partir de la microdiseccion
sobre el array de oligonucleétidos permitié delimitar las sondas que
estaban contenidas en el cromosoma derivativo. En el cromosoma
11, la primera sonda en un cluster con un ratio mayor que 0 es
A 16 P02481378 (nt 82321946, 11gl14.1), a 8886 pb de la
siguiente sonda mas proximal. En el cromosoma 13, la primera
sonda que tiene un ratio mayor que 0 es A 16 P19809542 (nt
49430199, 13g14.2), a 12.3 Kb de la siguiente sonda. El
porcentaje de falsos negativos para ambos cromosomas fue del
65%, mientras que el de falsos positivos un 0.5% en el caso del
cromosoma 11 y un 0.45% para el cromosoma 13.

Una vez obtenidos los resultados del array de oligonucleétidos se
seleccionaron los clones adyacentes a los puntos de rotura
predichos para FISH, y la combinacién que presentaba sefal de
hibridacion en ambos derivativos era la que formaban los clones
RP11-815M10 (11g14.1, nt 82131926 - 82282297) y RP11-413A14
(13914.2, nt 49405812 - 49541416). Por tanto, la férmula
cromosomica se reescribié como 46,XX, t(11;13)(q14.1;914.3).
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Fig. 81. Regiones donde se localizan los puntos de rotura de la
translocacion. En color amarillo estan destacadas las sondas del array
donde fijamos los puntos de rotura. Parte superior: cromosoma 11, parte

inferior: cromosoma 13.

En el cromosoma 11 el punto de rotura interrumpe el gen PRCP
(prolylcarboxipeptidase), puesto que la sefal del BAC RP11-
815M10 es mucho més visible en el der(11) que en el der(13),
donde practicamente no se aprecia, con lo que el punto de rotura
esta situado en la zona terminal del clon, precisamente donde
localiza el gen PRCP. En el cromosoma 13 el BAC que abarca el
punto de rotura contiene los genes RFP2 (TRIM13), incluido en la
region minima delecionada en la leucemia linfatica crénica tipo B
(LLC-B); y el gen KCNRG (potassium channel regulador). La
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distancia entre el punto de rotura predicho por el array de
oligonucledtidos y el punto de rotura aproximado del clon que
abarca el punto de rotura es de ~60 Kb en el cromosoma 11 y ~30
Kb en el cromosoma 13.

No se ha podido definir mas el punto de rotura ni la presencia de
otros reordenamientos en el genoma por disponer Unicamente de
material de cromosomas en fijador y no disponer de muestra de
ADN.

En resumen, esta paciente presenta una translocacién de novo
aparentemente balanceada entre los cromosomas 11 y 13, cuyos
puntos de rotura definidos mediante microdiseccion manual, FISH
reverso e hibridacién con array de oligonucle6tidos no predicen la
formacion de un gen de fusion debido a la orientacién
transcripcional opuesta de los genes PRCP (11ql14) y RFP2 y
KCNRG (13qg14); si no la posible disrupcion de alguno de estos

genes.

5.1.2.5 Translocacion 5:
46,XY,1(4;15)(g24;926),add(7)(q36)[15]/46,XY[5]

Este caso es un paciente con una leucemia aguda mieloide
secundaria a una leucemia crénica mielomonocitica tipo 2, con
cariotipo en médula 6sea (MO): 46,XY,t(4;15)(q24;926),add(7)
(gter)[15])/46,XY[5]. Para definir los puntos de rotura de la
translocacion se aislaron nueve unidades del cromosoma der(15)
mediante microdiseccion manual. A pesar de la mala calidad de las

metafases obtenidas, este cromosoma se pudo identificar con
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relativa facilidad al ser un cromosoma acrocéntrico de un tamario

mucho mayor que el resto de acrocéntricos (figura 82).
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Fig. 82. Cariotipo del paciente, en el que se sefialan con flechas los

puntos de rotura de la translocacién, asi como el derivativo estudiado

(rodeado en rojo).
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Fig. 83. Ideogramas de los cromosomas después de la translocacion, y

del cromosoma 7 con el material afiadido en g terminal.
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Las sefiales de hibridacién del FISH reverso localizaban sobre la
practica totalidad de los cromosomas 15 y la parte distal del

cromosoma 4.

Fig. 84. Metafase hibridada mediante FISH reverso con el material amplificado a
partir del der(15).
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Fig. 85. Sefal de hibridacién del FISH reverso en los cromosomas 4 y 15,
respectivamente. Hay sefial de hibridaciobn en la parte distal del

cromosoma 4y en la casi entera totalidad del cromosoma 15.

187



RESULTADOS

N

| OO o MG BRSO RO ECEE, SN DTSN R GO
o il Aty e e il o

Fig. 86. Ideogramas de los cromosomas 4 y 15 con los puntos de rotura
de la translocacion. A su lado, plots obtenidos para las sondas del array
Agilent 244K.

La hibridacion del ADN obtenido a partir de la microdiseccion sobre
el array de oligonuclettidos permiti6 delimitar las sondas
contenidas en el cromosoma derivativo. En el cromosoma 4, la
primera sonda en un cluster que tiene un ratio mayor que O es
A_14 P104898 (nt 107324727, 4924), a 11032 pb de la siguiente
sonda proximal. En el cromosoma 15, la sonda es
A _16_P20363081 (nt 96148374, 15026.2), a 12234 pb de la
siguiente sonda distal. En el cromosoma 4, el porcentaje de falsos
negativos fue del 73%, y el de falsos positivos un 0.4%; mientras
gue en el cromosoma 15 se detecté un 70.12% de falsos negativos
y un 0.64% de falsos positivos.

En el cromosoma 4 el punto de rotura estaria en la regibn mas
distal del gen MGC16169 (TBC domain-containing protein kinase-
like, 4924). En el cromosoma 15 no hay genes descritos en la

region implicada en el punto de rotura. En este caso, por tanto, no
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es predecible tampoco la posible formacion de un nuevo gen de
fusion en ninguno de los cromosomas derivativos.
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Fig. 87. Localizaciones de los puntos de rotura predichos por el array de

oligonucleodtidos en el cromosoma 15 sefialados por una linea roja.

A partir de los datos obtenidos en el array de oligonucleotidos se
seleccionaron BACs del cromosoma 4 para realizar FISH. El
andlisis del FISH revel6 que el punto de rotura predicho por el
array (entre los clones RP11-344A14 y RP11-41F09) coincidia con
los resultados del FISH, puesto que el clon mas proximal (RP11-
344K14, 4924, Mb 107) estaba delecionado en las metafases

portadoras de la translocacion.

der(15)

der(15)

Fig.88. FISH con los clones RP11-41F9 (izquierda), que aparece
translocado, y RP11-344K14 (derecha) que esta delecionado (sin sefal

en der(15) y una sola sefal en ndcleo interfasico).
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La hibridaciéon con mas BACs proximales reveld la presencia de
una delecién de ~6 Mb (desde el clon RP11-416P03 hasta RP11-
334K14), que incluye 38 genes anotados, desde DDIT4L hasta
MGC16169, incluyendo el gen TET2, descrito recientemente como
gen supresor de tumores asociado a alteraciones de la linea
mieloide *?**?’, Se realizé un analisis mutacional de los 11 exones
del gen TET2 en el paciente, para descartar una mutacién
homocigota, con resultado negativo. Solo se encontrd6 el SNP
rs2454206 (11762V), localizado en el exén 11.

El punto de rotura proximal de la delecién estaba situado entre los
clones RP11-470F02 (4923, Mb 99.5) y RP11-416P03 (4923, Mb
101.2).
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Fig.89. Situacion de los BACs hibridados en la muestra, el mas proximal
delecionado. La linea discontinua indica el punto de rotura predicho por el

array de oligonucledétidos.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos por FISH y array CGH, la
formula citogenética se reescribio como
46,XY,1(4;15)(g24;926),add(7)(qter)[15]/46,XY[5]. Por tanto, este

paciente presenta una translocacion aparentemente balanceada
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en MO entre los cromosomas 4 y 15, con una delecion de ~6 Mb
en el cromosoma 4 (que incluye el gen TET2), asi como una
adicion de material extra en 7qter de origen desconocido. Los
puntos de rotura de la translocacion predichos por microdiseccion
manual, FISH reverso e hibridacién con array de oligonucleotidos
no predicen la formacion de un gen de fusion, y si la posible
disrupcién del gen MGC16169 (4g24) y delecién del gen TET2.

En la siguiente tabla se resumen las técnicas aplicadas para la

caracterizacion de los casos portadores de translocaciones y los

genes interrumpidos en cada uno de ellos (tabla 12).
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CASO

FORMULA CARIOTIPO

FENOTIPO

GENES INTERRUMPIDOS

TECNICAS CARACTERIZACION

Translocacién 1

46,XX,1(9;11)(g34.1;p11.2)

RM, TEL

GOLGA1 en 9g33.1,
PHF21A en 11p11.2

WCP, FISH con BACs, Southern
blot, PCR, secuenciacion,
western blot, northern blot

Translocacién 2

45,XY,t(17;22)(p13.3;911.2),-22

RM, sindrome
polimalformativo

VPS53 en 17p13.3

FISH con BACs, array CGH,
PCR microsatélites

Translocacién 3

46,XY,t(7;18)(p15.3;921)

Hipogonadismo
hipogonadotrépico

ST8SIA3 en 18217

FISH con BACs, microdiseccién
manual, array
oligonucledtidos,
ultrasecuenciacioén, array
SNPs Illumina 370K

Translocacién 4

46,XX,t(11;13)(q14.1;q14.3)

Retraso desarrollo,
lenguaje, TDAH

PRCP en 11q14.1
RFP2, KCNRG en 13q14.3?

Microdiseccion manual, array
oligonucledtidos

Translocacién 5

46,XY,t(4;15)(q24;926),
add(7)(qter)[15]/46,XY[5]

Leucemia aguda
mieloide

MGC16169 en 4924
Delecion de TET2 (4q24)

Microdiseccion manual, array
oligonucledtidos, FISH con
BACs, secuenciacion

Tabla 12. Resumen de los resultados obtenidos para las translocaciones estudiadas y técnicas empleadas para su caracterizacion.

192



RESULTADOS

5.2 MICRODISECCION MANUAL Y LASER

5.2.1 Microdiseccién manual con aguja

Antes de procesar las muestras de los pacientes se procedi6 a
aislar material cromosémico de 4 muestras diferentes usadas
como control, realizando FISH reverso para comprobar los
resultados.

