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PREAMBULO

La Unidad de Genética Molecular del Hospital Ramoén y Cajal de Madrgidautel

Servicio de Microbiologia por "generacion espontanea” en 1983, ha realizado relevantes
investigaciones en bacterias, particularmente en el campo de las microcinas. Las micro
cinas son péptidos sintetizados en el ribosoma de enterobacterias, con actividad antibio
tica sobre bacterias de la misma familia. Estas investigaciones abarcan desde-la estruc
tura y modo de acciéon de estos antibiéticos, a la identificacién de los genes implicados
en la biosintesis y en la regulacion de la expresion de éstos.

Habiéndose hecho evidente en el segundo quinquenio de los 80 que la Genética
Molecular con su amplia panoplia de métodos y técnicas, podia aportar informacion
fundamental al conocimiento de patologias humanas, especificamente, al estudio de las
bases moleculares del rosario de méas de 5000 enfermedades mendeigriasdo en

cuenta la ubicacion de la Unidad, dentro de un gran hospital, con centenares-de profe
sionales competentes, decidimos extender progresivamente nuestras investigaciones al
estudio de enfermedades hereditarias humanas. Desde el primer momento teniamos claro
gue nuestra actividad, dado el retraso palpable en Genética Humana en este pais, tendria
gue abarcar investigacion basica (identificacion y caracterizacion de los genes responsa
bles), docencia (instruccion de jévenes doctorandos) y asistencia (diagndstico genético
molecular a los afectados y asesoramiento genético a las familias que participan volun
tariamente en los estudios), todo ello autorizado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica de nuestro hospital. En 1989 comenzamos los estudios de Genética Humana
identificando cromosomas portadores de mutaciones causantes de fibrosis quistica.
Luego introdujimos los estudios de poliquistosis renal del adulto y del sindrome-del cro
mosoma X fragil. Después vinieron los estudios de neurofibromatosis y atrofia-muscu
lar espinal, y finalmente, los de sorderas neurosensoriales, a los cuales dedicamos
actualmente el mayor esfuerzo. Mas recientemente hemos iniciado una linea de investi
gacion en una enfermedad genéticamente compleja, el sindrome de resistencia a insuli
na, una alteracion plurimetabdlica relacionada con obesidad, diabetes mellitus tipo 2,
alteraciones cardiovasculares y sindrome de ovario poliquiSiothién participamos,

en los afos 1992 a 1995, en la construccion del Mapa Genético Héntambdinuacion
presentamos una Memoria de los estudios realizados y logros alcanzados en el estudio
de las patologias genéticas mencionaflamtar que una veintena de jévenes becarios



han contribuido a estos estudios. Sin ellos nuestros logros no habrian sido los mismos.
Baste sefialar que la plantilla de la Unidad se reduce a tres doctores (José Luis San
Millan, Concepcion Herndndez Chico y Felipe Moreno), habiéndose incorporade recien
temente, con contrato de investigador FIS, ell@pracio del Castillo.

La Memoria esta estructurada como sigue: En primer lugar se describen nuestras apor
taciones cientificas a la genética de las cuatro enfermedades que rezan en el titulo de la
memoria. En segundo lugar describimos nuestros resultados de diagndstico molecular en
familias afectadas por sindrome del cromosoma X fragil y por fibrosis quistica. Cuando
ha sido solicitado por las familias y estaba justificado cientificamente, se han efectuado
diagnésticos prenatales de atrofia muscular espinal, sindrome del cromosoma X fragil y

fibrosis quistica.
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CAPITULO |
ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD POLIQUISTICA RENAL DE
HERENCIA AUTOSOMICA DOMINANTE (ADPKD)

1. INTRODUCCION

La poliquistosis renal autosémica dominante (ADPKDtosomal Dominant Polycystic

Kidney Disease) es una de las enfermedades hereditarias monogénicas mas frecuentes,
afectando a 1 de cada 1.000 individuos. Es una enfermedad multisistémica caracteriza
da por la formacion y progresivo crecimiento de multiples quistes en ambos rifiones, o
gue conduce en ultimo extremo a una insuficiencia renal crénica terminal. Otras mani
festaciones de la enfermedad son quistes hepaticos, hipertension, doloy &mabas

mas cerebrales y anomalias en valvulas cardiacas.

El diagnéstico clasico deDPKD se realiza mediante ecografia, siendo el criterio-clini

co la presencia, a cualquier edad, de al menos 2 quistes en un rifion y un quiste en el otro.
Se trata de una enfermedad cuya manifestacion es tipicamente en la edad adulta, por lo
que una ecografia negativa por debajo de los 30 afios de edad no se considera definitiva.
Su expresividad es variableasi, mientras algunos individuos sufren insuficiencia renal
cronica terminal antes de los 50 afios de edad, otros mueren a edad avanzada, por otras
causas, presentando sélo quistes renales. Es llamativo también la variable expresién
intrafamiliar Con todo, se considera que su penetrancia es completa: todos les indivi
duos que heredan el gen mutado manifestaran la enfermedad, aunque lo hagan en dife
rente grado.

Desde el punto de vista genético, el tipo de herencia corresponde con un caracter auto
sémico dominante, con penetrancia completa y expresién variable y dependiente de la
edad. Esto significa que se hereda de forma vertical, de padres a hijos, que el 50% de los
descendientes seran afectados independientemente del sexo, y que expresaran la enfer
medad en distinto grado en la edad adulta(primeros signos o sintomas a partir de la

segunda o tercera década de vida).
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2. APORTACIONES CIENTIFICAS

2.1. Estudio de familias y evidencia de hetegeneidad genética no alélica.

En 1988, Reeders y cols demostraron mediante estudio de familias que la enfermedad
presentaba asociacion con marcadores polimérficos del brazo corto del cromosoma 16,
cerca de la region del grupo de genes de laghdiaina. Estudios posteriores de otros
grupos confirmaron dicha asociacion en la mayoria de las familias estudiadas, pero en
una minoria de ellas no se observé ligamiento entre esa region del cromosoma 16 y la
enfermedad. Este resultado planted la posible existencia de otro locus independiente res
ponsable de la enfermedad.

En 1990, nosotros iniciamos la recogida de muestras ded@M#milias espafiolas afec

tas, y su posterior estudio con marcadores del brazo corto del cromosoma 16. Este estu
dio de ligamiento confirmd la asociacion de la enfermedad a esa region cromosémica en
la mayoria de las familias estudiadasimismo demostramos que, en algunas familias,

no se observaba ligamiento. La frecuencia de casos asociados a la region del brazo corto
del cromosoma 16 se establecié como del 0.85, cifra similar a la obtenida por 6tros gru
pos en poblaciones de nuestro entorno (San Millan y cols, 1992; Peral y colsA1993).
partir de entonces se consideré la existencia de al menos dos loci relacionados con la
enfermedad. El locus responsable de la mayoria de los casos, el localizado en el brazo
corto del cromosoma 16, se denomin6 PKD1, y el otro, todavia no localizado, PKD2.
Estudios posteriores realizados en familias procedentes de Guabay(y cols, 1994) y

de Argentina (Iglesias y cols, 1997) demostraron también que en esas poblaciones a) la
mayoria de los casos presentaban ligamiento al locus PKD1, y b) la existencia de hetero
geneidad genética (una minoria de familias no presentaba ligamiento al locus PKD1).

2.2 .ADPKD tipo I.

2.2.1.Aislamiento de nuevos ntadoles préximos al gen educcion de laggion can
didata.

En colaboracién con otros grupos de investigacion, encuadrados dentroAkEidna
Concertada Europea, emprendimos la tarea de identificar y mapear otros marcadores
polimorficos de la region PKD1 que nos permitieran reducir la region candidata median
te el andlisis de fendmenos de recombinacion en familiADE&D tipo 1.

Esta estrategia permitié reducir consecutivamente la region candidata para PKD1 a un
fragmento de 1 cM (Somlo y cols, 1992), entre los marcadores D16S125 y D16S259, y luego
a un fragmento menor entre Blu24 y D16S259 (Peral y cols, Ya$gy y cols, 1994).
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Los nuevos marcadores polimorficos identificados y mapeados en estos trabajos han

sido luego de gran utilidad en los diagndsticos genéticos familiares realizados.

2.2.2.Caracterizacion del gen PKD1.

El gen PKD1 fue finalmente identificado, en la regién indicada, por el grupo del Dr
Peter Harris en 1994. En este trabajo, en el que participdé una de nuestras colaboradoras,
la Dra. B. Peral, sélo se identificé el extremo 3" final del gen.

A lo largo de los meses siguientes colaboramos con el grupo .ddhbis en la carac
terizacion completa del gen PKD1 (Hughes y cols, 1995). El trabajo resultd complicado
ya que las 3/4 partes iniciales del mismo se encuentran repetidas varias veces en otro
lugar del cromosoma 16. Finalmente, resulté ser un gen muy grande, de 46 exones repar
tidos en 52 kb de DNAendmico, y que codifica para un RM#ensajero de 14 kb. La
secuencia aminoacidica predicha a partir de la de Dd$Apermitio vislumbrar por pri

mera vez la estructura de la proteina codificada por el gen PKD1, la poliquistina 1. Se
trataria de una gran glicoproteina transmembranar de 4302 aminoacidos. Cdntiene 1
dominios hidrofébicos de anclaje a la membrana reunidos en el dltimo terciogan lar
fragmento amino extracelular y un corto extremo carboxilo intracekteel segmento

amino extracelular se identificaron diferentes dominios, algunos ya descritos en otras
proteinas y uno nuevo, que se repetia hasta 13 veces, y que se denominé dominio tipo
PKD1.Toda la estructura sugeria que el segmento extracelular podria interaccionar con
diferentes dominios de otras proteinas o con la matriz extracélokteriormente otros
autores demostraron que en el corto extremo intracelular habia un dominio-todiled

de posible interaccién con otras proteinas.

2.2.3. Identificacion de mutaciones en el gen PKD1.

A partir de la caracterizacion del gen PKD1, se abria la posibilidad de identificar las
mutaciones causantes de la enfermedad. En nuestro caso, el cribaje de mutaciones se
redujo al tercio final del gen, por ser la regiébn mejor caracterizada al principio y porque
los genes repetidos no interferian con su estudio.

