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Resumen:

La enfermedad conocida como sindrome X fragil es una de las causas mas habituales
de discapacidad intelectual y autismo en las sociedades modernas. Este sindrome
afecta a la regulacién de la transcripcion del mRNA de la proteina FMRP en las
neuronas, un elemento fundamental en el control de la expresidon de otros genes.
Actualmente su origen se desconoce y no hay tratamiento, por lo que el diagnéstico
temprano juega un papel crucial para mejor calidad de vida de los individuos afectos.
En este estudio se han analizado los casos del Hospital Universitario Miguel Servet de
Zaragoza con alteraciones genéticas relacionadas con dicho sindrome. Se ha llevado a
cabo una comparativa de la metodologia empleada para su diagndstico entre los afios
2011y 2015, asi como un estudio en profundidad de un caso particular en el que no
hay una correlacién entre el genotipo caracteristico del sindrome de X fragil y el
fenotipo que cabria esperar. Ademas se ha realizado una investigacion para intentar
demostrar la relacion de esta alteracidn genética con el polimorfismo C667T de la metil
tetrahidrofolato reductasa (MTHR) como apuntan algunos estudios recientes (Ahmad
Aleyasin et al.!) pero sin llegar a resultados concluyentes.

Abstract:

The disease know as X fragil syndrom is one of the most common causes of mental
disability and autism in modern societies. This syndrom affects to the regulation of the
mRNA transcription of the FMRP protein in neurons, a very important element for the
control of the expression of other genes. Nowadays its origin is unknown and there is
not treatment so a quickly diagnostic is essential for the quality of life of sick people. In
this study we analized pacients of the Miguel Servet hospital in Zaragoza with genetic
alterations related to this syndrom. We did a comparison between the methodology
used for the diagnostic since 2011 to 2015, as well as a deep study about a particular
case that there isn’t a relationship between the normal genotype of the X fragil
Syndrom and its habitual fenotype. Besides we did an investigation to try to
demostrate a link of this genetic alteration with the C667T polimorfism of the
methylene tetrahydrofolate reductase (MTHRF) following some recent investigations
(Ahmad Aleyasin et al.') but without conclusive results.
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Introduccion

El sindrome X fragil es una de las patologias de componente genético mas comunes
ligadas a deficiencia mental, solamente superada por el sindrome de Down. Tiene una
prevalencia de entre 1:4000 y 1:6000 casos en varones siendo hasta la mitad en el caso
de las mujeres. Aproximadamente la relacion de afectos es de 3:1
de hombres con respecto a mujeres ya que se trata de una
patologia ligada al cromosoma X. Los pacientes ademas de sufrir
retraso mental de magnitud variable presentan un fenotipico muy
caracteristico con frente amplia y cara alargada, mentén

pronunciado, grandes orejas separadas, varones con testiculos
grandes en edad adulta y macrocefalia entre otros.”> \

Es producida por una mutacién en el extremo distal del " .
Imagen 1. Nifio con fenotipo

brazo largo del cromosoma Xq27.3 que afecta algen FMR1 . toristico del sindrome X frdgil.
codificante para la proteina FMRP.* El defecto molecular Fuente: Sindrome X frégil: Libro de
que genera es un aumento en las repeticiones CGG enuna  consulta para familias y profesionales.’
regidon no codificante del gen. Esta patologia segrega en

forma dominante ligada al cromosoma X con penetrancia reducida. Ademas de esta

alteracion en la region rica en CpG los individuos afectos tienen asociada otra

alteracidén a dicho locus, una metilaciéon anormal. Esto desemboca en la inhibicidon de la

expresién de la proteina citoplasmatica FMRP.> ®

Esta proteina se expresa de forma ubicua la mayoria de tejidos gracias a procesos de
splicing alternativo pero su presencia se acentua, entre otros, en neuronas, linfocitos y
testiculos.” Es en las neuronas donde desempefia un papel fundamental como
regulador especifico de la traduccidén de otras proteinas. Se une selectivamente al
MRNA, con el que se asocia para formar un complejo ribonucleoproteico, interviniendo
y regulando su transporte hasta los polirribosomas donde se da la traduccién. Este
proceso se produce en la sinapsis, por lo que alteraciones en el proceso generan
alteraciones a nivel cognitivo, principalmente en el aprendizaje.”®

La especificidad frente a distintos tipos de mRNA es variada, involucrando proteinas
propias del citoesqueleto o de trasduccidn de sefial, ademads de su propio mRNA de

manera muy especifica. Actla como un regulador negativo mediante silenciamiento
génico mediado por dicer y RISC aunque no se conoce de forma concisa el papel de

FMRP1 en este proceso.7

1. Historia

El sindrome se empieza a conocer de la mano de Martin y Bell en 1943 tras una
publicacion que manifestaba la presencia en una familia donde se presentaban 11
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casos de retraso mental en varones. Ademas presentaban un fenotipo caracteristico de
forma generalizada, lo que hacia pensar en una patologia de caracter hereditario.

Mas adelante en 1969 fue publicado un articulo del Dr. H. Lubs que trataba anomalias
cromosémicas en unos hermanos que padecian de retraso mental. Esta anomalia se
identific6 como un estrechamiento de la zona distal del cromosoma X denominada
como sitio fragil, lo que posteriormente dio nombre a esta enfermedad.” *°

Atendiendo a estas dos publicaciones se llegé a la conclusidn de que debido a las
similitudes entre los pacientes de ambos casos se trataba del mismo sindrome. La
dificultad estaba en probar el hecho dadas las carencias en diagndstico genético de la
época.z’6

Con el paso del tiempo las técnicas de analisis genético mejoraron vy a finales de los
70s se identifico el fragmento fragil del cromosoma X. Esto permitié observar que el
porcentaje de células afectadas variaba. Se realizé el estudio de muchos pacientes y se
dedujo que en rara ocasion se superaba el 50% de cromosomas con el estrechamiento
y que en las mujeres se presentaba un menor porcentaje que en los varones.? En los
80s tras el descubrimiento de que la zona afectada era Xq27.3 gracias al desarrollo de
técnicas de marcaje, se descubrid que siempre que habia una mutacidén completa en
un paciente su madre era portadora de pre mutacién. Finalmente se propuso que la
enfermedad era debido a alteraciones del marcaje de la regién del cromosoma X.* *°
Tras mejoras progresivas en el desarrollo de sondas se identificd en 1991 el gen
responsable del fallo genético y la expansidn del triplete CGG en 5’, una zona no
codificante que era la causa del sindrome, lo que abrid grandes posibilidades al estudio
en profundidad de la patologia.