En el caso de los controles, dependiendo del tamafio del
cromosoma a aislar se emple6 el método en seco o humedo (tabla
13):

Control N2 unidades aisladas Método
Banda 2q subterminal 10 Seco
Cromosoma 2 8 Hdmedo
Brazo 7p 9 Seco
SMC invdup(14) 10 Seco

Tabla 13. Relacion del numero de unidades aisladas y el método

empleado para los controles previos de microdiseccion.
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1.10.07
9 fragments were microdisected and amplified

Fig. 90. FISH reverso de un caso control en el que se aislaron 9 unidades

del brazo cromosomico 7p.

Una vez analizado el resultado obtenido con los controles, se
procesaron tres casos de pacientes con translocaciones
aparentemente balanceadas (translocaciones 3, 4 y 5) y un caso
con un cromosoma marcador (marcador 5), obtenidos a partir de
muestras en fijador de cultivos desde liquido amniético, sangre
periférica y médula osea.

En estos casos, que se caracterizaron mediante microdiseccion
manual, painting reverso y arrays de BACs y oligonucleétidos, los
cromosomas derivativos a aislar se eligieron por la facilidad para
su identificacion. Se aislaron entre 6 y 9 unidades dependiendo de
la concentracién de metafases de la muestra y de la distribucion
del cromosoma de interés en las extensiones, es decir, de que
fueran abordables mediante el micromanipulador con aguja sin

riesgo de contaminacién con otros cromosomas.
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Cromosoma Ne
Caso Cariotipo aislado unidades | Muestra
Marcador 5 47,XX,+mar mar 8 LA
Translocacion 3 | 46,XY,t(7;18)(p15.3;q21) | der(7) 6 SP
Translocacion 4 | 46,XX,t(11;13)(q21;922) der(13) 7 SP
Translocacion 5 | 46,XY,t(4;15)(q24;926), der(15) 9 MO

add(7)(qter)[15]/46,XY[5]

Tabla 14. Listado de los cromosomas aislados en cada uno de los casos

y el material de origen para realizar el cultivo citogenético.

A partir de los cromosomas aislados se realizaron tres rondas de
amplificacion por DOP-PCR, obteniendo concentraciones vy
purezas similares en todos los casos. El material empleado como
sustrato para la hibridacion sobre los arrays de BACs o de
oligonucledtidos fue el obtenido en la primera ronda de
amplificacion de DOP-PCR.

N2 unidades [1] Ratio Ratio ng
Muestra aisladas ng/ul 260/280 | 260/230 | totales

2q subter 10 4479 1.78 1.97 20155
Chr 2 8 519.8 1.67 1.52 23391
7p 9 370.3 1.75 1.76 16663
Invdup(14) 10 393.9 1.75 1.79 17725
Marcador 5 8 378.2 1.7 1.68 17019
Translocacion3 | 6 563.1 1.72 1.69 5631
Translocacién 4 | 7 403 1.7 1.68 18135
Translocacion 5 | 9 440.4 1.71 1.71 19818

Tabla 15. Concentraciones y purezas obtenidas para cada una de las

muestras después de la primera ronda de amplificacién por DOP-PCR.
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En el andlisis de los resultados de la hibridacién del material del
der(13) de la translocacion 4 [t(11;13)(q21;9g22)] sobre el array de
BACs de gGenomics, se usaron los datos crudos, y se observo un
aumento del log,ratio de los clones localizados en la parte distal
del cromosoma 11 y proximal del cromosoma 13, como se puede

apreciar en la siguiente imagen:
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Fig. 91. Grafico en el que se muestran los valores de intensidad de

fluorescencia de todos los BACs del array de gGenomics.

En la hibridacién sobre el array de oligonucleétidos de Agilent
(244K) este aumento de intensidad de las sondas presentes en el
cromosoma derivativo quedaba patente al representar todas las
sondas de los cromosomas que formaban parte de la

translocacion:
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Fig. 92. Graficos de los resultados obtenidos para las sondas de los

cromosomas 11y 13 en el array de oligonucleodtidos de Agilent 244K, con

un aumento en la intensidad de fluorescencia en las regiones distales del

cromosoma 11 y proximales del cromosoma 13.

5.2.2 Microdiseccion laser

Mediante este método se han realizado diversas pruebas con

distintas combinaciones de microdisector, soporte, tincion, captura,

digestion, amplificacion y validacion.

Se han probado dos plataformas de aislamiento de
cromosomas mediante microdiseccion laser: PALM y Leica
LMD6000.

Como soportes se han wusado: cubreobjetos con
membranas PEN y POL, marcos con membrana sola (PET)
y cubreobjetos sin membrana.

Las tinciones empleadas fueron Giemsa o Wright, en
ocasiones con previo tratamiento con 2xSSC a 65°C.

Los cromosomas se recogieron en tapones de tubos de
200 pl con 20 pl de H20, TE o tampon de enzima de

restriccion; o en tapones de tubos de 200 pl de silicona.
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- Se realizaron pruebas de digestiébn con proteinasa K del
material después del aislamiento.
- Se probaron tres sistemas de amplificacion: DOP-PCR,
Genomiphi y Ligation-adaptor mediated PCR.
- Para realizar la validacion se realiz6 PCR de locus
especifico, FISH reverso o CGH sobre metafases.
Las pruebas realizadas sobre extensiones con membrana
evidenciaron que el grosor del laser (~4 um) era practicamente
igual al tamafio de los cromosomas, dependiendo de la metafase.
El area minima de membrana necesaria para separar del soporte
(~150 um? implica que los cromosomas deben estar
suficientemente extendidos y separados entre ellos para que
puedan ser aislados individualmente; asi como para evitar

contaminaciones, como se puede apreciar en las siguientes

imagenes:

Fig. 93. Extension sobre un cobreobjetos con membrana PEN, en la que
se aprecian un cromosoma 16 y un 12 a 100X. El cromosoma 12 se corta

mediante laser PALM vy después se catapulta para su aislamiento.
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Fig. 94. Metafase en cubreobjetos con membrana PEN, a 63X, en
microdisector Leica. El cromosoma sefalado con la flecha es del grupo C
(cromosoma 11) y tiene un tamafio de 4 um, practicamente igual al grosor
del laser.

Fig. 95. Metafase sobre un soporte de membrana PET Unicamente, a
150X en microdisector Leica. En la imagen derecha se ha aislado un
cromosoma del grupo C.
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La identificacion de los cromosomas sobre las extensiones con
membrana también resultd muy dificultosa en algunas ocasiones,
debido a la mala calidad del patron de bandas obtenido y las
irregularidades de la superficie de la membrana. Por estos
motivos, el nUmero mayor de cromosomas que se aislaron fue

reducido (21 unidades del cromosoma 3).

Las siguientes pruebas sobre cubreobjetos sin membrana
mostraron una mejora sensible en la identificacion de los
cromosomas. En esta ocasion el laser debia incidir directamente
sobre el cromosoma, lo que permitid aislar brazos cromosémicos,
incluso de pequefio tamafio como 8p. La mejora en la
identificacion asi como la posibilidad de aislar cromosomas cerca
de otros permiti6 aumentar en casi 10 veces el numero de

unidades aisladas, hasta llegar a 182 cromosomas (cromosoma 1).
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Fig. 96. Metafase en cubreobjetos sin membrana, a 63X en microdisector
Leica. Se han aislado los brazos cromosémicos de 2p y los cromosomas
3.

La validacion de los resultados obtenidos se realizd mediante la
técnica de PCR de locus especifico, disefiadas para amplificar
fragmentos de pequefio tamafio (165-456 pb). El resultado de esta
validacién mediante PCR fue negativo. En los casos en los que la
validacién se realiz6 mediante las técnicas de DOP-PCR y FISH
reverso, de forma similar al protocolo de microdiseccion manual,
tampoco se observo sefial de hibridacion.

No fue posible observar si los cromosomas aislados estaban
presentes el tapon colector, debido a que la valoracion del tapén
se realiza con un objetivo de 10X, y ademéas en el caso de

aislamiento sin membrana el material esta fragmentado.
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Otra de las pruebas que se realiz6 consistié en el aislamiento de
nacleos en lugar de cromosomas, con el objetivo de aumentar la
cantidad de material. La extension se realiz6 sobre un
cubreobjetos con membrana PEN, y los nlcleos se recogieron en
un tapdn de silicona, lo que permitia comprobar visualmente si el
material aislado llegaba al tapon. Después de aislar 63 nucleos se
visualizaron ~30 en el tapén, mientras que tras 750 nucleos se
contabilizaron ~320 en el tapon (4 campos de ~78 nucleos). La
tasa de recuperacion fue aproximadamente del ~50% del material
aislado. En la siguiente imagen se puede apreciar cOmo se

observan los nucleos aislados en el tapon:

Fig. 97. Nucleos aislados por microdiseccion laser desde cubreobjetos

con membrana. Izquierda, a 10X; derecha, a 20X.
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DISCUSION

La discusion de los casos estd en el mismo orden que los

resultados, para facilitar el seguimiento.

6.1 Trisomia parcial de 6p. Marcador 1.

Hemos caracterizado la muestra de wun paciente con
craneosinostosis y leve retraso del desarrollo asociado a TDAH
gue presenta un cromosoma extra en mosaico (~16 Mb en la
region 6pll.2- cen), detectado por cariotipo postnatal a los 3
meses de vida en sangre periférica. Hemos observado una
reduccién del porcentaje de células portadoras del marcador en
sangre, pasando del 70% a los 3 meses de vida al 30% a los 18
meses y una variabilidad importante entre tejidos procedentes de
distintas capas embrionarias. Se compar6é asimismo la posible
diferencia de porcentaje de mosaicismo en distintos tejidos: origen
ectodérmico (DNA extraido de foliculo piloso), mesodérmico (DNA
de sangre periférica) y endodérmico (DNA de mucosa bucal). El
maosaicismo en sangre periférica era de un 30%, en mucosa bucal
de un 55% y en pelo superior (76%), aunque en este caso la
inferior calidad del DNA extraido disminuye la fiabilidad de la
técnica. Dado que el origen del cromosoma es materno, con
presencia de dos alelos maternos diferentes, podemos concluir
que el cromosoma marcador procede de un error en meiosis |
materna. El patron mosaico se debe probablemente a la pérdida
del marcador que puede ocurrir en algunas mitosis al condicionar
un mayor riesgo de mal apareamiento cromosémico en cada

division celular.
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Esta region contiene ~60 genes descritos, desde SPATS1 hasta
C6orf216, para los que el paciente es trisomico en todas las

células en las que el SMC(6) esté presente.