Estos trabajos, en colaboracion con otros grupos, dieron lugar a diferentes publicaciones
(Peral y cols, 1995; Peral y cols, 1996a; Peral y cols, 1996b; Badenas y col3ot&@99;

y cols, 2000). Las conclusiones mas importantes fueron:

a) La frecuencia de mutaciones obtenidas (aproximadamente en un 30% de los casos
estudiados) coincide con la fraccion del gen estudiada.

b) No existen "puntos calientes" claros para mutacion en ese segmento.
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c) Apenas existen mutaciones repetidas en diferentes familias.

d) En la mayoria de los casos las mutaciones provocan una proteina truncada-(mutacio
nes "sin sentido" o "stop") o son pequefas deleciones que cambian el patrén de lectura
hasta la apariciéon de un coddn de fin de lectura.

En conclusion, las mutaciones germinales observadas parecen ser de tipo inactivante y
encontrarse repartidas al azar por toda la extensiéon del gen.

Una mutacion identificada que merece una mencion aparte es la (BR824 de una
mutacion de cambio de sentido que provoca la inactivacion del dominio-coiled
encontrado en el extremo carboxilo de la proteina (Badenas y cols, 1999).

2.3.ADPKOD tipo 2.

2.3.1. Aislamiento de nuevos ntadoles préximos al gen PKD2 educcion de la
region candidata.

En 1994, dos grupos, uno holandés y otro norteamericano, de forma independiente, loca
lizaron el locus PKD2 en el brazodardel cromosoma 4 (4g423) mediante analisis

de ligamiento en familias afectas en las que la enfermedad no presentaba ligamiento al
locus PKDL1.

El estudio de esa regidon en nuestras familias no PKD1 demostro que, en todos los casos,
presentaban ligamiento con este nuevo locus, denominado PKD2 (San Millan y cols,
1995). En este mismo trabajo mapeamos en dicha regidon nuevos marcadores polimorficos
aislados por el grupo del Di#. Weissenbach (Genethon, Paris)o en nuestro laboratorio
(Viribay y cols, 1995). El conocimiento del mapa genético de la region nos permitio ana
lizar con precision los fendmenos de recombinacién identificados en pacientes de nuestras
familias y reducir la region candidata a 1 cM, entre los marcadores D4S1542 y D4S1563.
Es en esa region donde en 1996 el grupo deSDEomlo identificd y clond el gen
PKD2, en base a la similitud de secuencia de uno de los genes candidatos con un frag
mento de PKD1 y a la presencia de mutaciones en ese mismo gen en pacientes de fami
lias noPKD1. El gen PKD2 consiste en 15 exones con una pauta abierta de lectura de
2.9 kb y una regiéon 3’'UTR de 2 kb. La proteina que codifica, la poliquistina 2, esta cons
tituida por 968 aminoacidos, tiene 6 dominios transmembrana, y los extremos amino y
carboxi terminal son citoplasmicos. Existe una identidad d&02b y una similitud del
45-50% entre poliquistina 1 y poliquistina 2. La poliquistina 2 muestra homologia con

la familia de los canales de calcio activados por voltaje, lo cual sugiere que podria estar
implicada en la regulacién de los flujos transmembrana de calcio.
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2.3.2.Identificacion de mutaciones en el gen PKD2.

El rendimiento de busqueda de mutaciones en el gen PKD2 es mucho mayor que en el
gen PKD1, debido a su menor tamafo (15 exones frente a 43) y a que ninguna parte de
él esta repetida en otro lugar del genoma. De hecho, hemos identificado la mutacion
patogénica en todas las familias tipo PKD2 de nuestra muestra.

Para la deteccion de mutaciones en este segundo gen se analizaron todos los exones y las
regiones intronicas flanqueantes mediante las técnicas de heteroduplex y/eeBCP

do de secuenciacion directa de los amplificados con patron electroforético aberrante
(Viribay y cols, 1997Torra y cols, 19992; Iglesias y cols, 2000rra y cols, 2000).

Mediante este método se identifico la mutacién patogénica en todas las familias menos
una. La mayor parte de las mutaciones causan la terminacion anticipada de la proteina,
bien por la aparicién de un coddn stop (mutacion sin sentido), o bien por tratarse de dele
ciones o inserciones de pequefio tamafo que comportan cambios en el patron de lectura
hasta la aparicion de un coddn stop. Sélo encontramos una mutacion de cambio de sen
tido o sentido erréneo (masayense), la G1066C (Ala356Pro), en el exén 4. En este
mismo trabajo identificamos un polimorfismo en el exén 1 del gen (83ABg28Pro)

muy frecuente en nuestra poblacion.

En la restante familia PKD2 no se detectd ninguna mutacion mediante busqueda en los
exones . Sin embgwo, al analizar la segregacion del polimorfistmg28Pro en esa fami

lia se observd una anomalia que parecia corresponder con la delecién de una de las copias
del gen (hemizigosis) en los individuos afectaw(dy cols, 1999b). Para demostrar que
realmente existia dicha delecion se procedio a un estudio de dosis dg@iN\ obje

to de determinar si existia una menor cantidad de paNA la region PKD2 que para otra
region control). El analisis densitométrico del "southern blot" realizado con sondas de los
genes PKD2 (cromosoma 4) y CFTR (cromosoma 7) demostré que la intensidad de la
hibridacion obtenida con la sonda PKD2 en un afecto era aproximadamente la mitad que
para la sonda CFTR. Esa diferencia no se observo en los individuos no afectos. Este estu
dio nos permiti6 demostrar que en esta familia existe una deleciéon del gen PKD2 que
abarca desde el exon 1 hasta el 13 como minimo. No se observd ninguna anomalia en la
segregacion de marcadores polimérficos que flanquean al gen lo que sugiere que la dele
cion afecta practicamente al gen PKD2 pero no a regiones colindantes.

2.3.3. Evidencia de mutaciones somaticas en la enfermedad tipo 2.

Aunque se trata de una enfermedad sistémicdaDRKD muestra una expresion focal
dado que los quistes renales derivan de menos del 1% de todas las nefronas.-Se ha pro
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puesto una explicacion a este hecho basada en el modetbittwa cual sugiere que

la cistogénesis en PKD1 se inicia con la inactivacion del alelo normal del gen (el otro
esta inactivado por la mutacion germinal que se hereda) por una segunda mutacion pro
ducida ya a nivel somatico y diferente en cada nefrona que va a dar lugar a un quiste.
Cuando esta segunda mutacion a nivel somatico es una delecion amplia que elimina la
zona donde se encuentra el microsatélite utilizado como marehdarplificar el DNA
mediante PCR solo se observa el alelo que contiene la mutaciéon germinal; este se cono
ce como pérdida de heterocigosidad (LOH, Loss Of Heterozygosity).

Este modelo de cistogénesis, con LOH somatica, fue demostrado por otros autores en el
caso deADPKD tipo 1, pero no habia sido comprobado en el tipo 2. Nosotros, en cola
boracién con el grupo de los Drd®rra y Darnell, del Hospital Clinico de Barcelona,
realizamos un estudio de células epiteliales de quistes renales de un paciente con
ADPKD tipo 2 en busca de segundas mutaciones a nivel somatico que apoyen-el mode
lo "two-hit". Para ello estudiamos tanto la presencia de LOH en las células quisticas
como la existencia de otro tipo de mutaciones en los exones debgeny(ols, 1999b;
PérezOller y cols., 2000).

La mutacion germinal del paciente en cuestion habia sido previamente identificada (ver
apartado 2.3.2). Se trataba de una delecion que abarcaba la mayor parte, sino todo, el gen
PKD2. Cuando el paciente sufrié nefrectomia, se obtuvieron 30 quistes renales intactos
que fueron usados en este estudio.

El analisis de LOH mostré que un 10% (3/30) de los quistes habian sufrido una delecion
somatica de la region que contenia el gen normal pero que no afectaba a zonas adya
centes. Con el fin de establecer que esas deleciones eran especificas del gen PKD2, ana
lizamos otros marcadores que se pierden con relativa frecuencia en tumores humanos

pero no encontramos LOH para éstos.

En los restantes quistes, aquellos en los que no objetivamos LOH, buscamos mutaciones
puntuales en 6 de los 15 exones del gen. Nuestros estudios previos habian mostrado que
en esos 6 exones se concentran el 70% de las mutaciones germinales y parecian los
mejores candidatos para buscar mutaciones somaticas. En ellos encontramos 8 mutacio
nes puntuales, todas ellas con la caracteristica de producir una proteina anémala: seis
eran pequefas deleciones o inserciones que provocaban un cambio en la pauta de lectu
ra, una creaba un codon "stop" de parada prematura, y la Ultima afectaba a un lugar de

"splicing" en el intrén 4.
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Por tanto, habiamos demostrado que, también ABDRKD tipo 2 humana, la cistogé
nesis era debida a la inactivacién somatica de la copia normal del gen y que cada quiste
era un fendmeno clonal (la mutacion somética era distinta y Unica en cada quiste).

2.4. Correlacién fenotipagenotipo.

Como se ha comentado antes, la presentaciQDB&D es muy variable, incluso cuan

do nos referimos al fendmeno mas habitual y grave asociado a la misma: la insuficien
cia renal cronica terminal. Existe una variacion fenotipica intrafamiliar significativa,
especialmente evidente en familias con casos de aparicion temprana de la enfermedad,
lo que sugiere gue otros factores modificadores (bien ambientales o bien genéticos) pue
den influir en el curso de la enfermedad. De hecho, se ha postulado que diferencias en la
frecuencia de aparicion de mutaciones somaticas ("sdttsijl pueden, al menos en

parte, dar cuenta de esa variabilidad. Con todo, existen también evidencias de que la
mutacion germinal puede influir en el fenotipo, tanto en el tipo 1 como en el tipo 2. Se
han descrito diferencias fenotipicas significativas entre familias, y no es infrecuente, por
ejemplo, encontrar familias con una manifestacion clinica leve de la enfermedad en
todos sus miembros afectos.

Con el fin de aclarar si el tipo de mutacién germinal o la posicidén de la misma en el gen
influye en el curso de la enfermedad, participamos en dos estudios de colaboracion con
otros grupos centrados en evaluar el efecto del genotipo sobre la aparicién de-la insufi
ciencia renal en grandes series de famARSKD.