Por otro lado, en los Ultimos afios se han descrito otros fenotipos ligados a la
alteracion en este gen que presentan otras patologias relacionadas con el sindrome X
fragil. Uno de ellos es el FXPOI (Fallo ovarico prematuro asociado al X fragil) en el que
las mujeres que lo padecen sufren de hipogonadismo hipergonadotrépico y un cese
prematuro de la ovulacién.’ Otro es el FXTAS (Sindrome de temblor/ataxia asociado al
X fragil) que aparece en la edad adulta, generalmente pasados los 50 afios en el que se
sufre un aumento descontrolado de los niveles de mRNA de FMR1 y que genera
problemas por ganancia de funcién.™ Actualmente debido a la relevancia de estas
enfermedades ligadas a mutaciones en el gen FMR1 sus diagndsticos son unas de las
pruebas genéticas mas habituales en el ambito clinico.

2. Gen FMR1

El gen FMR1 se localiza en f Xg27.3, es de una longitud de 38kb y contiene 17 exones
de los cuales el 12, 14, 15y 17 se ven afectados por splicing (15 y 17 para la eleccion
de sitios aceptores). Cabe destacar la ausencia de caja TATAA y la longitud inusual del
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primero de sus intrones de 9.9kb lo que supone casi un tercio de su longitud. Este
tamafio hace pensar en su posible importancia en la regulaciéon transcripcional. Otras
caracteristicas anormales del gen son las diferencias de tamafio entre los intrones y
exones posicionados en los extremos con respecto a los mas internos.™

La repeticidn del trinucleotido CCG situado en 5" UTR de forma habitual se da entre 6y
50 veces, algo que varia en funcion de los polimorfismos genéticos. En caso de darse
pre mutacién (PM), se dan entre 50 y 200 repeticiones del trinucleotido lo que sugiere
una inestabilidad genética. En caso de mutacion completa (FP) se da con 200 o mas
repeticiones, a veces junto a mosaicismo extenso y alteraciones en el patrén de
metilacion de la region, lo que imposibilita la transcripcién del DNA.*Y 2

Este triplete CGG es muy inestable, ademas tiende a expandirse con el paso de
generaciones por lo que una PM puede llegar a desembocar en FP en la descendencia.
En individuos sanos se dan una serie de repeticiones del triplete AGG que interrumpen
la repeticion de CGG. Esta otra repeticion se asocia con la estabilizacion de la region y
en pacientes afectos de mutacién completa estan ausentes. El nimero de AGG es
variable aunque en el estudio se ha visto una prevalencia entre 1 a 3 veces en
individuos no afectos.*?

— 2400pb—§ Z800ph.
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Fig1. Representacion del gen FMR1 en estado normal, en gris oscuro se muestra la
secuencia transcrita, la caja CpGn, el inicio de la transcripcion, en color negro aparecen

los 17 exones y los sitios de splicing alternativo. Fuente: Rousseau et al.*®

Ademas de esta inestabilidad genética generada a pequefia escala se dan algunas
posibles explicaciones al fendmeno de expansion de una generacion a otra. Se cree
gue es debido a la formacion de estructuras andmalas en horquilla en los fragmentos
de Okazaki al replicar la zona rica en CGG. Otra hipodtesis es la rotura de la doble hélice
durante la replicacion que produciria apareamientos errdoneos generando la
replicacién incorrecta del triplete.”

El mRNA que codifica el gen actia regulando su propia expresién hibridando con la
region rica en CGG formando de esta forma un diplex DNA/RNA por
complementariedad, lo que inhibe la expresién del gen.** En el fenémeno dado en
patologia se produce la inhibicidn de su transcripcién por la metilacién anémala de
dicha regién (abarcando el promotor y parte del primer intrén), acompafiada de hipo
acetilacién asociada a histonas y condensacion de la cromatina.™

La metilacion del gen produce su silenciamiento, se impide la produccion de la
proteina FMRP y desemboca en el fenotipo de pacientes con X fragil. Se determind su
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estado de metilacion de forma concisa empleando métodos de secuenciacion en los
gue se analizaron todos los residuos de citosina de manera individual para demostrar
gue en pacientes afectos esta metilacién se da en todos los CG del gen. Gracias a
estudios de este tipo se cree que este proceso de inactivacion es similar al ocurrido en
las mujeres con uno de sus cromosomas X.*

Esta relacion entre la expansion del triplete y la consecuente metilacion no esta del
todo clara. Una posible explicacion es debido a que la expansion impide la correcta
transcripcion del gen, se impide la formacion del complejo necesario y el promotor del
FMR1 queda fuera siendo metilado. Otra hipdtesis es la de que el incremento del
triplete genera cambios a nivel de conformacion de la cromatina que generarian esta
metilacion.™

3. Proteina: Funcion y estructura

La proteina citoplasmatica FMRP codificada por el gen FMR1 forma parte del complejo
CYFIP1-EIF4E-FMR1 que se encarga de media el proceso de traduccidn por represion.
Presenta gran similitud con otras proteinas relacionadas con el SXF como FXR2P,
compartiendo entre si los mismos dominios estructurales llegando tener una identidad
en el 60% de sus aminoacidos. Estas otras proteinas no se expresan en cerebro y por
tanto alteraciones en el FMR1 en esta localizacion resultan en trastornos neuroldégicos
propios del SXF.>”’

Dada su funcidn de regulacién de la traduccidon, contiene unas regiones de unidn a RNA
conocidas como dos dominios KH*® y un cluster de residuos de arginina y glicina
conocido como caja RGG que le permiten unirse con hasta dos moléculas de este acido
nucleico. Ademas tiene otra region en el N- terminal también de unién a RNA pero no
muy bien caracterizada.’

Esta caja RGG consiste en repeticiones Arg-Gly-Gly situada en el C- terminal. Esta
presente en otras proteinas relacionadas con el metabolismo del RNA ademas de en
ciertas proteinas virales por su fuerte capacidad de unién. Por otro lado los motivos KH
se encuentran muy conservados evolutivamente, teniendo como origen la secuencia

718 Ademas

VIGXXGXXI donde X es cualquier aminoacido con tendencia a los positivos.
de RNA en otras proteinas también pueden unir DNA. En cuanto a la regién de unién
de N-terminal no se conoce en detalle su funcionamiento pero se ha observado el

reconocimiento de RNA de manera inespecifica e interacciones con otras proteinas.’

Tiene capacidad de unidn a muchos mRNA de proteinas estimulada por el receptor
metabotrdpico de glutamato tipo | (mGIluR), pero de forma muy concisa al suyo propio
para auto regular su expresion. Los motivos de unién presentes hacen que sea una
proteina de union especifica a ciertas regiones del mRNA, concretamente a horquillas
con un cuarteto de guaninas que es habitual en el reconocimiento de otras proteinas
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neuronales como la semaforina (proteina de membrana asociada al crecimiento de
axones) o MAP1B (asociada a formacién micro tubulos).