La trisomia parcial de la region 6p es una alteracion poco
frecuente, y generalmente es secundaria a una translocacién no
balanceada en los progenitores. Hay aproximadamente 40 casos
descritos, en los que la trisomia afecta casi siempre regiones mas
teloméricas, con puntos de rotura que varian desde 6pll hasta
6p25 **1%° En este caso la trisomia parcial es de una regién mas
centromeérica (desde 6p21.1 hasta el centrémero), que aparece en
forma de cromosoma adicional. Revisando la literatura, este es el
primer caso que presenta una trisomia parcial de la region 6pll en

forma de cromosoma marcador.

La craneosinostosis se define como una fusién prematura de una o
ma&s suturas craneales. Es una de las anomalias craneofaciales
méas comunes, con una prevalencia de 1:2100-3000 recién
nacidos. Estan descritos mas de 100 sindromes genéticos

diferentes asociados con craneosinostosis *°

. Hay tres causas
principales que pueden producir un resultado de craneosinostosis:
una microcefalia primaria, una anomalia 6sea primaria y otros
factores externos con efecto deformador durante el embarazo. En
la region cromosomica incluida en el SMC no esta descrita la
presencia de ningun locus de craneosinostosis ni microcefalia, con
lo que el hecho de que la Unica alteracion citogenética observada
sea este cromosoma marcador sugiere que puede haber genes
sensibles a aumento de dosis en la region trisdbmica que tengan
efecto o influencia en el fenotipo del paciente y el desarrollo

anormal del cerebro. En la siguiente tabla (tabla 16) se resumen
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los principales sindromes asociados a craneosinostosis y los

genes asociados **:

Sindrome Gen Localizacion
Apert FGFR2 10924-925
Crouzon FGFR2 10924-925
Pfeiffer FGFR1 8pl11.2
FGFR2 10924-q925
Saethre-Chotzen TWIST 7p21.1
Tipo Boston MSX2 5935
Muenke FGFR3 4p16.3
Jackson-Weiss FGFR2 4p16.3
Beare-Stevenson FGFR2 4p16.3
Crouzon con acantosis nigricans | FGFR3 4p16.3

La dificultad de determinar el gen o genes mejores candidatos en
esta alteracion se debe al tamafio de esta regién (16 Mb), que
contiene gran cantidad de genes. Basado en su funcién conocida,
un posible candidato para la craneosinostosis es BMP5 (bone
morphogenetic protein), localizado en 6pl12, con expresion durante
la fusion de las suturas craneales. Por lo tanto es I6gico proponer
que la sobreexpresion de este gen por su estado trisémico en el
paciente, podria acelerar el patron normal de fusion de las suturas
craneales, resultando en un fenotipo de craneosinostosis.
Teniendo en cuenta que el cromosoma marcador es posiblemente
menos estable en cada mitosis y que su distribucion en diferentes
tejidos es variable, lo que se corrobora con nuestros resultados, no
podemos saber cual es el porcentaje de células trisémicas en los
tejidos de interés (huesos del craneo y SNC).

En resumen, nuestros datos han permitido definir el fenotipo para
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una trisomia parcial previamente no descrita y bien caracterizada a
nivel molecular (16 Mb desde 6p21.1 hasta el centromero) y
proponer genes nuevos candidatos para craneosinostosis. El caso
ilustra la conveniencia de realizar siempre un cariotipo cuando se
observa una microcefalia aislada con craneosinostosis que no se
corresponde a uno de los cuadros monogénicos conocidos (ver

anexo *¥").

6.2 Trisomia parcial de 10p y 10g. Marcador 2.

Hemos caracterizado el contenido génico y el origen de un
cromosoma marcador de novo en mosaico detectado pre y
postnatalmente en un paciente con labio leporino y anomalias
cardiacas (comunicacion interventricular). Este cromosoma
contiene material del cromosoma 10 (10p11.21-q11.22; Mb 36.11-
48.21), tiene un tamafio de ~12 Mb y es de origen paterno. La
presencia del mismo alelo paterno duplicado indica que el origen
del SMC es postzigético, probablemente debido a un error en
meiosis Il, ya que se originan a partir de la duplicacion del mismo
cromosoma. Esta region contiene 140 genes descritos, desde
PBEF2 hasta GDF10. Se ha descartado la disomia uniparental
para el cromosoma 10 en dos loci no incluidos en el cromosoma
marcador. El paciente presenta por tanto una trisomia parcial para
una regidén gendémica importante del cromosoma 10. En ausencia
de otras alteraciones detectadas, esta trisomia podria ser la causa
de los problemas de desarrollo que presenta (corazon y linea

media).

En la base de datos de sSMCs (http://www.med.uni-
jena.de/fish/sSMC/00START.htm) figuran dos pacientes descritos
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con cromosomas marcadores originarios del cromosoma 10 de
similar tamafio con fenotipo normal, asi como otros dos casos con
fenotipo andémalo: retraso de crecimiento y déficit de atencion; y

problemas de lenguaje (dispraxia oral).

En la literatura se ha descrito la presencia de un cromosoma
marcador en anillo [r(10)(p10p12)] en un paciente de 16 afios con
RM moderado, fisura del paladar y rasgos dismorficos (orejas de
implantacién baja con antihélice prominente y micrognatia), sin
anomalias cardiacas. En sangre periférica este anillo esta presente
en un 66% de células. El origen del SMC se definié con sondas
centroméricas del cromosoma 10, y sondas especificas de
10pl1.2 (presentes en el cromosoma extra) y 10q11.2 (sin sefal
en el SMC) '*®. El contenido de este marcador, pese a no estar
definido con la precision de nuestro caso, solapa parcialmente, por
lo que puede haber genes en 10p11 que contribuyan a la correcta

fusion del paladar.

Recientemente se han descrito siete casos con duplicaciones de la
region 10p11.2 -10gq11.2 (en forma de duplicacion directa o de
SSMC) sin anomalias fenotipicas **°. Solamente uno de ellos (caso
4) ha sido caracterizado mediante array CGH, delimitando los
puntos de rotura con una precision equivalente a la de nuestros
casos. Presenta una duplicacion de 9.07 Mb (Mb 34.75-43.82) que
contiene 21 genes descritos, desde PARD3 hasta ZNF32. Entre
estos genes se encuentra el oncogén RET, cuya amplificacién no
ha sido descrita en patologia. Puesto que el paciente no tiene un
fenotipo asociado, los autores proponen que la presencia de 3
copias de este gen puede tener un efecto protector con respecto a

139

la predisposicibn a cancer Teniendo en cuenta que la
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duplicaciéon de estos 21 genes (15 de los cuales solapan con el
caso del marcador 2) no se asocia con una alteracion fenotipica,
los posibles genes responsables del fenotipo del paciente con el
SMC(10) [marcador 2] deben estar localizados en la region distal
(Mb 43.82-48.21).

Uno de los posibles genes que pueden contribuir al fenotipo es
LOC100310, un mRNA que codifica para una proteina similar a
migration-inducing gene 16 protein (heurogénesis). Como genes
candidates, destacan también GDF2 (Growth differentiation factor
2, BMP9) y GDF10 (Growth differentiation factor 10, BMP3B).
Ambos localizan en 10ql11.22, en la Mb 48.03 y 48.05,
respectivamente. Son miembros de la familia BMP (Bone
morphogenetic protein) implicados en la regulacién del crecimiento
y diferenciacion celular en tejidos embrionarios y adultos, asi como
en la formacién y morfogénesis del hueso *****. GDF2 tiene una
funcion inhibidora en la regulacién de la migracion de células
endoteliales y en el crecimiento celular, mientras que GDF10 esta

141 Una

implicado en el desarrollo del musculo esquelético
sobreexpresion de estos genes podria afectar el patron de
migracion y cierre del paladar, resultando en un fenotipo de labio

leporino.

No obstante, ningun caso publicado tiene bien definidos los puntos
de rotura para poder comparar con nuestro caso y establecer
correlaciones precisas. Es necesario un seguimiento clinico para
comprobar el desarrollo psicomotor y de aprendizaje de este
paciente, ya que podrian presentarse otras alteraciones fenotipicas
de manifestaciéon mas tardia que la edad actual del paciente (12

meses).
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6.3 Trisomia parcial de 10q y 14g. Marcadores 3.

En este caso hemos caracterizado dos cromosomas marcadores
de novo originarios de los cromosomas 10 y 14, respectivamente,
en un paciente con minimos rasgos dismorficos. La trisomia del
cromosoma 10 abarca ~3 Mb desde 10p11.21-pl10 (Mb 35.54-
38.65) y 2 Mb del cromosoma 14 (14q11.2, Mb 19.48-21.48). El
tercer marcador procede también del cromosoma 14 y es algo mas
pequefio (1.2 Mb desde el centrémero). El paciente presenta por
tanto tetrasomia y/o trisomia para las regiones eucromaticas del
cromosoma 14 incluidas en los marcadores (~0.5 y 1.5 Mb,
respectivamente). El origen de ambos cromosomas marcadores es
materno, y teniendo en cuenta la presencia de dos alelos
diferentes maternos, podemos suponer que la presencia de estos
SMC se debe a un error en meiosis |, ya que se originan a partir de
cromosomas diferentes. Se ha descartado asimismo la existencia
de disomia uniparental de los cromosomas 10 y 14 en loci no

incluidos en los SMCs.

La region del cromosoma 10 contiene 22 genes anotados, desde
CREM hasta LOC1001290. En cambio, la region del cromosoma
14 incluye 121 genes descritos: desde OR4K16P hasta TRAV9-2,
si bien muchos de ellos son familias y pseudogenes (receptores

olfatorios, tRNAs, receptores de linfocitos T,...).

En la base de datos de sSMC (http://www.med.uni-
jena.de/fish/sSMC/00START.htm) figuran dos individuos descritos

con marcadores originarios del cromosoma 10 de similar tamafo,

asi como diversos casos con marcadores del 14 también similares,

en todos los casos con fenotipo normal. Recientemente el mismo
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grupo ha descrito siete casos con duplicaciones de la region
10p11.2 -10g11.2 (en forma de duplicacion directa o de sSMC) sin

139 gSolamente el caso 4 ha sido

anomalias fenotipicas
caracterizado mediante array CGH. Presenta una duplicacion de
9.07 Mb (Mb 34.75-43.82) que contiene 21 genes descritos, desde
PARD3 hasta ZNF32. Al igual que el caso anterior, también esta
incluido en el marcador el oncogén RET, cuya amplificacion no se
asocia a patologia conocida. El SMC(10) de nuestro caso es de un
tamafio menor, por lo que la ausencia de fenotipo en ambos
pacientes nos lleva a proponer un asesoramiento de buen
prondstico con respecto a la duplicacion de esta regién del

cromosoma 10.