En el caso dADPKD tipo 1 (Rossetti y cols, 2002) evaluamos 324 pacientes pertado
res de mutaciones en el gen PKD1, pertenecientes a 80 familias. La edad media de apa
ricion de la insuficiencia renal cronica terminal fue de 54 afos, sin hallar diferencias
entre hombres y mujeresungue existia una considerable variabilidad intrafamiliar para
ese fenotipo, encontramos diferencias significativas entre familias, destacando algunos
casos inusuales de familias con aparicion muy tardia de la insuficiencia renal. Con el fin
de evaluar una posible correlacion fenotimotipo para la mutacién germinal censi
deramos tanto el tipo de mutacién como su posicion en el gen. Si bien el tipo de muta
cion no influia, los pacientes con mutaciones en la primera mitad del gen presentaban
una enfermedad mas severa que los que tenian la mutacion en la segunda mitad del gen.
La edad media de aparicion de la insuficiencia renal era 53 y 56 afios respectivamente
(P=0.025), pero esa diferencia se acentuaba si considerabamos la posibilidad €e mante
ner una funcién renal aceptable a los 60 afios de edad (18.9% y 39.7%, respectivamen
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te). Este estudio demostraba que la posicion de la mutacion germinal PKD1 estaba aso
ciada con la edad de aparicion de la insuficiencia renal y plantea la cuestion de si esas
mutaciones siempre inactivan simplemente todos los productos génicos.

En el caso dADPKD tipo 2 (Hateboer y cols, 2000) también demostramos que ka posi
cion de la mutacion germinal en el gen PKD2 también influye en el desarrollo de la
enfermedad.

Del andlisis de numerosos pacientes de 22 familias PKD2 en las que se habia identifica
do la mutacién patogénica, se pudieron identificar grupos de mutaciones en los que, a
pesar de la variabilidad intrafamiljda presentacion clinica de la enfermedad diferia sig
nificativamente. En este caso, sin engloafa variabilidad fenotipica no seguia un patrén
espacial tan claro como en PKD1, si no que los grupos con presentacion mas grave o mas
leve aparecian mezclados. Con todo, el estudio sugiere que las mutaciones en los extre
mos citopladsmicos amino y carboxilo daban, en general, un fenotipo mas grave. De
nuevo, estos resultados sugieren que las mutaciones germinales PKD2 podrian no resul

tar simplemente en una pérdida total de la funcion de la proteina.
2.5. Diferencias fenotipicas ent los tipos 1y 2 dADPKD.

Desde que se establecié la existencia de dos genes independientes implicados en la
enfermedad, diferentes grupos habiamos observado una tendencia a que la enfermedad
tipo 2 presentase una evolucion mas leve que la tipo 1. Esta observacion preliminar esta
ba limitada por el escaso numero de familias tipo 2, bien documentadas, presentes en
cada serie particula€on el fin de esclarecer este fendmeno, participamos en un estudio
europeo dirigido a comparar el fenotipo y evolucién de 31 familias tipo PKD1 y 31 fami

lias PKD2 (333 y 291 individuos, respectivamente), frente a 398 individuos control

sanos del mismo entorno geografico.

Los hallazgos de este estudio (Hateboer y cols, 1999) permitieron denrasirauvf

ciente significacion estadistica, que la forma tipo 2 de la enfermedad es clinicamente
mas leve que la forma tipo Asi, la edad media de muerte o de inicio de la insuficien

cia renal cronica terminal era de 53 afios (IC 95%-54.2) en pacientes tipo PKD1,

frente a 69.1 afos (66/4..3) en los tipo PKD2, o 78 afios (7~B83.2) en los controles.
Asimismo, los pacientes tipo PKD2 tenian menor probabilidad de presentar otros sig
nos o sintomas de la enfermedad como hipertensién, infecciones urinarias o hematuria.
Con todo, aun siendo més leve, la enfermedad tipo 2 tiene un impacto deletéreo sobre la
salud y la esperanza de vida.

18



Esta hipotesis sobre la expresion mas leve del tipo 2 fue sustentada en un estudio poste
rior (Torray cols, 2000). Pensamos que si la manifestacion del tipo 2 era més tardia, enton
ces la frecuencia de mutaciones en el gen PKD2 deberia ser mas alta entre pacientes que
iniciasen la insuficiencia renal a edades avanzadas (63 afios o mas). Efectivamente, de 46
pacientes ancianos que estudiamos, 18 presentaban mutaciones en el gen PKD2, resul
tando que la prevalencia del tipo 2 en este grupo era casi del 40% (alrededor de 3 veces

superior a la prevalencia del tipo 2 en la poblagiD®KD general).

3. CONCLUSIONES

El andlisis de ligamiento en familiA®DPKD ha demostrado heterogeneidad genética no
alélica con dos genes implicados, PKD1 (en la region cromosomica 16p13.3) y PKD2
(localizado en 492$23). Ambos genes han sido identificados y caracterizados.
Mutaciones en el gen PKD1 causan el 85% de los cagd3RieD, mientras que el 15%
restante se debe a PKD2.

Las proteinas codificadas por PKD1 y PKD2, policistina 1 y policistina 2, respectiva
mente, comparten cierta homologia de secuencia y podrian formar parte de un complejo
receptorcanal. De hecho, se ha demostrado que el extremo carboxilo terminal de la poli
cistina 1 contiene un dominio del tipo "codedil" que interacciona con la policistina 2.

La prediccion de estructura de la policistina 1 sugiere una estructura tipo regeptor
puede estar implicado en interacciones céatélala o con la matriz extracelulasi

como tener un papel regulador del complejo. La policistina 2 es similar a, y podria fun
cionar como, un canal iénico con permeabilidad no selectiva a cattatesas, la pre

sencia de un dominio regulador que liga calcio sugiere que el papel del complejo podria
ser regular los niveles intracelulares de ese cation.

La busqueda de mutaciones patogénicas en ambos genes ha demostrado que no existen
mutaciones recurrentes, ni siquiera "zonas calientes” claras, lo que indica que-la enfer
medad se debe a mutaciones "de novo" en genes con una apreciable tasa de mutacion.
La mayoria de las mutaciones germinales identificadas ocasionan proteinas truncadas o
aberrantes, lo que ha planteado un interesante debate sobre si son totalmente inactivan
tes (fenotipo nulo) o n&simismo, ha quedado caro que el fenbmeno que desencadena
el proceso quistico es la acumulacion, sobre la mutacién germinal, de una mutacion
somatica que inutiliza la copia normal del gen.

En la actualidad se puede efectuar el diagnostico moleculddEIED pero éste se rea

liza tan sélo de forma indirecta, es deaitravés de analisis de ligamiento familiar con
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marcadores polimaorficos intragénicos o cercanos a los genes. Para la realizacién del ana
lisis de ligamiento se precisa estudiar al menos 2 miembros afectos (3 si son de distinta
generacion) y 2 no afectos adultos de una misma familia. Por tanto, el analisis molecu
lar enADPKD no es util para el diagnéstico de casos aislados en los que se sospecha una
poliquistosis pero no hay familiares afectos o que se presten al estudio. Para realizar el
diagnostico molecular en estos casos aislados se deberia utilizar el analisis molecular direc
to, es decjrel analisis de mutaciones pero dicho procedimiento resulta complejo. Esto es
debido a que el gen PKD1, por otra parte mayoritario, es de muy dificil andlisis por estar
todo él menos 3.5 kb repetido varias veces proximalmente en el mismo cromosoma 16. El
gen PKD2, por otro lado, es de mas facil andlisis, pero dado que se trata de una forma poco
prevalente de la enfermedad es de una ayuda relativa. Por tanto, el andlisis de ligamiento
seguira siendo durante bastante tiempo la Unica herramienta molecular efectiva para el diag
néstico deADPKD. Es de esperar que en el futuro el analisis mutacional directo de estos

genes se estandarice y nos permita realizar el diagnéstico de casos aislados.

En nuestro estudio, la tasa de deteccién de mutaciones para PKD1 ha sido del 25% mien
tras que para PKD2 ha sido del 100%. Sin egdyastomo se comentd antes, en ningu
no de los dos genes existen mutaciones preferentes o zonas especialmente ricas en muta

ciones que simplifiquen el proceso de busqueda.

La presentacion clinica #aDPKD es muy variable, y va desde casos raros diagnostica

dos prenatalmente con grandes rifiones llenos de quistes, hasta un 25% de casos que pre
sentan una funcion renal aceptable a los 70 afios de edad. Parte de esta variabilidad es
debida a la heterogeneidad genética, estando el tipo mas frecuente (PKD1, 85% de los
casos) asociado a una enfermedad de curso mas severo (la insuficiencia renal ocurre a
los 53 aflos como media, frente a los 69 en el caso de PKD2). Otro factor que parece
influir en esa variabilidad en la posicion de la mutacién germinal en el gen, pero no su
tipo. En el caso de PKD1, podriamos decir que las mutaciones que ocurren en-la prime
ra mitad del gen tienen un efecto mas nocivo que las que ocurren en la segunda mitad.
Sin embago, a pesar de estas explicaciones, aun persiste una variabilidad intrafamiliar
acentuada que sugiere que otros factores modificadores (ambientales y/o genéticos) pue

den influir en el curso de la enfermedad.

El estudio genético d&DPKD en la pasada década ha aumentado enormemente nues
tro conocimiento sobre la patologia a nivel molegylas de esperar que permita dise

far nuevas terapias que contribuyan a aliviar esta frecuente enfermedad.
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CAPITULO I
ESTUDIO DE LA ATROFIA MUSCULAR ESPINAL

1. INTRODUCCION.

LasAtrofias Musculares Espinales son un grupo de enfermedades causadas por la dege
neracion de las a motoneuronas de la médula espinal. Uno de los principales subgrupos
clinicos lo constituyen laatrofias Musculares Espinales proximales (AME).

LasAME son enfermedades hereditarias, autosomicas recesivas, que afectan aproxima
damente a 1 de cada 10.000 nacidos. Se caracterizan por la aparicion de atrofia muscu
lar proximal y simétrica en las extremidades y en el tronco, y se distinguen tres formas
clinicas, en base a la severidad de los sintomas y al momento de aparicion de los mis
mos. Los tres tipos son:

- AME tipo | o enfermedad dé/erdnigHoffmann. Los sintomas aparecen en los prime

ros meses de vida. Los pacientes carecen de reflejos medulares y muestran hipotonia
generalizada, con los masculos de las extremidades y el tronco practicamente paraliza
dos, y suelen fallecer antes de alcanzar el primer afio de vida

- AME tipo Il o forma intermedia. Los sintomas aparecen entre los tres y los 15 meses.
Los pacientes consiguen la sedestacion pero nunca llegan a c&hprandstico de la
enfermedad depende del déficit respiratorio causado por la afectacién de los centros ner
viosos del control respiratorio, la supervivencia supera los cuatro afios frecuentemente.
- AME tipo Ill o enfermedad de KugellgeiVellander La edad de aparicion de los-sin
tomas es variable, entre los seis meses y los 15 afios. Los pacientes presentan debilidad
en la cintura pélvica pero consiguen caminar con ayuda. No hay déficit respiratorio y la
esperanza de vida es casi normal.