Fig2. Funcionamiento especulativo

de FMRP en las dendritas. Fuente:

Claudia Bagni et al."’

Nature Reviews | Nouroscience

En el desarrollo fetal se encuentra asociada a tejido ectodérmico y génadas, siendo
mayoritaria en testiculos y cerebro. En edad adulta aparece en grandes niveles en las
neuronas y en menor medida en otras células del sistema nervioso como
oligodendrocitos o células de la glia. Dada la ausencia de anormalidades asociadas al
SXF en el feto se considera que no es una de las proteinas fundamentales en el
desarrollo embrionario del sistema nervioso.’

Mediante experimentacion con ratones KO FMR1 se cree que esta proteina inhibe
mRNA relacionados con la internalizacién de los receptores transmembrana AMPA, los
mas abundantes en el sistema nervioso que median la transmision sinaptica rapida.
Ademas se encontré en estos ratones la correlacidn entre el nimero de receptores
AMPA vy la presencia de protuberancias en ciertas partes del cerebro como las
encontradas en algunos pacientes con SXF.*

El tipo de inhibicidn que se da es por interferencia, un mecanismo de gran antigliedad
con la finalidad de eliminar RNA viral y regulacion de expresion. Para ello se necesita la
proteina dicer que elimina el RNA extrafio de doble hebra y el complejo RISC que
emplea secuencias obtenidas de la degradacién producida por dicer para localizar de
manera especifica otras de estas moléculas extrafias y eliminarlas también. En este
modelo se aplica al RNA de las proteinas que son reguladas por FMRP*
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Diagnostico genético del sindrome X fragil (SXF):

El estudio del gen FMR1 se debe realizar en pacientes con sospecha clinica de padecer
el sindrome de X Fragil (SXF) los cuales deben presentar una cierta deficiencia
intelectual considerada cuando el Cl (Coeficiente intelectual) esta por debajo de 70 o la
presencia de rasgos autistas, en ambos casos sin que tengan un origen determinado.
Ademas de estos rasgos se deben realizar en caso de que presente problemas de
aprendizaje o de habla, hiperactividad, déficit de atencidn y rasgos faciales
caracteristicos de pacientes con SXF.

El andlisis genético estd actualmente basado en pruebas de tipo reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) y un andlisis en electroforesis capilar que ha sustituido al Southern-
Blot en los ultimos afos. En primer lugar se hace la extraccién y purificacion de acido
desoxirribonucleico (DNA) de una muestra de sangre periférica mediante EZ1
Advanced BioRobot, un equipo automatizado. Se usa un kit comercial para la
obtencion de una concentracidn aproximada comprendida en el rango de 40-80 ng/ulL
de DNA para el posterior analisis mediante TP-PCR (Triple Repeat Repeat PCR).

Esta TP-PCR estd basada en el uso de 3 primers, ademas del forward y reverse se
emplea uno mds especifico a la regidn Citosina-Guanina-Guanina (CGGn). Es necesario
para evitar la formacion de hairpins de alta complejidad en la amplificacion que
dificultan la desnaturalizacion posterior. Ademas de esta forma se puede saber el
numero de repeticiones del triplete estabilizante Adenina-Guanina-Guanina (AGG),
muy importante para valorar el fendmeno de expansion en alelos con pre mutaciones.

Tras la reaccidn de PCR se debe preparar la muestra para la electroforesis capilar. Se
lleva a cabo una desnaturalizacion del producto de PCR obtenido y una vez

desnaturalizadas las muestras se hace el analisis de datos en el equipo AB/ 3130y

software GeneMapper 4.0 para la obtencién de los Raw Data.** '8

CGGprimEr 5-CEHEEGEH5C5065ECH 00 ECEHEEECECABERES SIS GO CE GBEGEEGEEGCHGEEAABRLAGLCEEEEEEHEECEOCHHCEGEE5E!
5 L — [ —
annealing

—_ 75

25

Fig3. Representacion del proceso

'

10-14 CGG missing due to AGG
PCR

product

generation

20-24 CGG missing due to AGG

Capillary | I Tlife
electrophoresis I
detection

de PCR con uso de tres cebadores
y el posterior andlisis por
electroforesis capilar. Fuente:
ChenL.etal. ®

Una vez hecha la primera discriminacion en funcién del nimero de repeticiones y
expansion del triplete CGG se continua con el estudio del porcentaje de metilacion del
gen en casos de pre mutacidn, mutacién completa o mosaicismo.
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En primer lugar se hace un duplicado de la muestra. En uno de los eppendorf se lleva a
cabo una reaccién de digestidn enzimatica con uso de Hpall de corte CACGG™ para
obtener solamente los alelos metilados ya que el resto es degradado, mientras que el

duplicado servira de control sin adicién de enzima de restriccion.™ %

Fig4. Corte de la DNasa Hpall
sensible a metilacion. Fuente
Grasso et al.2014.%

Amplicon region: FMR1 5" UTR

Hpall
, M- S

(cGG), Hpall

-95 bp +H5p TR

CH, CH,

(no amplification) R

A continuacion se hace la reaccién de PCR para la amplificacion de la region del FMR1
con uso de dye primers®3, usando FAM primers para la amplificacién del control y HEX
primers para la reaccion de digestion.?* Esta PCR esta basada en dos coloraciones

distintas (HEX y PAM) que permiten la deteccién de todas las repeticiones CGG en los
alelos y su longitud. Para el andlisis mediante electroforesis capilar serd necesario un

24,25

proceso de desnaturalizacion de las muestras. Tras su desnaturalizacién y

preparacion se analizan en el equipo ABI 3130x/ con el software GeneMapper 4.0.

En este caso se puede dar la saturacidon del polimero usado en la electroforesis capilar,
superando asi el umbral de analisis del equipo por lo que se da una migracion
independiente a la relacion masa/carga del producto de PCR analizado. Esto hace que
no se conozca el nimero de repeticiones exactas del triplete CGG expandido en los
casos de mutacion completa, full mutation (FM), siendo su resolucién maxima en torno
a 200 repeticiones.

Para el diagndstico basado en Southern- Blot se parte de la misma muestra que para la
anterior técnica, DNA de células sanguineas extraido y purificado mediante el uso de
EZ1 Advanced BioRobot con su correspondiente kit comercial. A partir de esta muestra
se realizan los procesos de digestién enzimatica oportunos, en este caso con el uso de
EcoRI (GMAATTC) ademas del enzima Eagl (C*GGCCG) sensible a la metilacion de su
secuencia de reconocimiento.?