La mayoria de los casos descritos derivados del cromosoma 14
son invdup(14)(q11.1). Sin embargo, no hay casos previamente
descritos con marcadores multiples afectando a los dos
cromosomas de este paciente. Se desconocen las posibles
repercusiones fenotipicas, si existen, de la alteracion descrita.
Teniendo en cuenta que en la actualidad el paciente presenta un
correcto desarrollo psicomotor y de crecimiento, con minimos
rasgos dismorficos, se podria conjeturar que la presencia de estos
SMCs no esta relacionada con repercusion clinica. No obstante,
debido a la edad actual del paciente (10 meses) seria importante
realizar un exhaustivo seguimiento clinico para comprobar si
aparece algun tipo de manifestaciones fenotipicas de aparicion

mas tardia (dificultades de aprendizaje, leve retraso mental, etc.).

212



DISCUSION

6.4 Trisomia parcial de 7p y una region distal de
79. Marcador 4.

En este caso hemos caracterizado un cromosoma marcador
complejo originario de dos regiones diferentes del cromosoma 7,
detectado pre y postnatalmente en un paciente con un fenotipo
fundamental de retraso del crecimiento. El cariotipo prenatal en
liquido amniético era 47,XY,+mar; mientras que en el postnatal en
SP el cromosoma estd en mosaicismo: 47,XY,+mar[65]/46,XY[20].
El cariotipo paterno es normal, sin embargo no hay disponible
muestra materna puesto que el paciente fue concebido mediante

FIV con donacién de 6vulos.

Mediante M-FISH y pintado cromosomico se identific6 el SMC
prenatalmente como originario del cromosoma 7. El contenido
génico se definié postnatalmente por array CGH de BACs y array
de SNPs. Este paciente presenta una trisomia parcial de ~4.70 Mb
desde la banda 7p12.1 hasta el centrémero (entre las Mb 52.88 y
58), asi como de 1.7 Mb en 79g36.3 (Mb 150.345-152.026); ambas
intercromosomicas. Tanto el exceso de material en 7p12.1 como el
material procedente de 7036.3 se encuentran dentro del
cromosoma marcador. La region 7pll.2-cen contiene 17 genes
anotados, mientras que en la region 7g36.3 hay 23 genes
descritos. Como genes candidatos a estar relacionados con el
fenotipo podemos destacar EGFR (epidermal growht factor
receptor) y ECOP (EGFR-coamplified and overexpressed protein)
de la region 7pl12.1-cen. En la region de 7q36.3 localizan los genes
CDKS5 (cyclin dependent kinase 5) y RHEB (Ras homolog enriched

in brain). Estos dos genes estan implicados en la regulacion del
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ciclo celular, y RHEB en concreto en regulacion del crecimiento por
la via insulina/TOR/S6K.

El origen parental no ha podido determinarse con certeza por la
ausencia de muestra materna, aunque la presencia de dos alelos
iguales a los del padre no descarta el origen en meiosis | paterna.
No hay disomia uniparental (UPD) en ninguno de los loci
duplicados ni en el resto del cromosoma 7, con lo que la causa del
retraso de crecimiento tipo sindrome de Silver-Russel no parece
ser la UPD. Hay una excepcion en 7q36.3 en el marcador
D7S2465 (Mb 155), en el que se observaron 2 alelos (334-336) no
coincidentes con los paternos (338-246), lo que seria compatible
con UPD materna, o con una mutacion en el cebador del marcador
gue origine un deslizamiento que genere un producto de PCR de
tamafio distinto, interpretandose como un alelo diferente. En
cualquier caso, no hay genes con impronta descritos en esta
region distal del cromosoma 7. La ausencia de muestra materna
impidi6 comprobar esta posible UPD, asi como la presencia de
reordenamientos que facilitasen la presencia de este SMC, como
una inversion pericéntrica o la propia presencia del cromosoma

marcador.

La trisomia parcial de 7pl12.1 se ha descrito en otros casos
asociada a cromosomas marcadores sin repercusion fenotipica
aparente, en ausencia de UPD. No se han descrito otros casos con
duplicacion de la region especifica de 7g36.3, por lo que se

desconocen sus posibles consecuencias fenotipicas.

Es dificil proponer un mecanismo de generacion de este

cromosoma marcador, con dos regiones tan alejadas e
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intersticiales. La region 7p12.1 es adyacente al centrémero, y por
tanto permite que el cromosoma se mantenga estable en cada
mitosis celular. En cualquier caso, la presencia de la region 7q36.3
implica dos reordenamientos (roturas) en una de las meiosis |

parentales y posterior enlace con los loci de 7p11.2.

Como en los casos anteriores, se precisa un seguimiento
exhaustivo del desarrollo de crecimiento y psicomotor del nifio para
una correcta evaluacion fenotipica, y poder definir mejor la relacion

genotipo-fenaotipo.

6.5 Isocromosoma 13p 6 21p. Marcador 5.

El caso indice es una muestra prenatal a partir de liquido amni6tico
en la que se detect6 un cromosoma marcador de pequefio tamafio.
La amniocentesis se realiz6 por indicacion de edad materna, sin
anomalias ecogréficas. La gestacion llegé a término y la nifia no
presentaba alteraciones fenotipicas. Mediante microdiseccion
manual, FISH reverso y posterior validacién con FISH con sondas
centromeéricas se identificd el cromosoma extra como un i(13p) 6
i(21p). Dado que la region alfa satélite de los cromosomas 13 y 21
es parcialmente comun, no podemos identificar con seguridad el
origen del cromosoma. En cualquier caso, las regiones de los
brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos no presentan
contenido génico, sino secuencias repetitivas que codifican para
ARN ribosomicos, que conforman las regiones organizadoras
nucleolares (NOR). Mediante una tincion especifica para estas
regiones satélite (tincion NOR) y una hibridacion con una sonda
generada a partir de microdiseccion (MiDi54) comprobamos que el

cromosoma marcador era positivo para estas regiones. La madre
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de esta nifla era portadora a su vez del mismo cromosoma
marcador de igual aspecto citogenético. En un embarazo posterior

también se detecto la presencia de este cromosoma.

En la base de datos de SMCs se describen 55 casos de SMCs
originarios de los cromosomas 13/21 sin implicacion fenotipica,
caracterizados mediante FISH centromérica del 13/21. En 3/55
casos se especifica el origen del brazo cromosémico del SMC

como p, al igual que en este caso.

Por tanto, teniendo en cuenta la ausencia de genes en esta region,
y el hecho de que sea una alteracion heredada de una madre sin
fenotipo aparente, nos lleva a poder informar de un teérico buen

prondstico sin implicacién fenotipica.

6.6 Disrupcion de los genes PHF21A y GOLGA1
en una paciente con retraso fundamental del
lenguaje. Translocacion 1.

Hemos caracterizado a nivel de nucleétido los puntos de rotura en
ambos derivativos en una paciente con fenotipo de retraso global
leve del desarrollo y afectacién severa del lenguaje, portadora de
una translocacion de novo t(9;11)(q34.1;p11.2). Los puntos de
rotura en ambos cromosomas interrumpen genes: GOLGAL en
9934.1 y PHF21A en 11pll.2. El primero codifica para una
proteina del aparato de Golgi implicada en el tréfico intracelular de
vesiculas, con expresion ubicua. La translocacion produce ademas
una delecion de 2627 pb entre el intrén 19 y el exdn 23, de modo
que hay una pérdida de los exones 20-22 y parte del 23 en este

gen.
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En el cromosoma 11 el punto de rotura esta localizado en el intron
7 del gen PHF21A, y la translocacion provoca la insercion de un
s6lo nucleotido, sin pérdida de material genético. PHF21A es un
gen que codifica para la proteina BHC80, que pertenece al
complejo BRAF35 histona deacetilasa. Este complejo represor
contiene LSD1 (lysine specific demethylase 1) y HDAC (hystone
deacetylase), que en células no neuronales regula negativamente
la transcripcion de genes especificos de neuronas ** '*®. En
concreto, PHF21A reconoce el residuo lisina 4 de la histona no
metilada H3 (H3L4MO); y es requerido para la represion
transcripcional mediada por LSD1, en la que LSD1 se une a los

promotores .

La expresion preferencial de este gen es en
cerebro, aunque se expresa en mucha menor medida en otros

tejidos.

PHF21A es uno de los 15 genes localizados en la region critica
delecionada en el sindrome de Potocki-Shaffer (11p11.2p12, Mb
45.9; PSS, OMIM #601224), cuyo fenotipo incluye retraso de
desarrollo, RM, exostosis mudltiples, foramina parietal, fontanela
anterior alargada, anomalias craneofaciales menores, anomalias
oftalmoldgicas y anomalias genitales en varones ** ' La
haploinsuficiencia de los genes EXT2 y ALX4 se ha correlacionado
con la presencia de exostosis mdultiples y foramina parietal,
respectivamente. En cambio, no se han identificado el/llos genes
responsables del RM. Estableciendo una correlacion entre los
tamafios de delecién y el fenotipo de 10 pacientes con PSS, se
delimité la region critica del sindrome para el feonotipo de RM a
21 Mb (Mb 44.6-46.7), entre D11S1393 y D11S1385 **

precisamente donde se sitta el gen PHF21A.
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En linfocitos de sangre periférica de la paciente se observo un
descenso de la expresion de ambos genes GOLGALl y PHF21A
con respecto a controles, compatible con haploinsuficiencia. Sin
embargo, en el andlisis de proteina (obtenida desde células de la
linea linfoblastoide inmortalizada), no observamos diferencia de
expresion entre la paciente y los controles con ninguno de los dos
anticuerpos (GOLGAL y PHF21A). En los experimentos de PCR
cuantitativa con cDNA de linfoblastos tampoco se aprecié
diferencia de expresion entre la paciente y los controles en
ninguno de los dos genes, y si una disminucion del 60-75% de
expresion comparado con las muestras de material de linfocitos de
SP. Esta discordancia sugiere que la regulacion de expresion de
estos genes en lineas celulares linfoblastoides inmortalizadas esta
sometida a mecanismos de compensacion diferentes, por lo que
los linfoblastos transformados no parecen un modelo adecuado
para estudiar la repercusion de los reordenamientos que afectan a

dichos genes.

Debido a la opuesta orientacion transcripcional de los genes
GOLGAl y PHF21A no esta predicha la formacion de una
proteina quimérica en ninguno de los cromosomas derivativos. Aun
asi, no hemos detectado mensajero ni proteina quimérica de

ninguno de los genes a partir de los cromosomas derivativos.