En 1990, varios grupos demostraron la existencia de ligamiento genético entre las tres
formas clinica de IAME (tipo I, Il y 1ll) y marcadores polimérficos de la region peri
centromérica del brazo v del cromosoma 5 (542-13.3). Esto indicaba que, muy
probablemente, existia un Unico locus responsable de las tres formas clinicas.

2. APORTACION CIENTIFICA

2.1. Caracterizacién de matadores polimorficos ligados al locuAME y estudios de
ligamiento.
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En este momento iniciamos nuestras investigaciones sobre esta enfermedad. Como en
otros laboratorios, nuestro esfuerzo se dirigié a precisar la localizacion deAMELIS

Para ello aislamos y caracterizamos nuevos marcadores polimérficos de la region, e
identificamos individuos recombinantes entre el lo&ME y los nuevos marcadores.
Cinco marcadores altamente polimorficos se aislaromAdes (cromosomas artificiales

de levadura) que portaran la regE, mediante dos métodos basados en la técnica

de PCR, el métodalu-PCR vy el del vectorette (GILPCR, y determinamos la pesi

cion fisica de cada uno de ellos en el contiguyA€s de la regioAME (Velasco y

col. 1994). Los cinco marcadores que presentaban altos indices de heterocigosidad,
incrementaron la informacion de los estudios de segregacion de las faMiias
Mediante el analisis de ligamiento de nuestra serie de familias espakiiag0 famk

lias con al menos un individuo afectado y uno sano), tomdrcadores polimérficos,
incluidos los caracterizados en el laboratorio, determinamos la posicion deAMEus

en un intervalo genético de 7cMgesco y col 1995). El mapeo por homocigosidad en
dos pedigries consanguineos confirmé dicha localizacion.

En este intervalo genético otros investigadores identificaron dos copias, en orientacion
invertida, de una regién de 500 Kbsu vez, cada copia contiene varios pseudogenes y
secuencias repetidas de diferente naturafepasar de la complejidad estructural de la
region, consiguieron identificar dos genes SMN1 y SMN2, el primero en la copia telo
mérica y el segundo en la copia centromérica. SMN1 y SMN2 son casi idénticas distin
guiéndose por dos cambios polimérficos nucleotidicos, uno en el exéon 7 y otro en el
exén 8. Ambos genes se transcriben, produciendo un mR&lA,7 Kb, aunque el pro

ducto mayoritario de la transcripcion de SMN2 es un RjNI& carece del exdn 7.
Finalmente el exdn 8 de ambos genes no codifica producto polipectidico (Lefebvre el al.
Cell 80:155165, 1995). Estos investigadores encontraron que el 98% de pasidiiies

que analizaron presentaban delecién del gen SMN1 en homozigosis. En tres casos los
pacientes eran heterocigotos para la delecion y presentaban una mutacion puntual en la
copia SMN1 no deletada. Los autores concluyeron que SMNL1 era el gen responsable de
las tres formas d&ME. Otro equipo de investigadores (Roy y col., Cell 80:-188,

1995), identificd un gen, en la region candideltéE, que se denomind NAIfNeuronal
Apostosis Inhibitory Protein), cuya secuencia presenta similitud con la de genes que
codifican varias proteinas de baculovirus que inhiben la apoptosis .ceadaautores
encontraron que los pacienf&8lE, de los tres tipos, portaban delecion en homocigosis

del gen NAIRPsiendo mas frecuente la delecion en los pacientes tipo | que en los tipos Il
y lll, concluyendo que NAIPambién es un gen causanteAdiéE.
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2.2. Estudio molecularde los genes SMN y NAIP

Para evaluar la contribucion de los genes SMN1 y NAIR enfermedad examinamos

los 65 pacientes afectados que habiamos reunido hasta entonces. El 92,5 % presentaban
delecién en homocigosis de SMN1 y en cambio ningun individuo sano (padre e herma
no de los pacientes) presentaba la delecion en homocigasipoco encontramos Rin

gun caso, sano o afectado, que presentara delecion en homocigosis de los genes SMN1
y SMNZ2. La incidencia de la delecion en homocigosis del gen fi&iB1% en afecta

dos de tipo |, 16,7% en los del tipo 11 y 12,5% en los del tipd&mbién identificamos

cuatro individuos sanos, 2,6% de los casos, con delecion en homocigosis de NAIP
Ademas caracterizamos varias reestructuraciones de los genes SMN1 y SMN2, genes
hibridos y cambios en el nimero de copias, y postulamos la existencia de otros meca
nismos de mutacion en la region, en particuarconversion génica. €lasco y col.

1996, Cusco y col. 2001). Realizamos también un estudio semicuantitativo del gen
SMN2 y encontramos un aumento significativo del nimero de copias de este gen en los
padres de los pacientes tipo Il y Il en relacion con los padres de los pacientes tipo |I.
Planteamos la existencia de una relacion inversa entre la gravedad del f&NtEiyo

el numero de copias de SMN2e{&sco y col.1996).

Del conjunto de los resultados de diferentes grupos de investigadores dedicados a la
caracterizacion genética de los pacieAigs, se concluy6 que el gen SMN1 es el gen
causante dAME. Para explicar el diferente fenotipo de los tres tipos clinicos es nece
sario asumir la participacion de otros factores genéticos (SMN2, NAIP) y posiblemente

otros, que modulan profundamente la expresion de la enfermedad.

2.3. Investigacion de los factas genéticos que conttan el fenotipoAME.

La variabilidad fenotipica de la enfermedad es tan notable que da lugar a la diferencia
cién de tres formas clinicas que, inicialmente, se consideraban entidades clinicas dife
rentes. Mas aun, se han identificado varios casos de individuos que presentando delecion
en homocigosis del gen SMN1 no muestran signos clinicos de la enferiedqde

estos casos son poco frecuentes, menos del 0,5% de los individuos caracterizados, su
existencia ilustra la importante influencia de los factores modificadores, que pueden lle
gar a anular el fenotipo mutante.

También, se identificaron algunas familias que presentaban variabilidad fenotipica intra
familiar. Nosotros estudiamos dos de estos casos. En el primero, dos hermanes haploi

dénticos para los marcadores de la re@gibtE, con delecidn en homocigosis del gen
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SMN1, presentaban diferente tipo clinico. El hermano menor era un tipo Il, mientras que
su hermana mayor estaba afectadAME tipo Ill. En la segunda familia, la variabili

dad intrafamiliar era mas notable. El hijo afectado fue diagnosticadivBeipo Il a la

edad de 4 afos, mientras que su hermana, también portadora de deleciéon en homocigo
sis del gen SMN1, no mostraba ningun signo clinico de la enfermedad y presentaba un
electromiograma normal a la edad de 24 aAdemas constatamos que en la mayoria

de las familias que presentaban variabilidad fenotipica intrafamdeipacientes del

sexo femenino eran los menos afectados. Este hecho sugeria la existencia de un factor
modulador ligado al sexo.

Tres genes homologos de NAHabian sido identificados. Uno de los tres genes, XIAP
esta en el cromosoma X. Nos propusimos investigar la posibilidad de que este gen pudie
ra estar implicado en el control del fenothddE. En los cuatros individuos con delecion

de SMNL1, de las familias con variabilidad fenotipica, amplificamos gePCR la
secuencia codificante del gen XIAY secuenciamos los productos resultantes.
Identificamos un cambid1349C que produce una sustitucion de glutamina por prolina.
Disefiamos un ensayo de restriccion con la enzima Mspl para caracterizar el §é@otipo

de los individuos. Este andlisis mostré que en las familias con variabilidad fenotipica, la
gravedad de la enfermedad no parecia asociada al polimoAikBd®@C. Los dos varo

nes que mostraban un fenotipo mas severo habian heredado un alelo diferente (A/C), y las
dos hermanas con diferente fenotipo (AME tipo Ill y "no afectada™) mostraban el mismo
genotipo (A,C). La falta de asociacién entre el polimorfismo de XihPgravedad de la
enfermedad fue confirmada mediante el andlisis del conjunto de indiitMBsMuje-

res y varones, afectos de los tres tipos clinicos. Este estudio genético nos permitié des
cartar la implicacion del gen XIAén el fenotip?AME (Martin y col, 2000).

Para poder analizar la implicacion del gen SMN2 en el fenafipie, desarrollamos un
método fluorescente de PCR que permite cuantificar el nimero de copias de los genes
SMN1y SMN2.

La cuantificacion del gen SMN2 de los pacientes tipo I, Il y Il confirmd la correlacion
inversa entre el numero de copias de SMN2 y el fenotipo.(Martin y col 2002). Los
pacientes tipo | presentan 1 o 2 copias del gen SMN2, mientras que los de tipo 1l y Il
portan tres o0 mas copias del gen. En nuestro grupo de pacientes (150 casos no relacio
nados) esta regla se cumple en todos los casos, tanto en los pacientes que portan dele
cion homocigosis del gen SMN1 como en los casos que son heterocigotos compuestos,
con delecién en una copia de SMN1 y mutacion puntual en la segunda copia SMNL1.
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Otros autores encontraron resultados similares, si bien es cierto que existen algunos
casos de pacientddE que no cumplen esta regla. Por ejemplo pacientes tipo | con mas
de dos copias y de tipo Il y Il con dos copias de SMN2. En una de nuestras familias
con variabilidad fenotipica los afectados portan en mismo niumero de copias de SMN2
(tres) aunque uno estaba afectado por el tipo Il y el otro por el tipo Ill. En la otra fami
lia, el hermano afectado de tipo Il y la hermana asintoméatica portaban ambos 4 copias
de SMN2. En conclusién otros factores, ademas de SMN2, modulan el fekidipo

Estos factores aun no han sido identificados.

2.4. Caracterizacion de pacientes hetecigotos compuestos.

La mayoria de los pacientdME de cualquiera de los tres tipos clinicos presentan dele
cion en homocigosis del gen SMNEniendo en cuenta el equilibrio Hardyeinbeg, la
mayoria, sino todos, de los casos restantes han de ser heterocigotos compuestos portado
res de un cromosoma con delecion de SMN1 y de una mutacion intragénica SMN1 en el
cromosoma homologo. La caracterizacion de individuos heterocigotos compuestos es
relevante porque permite determinar la proporcion real de pacientes en loANMieda
causada por inactivacion de SMN1. Por otra parte, la identificacion de mutaciones pun
tuales en el gen SMN1 permite abordar aspectos relevantes de la patogénesis de la enfer
medad tales como la regulacion de la expresion génica y la funcion de la proteina.