Se continua con un proceso de electroforesis para una posterior desnaturalizacion y
transferencia a membrana de nitrocelulosa por capilaridad. A continuacion se retira
dicha membrana para ponerla en contacto con sondas especificas marcadas como
StB12.3y pfxa para regiones de interés del gen FMR1. De esta manera se detectan
fragmento de distinto tamafio que determina si hay metilacion de la expansion del
triplete. En caso de no cortar Eagl y proporcionara un fragmento de 5,2 kb pero si no
hay metilaciéon se obtiene un fragmento de 2,8 Kb.
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Por lo tanto si no se dan dos cortes enzimaticos (Eagl/y EcoRl) se obtiene un
fragmento de 5,2kb mientras que si cortan ambas aparecerd un fragmento de 2,8kb.
De este modo, la presencia de bandas con tamafio superior a 5.2kb o 2.8kb indica la

presencia de alelos pre-mutados o con mutacion completa

En definitiva se obtienen datos de la presencia del gen homdlogo a la sonda, en este
caso el gen FMR1, el nimero de fragmentos con homologia y su tamafio.

Inactive X

Active X

e i

o.l‘g

1234/ 56

5.2

Fig5. Ejemplo de Southern-Blot de diferentes
muestras. Los carriles 1,2 y 5 son muestras
normales, 4 y 6 mutacion completa y 3 pre
mutacion. Fuente: Elizabeth Berry-Kravis 2
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Hipotesis:

Se aborda la identificacion de pacientes con un fenotipo caracteristico del SXF con
discapacidad intelectual, comportamientos autistas y ciertos rasgos fisicos como
macrocefalia, orejas grandes y mentdn pronunciado entre otros. Se identifican asi los
casos con alteraciones en el gen FMR1 tanto a nivel estructural, con la expansién
incontrolada del triplete CGG en su 5’ UTR, como a nivel epigenético con la
modificacién de los patrones de metilacidon asi como la presencia de regiones
estabilizantes de tipo AGG. Con su analisis se hace un estudio demostrativo que
establece una correlacidn directa entre estos rasgos genotipicos y fenotipicos.

Por otro lado se trata de dar una explicacion especifica a uno de los casos derivados
del estudio de familiares de un paciente con una mutacién completa (<200 CGG en el
gen FMR1). No se da dicha correlacion por lo que se ha centrado una investigacion mas
especifica para dar una explicacion razonable a este caso tan particular.

Ademas se trata de establecer alguna relacién entre el fenotipo de pacientes con el
sindrome X fragil y el polimorfismo genético C667T en el gen de la metil
tetrahidrofolato reductasa. Alteraciones en este enzima se creen significativas en
patologias asociadas a trastornos neuronales tales como Alzheimer (Jorge I. Castillo-
Quan et al. 2008’) o Parkinson (Martinez Laura, et al; 2003%%) por lo que se ha
intentado demostrar también la relacién con el X fragil como algunos estudios apuntan
(Ahmad Aleyasin et al.).

Objetivos:

e El principal propdsito es el diagndstico del SXF en muestras de pacientes
atendidos en la Comunidad Auténoma Aragon con sospecha clinica de X fragil
gue presenten caracteristicas tales como discapacidad intelectual con IC menor
de 70, cuadros de autismo acompanados de rasgos fisicos tales como orejas
grandes y despegadas o cara alargada de frente amplia entre otros’. El estudio
genético para esta alteracién esta enfocado no solo a pacientes con
sintomatologia de SXF sino también a familiares de casos confirmados o
pacientes que requieren de un asesoramiento genético con finalidad
reproductiva.

e Establecer diferencias significativas en cuanto a la metodologia empleada para
el diagndstico de estos casos entre el Southern-Blot y el basado en TP-PCR. Es
por ello que esta parte del estudio se centra en la comparativa de ambas
técnicas en base a los resultados diagndsticos del SXF estudiados.

10
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* Profundiza en el anadlisis de este sindrome a nivel molecular y la relacién entre
sus alteraciones y el fenotipo presentado. Es en este punto donde realiza el
estudio particular de un caso problema de gran interés cientifico, en el que la
correlacién entre el genotipo y fenotipo no sigue las pautas del resto de casos
observados.

e El establecimiento de una relacion entre la mutacién del gen FMR1 vy el
polimorfismo genético C667T de la metil tetrahidrofolato reductasa (MTHR)
como apuntan algunos autores en estudios recientes (Ahmad Aleyasi et al.
2012%). Se estudia la presencia de un patrén significativo entre los rasgos
fenotipicos de casos confirmados con alteraciones del gen FRM1 (Pre mutados,
mutados completos y mosaicos) y dicho polimorfismo.
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Materiales y métodos:

Se han empleado muestras de DNA de sangre periférica procedentes de pacientes con
sospecha de padecer SXF, derivados de estudios familiares de individuos afectos y/o
asesoramiento genético de caracter reproductivo.

La extraccidn de DNA se realiza mediante el uso del EZ1 Advanced BioRobot.
Proporciona muestras purificadas con uso de tecnologia basada en el uso de particulas
magnéticas en la que el DNA gendmico se adhiere selectivamente a una serie de
particulas cargadas. Para ello es necesario el kit comercial EZ1 DNA Investigator con el
gue se obtienen volimenes de 100-200 pl de muestra con una concentracién de 40-80

ng/uL.

La determinacion del numero de tripletes CGG del FMR1 se realiza con el kit Amplidex
FMR1 PCR de la casa comercial Asuragen™. Se realiza una TP-PCR con cebadores
repetidos ademas de un tercero complementario a la region de repeticiones del
triplete dicho gen (Mix en Anexo |).

Tras la reaccién de PCR (Protocolo en Anexo /) se prepara la muestra para la
electroforesis capilar. Se desnaturaliza el producto de PCR obtenido (Protocolo en
Anexo I) y una vez desnaturalizadas las muestras se hace el andlisis de datos en el
equipo ABI 3130x! y software GeneMapper 4.0. 21

En caso de alteracién genetica se emplea el Kit AmplideX FMR1 mPCR de Asuragen™
para determinar el porcentaje de metilacidn de los alelos. Se basa en el uso del enzima
de restriccién Hpall de corte CACGG (Protocolo en Anexo Il) sensible a metilacién.
Degrada todo el DNA no metilado para luego hacer una comparativa con respecto a
una muestra control.

Tras la digestion se realiza la PCR para la amplificacién de la regién del FMR1 con uso
de dye primersg, usando FAM primers para el control y HEX primers para la muestra
tratada con enzima de restriccidon (Protocolo en Anexo Il).