La regidon cromosomica descrita asociada a TEL mas estudiada es
7931, donde se localiza el gen FOXP2 (OMIM #602081). Este gen
codifica para una proteina reguladora que funciona como factor de
transcripciébn, que se expresa en cerebro fetal y adulto. La

haploinsuficiencia de este gen implica dispraxia verbal ' **. Mas
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recientemente se ha relacionado al gen CNTNAP2 (contactin-
associated protein like-2) con alteraciones del lenguaje y autismo
2 Este gen pertenece a la superfamilia de las neurexinas
(proteinas neuronales transmembrana relacionadas con adhesion
celular). CNTNAP2 esta implicado en reconocimiento neuronal,
adhesion celular y mantenimiento del voltaje de los canales de
potasio; se expresa en el cortex cerebral durante el desarrollo.
FOXP2 disminuye la expresiéon de CNTNAP2 % %3 | os pacientes
con duplicacién reciproca a la delecion de la regién 7g11.23, causa
del Sindrome de Williams-Beuren (OMIM #194050), también
presentan un fenotipo de afectacidon del lenguaje similar, asociado
0 no a otros problemas (OMIM #609757) ****®. Sin embargo,
ninguno de los loci afectados por los puntos de rotura de la
translocacion en los cromosomas 9 y 11 estan descritos en la

literatura asociados a TEL.

Debido a su funcion descrita, y a su expresion preferencial en
cerebro, creemos que el gen candidato a causar el fenotipo de
retraso y TEL en la paciente es PHF21A. Para realizar un rastreo
rapido de reordenamientos en este gen, se disefid un juego de
MLPA especifico, que incluia ademéas el resto de genes del
complejo BRAF35 histona deacetilasa y dos de los genes descritos
hasta el momento asociados a TEL: FOXP2 y WBSCR1. Este
rastreo se aplico a 19 pacientes con TEL, 87 autistas y 165
pacientes con RM y del lenguaje, con resultado negativo. A
continuacion se realizo un rastreo mutacional de los 18 exones de
PHF21A en los 19 pacientes con TEL, en los que no se encontrd
ninguna mutacion. Por tanto, PHF21A no es un candidato
frecuente para el fenotipo de TEL, al menos en nuestra cohorte de

estudio.
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En resumen, esta paciente con fenotipo fundamental de TEL
presenta una translocacion de novo que genera la disrupcion de un
gen en cada punto de rotura. Uno de estos genes, PHF21A, es un
gran candidato como responsable del RM y la afectacion del
lenguaje en la paciente, debido a su expresion preferencial en
cerebro y a su funcién como miembro de un complejo represor de
genes especificos de neuronas. Ademas, este gen esta incluido en
la regidn critica delecionada en el sindrome de Potocki-Shaffer, por
lo que es posiblemente responsable del fenotipo de RM que ocurre
en este sindrome. Sin embargo, la blusqueda de reordenamientos
de este gen en otros pacientes con fenotipo de TEL y RM no
mostrd alteraciones ni mutaciones, por lo que mutaciones de
PHF21A no son frecuentes en otros pacientes con TEL o RM, al

menos en nuestra cohorte.

6.7 Monosomia parcial de 17pter y delecion de
229 (DGS/VCFS). Translocacion 2.

Este paciente de 34 afios presenta un retraso mental severo,
rasgos dismoérficos, estatura baja y mdaltiples anomalias
congénitas, entre las que destacan monodactilia de ambas manos
y pie en pinza (ectrodactilia). Presenta ademas obstruccion del
conducto lacrimal, voz hipernasal, insuficiencia velofaringea vy
campanilla ancha. Su caso fue descrito en 1976, a los 10 meses
de edad *’. Su hermana también presenta RM y anomalias de las
extremidades, el padre y hermano displasia ectodérmica sin RM, y
la madre RM moderado sin otras anomalias. El estudio
citogenético reveld la presencia de una translocacion no

balanceada [t(17;22)(p13.3;921),-22] en el paciente, su hermana y
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su madre. El estudio mutacional del gen p63 mostré la mutacion

R227Q en el padre y los 3 hijos.

En el estudio citogenético familiar de 1976 se comprobd que el
abuelo materno del paciente era portador de la translocacion
balanceada 46,XY,t(17;22)(p13;911), mientras que a partir de la
siguiente generacion (madre del paciente), el pequefio cromosoma
derivativo(22), que contiene las regiones 17pter y 22q11 (DGS), se
habia perdido, resultando un cariotipo 45,XX,t(17;22)(p13;q11),-22
37 La identificacién de los puntos de rotura de la translocacion se
realizé mediante array CGH, FISH y marcadores microsatélite en
el paciente, sus padres y hermanos. La translocacién genera una
delecién de ~400 Kb en 17pter, asi como una delecion de 3 Mb en
el cromosoma 22, que corresponde a la delecion mayor tipica que
aparece en el sindrome de DiGeorge (DGS/VCFS, MIM #188400,
MIM #192430). La region delecionada en el cromosoma 17
contiene 3 genes (RPH3AL, LOC400566 y FAM101B), asi como el
gen VPS53, interrumpido por el punto de rotura de la
translocacion. RPH3AL esta implicado en la regulacion de la
exocitosis en células endocrinas y exocrinas; mientras que VPS53
esta relacionado con el transporte retrogrado de endosomas en el
aparato de golgi. Ninguno de estos 4 genes tiene una funcion
sugerente de estar implicada de manera directa en el fenotipo del

paciente, su hermana o su madre.

La region delecionada en el cromosoma 22 (22pter - 22q11) tiene
un tamafio de 19 Mb. El punto distal de rotura coincide con la
region de menor tamafio (1,5 Mb) delecionada en el sindrome de
DiGeorge. Esta region contiene 74 genes descritos, entre ellos hay

30 en esta region de 1.5 Mb, incluyendo los genes de los sindrome
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de cat-eye y DiGeorge (DGSCR2, DGSCR13, GNB1I, TBX1, HIRA,
etc). El sindrome de delecion 22q11.2 es uno de los desérdenes
genéticos mas frecuentes, con una prevalencia estimada de
1:4000 recién nacidos vivos. Esta region estad flanqueada por
duplicaciones segmentarias, que facilitan una recombinacion
homologa no alélica. El fenotipo de este sindrome es variable, e
incluye desde anomalias cardiacas, insuficiencia velofaringea o
fisura palatina (acompafiada de voz hiper nasal por las
alteraciones del paladar) hasta dificultades de aprendizaje y talla
baja '*®. En algunos casos los sintomas son tan leves que se
diagnostican por tener hijos con este sindrome **°. La madre del
paciente tiene un espectro fenotipico que coincide con el sindrome
de DiGeorge: talla baja, retraso mental moderado, voz hipernasal,

leves rasgos dismorficos y sordera progresiva.

El gen p63 (3927) es un factor de transcripcion homologo a p53 y
p73. Mutaciones para este gen se han descrito en pacientes con
sindromes EEC (ectrodactily, ectodermal dysplasia and facial cleft,
MIM 9%129900) y SHFM4 (split-hand / split foot malformation, MIM
#605289)'% °' La mutacion R227Q afecta principalmente al
conducto lacrimal, pelo, ufias y dientes, y esta asociada a
ectrodactilia asi como anomalias en las glandulas mamarias '°%.
Hasta el momento, hay 4 familias (n=28 individuos) con esta
mutacion descrita '®. La arginina 227 estéa localizada en exén 6 del
gen, que pertenece al dominio de unién a ADN. Este residuo es
necesario para las interacciones directas con secuencias diana; la
mutacién disminuye esta union y por tanto la actividad de
transactivacion. En esta familia, los miembros que presentan esta
mutacién tienen un fenotipo de displasia ectodérmica, obstruccion

del conducto lacrimal y reduccion del sudor; y dos de ellos (el
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paciente y su hermana) ademas hipoplasia unilateral de la

glandula mamaria.

Parece por tanto que el fenotipo familiar es variable dependiendo
de la presencia del reordenamiento cromosomico, de la mutacién
del gen p63, o de la coexistencia de ambas alteraciones. La
coincidencia de las dos alteraciones genéticas en el paciente y su
hermana genera un fenotipo méas severo, si bien con expresion
variable. Las anomalias en las extremidades solo se manifiestan
cuando coexisten deleciones y mutacion, con lo que es posible que
genes reguladores en uno o ambos cromosomas estén

interaccionando en el desarrollo de las extremidades.

6.8 Translocacion balanceada en un paciente
con hipogonadismo hipogonadotrépico.
Translocacion 3.

Hemos caracterizado los puntos de rotura de una translocacion
t(7;18)(p15.3;021.1) en un paciente con hipogonadismo
hipogonadotrdpico mediante una estrategia de microdiseccion
manual de uno de los cromosomas derivativos [der(7)], FISH
reverso, array de oligonucledétidos, seleccion de BACs y FISH. Este
trastorno es una deficiencia hormonal en el eje hipotalamo-
hipofisis, en el que hay una reduccién en la secrecién pulsétil de
hormona GnRH (hipotalamo), lo que implica un descenso en la
liberacion de LH y FSH por la hipdfisis. Se descartd el diagnéstico
de sindrome de Kallman (OMIM # 308700), ya que el paciente no

tiene alteraciones olfativas.
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En el cromosoma 7 no hay ningun gen descrito contenido en el
BAC interrumpido por el punto de rotura de la translocacion,
mientras que en el cromosoma 18 el gen que puede estar afectado
es ST8SIA3 (ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-
sialyltransferase 3). Este gen tiene expresion descrita en higado
fetal, asi como en cerebro fetal y adulto. Pertenece a la familia de
la sialotranferasas, que transfieren &cido sialico a las
glicoproteinas o glicolipidos. ST8SIA3 esta implicado en la
glicosilacion (adicion de carbohidratos) de proteinas. Un estudio de
la expresion de este gen en zebrafish reveld su implicacion durante
la segmentacion y formacion de somitas, y por tanto en el
desarrollo de vertebrados ***. Las hormonas GnRH, FSH, LH, OT
(oxitocina) y AVP (vasopresina) se unen a receptores glicosilados,
por lo que una deficiencia en la glicosilacién puede afectar a la
funcién correcta de estas hormonas. Las gonadotropinas LH y FSH
forman heterodimeros que estan unidos a oligosacaridos por la
parte N-terminal. Los errores congénitos de la glicosilacion son un
grupo de trastornos derivados de los defectos de sintesis en
oligosacaridos unidos a la parte N-terminal. El fenotipo de los
afectos por esto trastorno incluye RM moderado, retinitis
pigmentosa, neuropatia periférica, kifoescoliosis y endocrinopatias.
En los varones hay presencia de testiculos pequefios debido al
hipogonadismo hipogonadotrépico **. Es dudoso si la disrupcion
por la translocacion de un alelo de ST8SIA3 puede causar fenotipo
mediante un mecanismo similar, dado que la gran mayoria de
trastornos de glicosilaciéon son recesivos con disfuncién de ambos

alelos.