Para identificar los pacientes heterocigotos compuestos comenzamos por determinar la
dosis génica de SMN1 en cada paciente que no presentan delecibn en homocigosis.
Utilizando el método fluorescente de PCR cuantitativa comprobamos que de los 150
pacientesAME que cumplian los criterios diagnosticos de la enfermedad, 14 (9,3 %)
portan dos copias SMN1, 131 (87,3 %) portan delecion en homocigosis y 5 casos (3,3
%) portan una sola copia de SMN1 (Martin y col. 2002). En los ultimos cinco casos iden
tificamos una mutacion puntual en la secuencia codificante de SMN1 o en la region pro
motora que inactivan SMN1. Por tanto, la ausencia de SMNL1 funcional es responsable
de laAME en el 90,6 % de pacientes espafioles que hemos estudiado, 95 % de les pacien
tes tipo Iy 71 % del tipo Ill carecen de SMN funcional. En otro de grupo de pacientes
(44 casos) que mostraban signos clinicos no concluyentes, todos los individuos conser
van las dos copias del gen.

Las mutaciones encontradas en los cinco individuos heterocigotos compuestos fueron
dos nuevas mutaciones, una en el exén 6 (773insC) y otra en el intron 6 (c-8€)+2T

una mutacion en el exdn 3 (430del4)), identificada previamente en varios pacientes espa
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foles, y la mutaciéon en el exén 6 (813ins/dypjue aparece con relativa frecuencia en
otras poblaciones (Martin y col. 2002). EI nUmero de mutaciones intragénicas-identifi
cadas en el gen SMNL1 hasta ahora es relativamente pequeiio (27), los tres encontrados
exclusivamente en la poblacion espafiola deben tenerse en cuenta al plantearse el diag
ndstico de pacientes espafoles heterocigotos.

La secuencia codificante SMN1 del quinto paciente era normal. Singoni@prodd

cia ninguin mensajero SMNL1. La secuencia promotora mostré varios cambios puntuales,
en particular un cambio en la longitud de un bloquadininas (polA) que elimina un

posible sitio de unién del factor de transcripcYdfil que podria controlar la expresion

de los promotores SMN (Martin y col. 2002).

En otro de grupo de pacientes (44 casos) que mostraban signos clinicos no concluyen
tes, todos los individuos conservan las dos copias del gen. El andlisis de la delecion del
gen SMN1 y el estudio cuantitativo de la dosis génica son herramientas fundamentales
para el diagnostico genético de la enfermedad.

3. PUBLICACIONES DE NUESTRO LABORATORIO RELACIONADAS CON
LA LINEA DE INVESTIGACION SOBRE ATROFIA MUSCULAR ESPINAL.

(Por orden cronolégico)
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Castillo, 1., ColomaA., Moreno, F, and HernandeZhico, C. 1994. Dinucleotide repe

at polymorphisms at the D5S1356, D5S1357 and D7S1480 loci. Hum. Mol. Genet. 3,
1441.
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Castillo, I., ColomaA., Moreno, F, and HernandeZhico, C. 1995. Isolation of novel
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CAPITULO IlI
ESTUDIO DE LA NEUROFIBROMA TOSISTIPO |

1. INTRODUCCION.

La neurofibromatosis tipo 1 (NF1) es una enfermedad monogénica, autosomiea domi
nante, que afecta a los tejidos derivados de la cresta neural. Presenta una prevalencia de
1 en 3.000 individuos, siendo una de las enfermedades hereditarias mas frecuentes. NF1
es una enfermedad pleiotrépica que afecta a una gran variedagdesdy tejidos sien

do los sintomas mas caracteristicos "manchas café con leche" en la piel, neurofibromas
cutaneos y plexiformes, glioma oOptico, nédulos de Lisch (hamartomas en el iris) y dis
plasia de huesos @ws.A la enfermedad pueden asociarse otras complicaciones tales
como dificultades en el aprendizaje (30%), tumores en las vias épticas (14 %), defor
maciones 6seas (pseudoartrosis) y escoliosis (7 %), tumores intracraneales (4%) y otros.
Un porcentaje pequefio de pacientes desarrolla tumores malignos o leucemias. La NF1
muestra una expresividad variable, tanto intrafamiliar como interfanicaes posible
predecir la gravedad de la enfermedad y se postula la existencia de genes modificadores,
no ligados al gen causante de la enfermedad (NF1), que modularian la expresion de las
diferentes manifestaciones clinicas.

En 1987, mediante estudios de ligamiento genético, el gen NF1 se localiz6 en la region
pericentromeérica del brazo ¢pr del cromosoma 17 (1742). La identificacion de una
translocacion balanceada entre los cromosomas 17 y 22 en un paciente, proporciono los
puntos fisicos de referencia para la identificacion del gen. En 1990, dos grupes ameri
canos identificaron el gen NF1 y caracterizaron varios exones, y finalmente, en 1995, se
consiguio la descripcion de la totalidad de los exones del gen. El gen NF1 comprende
aproximadamente 335 Kb &N gendmico. El transcrito delKb presenta una region
codificante de 8.454 pb, comprendida en 60 exones.

La neurofibromina, la proteina del gen NF1, tiene 2.812 aminodacidos. La caracteristica
mas notable de la secuencia de la proteina, es la presencia de un dominio GRD (GAP
related domain), similar al dominio catalitico de la familia de proteinas activadoras de la
actividad GTPasa (GAP) de las proteinas RAS. La presencia de este dominio e la pro
teina explica su implicacion en el desarrollo de tumores.

La elevada incidencia de la enfermedad esta relacionada con la alta tasa de mutacién del
gen NF1, 1x10* por gameto y generacion. Esta elevada tasa de mutacion explica el hecho

31



de que aproximadamente el 50% de los pacientes son casos esporadicos (sin antecedentes
familiares) que padecen la enfermedad por la aparicién de una mutacion "de novo".

2. APORTACION CIENTIFICA

2.1. Disefiando macadores Utiles para el diagnostico.

La extremada variabilidad fenotipica de NF1 y el hecho de que la manifestacion de los
sintomas sea dependiente de la edad, dificulta la consecucion de un diagnéstico clinico
certero, en particular en los nifios. En los casos familiares con al menos dos personas
afectadas, el estudio de segregacion de los haplotipos permite identificar el genotipo que
segrega con la enfermedad y por consiguiente determinar que individuos de la familia
tienen el riesgo de padecer y transmitir la enfermedad, aspectos éstos importantes para
el atento seguimiento de los pacientes por el neurdlogo y para la prevencion de la enfer
medad a través del asesoramiento genético. El establecimiento del haplotipo gue segre
ga con la enfermedad, caso a caso, depende de la informatividad de los marcadores uti
lizados, de su proximidad del gen y del desequilibrio de ligamiento entre ellos. Por lo
tanto es conveniente disponer de un lote de marcadores informativos para el diagnéstico
rapido, fiable y econdmico de los individuos portadores del gen afectado. Puesto que los
marcadores disponibles en los primeros afios de la década de los 90 eran poce informa
tivos y mostraban un elevado desequilibrio de ligamiento entre ellos, nos propusimos
aislar nuevos marcadores y valorar su utilidad para el diagnéstico. Revisando la parte de
secuencia gendémica NF1 que habia sido publicada, detectamos seis repeticiones del
dinucledtido (CA)microsatélites, en los intrones 26, 27b (cuatro de ellos) y 38. De los
cuatro supuestamente mas informativos determinamos el nimero de alelos, las frecuen
cias alélicas y la heterocigosidad de cada uno de ellos, en nuestra poblacién.
Establecimos el genotipo de un total de 345 individuos, pacientes y familiares de las
familias NF1, y con los datos obtenidos valoramos el desequilibrio de ligamiento entre
parejas de marcadores, utilizando el método estadistico de la probabilidad "likelihood"
(Valero y col. 1996). Este andlisis mostr6 el desequilibrio de ligamiento esperado. Sin
embago pudimos determinar las triadas de marcadores mas informativas para-los estu
dios de segregacion, estimando que con esas triadas se conseguia informatividad en el
92.5% de los casos. Las triadas 8@ TAIuU repeat / IVS27AC28 / IVS38GT53.0 y
IVS27AC28.4 /ACI27.2 | IVS38GT53.0.

No se detectd desequilibrio de ligamiento entre los marcadores y la enfermedad, tal y
como era presumible, teniendo en cuenta la elevada frecuencia de casos con mutaciones
"de novo".
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2.2. Busqueda de mutaciones patogénicas en el gen NF1.

2.2.1 ldentificaciéon de mutaciones puntuales.

El gran tamafo del gen NF1, con 60 exones codificantes, y la existencia de once pseu
dogenes que muestran gran homologia (superior al 90%) en la mitad 5' del gen, dificul
tan la identificacion de las mutaciones patogénicas en los pacientes NF1.

Tras la clonacion del gen en 1990, varios grupos nos propusimos la deteccion-de muta
ciones en los nueve exones (33) que habian sido descritéainque las técnicas de
SSCPy HET eran las mas empleadas, nosotros nos planteamos la utilizacion de la téc
nica del DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis), que a priori ofrece mayor sen
sibilidad en la deteccion de cambios puntuales.

Aplicamos esta técnica al analisis de los exones 29 y 31 (6% de la secuencia eodifican
te) en 70 pacientes NF1 no relacionados. Identificamos cuatro mutaciones puntuales que
causan codones de parada prematuros, en tres casos familiares y en uno esporadico
(Valero y col. 1994). Se identifico también un polimorfismo en el intron 29. Dos de los
cambios puntualesC5242T(ex6n 29) y C5839Tex6n 31) son transiciones y ocurren

en un dinucledtido CpG. La mutacion del exdn 31 habia sido identificada previamente
en otros tres pacientes NF1 no relacionados. Estos resultados y la observacion-de la exis
tencia de regiones metiladas del gen NF1, el promotor y varios exones codificantes, entre
ellos el 29, apoyan la hipotesis de que la metilacion del gen NF1 favorece la ocurrencia

de mutaciones por la desaminacién de la 5 rogtikina.

2.2.2.Identificacion de deleciones en el gen NFL1.