Para el analisis mediante electroforesis capilar sera necesario un proceso de
preparacion con uso de ROX 1000 (marcador de tamaiio especifico para el andlisis de
fragmentos) y desnaturalizacién de las muestras (Ver protocolo en Anexo ) con
formamida. Tras la desnaturalizacidén se analizan las muestras en ABl 3130x/ y software
GeneMapper 4.0

Por otro lado, el analisis del polimorfismo C677T de la MTHR esta basado en la técnica
de PCR y analisis en electroforesis capilar. Se realiza con el kit Elucigene TRP-F con el
uso del secuenciador AB/ 3130y software GeneMapper 4.0.

Por otro lado, el analisis del polimorfismo C677T de la MTHR se realiza con el kit
Elucigene TRP-F con el uso del secuenciador ABI 3130x/ y software GeneMapper 4.0.

12
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Este kit proporciona la mix ya preparada para la reaccién de PCR a la que solamente

habra que afiadir el DNA del paciente en estudio que permite la amplificacion (Ver

protocolo en Anexo Il). Tras la reaccion de PCR (Ver protocolo en Anexo Il) se preparan

las muestras para el andlisis por electroforesis capilar para lo cual se procede a la

desnaturalizacién con el empleo de una mix de GeneScan® 500 LIZ™ size standard

(marcador de tamanfo especifico) y Hi-Di Formamida (Protocolo en Anexo Ill).

Finalmente se obtienen las muestras listas para el analisis mediante el equipo AB/

3130xl y software GeneMapper 4.0.

Resultados:

Mediante el analisis genético de pacientes con sospecha clinica de presentar una

sintomatologia semejante al sindrome X fragil, FXTAS o FXPOI se ha recopilado la

siguiente tabla informativa de la situacidn aquellos casos en los que se ha obtenido un

resultado de mutacion completa (FM), pre-mutacién (PM) o mosaicismo (PM/FM)
entre los afios 2011 y 2015.

N° Edad al Mutacion Repeticiones Metilacion (%)
Paciente diagnostico FMR1 CGGs

1 M 33 PM/FM 94+3/322+10 0/100

2 F 57 PM 30+1/79+3 39/100

3 F 2 PM 59/29 No analizado

4 M 2 FM >250 100

5 M 37 FM >200 100

6 F 32 FM 27/>200 0/100

7 F 53 PM 30/94 0/34

8 F 78 PM 21/84 No analizado

9 F 18 PM/FM 30/126/>200 0/0/100

10 F 46 PM/FM 54/84/125/>200 No analizado

11 M 4 FM >200 100

12 M 4 FM >200 100

13 F 28 PM 29/86 No analizado

14 F 50 PM 33/87 No analizado

15 F 45 PM 32/85 No analizado

16 M 49 PM 107 No analizado

17 F 9 FM 30/>200 100

18 F 9 FM 20>200 100

19 F 13 FM 30/>200 100

20 M 6 FM >250 100

21 M 9 PM/FM 101/200 No analizado

22 F 39 PM 30/89 No analizado

23 F 35 PM/FM 34/69/112/239 No analizado

24 F 4 PM 31+1/68+3/94+3 34/100/100

25 M 8 FM 322+10 100

26 F 26 PM 29+1/94+3 0/100

27 M 58 PM 7813 No analizado

28 F 17 FM 29+1/325+10 51/86

29 F 51 PM 29+1/126+5/180+5 58/100/0
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30 M 31 PM/FM 153/203/>200 100/0/0
31 M 10 FM >200 100

Tablal. Se representan los datos de los pacientes estudiados, su sexo, edad en la que se
realizo el andlisis del FMR1, tipo de mutacion, n® de repeticiones del triplete CGG en los
distintos alelos y el % de metilacion.

No se ha podido obtener la misma informacién en todos los casos en cuanto al nimero
de repeticiones del triplete AGG ni el Pm obtenido para los picos dados por la
electroforesis capilar. Esto se debe a que no todos los andlisis se han realizado
mediante técnicas de TP-PCR, algunos de ellos se basan en Southern-Blot y ademds no
se presenta la informacién de forma homogénea en los casos de mayor antigiiedad. En
concreto los casos diagnosticados por TP-PCR 1,2 y del 23 al 31, el resto mediante
Southern-Blot.

A partir de la recuperacién de las muestras de DNA (mantencién y almacenamiento en
camara de frio a -202C) de la totalidad de pacientes presentados en la Tablal (A
excepcion de los casos 10,30y 31) se realizé el estudio del polimorfismo C677T del
gen metil tetrahidrofolato reductasa (MTHFR):

Polimorfismo Polimorfismo Tabla2. Resumen del andlisis
Paciente C667T Paciente C667T por PCR del polimorfismo
1 Portador Ll Beliacion C667T del gen de la MTHR en
Normal 18 Normal . .
3 p— 19 Normal los pacientes confirmados de
4 Portador 20 Normal padecer alteraciones en el gen
5 Portador 21 Portador FMR1
6 Normal 22 Portador
7 Portador 23 Portador
8 Normal 24 Portador
9 Normal 25 Normal
10 No analizado 26 Portador
11 Portador 27 Portador
12 Normal 28 Normal
13 Normal 29 Normal
14 Normal 30 No analizado
15 Normal 31 No analizado
16 Normal

Con este analisis no se encontré ningun caso de homocigosis para el polimorfismo
estudiado, solamente pacientes portadores. Cabe destacar la ausencia de resultado en
los pacientes 10, 30 y 31 debido a la carencia de DNA en el momento del andlisis.
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*Los procedimientos llevados a cabo en este estudio han sido los de los casos 29, 28,27
y 23 ademds de la totalidad de andlisis del polimorfismo C667T. El resto de datos se
han obtenido de los registros del equipo de electroforesis capilar ABI 3130,
diagndsticos diferenciales y almacenes de datos propios a la patologia X fragil del
Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza.

Estudio de un caso particular problematico:

Durante la realizacion del estudio del caso indice n231 se detectaron varios casos de la
patologia en la familia, tanto de portadores de la pre-mutacion como de afectos y
transmisores con mutacion completa. De esta manera se identifico, en los familiares
bajo estudio, la presencia de pre mutacion en la tia del caso indice (Paciente N27) a la
edad de 53 afios con

un alelo de 94

P repeticiones y un 63%
7 ﬂ{ A de metilacion. Es en el

analisis genético de

uno de su hijo, el

paciente N230, donde

> > P E 4
se dan unos
gj resultados andmalos.
1 O]
~ SXFAY oot

MO0 rep) Ao ronsmir Fig7. Arbol genealdgico del
] _w Personas de la familia estudiadas
° Afecto/ay Transmisor/a MC paciente n931 I'ndice en
@ / Caso indice/probando es tud io
@ Portador/a asintomético/a PM

Se realizo el andlisis genético en el paciente asintomatico N2 30 para el X fragil basada
en PCR con analisis de electroforesis capilar con uso del software GeneMapper 4.0 a la
edad de 31 afios. Se comprobd que el paciente presentaba un caso de mosaicismo con
3 alelos diferenciales de 153, 203 y >200 repeticiones CGG.
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Fig8. Resultado de las repeticiones del triplete CGG por del kit Amplidex FMR1 PCR del
dadas en el paciente en estudio.