Para intentar definir el punto de rotura de la translocacion

directamente desde el ADN gendmico del paciente con la t(7;18)
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se secuencié este material mediante la tecnologia de Paired end
mapping (lllumina/Solexa). Se basa en la fragmentacion del ADN a
secuenciar (en fragmentos de tamafos ~300-800 pb), la unién a
adaptadores, y la secuenciacion a gran escala de los extremos (36
pb de cada extremo) ** 1% 19%:1% En nuestro caso el tamafio medio
de los fragmentos obtenidos fue de 250 pb, de modo que la
probabilidad de obtener un fragmento hibrido (formado por material
de los cromosomas 7 y 18, es decir, que contenga uno de los
puntos de rotura de la translocacion) es excepcionalmente bajo. El
total de lecturas especificas de un solo locus obtenidas fue de 6.5
millones, de las cuales 72800 eran hibridas, es decir, tenian
extremos correspondientes a dos cromosomas diferentes. En
concreto 219/72000 de las lecturas tenian extremos del
cromosoma 7 y 18, ninguna de ellas cercana a los puntos de rotura

predichos por FISH.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la hibridacion del
material aislado por microdiseccion y amplificado por DOP-PCR
sobre el array de oligonucleétidos, en el que el porcentaje de
falsos negativos era muy alto (65-84%), la posible
infrarrepresentacion de ciertas regiones puede afectar a los
resultados de la ultrasecuenciacion, en el sentido de que el
fragmento que contenga precisamente el punto de rotura no esté

representado.
En la literatura hay 9 genes descritos cuyas mutaciones estan

asociadas a hipogonadismo hipogonadotrépico (OMIM #146110),

detallados en la siguiente tabla (tabla 17):
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GEN Nombre del gen Locus
PROK2 prokineticin-2 gene 3p21.1
GNRHR gonadotropin-releasing hormone receptor gene 4921
TACR3 tachykinin-3 receptor 4925
FGFR1 fibroblast growth factor receptor-1 gene 8pll.2
GNRH1 gonadotropin-releasing hormone 8p21

CDH7 chromodomain helicase DNA-binding protein-7 gene 8g12.1

NELF nasal embryonic LHRH factor gene 9q34.3

FGF8 fibroblast growth factor-8 gene 10924

TAC3 tachykinin-3 12g13
GPR54 G protein-coupled receptor-54 gene 19p13.3

Para comprobar la existencia de posibles desbalances en los
puntos de rotura, ademas de descartar la presencia de otros
reordenamientos en diferentes loci del genoma, se hibrid6 ADN
gendmico de este paciente con un array de SNPs de alta densidad
(llumina 370K), con una cobertura media de una sonda cada ~8
Kb. No se encontraron pérdidas ni ganancias en los puntos de
rotura, ni en otros loci del genoma. AlUn asi, la cobertura de las
sondas en el punto de rotura cromosoma 18 presentaba una
region de casi 56 Kb sin cubrir, lo que no descarta que haya

reordenamientos de menor tamafo precisamente en esa region.

En resumen, este paciente presenta una translocacién de novo
entre los cromosomas 7 y 18, cuyos puntos de rotura se han
intentado caracterizar mediante diversas estrategias
tecnologicamente novedosas: microdiseccion de cromosomas Yy
array de oligonucledtidos, ultrasecuenciacion y array de alta
densidad de SNPs. En el cromosoma 18 el punto de rotura de la

translocacion esta localizado en la parte proximal del gen
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ST8SIA3, implicado en la transferencia de acido sialico a
glicoproteinas. El fenotipo de este paciente se debe a una
deficiencia hormonal en el eje hipotalamo-hipdfisis, que implica a
las hormonas GnRH, LH y FSH. Aunque especulativo, una
alteracion en la glicosilacion por disrupcion de ST8SIA3 podria
estar relacionada con una disminucién de la funcion de estas
hormonas, resultando en un fenotipo de hipogonadismo

hipogonadotrdpico.

6.9 Translocacion aparentemente balanceada en
una paciente con retraso del lenguaje y
TDAH. Translocacion 4.

Esta paciente es una nifia de 13 afios con fenotipo fundamental de
retraso del lenguaje y diagnostico de trastorno por déficit de
atencion e hiperactividad (TDAH). El analisis citogenético revelo la
presencia de una translocacion de novo: t(11;13)(q14.1;q14.3).
Para identificar los puntos de rotura de la translocacion se aislo
mediante microdiseccion manual uno de los cromosomas
derivativos [der(13)], y el material amplificado se hibridé sobre un
array de oligonucleotidos. Posteriormente, se seleccionaron los
clones que flanqueaban los puntos de rotura predichos en el array

de oligonucledtidos para realizar FISH.

En el cromosoma 11 el punto de rotura interrumpe el gen PRCP
(prolylcarboxipeptidase). La funcion de este gen es escindir la
region C-terminal de aminoacidos unidos a prolina en péptidos
como angiotensina Il, de modo que es uno de los genes
candidatos para hipertensién esencial (primaria o idiopatica). Esta

asociado con inflamacién y se considera que tiene un papel
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187 Por otra

protector sobre las enfermedades cardiovasculares
parte, un estudio en ratones propone a este gen como candidato
para obesidad, por su implicacion en la via de control de la
hormona neuromoduladora anorexigénica estimulante de a-
melanocitos (a-MSH), sugiriendo su participacion en la via de las

168

melanocortinas . La obesidad infantil se ha asociado con la

presencia de TDAH '*°

y recientemente se ha descrito la
asociacion entre una mutacidon en el gen receptor de la
melanocortina 4 (MC4R) en pacientes obesos con TDAH ™. Las
melanocortinas son un grupo de hormonas que incluyen la
hormona adrenocorticotropa (ACTH) y la hormona estimulante de
melanocitos (MSH), entre otros. Este grupo estd implicado en la
respuesta inflamatoria e inmune, asi como en el control de la
pigmentacion de la piel, ingesta, homeostasis y secreciones
exocrinas. Los receptores de melanocortinas estan distribuidos
ampliamente por el cerebro "*. Teniendo en cuenta que el TDAH
es un trastorno heterogéneo en el que hay una regulacion anomala
del comportamiento, es posible que la disrupcién del gen PRCP
impliqgue una disregulaciobn en la via de las melanocortinas,
influyendo en la conducta de atencion y resultando en un fenotipo

de TDAH.

En el cromosoma 13 podrian estar interrumpidos los genes RFP2
(Ret finger protein 2, TRIM13) y KCNRG (potassium channel
regulator). Ambos estan incluidos en la regidbn minima delecionada
en la leucemia linfatica crénica tipo B (LLC-B). La delecion de la
region 13g14.3 se ha asociado a otros tipos tumorales (mieloma,
linfoma del manto, linfoma difuso de célula grande y préstata, entre
otros), por lo que estan considerados como genes supresores de

tumores *"* ", Debido a la orientacién transcripcional opuesta de
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no esta predicha la formacion de un nuevo gen de fusién en

ninguno de los cromosomas derivativos.

El TDAH (OMIM #143465) es el trastorno mas comun de aparicion
en edad infantil, afectando entre 5-10% de nifios y adolescentes.
Se caracteriza por un déficit de atencion persistente y/o por un
comportamiento hiperactivo-impulsivo que implica problemas en la
adaptacion social y académica. Hay una prevalencia de nifios
sobre nifias de 8:1 '™ >, Desde el punto de vista genético, el
TDAH es un trastorno heterogéneo, con varios loci asociados. En
la literatura hay varios genes cuyas Vvariantes polimorficas,
mutaciones o por estudios de ligamiento estan asociados con

TDAH *'®, resumidos en la siguiente tabla (tabla 18):

GEN Nombre del gen Locus

ADHD2 Attention deficit-hyperactivity disorder, susceptibility to, 2 17p11

ADHD1 Attention deficit-hyperactivity disorder, susceptibility to, 1 16p13

DRD4 dopamine receptor D4 11p15.5

HTR1B 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1B 6q12

ADHD4 | Attention deficit-hyperactivity disorder, susceptibility to, 4 5p13

SLC6A3 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, 5p15.3

dopamine), member 3

DRD5 dopamine receptor D5 4pl16.1

ADRA2A adrenergic, alpha-2A-, receptor 1024

SCN8A sodium channel, voltage gated, type VIll, alpha subunit 12g13

TPH2 tryptophan hydroxylase 2 12qg21
SNAP25 synaptosomal-associated protein, 25kDa 20p11.2
comT catechol-O-methyltransferase 22q11
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Ninguna de las regiones afectadas por los puntos de rotura de la

translocacion ha sido previamente asociada al TDAH.

En resumen, esta paciente con fenotipo de retraso del lenguaje y
TDAH presenta una translocacion de novo, en la que el gen PRCP
esta interrumpido por el punto de rotura en el cromosoma 11,
mientras que en el cromosoma 13 podrian estar interrumpidos los
genes RFP2 y KCNRG. Como gen candidato a causar el fenotipo
de TDAH proponemos a PRCP debido a su regulacion en la via de

la melanocortina.

6.10 Translocacion con otras alteraciones
citogenéticas en un paciente con leucemia.
Translocacion 5.

Este paciente tenia un diagnéstico de leucemia mielomonocitica
crénica tipo 2 (LMMC-2) con cariotipo normal. Posteriormente, por
evolucibn de la enfermedad se diagnosticé leucemia aguda
mieloide (LAM) secundaria en médula ésea (MO), con nuevo
cariotipo de 46,XY,t(4;15)(g24;926),add(7)(qter)[15]/46,XY[5].

La revision de la literatura muestra que las principales alteraciones
en los pacientes con LMMC son la monosomia 7 y la delecién 7g-,
trisomia 8, ganancias del 1qg, y la presencia de cariotipos

77 Las

complejos con tres 0 mas alteraciones citogenéticas
translocaciones reciprocas en la LMMC son poco frecuentes
(menos del 1% de los casos), y entre ellas destaca la

t(5;12)(q33;p13).
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Para identificar los puntos de rotura de esta translocacion se aislo
uno de los cromosomas derivativos [der(15)] mediante
microdiseccion manual y posteriormente se hibrido el material

amplificado sobre un array de oligonucleétidos.