El genotipado de 75 familias NF1 con los cuatro microsatélites intragénicos, nos permitié
identificar seis pacientes (dos de ellos miembros de la misma familia) que mostraban pér
dida de heterocigosidad (LOH) para al menos uno de los marcadores, probablemente por
la existencia de una delecion. Cinco de los seis pacientes eran casos esporadicos. El sexto
paciente era hijo de uno de los casos esporadicos que heredaba un alelo nulo de dicho pro
genitor Confirmamos la existencia de deleciones, en cada caso, cuantificando la dosis del
gen NF1, mediante hibridacion con sondas de cDNA. En todos los casos confirmamos la
existencia de la delecion y concluimos que las deleciones eliminaban practicamente la
totalidad del gen, al menos desde el exdn 9 hasta el final del geno(y col. 1997).

El resultado méas notable fue que cuatro de las cinco deleciones "de novo" eran de ori
gen materno. Este resultado contrasta con lo que ocurre en el caso de las mutaciones pun
tuales que, mayoritariamente, son de origen paterno. La caracterizacion de nuevas dele

ciones, en estudios posteriores, confirmé nuestro hallazgo.
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2.3. Estudios de corelacién genotipefenotipo.

Una de las caracteristicas mas notable de la NF1 es la variabilidad de la expresiéon feno
tipica. Aunque la mayoria de los pacientes postpuberales presentan los tres signos mas
caracteristicos de la enfermedad: manchas "café con leche, neurofiboromas cutaneos y
nodulos de Lisch, el numero y naturaleza de las lesiones varia ampliamente. La diferen
te expresion es todavia mas notable en lo que se refiere a la aparicion de otras compli
caciones que incrementan la gravedad de la enfermedad.

Con el fin de establecer una posible correlacion genétipatipo, analizamos las carac
teristicas clinicas de los seis pacientes que portaban una delecién de practicamente la
totalidad del gen. La asociacion entre delecion y el fenotipo caracterizado por-dismor
fismo facial, retraso mental y aparicion de numerosos neurofibromas cutaneos habia sido
propuesta por otros autores. S6lo uno de nuestros pacientes presentaba dicho fenotipo.
En cambio, los otros cinco casos presentaban una mayor incidencia de tumoraciones,
particularmente neurofibromas plexiformes y tumores intracraneales. Postulamos que la
haploinsuficiencia germinal de NF1 causa un fenotipo mas severo con respecto a la

tumoracion (Mlero et al 1997).

3. PUBLICACIONES DE NUESTRO LABORA TORIO RELACIONADAS CON
LA LINEA DE INVESTIGACION SOBRE NEUROFIBROMA TOSISTIPO |

(Por orden cronolégico):
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CAPITULO IV ;
ESTUDIO DE LAS HIPOACUSIAS HEREDIT ARIAS
NO SINDROMICAS

1. INTRODUCCION

Las pérdidas de audicion (hipoacusias) son un grupo muy heterogéneo de trastornos, con
una gran trascendencia social. En los paises desarrollados, aproximadamente el 6-8 % de
la poblacion padece pérdidas de audicion en mayor o menor cuantia. Por lo que se refie
re a la poblacion infantil, se estima que uno de cada mil nifios resulta afectado por una
sordera severa o profunda durante el llamado periodo prelocutivo, que abarca desde el
nacimiento hasta que el nifio adquiere el lenguaje hablado. Este tipo de sordera repre
senta un serio obstaculo para la comunicacion, lo cual dificulta la educacion y la inte
gracién social del nifio afectado. Las causas de la sordera pueden ser ambientales (trau
ma acustico, infecciones, ototoxicidad de farmacos) o genéticas, y a veces son-combina
cion de ambos tipos. En los paises desarrollados, mas del 60% de los casos de sorderas
prelocutivas se atribuyen actualmente a causas genéticas, un porcentaje que previsible
mente aumentara en los préximos afios, dado que la contribucion relativa de las causas
ambientales va disminuyendo gracias al control sanitario de los factores responsables.
Por otra parte, en torno al 2 % de la poblacion entre los 60 y los 70 afios de edad mani
fiesta una pérdida auditiva mayor de 65 decibelios (dB). Por encima de los 70 afios, se
llega a un 30% de afectados. Estas hipoacusias, generalmente moderadas o severas, a
veces profundas, de manifestacion tardia, provocan un progresivo aislamiento social del
individuo afectado, con el correspondiente empeoramiento de su calidad de vida. Los
agentes ambientales desempefian un importante papel en el desarrollo de estas hipoacu
sias, pero la contribucién de los factores genéticos no deberia ser subestimada, puesto
que pueden intervenibien como el principal factor patogénico, bien incrementando la
susceptibilidad (predisposicidn) a los factores ambientales (por ejemplo, en la pérdida
auditiva debida a la exposicion continuada al ruido o al tratamiento con farmaces otot6
Xicos).

Las hipoacusias hereditarias se clasifican en dos grandes grupos: sindrémicas, en las que
la hipoacusia estd asociada a otros sintomas o signos clinicos, y no sindrémicas, en las
que la hipoacusia aparece aislada. Las hipoacusias sindromicas representan el 30 % de

los casos. Se han descrito mas de 250 sindromes que incluyen la pérdida auditiva entre
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sus manifestaciones. Podemos ilustrar la variedad de sintomas y signos asociados a la hipo
acusia con unos pocos ejemplos. El sindrome de Usher asocia un trastorno visual, la reti
nosis pigmentaria, que conduce a la ceguera; por su parte, el sindwiparidesocia un
trastorno del rifion, la glomerulonefritis, que suele desembocar en el fallo renal; el sindro
me de Pendred asocia un trastorno endocrino, el bocio tiroideo; y el sindrome de
Waardenbug asocia anomalias pigmentarias en ojos y piel, y a veces malformaciones de
las extremidadesunque la mayoria de estos sindromes son genéticamente heterogéneos,
los genes implicados en cada uno de ellos no son muchos, y bastantes han side ya identi
ficados. El hecho de que los signos clinicos observados en estos trastornos sean caracte
risticos, permite distinguir unas hipoacusias sindrémicas de otras, lo cual facilita su inves
tigacion y su diagnéstico moleculat reducir el campo de busqueda a unos pocos genes.
Por su parte, las hipoacusias no sindromicas han sido hasta hace poco las mas descono
cidas, aun siendo las mas frecuentes, con un 70 % de los casos. Constituyen también un
grupo muy heterogéneo por sus diferentes etiologias, pero dificil de clasificar st se utili
za como criterio Unico las manifestaciones clinicas, en general muy poco distintivas.
Presentan modos de herencia muy variados: autosémicas recesivas, autosonmicas domi
nantes, ligadas al sexo, y de herencia materna (mitocondrial). Las investigaciones sobre
sorderas no sindrémicas han experimentado un desarrollo espectacular desde el afio
1992, que se refleja en el elevado numero de genes localizados sobre el mapa genético,
y en el creciente nUmero de genes clonados.

Actualmente, se conocen 31 loci genéticos de sorderas autosémicas recesivas (DFNB1-
DFNB31), 39 loci de sorderas autosdmicas dominantes (DFNA1-DFNA30, DFNA32-
DFNA38, DFNA40 y DFNA41), y 4 loci de sorderas ligadas al cromosoma X (DFN2-
DFN4 y DFN6). Estos datos son actualizados peridodicamente en la pagina internacional
sobre sorderas hereditarias en Internein(€amp G, Smith RJH. Hereditary Hearing

Loss Homepage, URL.: http://dnalab-wwaa.ac.be/dnalab/hhh).

Los genes hasta ahora identificados codifican productos implicados en funciones muy
variadas:

Proteinas de membrana o asociada®mbrana: el canal de potasio KCNQ4; la pendri

na, un transportador de ioduro y cloruro; las conexinas 26, 30, 31y 43, proteinas de las
uniones intercelulares de tipo comunicanigap junctionsla claudina-14, proteina de

las uniones intercelulares estrechaiglot junctions la proteina CDH23, de la familia de

las cadherinas, implicadas en adhesion celular; la proteasa de meMMARR&S3; |la

otoferlina, presuntamente implicada en el trafico de las vesiculas sinapticas generadas en
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las células ciliadas internas; la wolframina, proteina localizada en la membrana del re-
ticulo endoplasmico; YMC1, proteina de membrana de funcion desconocida.
Componentes del citoesqueleto de las células sensoriales del oido interno: las miosinas
lIA, VI, VIIA y XV; la proteinaliaphanous-lreguladora de la polimerizacion de laacti

na; y la estereocilina, proteina de los estereocilios de las células ciliadas.

Componentes de la matriz extracelular: la alfa-tectorina y un colageno de tipo-Xl, pro
teinas estructurales de la membrana tectoria del oido interno; y la coclina, presente en las
estructuras de soporte y en los canales neurales del laberinto.

Reguladores transcripcionales: POU3F4, POU4F3 ALY

Componentes de la maquinaria de biosintesis de proteinas en la mitocondria: el RNA
ribosémico 12S y el tRNA-Ser(UCN).

El elevado numero de genes implicados y la diversidad funcional de las proteinas codi
ficadas son consecuencias légicas de la natural complejidad anatomica y fisiolégica del
oido interno humano. El catalogo presentado pudiera parecer actualmente bastante com
pleto. Sin embao, hay que considerar que se estima que mas de cien genes pudieran
estar directamente implicados en las sorderas hereditarias no sindromicas, y que hasta el
momento solo se han identificado 24 genes nucleares de los méas de 70 localizados en el
mapa genéticddemas, se ha postulado la existencia de genes modificadores que modu
larian el fenotipo asociado a las mutaciones de los genes de hipoacusia. Uno de ellos ha
sido localizado (locus DFNM1).