Al darse estos datos que confirmaban el mosaicismo, se continud con el estudio del
grado de metilacién que presentaban estos alelos obteniéndose el siguiente resultado:
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Fig9. Resultados obtenidos del andlisis por el Kit AmplideX FMR1 mPCR.

Analizando estos datos en mayor profundidad se comprobd el grado de metilacién del
resto de alelos, obteniéndose unos resultados poco esperados:
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Fig10. Representacion del % de metilacion dado en el caso de 152, 203 y >200
repeticiones CGG en los alelos que presenta el paciente.

El porcentaje de metilacidén obtenido es del 100% en el alelo pre mutado de 152
repeticiones CGG, de 0% en el que se encuentra en la franja entre pre mutado y
mutado completo de 203 repeticiones asi como el mutado completo de >200
repeticiones.

Discusion:

El estudio del sindrome del X fragil en los laboratorios de diagndstico genético ha
evolucionado con la implementacién de nuevas técnicas basadas en la PCR (Reaccidn
en cadena de la polimerasa). Ha permitido en los ultimos afios llegar a realizar un
diagnéstico diferencial, preciso y con alta fiabilidad diagndstica en muestras de DNA de
sangre periférica en pacientes.

Ademas permite ampliar su uso a muestras de DNA de diferentes muestras primarias,
como vellosidad corial, liquido amnidtico, sangre impregnada en cartén-papel de filtro,
etc., tras validacién previa de la técnica. Actualmente el método basado en TP-PCR
(Triplet Repeat Repeat-PCR) se puede emplear para el diagnéstico de la expansion del
triplete CGG en el gen FMR1 en muestras de DNA extraido de sangre en papel de filtro,
de gran utilidad en recién nacidos con sospecha clinica. También permite la
determinacion del nimero de repeticiones del triplete CGG del gen FMR1 en biopsias
de vellosidades coriales. En este Ultimo caso, no se puede realizar un analisis en cuanto
al porcentaje de metilacidn ya que es un proceso no establecido en las fases
tempranas de gestacion. Si presenta expansion del triplete CGG, es decir mutado
completo, sea vardn o mujer se le ofrece a la gestante y a su pareja la interrupcién
voluntaria del embarazo (IVE) antes de la 14 semana de gestacion. Pero si se confirma
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mediante estudio en muestras de vellosidad corial no hay que hacer seguimiento y
hacer amniocentesis.”’

También hay que tener en cuenta la rapidez de la técnica de PCR lo que permite dar un
diagnéstico diferencial en tan solo 24-48 horas, algo fundamental en casos de
individuos prenatales y recién nacidos. El analisis mediante Southern-Blot requiere de
mas tiempo por el uso d27e tiempos de restriccion enzimaticos y necesidad de
trasferencia de los acidos nucleicos a filtros. Esto lo hace un proceso laborioso y por
tanto es necesaria la presencia de personal mas especializado para llevar a cabo la
técnica. También hay que tener en cuenta la caracteristica de poder automatizar el
proceso gracias a la presencia de kits comerciales propios de la técnica basada en PCR.

Otro aspecto a destacar es la posibilidad de determinar el nimero de repeticiones del
triplete Adenina-Guanina-Guanina (AGG), mediante TP-PCR, que no es viable con las
otras técnicas anteriormente mencionadas como al PCR convencional y el Southern-
Blot. Estas repeticiones del triplete AGG se encuentran de manera intercalada en las
repeticiones del triplete del gen FMR1 y proporciona estabilidad a la zona. Esto se
traduce en la minimizacion de los caracteristicos episodios de expansién del triplete, lo
que permite dar cierta idea de la expansion del triplete en las siguientes generaciones.
Es un aspecto fundamental en casos en los que se detecta concretamente un nimero
de repeticiones del triplete CGG en el rango de la pre mutacién (50-200 repeticiones
CGG) ya que se debe hacer un seguimiento por la posibilidad de poder desarrollar
tanto FXTAS (Sindrome de temblor/ataxia asociado al X fragil), en varones y mujeres,
como FXPOI (Fallo ovarico prematuro
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| 66 |
3000 i Ty . .z
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Todas estas ventajas frente al método tradicional basado en Southern-Blot permiten
un diagndstico de mayor calidad tanto para el especialista que lleva a cabo la técnica
como para el paciente. La rapidez en la obtencidn de los resultados es algo
fundamental en el dmbito hospitalario por la importancia para la aplicacion de
medidas especificas o de un tratamiento temprano de forma individual.

Este tipo de andlisis basado en TP-PCR y electroforesis capilar es el usado actualmente
en el Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza y es la base molecular para la
confirmacién de la sospecha clinica del Sindrome X fragil (SXF). Mediante el uso de esta
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técnica se realiz6 la identificacion de las alteraciones en el gen FMR1 en el caso
problema N230.

Este paciente presenta una de las anormalidades mds extrafias en cuanto al SXF. Es un
caso excepcional en el que un paciente con alteraciones genéticas confirmadas tanto
en el nimero de repeticiones CGG del gen FMR1 como en el porcentaje de metilacion
de sus alelos no se correlacionan con un fenotipo clasico de pacientes con un genotipo
similar.

Su origen fue el estudio familiar del caso indice n? 31 en el que segun los criterios de
diagndstico establecidos se deben tomar y analizar muestras de todos aquellos
familiares cercanos con riesgo y/o sospecha de tener alguna alteracion relacionada con
el SXF.

En el estudio del arbol genealdgico de esta familia (Ver Fig7.) se observa la "paradoja
de Sherman”. Es un fendmeno tipico en esta patologia por el tipo de herencia ligada al
cromosoma Xy la inestabilidad generada con el aumento de repeticiones en el 5" UTR
del gen FMR1. Su manifestacién es debida a la presencia de un patrén de herencia
dominante con penetrancia reducida en mujeres, riesgo de transmision de la
enfermedad que aumenta en las sucesivas generaciones y en el caso de los varones
pre-mutados transmiten la alteracion a todas sus hijas.*

Se han encontrado 12 familiares adicionales al caso indice con alteraciones ligadas a la
expansion del triplete CGG, ya sea en forma de pre-mutaciones como mutaciones
completas en el gen FMR1. En primer lugar se ve como a partir de pacientes con la pre
mutacion se deriva tras dos generaciones a casos con la presencia de alelos del FMR1
con mutaciones completas, concretamente 4 de sus nietos. En segunda lugar, el Unico
varon testado con descendencia cumple el hecho de transmision de la pre-mutacidén a
su hija. Por ultimo se aprecia una mayoria en los casos de pre mutacidon en mujeres
(todas las mujeres son portadoras de alteraciones) pero tan solo dos de ellas
presentan la mutacion completa. Ademas, si se hace la comparativa con respecto a los
varones con alguna alteracion asociada al SXF se aprecia que la mitad de ellos portan la
mutacion completa.