En el cromosoma 4 el punto de rotura estaria en la region mas
distal del gen MGC16169 (TBC domain-containing protein kinase-
like), mientras que en el cromosoma 15 no hay genes descritos en
la region implicada en el punto de rotura. En este caso, por tanto,
no esta predicha la formacién de un nuevo gen de fusion en
ninguno de los cromosomas derivativos. En el cromosoma 4 hay
una delecién de ~6 Mb proximal al punto de rotura, que incluye 38
genes descritos, entre ellos TET2 (4924, Mb 106). Este gen
supresor de tumores se ha descrito recientemente asociado a
alteraciones  mieloides  (sindromes  mieloproliferativos vy
mielodisplasicos, asi como leucemias agudas mieloides
secundarias a leucemias mielomonociticas crénicas ***?’. Se han
descrito pacientes con mutaciones heterocigotas y homocigotas en

TET2, deleciones en 4924 y LOH por UPD para el cromosoma 4.

TET2, localizado en 4924 (Mb 106), tiene un tamafo de ~132 Kb y
contiene 11 exones que codifican para 3 isoformas proteicas.
Tiene funciones en el control de la hematopoyesis, relacionadas
con la supervivencia, crecimiento y diferenciacion celular. Su
expresion es ubicua, con un aumento entre 10 y 100 veces en
células hematolégicas, en especial granulocitos *%. En la literatura
estan descritas mutaciones de TET2 en un 10-20% de pacientes
con sindromes mielodisplasicos (SMD), sindromes
mieloproliferativos, LAM secundarias o0 leucemia croénica

mielomonocitica (LMMC). En concreto, en LAM secundaria hay
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entre 24% y 42% de pacientes con mutaciones y/o deleciones de
TET2. *** 1% La presencia de mutaciones en TET2 se correlaciona
con un recuento elevado de WBC, monaocitosis y sexo masculino
126 " al igual que en este caso. En cambio, no se establecio
correlacion entre los casos homocigotos, heterocigotos o

hemicigotos, asi como relacién con supervivencia.

Teniendo en cuenta el patrén de evolucién de la alteracién
mielodisplasica en el paciente, creemos que la delecién del gen
TET2 puede estar implicada en la etiologia de la enfermedad.
Respecto a la alteracion en el cromosoma 7, no podemos
descartar la posible contribucibn de los genes del material
adicional en el cromosoma 7 (de origen desconocido) al fenotipo
en este caso, asi como otras alteraciones en otros loci del
genoma. Es bien conocido que las anomalias del cromosoma 7 se
asocian a un mal prondstico *’"*"®. Por ello, el curso agresivo de la
enfermedad podria explicarse por la implicacion de dicho

cromosoma.

6.11 Microdiseccién con aguja o laser como
método de aislamiento de cromosomas.

La microdiseccion manual con aguja y micromanipulador

permite aislar cromosomas enteros y bandas cromosémicas. Es un
método muy preciso, y laborioso, en el que el numero de
cromosomas obtenidos es bastante reducido (1-20 cromosomas).
La identificacion no supone un problema, al realizar una tincion
muy similar a la citogenética clasica, con bandas G. Sin embargo,
para que un cromosoma pueda ser aislado con este método debe

encontrarse en la periferia de la metafase para evitar
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contaminaciones en el momento del aislamiento. Es un proceso
que requiere destreza en el manejo del micromanipulador, y
experiencia citogenética en la identificacion de cromosomas. En
nuestro caso, el niumero maximo de cromosomas que pudimos
aislar fue de 10 unidades. Una de las principales ventajas del
meétodo de microdiseccion es poder aislar cromosomas
marcadores o portadores de alteraciones que estén en bajo
mosaicismo * “% 87 %1 | 3 limitacion en la cantidad de material que
se puede aislar es una de las mayores desventajas de esta
técnica, puesto que requiere una amplificacion previa a cualquier
tipo de andlisis. En nuestro caso, esta amplificacion se realizé
mediante DOP-PCR. Para visualizar los resultados con FISH
reverso, realizamos 3 rondas de 40 ciclos de DOP-PCR. El FISH
reverso mostré sefiales de hibridacion continua y especifica, sin
cohibridaciones, a excepcién de los centrémeros de cromosomas
acrocéntricos cuando se amplificaba un cromosoma de este grupo.
La resolucion en este caso es la misma que la de la citogenética
convencional, puesto que depende de la calidad de las metafases

sobre las que se esta hibridando.

En cuanto a la hibridacion del material microdiseccionado sobre
arrays, para evitar una distorsion en los resultados debido a la
sobre o infrarrepresentacion de determinadas regiones, hibridamos
el producto de la primera amplificacion de DOP-PCR. En la
muestra de la translocacion 4 [t(11;13)(q21;922)] el material
obtenido del der(13) se hibridé sobre el array de BACs de
gGenomics. Posteriormente se hibridé sobre el array de
oligonucledtidos de Agilent 244k. Los materiales amplificados de
los der(7) [translocacidn 4] y der(15) [translocacion 5] también se

hibridaron sobre este array de oligonucleétidos. En lugar de
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comparar la intensidad de ratio de los dos canales de
fluorescencia, se analizaron los datos teniendo en cuenta la
presencia o ausencia de sefial de hibridacion sobre los
oligonucleétidos localizados en los cromosomas de interés ** %, En
estos casos solo se analizo el canal de hibridacién de la muestra, a
partir de los datos crudos, sin normalizar, considerando positivos

los valores mayores que 0.

En el analisis de resultados del array de oligonucledtidos,
constatamos que el porcentaje de falsos negativos por sonda era
muy alto (60-88%), mientras que el de falsos positivos era
excepcionalmente bajo (0.4-0.7%), es decir, una baja sensibilidad
y una muy alta especificidad. En el caso de la t(7;18), en el que
aislamos tan sélo seis cromosomas der(7), el porcentaje de falsos
negativos fue significativamente mayor (hasta 88% en el
cromosoma 18) que en el caso de la t(11;13), en la que
alcanzamos un 65% de falsos negativos con 7 derivativos (13)
aislados. Esto puede ser debido a desviacion generada por el
método de amplificacion, en este caso DOP-PCR, de modo que
algunas regiones genémicas se amplifiquen preferentemente sobre
otras e incluso que algunas secuencias no estén representadas **
8. En un trabajo en el que se compararon los efectos de la
amplificacion por DOP-PCR en la sensibilidad y especificidad de la
CGH sobre metafases y el array CGH, en cuanto a la deteccion del
namero de copias en diversas diluciones de ADN de una linea
celular tumoral, se comprob6é que la DOP-PCR no afectaba
practicamente la sensibilidad pero si disminuia la especificidad **°.
Los artefactos generados en productos amplificados mediante
PCR se deben a diferentes factores: contenido en GC,

reanillamiento de los productos, diferentes eficiencias en la union
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de los cebadores, deaminacién de citosinas debido a la
temperatura de desnaturalizacion y formacion de homoduaplex
durante la rampa de desnaturalizaciéon a anillamiento **°. Todos
estos factores pueden generar hasta un 70% de artefactos
inespecificos en la amplificacion, resultando en una cobertura
incompleta. En un estudio realizado comparando la tasa de error
de estas técnicas han demostrado que el 80% de las secuencias
generadas por DOP-PCR no se pueden localizar en los genomas
de referencia mediante la técnica de secuenciacion de 454
(Roche) . Teniendo en cuenta que el tamafio de los fragmentos
obtenidos por la amplificacion con DOP-PCR esta entre 200-1000
pb, esto puede resultar en una limitacibn cuando se emplean
tecnologias que requieran la presencia de tamafios mayores, 0
mayor cobertura, como ultrasecuenciacibn o array de

oligonucledtidos.

La comprobacion de los productos amplificados por DOP-PCR
mediante técnicas con resolucion similar al tamafio del BAC (CGH
sobre metafases, FISH reverso o array de BACs) es suficiente
para comprobar la presencia del material. Sin embargo, las
técnicas de mayor resolucion (PCR, array de oligonucleotidos)
requieren un alto porcentaje de secuencias representadas. Una
comparacion entre los distintos métodos de amplificacion
inespecifica (Genomiphi, ligation adaptor-mediated PCR) seria de

gran ayuda para determinar cual es el método mas adecuado.

En resumen, el método de aislar cromosomas manualmente
mediante micromanipulador y posterior analisis mediante array de
oligonucledtidos permite seleccionar los BACs préximos al punto

de rotura. Esto no permite acotar una region de un tamafio
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asequible para la técnica de PCR. El rango de tamafos que se
puede obtener con esta estrategia es de 30-300 Kb. En este caso,
no seria necesaria la hibridacion con un array de alta resolucion de
oligonucledtidos, puesto que la resolucion que obtenemos es

equivalente a la un array de BACs.

La microdiseccion laser es un método mas rapido para aislar
cromosomas que la microdiseccion manual con micromanipulador
y aguja. Sin embargo, cuando se hace sobre un soporte de
cubreobjetos con membrana, la identificacion de los cromosomas
es mas compleja, debido a que las pequerias irregularidades en la
superficie de la membrana empeoran la nitidez del patron de
bandas " '®'. Ademas, el cromosoma que queramos aislar debe
estar separado de otros cromosomas en la metafase, ya que el
grosor del laser (~3 um) puede llegar a ser casi igual al tamafio del
cromosoma (~5-8 um). Por tanto, obtener extensiones de buena
calidad, suficientemente extendidas y con una gran concentracion

de metafases es en ocasiones muy dificil.

Los intentos de aislar cromosomas extendidos en un cubreobjetos
sin membrana fueron exitosos y mAs precisos, puesto que
pudimos separar brazos cromosoémicos relativamente pequefios
(8p) sin tener contaminaciones aparentes. En esta modalidad no
es necesario que las metafases estén tan extendidas, puesto que
no hay que recortar una region que contenga el cromosoma, Si no
que el laser incide directamente sobre el cromosoma, lo que
permite que la potencia usada del laser sea menor que en las

muestras con membrana.
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La eficiencia con la que el material aislado llega al tapon es del
~50%, valorando el numero de nucleos que podemos visualizar en
el tapon colector después de aislarlos. En nuestro caso, no hemos
podido amplificar material a partir de los cromosomas aislados por
microdiseccion laser, pese a que el niumero era muy superior
(~200 unidades). En un trabajo previo, Gotter y cols. aislan ~200
cromosomas  por  microdiseccion  laser, que amplifican
posteriormente mediante Genomiphi para usarlo como sustrato de
PCR “*°. Es posible que en nuestro caso sea necesario incrementar
el numero de cromosomas aislados para obtener material
suficiente para la amplificacién. Sin embargo, para la preparacion
de sondas de pintado cromosémico en animales de granja, se han
empleado tan solo 10 cromosomas y amplificacion por DOP-PCR
181

. En otro estudio se consigui6é incluso partiendo de un solo

cromosoma mediante amplificacion por linker-adaptor PCR 2°.