La investigacion de las sorderas no sindrémicas se concentra actualmente en las siguien
tes lineas. En primer lugasiguen siendo prioritarias la localizacion genética y la-iden
tificacion de nuevos genes de hipoacusia. Por otra parte, es necesario investigar cual es
la contribucion individual de cada uno de los genes identificados y de las mutaciones en
los mismos a la totalidad de los casos de hipoacusia en una poblacion dada (epidemio
logia genética). Finalmente, es también importante estudiar la correlacion genotipo-
fenotipo en cada tipo de sordera. El conocimiento de cuales son las mutaciones mas fre
cuentes y de qué fenotipo cabe esperar como consecuencia de una mutaciéon dada en un
gen determinado debera contribuir a orientar el diagnostico molecular y el consejo gené
tico, y sera de utilidad en el momento de disefiar futuras terapias. Hay que resaltar que
la mayoria de los genes de sordera que se identifican codifican componentes hasta enton
ces desconocidos del complejo mecanismo molecular del oido interno, y que los estudios
bioquimicos, citologicos e histologicos de estas proteinas deben conducir a desentrafiar

las bases moleculares de la audicion y la sordera.
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Nuestro laboratorio comenzé a investigar las hipoacusias hereditarias en 1994. Estas
investigaciones han sido financiadas por la Comunidad Europea (programa BIOMED 2,
proyecto PL951324, afios 1996-1998; y proyecto QEE99-00988, afios 2000-2002),

por la CICYT (proyecto SAF99-0025, afios 1999-2002), por el FIS (proyecto 96/1556,
afios 1996-1998; y proyecto 00/0244, afios 2000-2002) y por la ONCE. En los-siguien
tes apartados, detallamos nuestra contribucién a esta linea de investigacion. Sobre el
tema de las sorderas hereditarias, hemos publicado dos revisiones, una de caracter gene

ral (1), y otra centrada en hipoacusias no sindrémicas (2).

2. NUESTROS PRINCIPALES LOGROS EN EL CAMPO DE LAS HIPOACU -
SIAS HEREDITARIAS

2.1. Constitucion de una ed espafiola de estudio de las hipoacusias bditarias.

En el curso de los Ultimos ocho afios, hemos consolidado una red nacional de estudio de
las hipoacusias hereditarias, que coordina los esfuerzos de otorrinolaringélogos, pediatras,
logopedas y genetistasctualmente esta constituida por mas de un centenar de celabora
dores pertenecientes a unos 70 centros hospitalarios, con todas las Comunidades
Auténomas representad@si mismo, hemos establecido colaboraciones con dos hospita

les cubanos, el Hospital Pediatrigdilliam Soler y el Hospital Hermanosmeijeiras,

ambos en La Habana. Contamos ademas con el apoyo deAS-ifederacion de
Asociaciones de Padre®ynigos de los Sordos) y de los responsables de varios colegios
de educacion especial para nifios con deficiencia auditiva.

Gracias a la colaboracion de todos, hemos podido reunir una coleccién de mas de 900 casos
independientes de sorderas no sindromicas. La coleccion sigue en crecimiento, cen el obje
tivo final de obtener un censo nacional de las familias afectadas por las hipoacusias here
ditarias, asi como un banco de DNAs de los pacientes. El diagndstico molecular de los
casos de la coleccién permite la clasificacion de las familias en funcién de la etiologia de
su sordera, lo cual debe posibilitar el acceso de los individuos afectados a las terapias, espe
cificas para cada tipo de sordera, que previsiblemente iran desarrollandose en el futuro.

2.2. Hipoacusias no sindromicas de hencia autosémica ecesiva.

2.2.1.Hipoacusia de tipo DFNBL1.

La hipoacusia de tipo DFNB1 es neurosensorial, prelocutiem ya mayoria de los
casos, severa o profunda. De los humerosos loci genéticos de sordera autosémica rece
siva, DFNBL1 fue el primero en ser identificado. Se localiza en el bragpdat crome
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soma 13, proximo al centromero (regién 13g12). Dentro de este locus se encuentra el gen
GJB2 responsable de hasta el 50% de los casos de sordera prelocutiva en la mayoria de
las poblaciones estudiadas. El geiB2codifica la conexina-26, proteina de las unio

nes intercelulares de tipo comunicargeg junctiony. Seis monémeros de conexina se

unen entre si para formar un hexamero, denominado conexoén, que se localiza en la
membrana plasmaticAlli, cada conexon se une a otro conexon de la célula adyacente,
para constituir un canal intercelul&e piensa que los canales intercelulares de conexi
na-26 desempefian un importante papel en el reciclaje del potasio que entra en las célu
las ciliadas como parte del mecanismo de transduccion de la sefial auditiva.

En nuestro laboratorio hemos estudiado un total de 422 casos independientes de sordera
prelocutiva no sindromica, recogidos por nuestra red de colaboradores en Espafia y en
Cuba. De estos, 193 se clasificaron como casos familiares (aquellos con mas de un afec
tado en la familia; 167 casos espafioles y 26 cubanos). Los restantes 229 fueron clasifi
cados como casos esporadicos, sin antecedentes familiares (197 espafioles y 32 cuba
nos). La busqueda de mutaciones en el@#B2produjo los siguientes resultados:

1) En un total de 129 casos encontramos mutaciones en los dos alelos@#HBgdtn

los casos espafioles, el alelo mutante mayoritario fue el 35delG (67,8 %). Otros alelos
frecuentes fueronv24X (6 %), E47X (3,7 %)W77R (2,6 %) y N206S (1,8 %). Se
encontraron ademas otros 16 alelos mutantes minoritarios (frecuencia de cada uno, igual
o menor al 1 %) (manuscrito en preparacion). En los casos cubanos, el alelo mayoritario
fue también el 35delG (61,5 %). Se encontraron, ademas, otros alelos frecuentes, como
R143W(7,7%) yW77R (5,1 %), y un total de 8 alelos minoritarios (3). Estos datos de
epidemiologia genética orientan el diagnostico molecplagsto que permiten disefiar
protocolos de deteccién de mutaciones adaptados a cada poblacién. En la actualidad dis
ponemos de tests genéticos especificos, disefiados y/o puestos a punto en nuestro labo
ratorio, para la deteccion de las mutaciones mas frecuentes erZIB@en las pobla

ciones espafiola y cubana.

2) En 44 casos, encontramos una mutacién en un alelo d&lJgghpero la basqueda
exhaustiva de mutaciones en el otro alelo (regién promotora, sitios de corte y empalme
(splicing) del RNA, y regién codificante) no reveld ninguna mutacion. Resultados simi
lares a éste han sido obtenidos por otros autores en sus respectivas colecciones de
pacientes, representando los heterozigotos no elucidados porcentajes del 10-42 % de los
casos con mutaciones &IB2 Nuestros 44 casos fueron genotipados para los marca
dores genéticos de tipo microsatélite D13S141, D13S175, D13S1275 y D13S292, los
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cuales se localizan en la region 13q12, muy proximos abgde&2 El analisis de hapio

tipos para estos cuatro marcadores permitié excluir ligamiento al locus DFNB1 en 1
casos, que deben su sordera a otra causa genética, pero ademas son portadores de una
mutacion enGJB2 Su hallazgo casual durante nuestra busqueda se explica por la alta
frecuencia de portadores de las mutaciga&B2en la poblacion espafiola (2,5 % €on
siderando sélo la mutacion 35delG). En 24 casos, el analisis de haplotipos no resulté
informativo. Finalmente, en 9 casos se obtuvieron resultados compatibles con igamien
to a DFNBL1. Esto sugeria que, al menos en estos casos, alguna otra mutacion en la region
13912 deberia acompafar a la ya identificad@ #s2

El andlisis de haplotipos nos permitié obtener ademas dos interesantes datos. En primer
lugar, observamos en nueve familias una falta de consistencia en la segregacion del mar
cador D13S175, que sugeria la presencia de un alelo no amplificable o delecionado. En
segundo lugaren dos miembros afectados de la familia S008, este marcador no podia
ser amplificado ni siquiera utilizando diferentes parejas de cebadores. Estos resultados
eran consistentes con la existencia de una delecion en la region 13912, que involucraba
al marcador D13S175. La delecion fue confirmada mediante estudios de hibridacion con
sondas de DNAadiactivas $outhern blofs Mediante técnicas de paseo cromosoémico,
pudimos identificar los limites de la delecién y amplificar y secuenciar la region critica
gue contiene el empalme de los dos puntos de rotura. La delecién abarca unas 342 kb de
DNA genomico y rompe el geBJB6 que codifica la conexina-30. Esta conexina se
expresa en los mismos tipos celulares del oido interno que la conexina-26 y es capaz de
formar canales heterotipicos (mixtos) con ésta, lo cual podria explicar el hallazgo de esta
mutacion en pacientes con sordera. La comparacion de secuencias de las zonas que con
tienen los puntos de rotura revela una escasa similitud, lo que sugiere que el mecanismo
molecular de esta delecidn se basa en la recombinacion ilegitima. El conocimiento pre
ciso del empalme de los puntos de rotura nos permitié disefiar un test especifico, simple
y rapido, basado en la PCR, para la deteccion de esta delecion en nuestra coleccion de
pacientes. En total, encontramos la delecién, denominada del(GJB6-D13S1830), como
segundo alelo DFNB1 en 22 de nuestros heteroziged@? no elucidadosAdemas,
detectamos la delecion en homocigosis en otro caso de la coleccion que tenia ambos ale
los GJBZ2intactos. Estos resultados han sido publicados en el prestiggysdngland

Journal of Medicing4).

Nuestros datos sugieren que el locus DFNB1 es un locus de hipoacusia complejo, que
contiene dos gene§JB2y GJBG que codifican productos estructural y funcionalmen

te relacionados, las conexinas 26 y 30; y que la segregacion de las mutaciones en estos
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genes puede generar patrones de herencia monogénicos o digénicos de la sordera prelo
cutiva. En nuestra muestra, la mutacion del(GJB6-D13S1830) representa aproximada
mente el 7.7 % de los alelos DFNB1 mutantes en las familias espafiolas, lo que la con
vierte en la segunda mutacién mas frecuente, responsable de sordera prelocutiva, en la
poblacién espafiola. Nuestros datos mas recientes indican que la delecion esta presente
en todas las poblaciones hasta ahora investigadas (Francia, Gran Bretafa, Israel, Estados
Unidos,Australia), lo cual esta permitiendo aclarar numerosos casos de heterozigotos
GJB2pendientes de diagndstico. Una veintena de laboratorios por todo el mundo se han
interesado por nuestro test de deteccion, y a todos ellos les hemos proporcionado infor
macion y ayuda para su puesta a punto.

En conjunto, nuestros datos indican que la sordera de tipo DFNB1 representa el 36 % de
todos los casos de sordera prelocutiva no sindrémica de causa genética. En nuestro labo
ratorio han recibido diagndéstico molecular unos 250 pacientes con este tipo de sordera.
Se ha realizado diagnéstico prenatal en dos casos, que llevaron su embarazo a término,
siendo ambos nifios normoyentes, de acuerdo con la prediccion derivada de los tests
genéticosActualmente estamos estudiando detalladamente las caracteristicas clinicas de
los pacientes con este tipo de sordera, a fin de investigar las posibles correlaciones entre
genotipo y fenotipo.