Para el caso problema N230 se determina por tanto que el origen de sus alteraciones
genéticas reside su madre. Esta paciente presenta un alelo del gen FMR1 de 94
repeticiones CGG y 63% metilado aunque se trata de una portadora asintomatica. A
pesar de que de forma habitual hubiera existido una probabilidad del 50% de heredar
el alelo del FMR1 con la alteracién de la madre, en este caso el patron se ha dado un
fenédmeno de mosaicismo con tres alelos posibles y con distintos porcentajes de
metilacion. Esto es un indicio mas de la expansién generacional de la enfermedad en
las familias afectadas.
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El mosaicismo desvela la presencia de tres alelos de 152, 203 y >250 repeticiones CGG
en la region 5’UTR del gen FMR1. El principal rasgo destacable son los porcentajes de
metilacion ya que de manera habitual se suelen obtener grandes valores en los alelos
con mutacion completa mientras que en este caso este fendmeno se manifiesta en el
alelo pre mutado de unas 152 repeticiones con un 100% de metilacion y 0% en el resto
de los alelos.

La falta de informacién en cuanto a una mayor o menor prevalencia de estos alelos
impide establecer una hipdtesis sélida sobre |la presencia mayoritaria de uno de ellos.
Si se atiende a la ausencia de fenotipo patoldgico se puede suponer que la proteina
FMRP tiene un correcto funcionamiento y por lo tanto su expresidon debe presentarse a
niveles aceptables. Es por ello que el alelo pre mutado no puede ser mayoritario. Esto
se debe a que a pesar de no darse un nimero excesivamente alto de repeticiones, al
estar totalmente metilado la expresion del mRNA esta inhibida y por tanto no
codificaria para la proteina FMRP. De ser el mayoritario manifestaria los rasgos
habituales de un paciente con SXF.

Por otro lado, el alelo con la mutacién completa como mayoritario podria ser una
opcion factible. Al no estar metilado podria expresar un mRNA funcional y por tanto
llegar a dar FMRP activa lo que explicaria la ausencia de sintomatologia. A pesar de
ello, si se atiende a la gréfica de la Fig8 se puede observar su pico del Raw Data en el
analisis por electroforesis capilar es bastante bajo con respecto a los otros dos
presentes. Por ello se podria llegar a descartar como el presentado de manera
mayoritaria aunque podria ser una opcién factible.

La hipdtesis de mayor probabilidad es la presencia mayoritaria del alelo encontrado
entre la franja de pre-mutacion y mutacion completa que, a pesar de contar con 203
repeticiones del triplete CGG, se da un porcentaje de metilacion nulo. Esto permite Ia
expresion de la proteina sin verse alterado la regulacion de su gen a nivel epigenético.
También cabe destacar el pico mayoritario de este alelo durante el analisis por lo que
en principio se consideraria como el de mayor prevalencia.

Otra posible explicacion seria la alteracion del splicing alternativo en el tejido cerebral.
La presencia de otras proteinas con alto grado de similitud estructural a FMRP como
FXR2P con funciones similares en otros tejidos puede explicar que, a pesar de no
expresarse en cerebro, la alteracion en este paciente podria conllevar a unos niveles
de expresion que enmiendan la ausencia de FMRP. Dada la negativa del paciente N230
a la continuacion del estudio de su caso, no se han podido llevar a cabo andlisis a nivel
de transcriptoma ni proteoma que clarifiquen hipétesis relacionadas con la alteracién
directamente relacionada con la expresién proteica. Estos estudios se podrian realizar
con muestras de sangre periférica y en este caso se tendria en cuenta el DNA de
células sanguineas, en las que la expresion de esta proteica difiere con respecto a la
del tejido cerebral por fenédmenos de splicing alternativo.
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Si se atiende a la propia naturaleza del fendmeno de mosaicismo, su determinacién
mediante el uso de este tipo de células es indicativo pero no representativo de la
situacidn real dada en otros grupos celulares como las neuronas. Por este mismo
motivo también se desconoce si se ha dado el fendmeno de “mosaico de metilacion”,
un fendmeno poco habitual en el que el porcentaje de metilacion de la expansion varia
entre células’. Esta situacién se da con mayor frecuencia en alelos portadores de una
mutacion completa pero con un numero de repeticiones CGG préximo al de la
situacidn de pre mutacién, como es el caso del alelo con 203 repeticiones del caso
problema.

A pesar de todo ello, este tipo de analisis proporcionaria informacién de importancia
en cuanto a la expresion andmala de FMRP o de proteinas analogas asi como a la
correcta regulacion epigenética e incluso alteraciones en splicing. Para el estudio de
los niveles y estructura de FMRP en el tejido cerebral, donde se origina el problema del
X fragil, se deberian realizar andlisis inmunohistoquimicos. En concreto se necesitaria
una muestra procedente de un biopsia post mortem del cerebelo del paciente, lo que
impide un analisis a corto plazo.

En cuanto al seguimiento del caso desde un punto de vista clinico también es dificil
evaluar su situaciéon. Dado el mosaicismo de 3 posibles alelos con distintas
caracteristicas, el desconocimiento del que se presenta de forma mayoritaria y la
ausencia de sintomatologia no se puede conocer con exactitud si llegara a
desarrollarse el sindrome de ataxia/temblor asociado a X fragil (FXTAS). El patrén de
expansion es el propio de una mutacion completa como se observa en la Fig8 aunque
la hipdtesis de mayor probabilidad apoya a una presencia mayoritaria del alelo en la
franja entre mutado completo y pre mutado de unas 203 repeticiones.

El FXTAS estd causado por una expansion del triplete CGGn en los casos de pre
mutacion en el gen FMR1. La gravedad de su clinica tiene correlacién directa con la
extension de la expansion CGG vy se caracteriza por parkinsonismo leve y
manifestaciones psiquiatricas tales como depresion, ansiedad o agitacion®® los cuales
no se han identificado en la actualidad en el caso N230. Dado que aparece en edad
adulta en pacientes en torno a los 45 o 50 afios no se puede hacer un asesoramiento
oportuno de forma inmediata.