El hecho de que el laser incida directamente sobre los
cromosomas puede estar fragmentando el material de tal manera
que esté muy dafiado antes de la amplificacion. Esto explicaria por
qué no hemos podido validar los resultados mediante PCR de
locus especifico o FISH reverso después de amplificar el material
mediante las técnicas de DOP-PCR, ligation-adaptor PCR o
Genomiphi, a pesar de que recuperamos practicamente la mitad, y

aislamos casi 500 nucleos.

En el caso de la translocacion 2 [t(7;18)(p15.3;g21.1)], se aplico la
técnica de ultrasecuenciacion mediante Paired End Mapping
(llumina/Solexa) desde ADN gendmico. El ADN se fragmentd en
tamafios de ~300 pb y se secuenciaron 36 pb de cada extremo de

los fragmentos, suficiente para poder localizarlo en el genoma. Nos
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centramos en los fragmentos hibridos para los cromosomas 7 y 18,
es decir, fragmentos en los que cada extremo pertenecia a un
cromosoma diferente. De las lecturas obtenidas, 219/72000 tenian
extremos en los cromosomas 7 y 18, ninguno de ellos cercano a

los puntos de rotura predicho por FISH.

Para optimizar esta técnica seria necesario enriquecer la muestra
de partida de la region de interés, es decir, aislando el derivativo
de interés, o incluso la banda citogenética que contenga el

192 identifican los

reordenamiento. En el trabajo de Chen y cols.
puntos de rotura de translocaciones mediante flow sorting de uno
de los derivativos y posterior ultrasecuenciacion. El ensamblaje de
las secuencias les permitié clonar los puntos de rotura a una
distancia de ~1000 pb, de modo que se pueden disefiar cebadores

directamente y realizar la PCR del punto de unién.
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1. La aplicacion de distintas estrategias metodolégicas: CGH,
FISH con BACs, marcadores microsatélite, array CGH,
microdiseccion y FISH reverso ha permitido caracterizar los
origenes, tamarfios y contenidos génicos de seis cromosomas
marcadores presentes en cinco pacientes con fenotipos

diversos.

1.1. Hemos caracterizado un cromosoma marcador
originario de la region pericentromérica del brazo corto del
cromosoma 6 en un paciente con un fenotipo de
craniosinostosis. Este SMC(6) tiene ~16 Mb y contiene 60
genes descritos. Entre ellos, un gen candidato es BMP5
(bone morphogenetic protein 5), cuya sobreexpresion
puede contribuir a la osificacion prematura de los huesos

craneales.

1.2. Hemos caracterizado un cromosoma marcador
originario de la region pericentromérica del cromosoma 10
en un paciente con fisura palatina. Este SMC(10) de ~12
Mb contiene 140 genes descritos. Como genes candidatos
proponemos GDF2 (Growth differentiation factor 2, BMP9)
y GDF10 (Growth differentiation factor 10, BMP3B), cuya
sobreexpresion puede alterar el patron de migracion y

cierre del paladar.
1.3. Hemos caracterizado los dos cromosomas marcadores

procedentes de los cromosomas 10 y 14 en un paciente

con minimos rasgos dismorficos. EI SMC(10) tiene un
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1.4.

1.5.

tamafo de ~3 Mb y contiene 22 genes descritos, mientras

que el SMC(14) tiene ~1.2 Mb y contiene 121 genes.

Hemos caracterizado el contenido de un cromosoma
marcador complejo originario del cromosoma 7 en un
paciente con retraso del crecimiento y microcefalia. El
SMC(7) contiene ~4.7 Mb desde 7pl2.1 hasta el
centrémero, y 1.7 Mb en 7g36.3, con 40 genes en total.
Hay varios genes implicados en la regulacion del ciclo
celular candidatos a contribuir en el fenotipo: CDK5 (cyclin
dependent kinase 5), RHEB (Ras homolog enriched in
brain), EGFR (epidermal growht factor receptor) y ECOP

(EGFR-coamplified and overexpressed protein).

Hemos caracterizado un cromosoma marcador
originario del brazo corto de los cromosomas 13 6 21 en
un paciente sin fenotipo aparente mediante microdiseccion

manual y painting reverso.

Se han caracterizado mediante clonacion posicional los puntos

de

rotura de cinco translocaciones presentes en cinco

individuos. En 6 de los 10 puntos de rotura caracterizados

existen genes descritos que son interrumpidos por la

translocacion.

2.1.

Hemos clonado los dos puntos de rotura a nivel de
nucleétido en una translocacién t(9;11)(g34.1;p11.2) de
novo presente en una paciente con un fenotipo de retraso
global fundamental del lenguaje mediante la estrategia

clasica de clonacién. En el cromosoma 9 se interrumpe el



2.2.

2.3.

CONCLUSIONES

gen GOLGAL1, y hay una delecion de 2627 pb, mientras
que en el cromosoma 11 se interrumpe el gen PHF21A,
con insercion de un solo nucledtido. PHF21A es el gen
candidato, por su expresion preferencial en cerebro,
formar parte de un complejo represor de genes especificos
de neuronas, y estar localizado en la region critica

asociada a RM del sindrome de Potocki-Shaffer.

Hemos caracterizado los dos puntos de rotura de una
translocacion t(17;22)(p13.3;q11.2) presente en una familia
con fenotipo de expresion variable, con anomalias de
desarrollo en las extremidades, asi como presencia
adicional de una mutacién en el gen p63 (3g28), que se

asocia a displasia ectodérmica.

Hemos caracterizado los puntos de rotura de una
translocacion t(7;18)(p15.3;921) de novo en un paciente
con hipogonadismo hipogonadotropico mediante la
combinacion de microdiseccion y array CGH, asi como
intentado  definir los puntos de rotura mediante
ultrasecuenciacion desde el ADN genomico. En el punto
de rotura del cromosoma 7 no estéd descrita la presencia
de ningun gen, mientras que en el cromosoma 18 el BAC
interrumpido contiene el gen ST8SIA3 (ST8 alpha-N-
acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 3),
implicado en la glicosilacion de proteinas. Este gen es un
buen candidato para el fenotipo de hipogonadismo
hipogonadotrdpico puesto que las hormonas LH y FSH se

unen a receptores glicosilados, de modo que una
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2.4,

2.5.

deficiencia en la glicosilacion podria alterar la correcta

funcion de estas gonadotropinas.

Hemos caracterizado los puntos de rotura de una
translocacion t(11;13)(q14.1;q14.3) en una paciente con
retraso del lenguaje y TDAH mediante microdiseccion vy
array CGH. En el cromosoma 11 est4 interrumpido el gen
PRCP, que codifica para una carboxipeptidasa,
relacionado con la regulacion de la tensién arterial y la

obesidad. .

Hemos caracterizado los puntos de rotura de una
translocacion t(4;15)(g24;g26) en un paciente con
leucemia mielomonocitica cronica mediante
microdiseccion y array CGH; asi como comprobado la
delecion del gen supresor de tumores TET2, implicado en

alteraciones de la linea mieloide.

3. La microdiseccion manual de cromosomas y posterior analisis

244

del material aislado mediante array CGH de oligonucledtidos

ha demostrado ser una tecnologia eficaz, permitiendo clonar

puntos de rotura de reordenamientos balanceadas en un

intervalo de -~30-100 Kb, partiendo tan solo de seis

cromosomas.
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ABREVIATURAS

ADN Acido dexoxiribonucleico

ADNc Acido desoxirribonucleico copia, a partir de la retrotranscripcion de
RNA

ADNg Acido dexorribonucleico genémico

ARN Acido ribonucleico

BAC Bacterial artificial chromosome

CCR Cryptic chromosomal rearrangement

HGC Hibridacién genémica comparada

ClI Coeficiente intelectual

FISH Hibridacion in situ fluorescente

FIV Fecundacion in vitro

LA Liquido amnidtico

LOH Lost of heterozigosity (pérdida de heterocigosidad)
MLPA Multiplex ligation-dependent probe amplification
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

RM Retraso mental

SMC Small marker chromosome

TDAH Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad
TEL Trastorno especifico del lenguaje

UPD Uniparental disomy (disomia uniparental)
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GLOSARIO DE TERMINOS CLINICOS

Angioma: Neoplasia generalmente benigna de los vasos
sanguineos.

Anosmia: Ausencia de olfato.

Anteversion nasal: Inclinacion de la nariz hacia delante, en la
que la punta de la nariz esta localizada por encima de la base
nasal.

Antihélix (orejas): Zona exterior curva de las orejas que llena
el espacio que separa la hélix (borde externo prominente de la
oreja) de la fosa auricular.

Blefarofimosis palpebral:  Estrechez anormal de las aberturas
palpebrales en direccibn  horizontal, causada por
desplazamiento hacia fuera de los cantos internos.
Braquicefalia: Deformidad craneal que consiste en cabeza
corta, ancha y aplanada a nivel occipital.

Clinodactilia: Desviacion de los dedos en el plano transverso,
es decir, curvado en el plano de la palma de la mano.
Craniosinostosis:  Cierre prematuro de una o varias suturas
craneales.

Displasia ectodérmica:  Anomalias en el desarrollo del
ectodermo, afectando principalmente a piel, glandulas
sudoriparas y lacrimales, pelo, dientes y uias.

Ectrodatilia: Anomalia del desarrollo fetal que se caracteriza
por la ausencia total o parcial de uno o varios dedos de manos
0 pies.

Fisura palatina: Paladar hendido, apertura en la parte superior
del paladar que implica comunicacion directa entre boca vy

nariz.
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Hendiduras palpebrales: Aberturas longitudinales entre los
parpados. Cuando los ojos estan abiertos son de igual tamafio.
Hipertelorismo:  Aumento entre la distancia intercantal
(interorbitaria).

Hipotelorismo:  Reduccién entre la distancia intercantal
(interorbitaria).

Kifoescoliosis: Encorvamiento y giro de la columna vertebral.
Labio leporino:  Apertura uni o bilateral entre el labio superior y
la nariz.

Micrognatia: Mandibula pequefa.

Narinas: Aberturas de la nariz, desde el punto en que se
bifurcan hasta el exterior.

Oligoamnios: Disminucion de la cantidad de liquido amniético.
Plagiocefalia: Aplastamiento lateral del craneo.

Puente nasal: Ensanchamiento de la parte superior de la

nariz.
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