Tampoco hay informacion suficiente para la determinacion del patron de transmision
de estos alelos a su descendencia. Una vez mas la falta de informacién en cuanto a la
prevalencia de un alelo mayoritario impide predecir de forma exacta la forma de
herencia del gen, si bien siempre sus hijos varones seran sanos y las hijas podrian
presentar clinica o no.

Por otro lado, en el estudio de la relacidn entre el polimorfismo C667T de la metilen
tetrahidrofolato reductada (MTHR) se han encontrado, a priori, resultados de interés.
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Se puede observar como hay una correlacion entre todos los casos de mosaicismo para
el SXF analizados y el hecho de ser portadores del polimorfismo. Teniendo en cuenta
todos los pacientes con alteraciones en el gen FMR1 analizados, el 43% de ellos han
resultado ser heterocigotos para el C677T aungue en ningun caso se ha dado
homocigosis.

El acido folico es muy importante en el correcto desarrollo del sistema nervioso central
ya que muchos de sus derivados presentan funciones como en la sintesis de
neurotransmisores o mediando procesos de metilacion. La alteracién en el enzima
MTHR afecta directamente a su actividad, reduciéndose en presencia de homocigosis
un 50% y en heterocigosis hasta un 30% la capacidad de donar grupos metilo a la
enzima metionina sintetasa. Este efecto se manifiesta con la disminucién de la
velocidad de conversion de homocisteina hacia metionina, generando asi su aumento.
Ademas esta sustitucion de citosina por timina en la posicion 667 hace que varie la
traduccién del aminoacido alanina a valina, produciéndose, desde un punto de vista

estructural, una variante del enzima termolabil .32

Si se tienen en cuenta algunas de las funciones de la MTHR se puede deducir que
habra un impacto directo sobre la sintesis de purinas y pirimidinas, en el metabolismo
de la metionina, serina, glicina e histidina y para la formacion de agentes de metilacion
necesarios para la regulacion génica y del metabolismo en general. La MTHR actua de
forma directa en la conversién del 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-
metiltetrahidrofolato que a su vez, actua de cosustrato para la remetilacion de la
homocisteina a metionina. Ademas las alteraciones en la funcionalidad de este enzima
se consideran como factor de riesgo para otras enfermedades neurolégicas tales como

39 el Parkinson (Martinez Laura et al.

el Alzheimer (Jorge I. Castillo-Quan et al. 2008
2003%%) y cuadros autistas. Si se atiende a la alteracién epigenética que padecen los

pacientes de X fragil en el gen FMR1, la relacidon con otras enfermedades neurolégicas
y los resultados obtenidos en este estudio para casos de mosaicismo, cabe sospechar

una posible correlacion.

En los casos de mosaicismo en los pacientes 1, 11, 21y 23 en los que se da el
polimorfismo no se han encontrado grandes rasgos distintivos comunes que
justifiquen la alteracion de sus fenotipos caracteristicos de X fragil, por lo que no se ha
podido demostrar esta supuesta relacién. No hay correlacion en cuanto al nimero de
alelos posibles, las repeticiones AGG en este caso no son del todo representativas ya
que al darse alelos con la mutacién completa es habitual su ausencia. En estos casos se
carece de dicho triplete a excepcidn del caso 23 en el que se presenta solamente una
repeticion.

Hay que tener en cuenta el desconocimiento de la prevalencia del alelo en cada caso
con la mutacion completa o la pre-mutacion en cuanto al gen FMR1 lo que afiade
cierta dificultad a la busqueda de un fenotipo comun inesperado.
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No se han podido analizar los niveles del enzima MTHR por lo que tampoco se sabe
con total exactitud la afeccién del polimorfismo con la correcta actividad enzimatica en
estos casos puntuales. Se debe tener en cuenta que no se da homocigosis en ninguno
de los analisis por lo que la posibilidad de darse la variante enzimatica alterada que
difiera en un grado significativo en su funcion es relativamente baja. Esta mutacion
puntual por si sola es relativamente comun en la poblacién mediterranea y no se
considera patoldgica por si sola. Son necesarias alteraciones puntuales adicionales en
el enzima para asociarse a otras enfermedades como la hiperhomocisteinemia o
trombofilia.

Ademas desde un punto de vista estadistico no se pueden llegar a tener en cuenta
estos datos por tener una N=4 dentro de un andlisis de tan solo 28 muestras, un valor
demasiado pequefio. Para estudiar esta situacion tan concreta haria falta un mayor
volumen de datos con los cuales establecer un analisis sin tanto sesgo. El problema en
este punto es que los casos de X fragil cursados con mosaicismo son relativamente
escasos y por tanto su recopilacidén es fundamental para estudios de este tipo.

Conclusiones:

Tras la valoracion de los resultados obtenidos se ha llegado a las siguientes
conclusiones:

e La mejora significativa del diagndstico del SXF con el uso de TP-PCR frente
a la técnica Southern-Blot. Este avance se da a nivel resolutivo y de
precision ademas de la reduccién de coste del analisis, personal requerido
y a nivel de tiempo invertido en la técnica. Es fundamental destacar
también la fiabilidad del analisis en cuanto al porcentaje de metilacién de
los alelos estudiados debido al impacto directo que tiene sobre la
regulaciéon de la expresion de la proteina FMRP.

e En el caso problema N230 estudiado no hay una correspondencia entre
fenotipo y genotipo como indican que las repeticiones CGG situadas en el
gen FMR1 pueden ser responsables en parte de esta anormalidad.

e El porcentaje de metilacion de sus alelos, el nUmero de repeticiones del
triplete CGG en el gen FMR1 y la ausencia de fenotipo asociado al SXF
determina que el alelo mayoritario presente es el que presenta >250
repeticiones.

e Al haber mosaicismo nos ha sido imposible determinar con precisidon dicha
presencia mayoritaria en el tejido cerebral, ya que el analisis genético se ha
llevado a cabo en DNA de muestras sanguineas. Para poder confirmar
nuestros resultados con total seguridad se requeriria de una biopsia post
mortem del cerebelo para poder realizar estudios inmunoquimicos.

23



Universidad SEIUd

Zaragoza

e
No se ha podido establecer una relacidon inequivoca entre el SXF y la
presencia del polimorfismo C667T del enzima MTHFR en los casos bajo
estudio. No se ha encontrado rasgos fenotipicos comunes ni tampoco
correlacién genotipica asociada al gen FMR1. Para poder establecer una
relacion causal se requeriria un mayor nimero de casos dada la poca
frecuencia del fendmeno de mosaicismo en pacientes de SXF.
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