2.2.2.Mutaciones en el gen GJB2 en el sorde KID.

El sindrome KID (porKeratitis-lchthyosisBbeafnessMIM 148210) es una displasia
ectodérmica congénita caracterizada por la asociacion de lesiones hiperqueratésicas de
la piel con queratitis vascularizante e hipoacusia neurosensorial profunda. Otras caracte
risticas observadas son: alopecia, ufas distréficas, anomalias dentales, riesgo-incremen
tado de desarrollar carcinoma de células escamosas, y susceptibilidad incrementada a las
infecciones bacterianas o micéticas de la piel. La mayoria de los casos de este sindrome
son esporadicos, pero la existencia de casos familiares sugeria una etiologia genética.
Nuestro equipo tuvo la oportunidad de estudiar el caso de una joven de 17 afios afecta
da por el sindrome desde su nacimiento. Los hallazgos dermatoldgicos, oftalmolégicos
y audiolégicos confirmaron el diagnostico de sindrome KID. En los ultimos afies, dife
rentes trabajos han mostrado la implicacion de varios miembros de la familia de las
conexinas (en concreto, la 26, la 30 y la 31) en sindromes que asocian trasternos der
matoldgicos a la hipoacusia. Por consiguiente, decidimos investigar en nuestra paciente
los genes que codifican dichas conexira3B2 GJBG y GJB3 respectivamente). Las

regiones codificantes completas de estos tres genes fueron secuenciadas. No se observé
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ninguna alteracion significativa en los gef&H3y GJBG pero en el gefsJB2encon

tramos una nueva mutacion, la sustitucion del residuo de aspartato en la posicion 50 del
polipéptido por un residuo de asparagina (D50N). La mutacién no estaba presente en
ninguno de los padres de la paciente. El estudio de la segregacion de varios marcadores
genéticos proximos al ggaJB2no reveld ninguna inconsistencia en la transmision de
alelos de padre y madre a la hija afectada, por lo cual concluimos que la mutacién encon
trada debid sgiir de novo resultado consistente con el hecho de que la mayoria de los
casos de sindrome KID son esporadicos.

El aspartato-50 es un residuo conservado en la mayoria de las conexinas, que se locali
za en el primero de los dos lazos extracelulares de la proteina y parece intervenir en la
interaccidn entre conexones y en el control por voltaje de la apertura del canal. En este
mismo dominio se localizan los residuos alterados por otras mutaciones GIRfen

en trastornos que asocian signos dermatoldgicos a hipoacusia, lo que resalta-el impor
tante papel que debe desempefiar este dominio en las interacciones entre mondmeros de
conexinas en la piel. Este trabajo se encuentra sometido a evaluacion para publicacion

enAmerican Journal of Medical Geneti¢s).

2.2.3.Hipoacusias de tipo DFNB9 y DFNB8/B10.

Dado que el diagndstico molecular de las mutaciones en el gen de la conexina 26 elucida
solamente un 36 % de los casos de hipoacusias prelocutivas, es necesario investigar qué
otras mutaciones en otros genes de sorderas pueden ser frecuentes en la poblacion espafio
la, para incluirlas en los protocolos de diagndstico y elevar el porcentaje de casos resueltos.
Con este fin, seleccionamos 28 familias de nuestra coleccion de sorderas prelocutivas no
sindrémicas, en las que se habia descartado la presencia de mutaciones en el locus
DFNB1. Todas estas familias, si bien no eran susceptibles de analisis de ligamiento
génetico, si que eran estudiables mediante andlisis de haplotipos destinado a detectar
compatibilidad con ligamiento a un locus dado. En seis de estas familias, los padres eran
consanguineos. Decidimos investigar los loci DFNB9 y DFNB8/B10.

2.2.3.1.Hipoacusias de tipo DFNBS9.

La hipoacusia de tipo DFNB9 es neurosensorial, prelocutiva y de severa a profunda. El
locus DFNB9, en la region cromosOmica 2p22-p23, contiene eDdéxr, que codifi

ca la otoferlina, una proteina citosdlica anclada a la membrana, que pertenece a una
familia de proteinas con seis dominios C2 de unién a calcio. Se ha postulado su impli

cacion en el trafico de las vesiculas sinapticas generadas en las células ciliadas internas.
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En primer lugargenotipamos a todos los individuos disponibles de cada familia para los
marcadores genéticos D2S158, D2S2223, D2S2350 y D2S174, muy préximos al gen
OTOF en 2p22-p23. El analisis de haplotipos revel6 que en 6 de las 28 familias-estudia
das, incluyendo una de las consanguineas, existia compatibilidad con ligamiento a
DFNB9. En un paciente y en un progenitor de cada familia compatible, se realiz6-una bus
gueda de mutaciones en el g@fOF, exdn por exdn, mediante analisis de heteroduplex

de DNA, seguido de secuenciacion de los casos positivos. De esta manera, se identificd
en la familia consanguinea una nueva mutacion, que consiste en la sustitucién de un
codon de glutamina por un codén de terminacion prematuro (Q829X). La mutacion se
encontraba en homocigosidad en los pacientes de la familia estudiada. Se disefi6 un test
para la deteccion facil y rapida de esta mutacion, basado en la amplificacion por medio
de la PCR de un fragmento de DNA, que luego se digiere con la enzima de restriccion
Bfal (la mutacién crea un nuevo sitio de reconocimiento Béaialo que permite distin

guir el alelo silvestre del mutante). La aplicacion de este test a nuestra coleccion de casos
de sordera prelocutiva en los que ya se habia descartado la presencia de mutaciones en el
locus DFNB1, detectdllnuevos casos. En 10 de ellos, los pacientes eran homocigotos
para la mutacion, mientras que en el caso restante, la mutacion se encontraba-en hetero
cigosis. En ese caso, la busqueda de la mutacién acompafante revelo la presencia de un
cambio en el exdn 44 del gen, que produce la sustitucién del codén de prolina 1825 por
un codoén de alanina (P1825A). Esta mutacion afecta a un residuo de prolina bien conser
vado, dentro del sexto dominio C2 de la proteina, implicado en la union a calcio. Esta
mutacion parece poco frecuente, ya que no se encontrd en ningln caso adicional de nues
tra coleccion. Las dos mutaciones descubiertas durante este estudio, Q829X y P1825A,
son las primeras mutaciones descritas en eOJ&F en poblaciones occidentales (6).

La mutacion Q829X es responsable de un 3% de los casos de sordera prelocutiva no sin
dromica de nuestra muestra, lo que la convierte en la tercera mutacion mas frecuente en
la poblacion espafiola. Por esta razén, ya ha sido incorporada a los tests de diagnéstico
gue se aplican a toda muestra que llega al laboratorio, de manera sistematica. Nuestro
andlisis de haplotipos para marcadores genéticos préximos @ITges indican que su
elevada frecuencia parece deberse a un efecto fundador en la poblacion espafiola (6).
Queda pendiente ver su relevancia en otras poblaciones.

2.2.3.2.Hipoacusias de tipo DFNB8/B10.

El locus DFNB8/B10, en la region cromosomica 21922, contiene elrg&RSS3que
codifica una serin-proteasa transmembranar cuya funcién en el oido interno se desconoce.
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En nuestro laboratorio genotipamos a todos los individuos disponibles de cada una de las
28 familias seleccionadas (ver apartado 2.2.3) para los marcadores genéticos D21S1225
y 994G8.CA82, muy proximos al gaiMPRSS3n 21g22. El andlisis de haplotipos
revelé que en 9 de las 28 familias estudiadas, incluyendo una de las consanguineas, exis
tia compatibilidad con ligamiento a DFNB8/B10. En un paciente y en un progenitor de
cada familia compatible, se realiz6 una busqueda de mutaciones enTéBRSS3

exon por exon, mediante andlisis de heteroduplex de DNA, seguido de secuenciacion de
los casos positivos. De esta manera, se identifico en la familia consanguinea la mutacion
IVS4-6G>A, que crea un nuevo sitio de corte y empalme del @pl&ing). Esto afiade

cuatro pares de bases a la secuencia del exon 4, generando un cambio de fase de lectura
gue es responsable de la pérdida de funcién. Esta mutacion ya habia sido descrita pre
viamente en una familia paquistani. Sin ergbaparece poco frecuente, ya que no se
encontré en ningan caso adicional de nuestra coleccion.

En las 8 familias restantes, no se encontrdé ninguna mutacion causante de patologia, lo
gue sugiere que las mutaciones en el APRSS3o son frecuentes en la poblacion

espafola.

2.2.4.Hipoacusias de tipo DFNB16.

La hipoacusia de tipo DFNB16 es neurosensorial, prelocutiva y severa. El locus
DFNB16 fue inicialmente mapeado en la region cromosémica 15q13-g21, en un inter
valo de unos 20 cM delimitado por los marcadores D155S994 y D15S155. El estudio de
una familia de nuestra coleccidén (familia S040), con varios individuos portadores de
recombinaciones en la regién critica, nos permitio refinar la localizacion de DFNB16,
situandolo en un intervalo genético de 5 cM, cuyos limites eran los marcadores D155994
y D15S132 (7).

La reduccion del tamarfio del intervalo permitié abordar la identificacion del gen+espon
sable de la sordera de tipo DFNB16. Este trabajo fue realizado en colaboracion con el
equipo de la Dra. Christine Petit, del Instituto Pasteur de Rariss genes candidatos
fueron examinados, buscando mutaciones que los validaran como responsables de sor
dera. Finalmente, se encontraron mutaciones en un nuev& feq, que codifica la
estereocilina, proteina componente de los estereocilios de las células ciliadas.-Los indi
viduos afectados de la familia SO040 era heterocigotos compuestos para dos mutaciones
en el gerSTRC una delecion de 4 pares de bases (2171-2174delTTTG), que genera un
cambio en la fase de lectura y la aparicion de un codon de terminacién prematuro, y una

delecion grande que elimina la mitad 3' del gen (8).
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2.3. Hipoacusias no sindrémicas de hencia autosdémica dominante.

2.3.1.ldentificacién de nuevos loci de hipoacusias deheia dominante.

El estudio de tres familias grandes, con numerosos individuos afectados en varias gene
raciones, nos ha permitido identificar tres nuevos loci de hipoacusias no sindromicas
autosémicas dominantes, y describir en detalle sus caracteristicas clinicas mas relevan
tes (manuscritos en preparacion).

En una primera etapa, se genotiparon todos los individuos colaboradores de cada familia
para una seleccion de marcadores genéticos de tipo microsatélite, que se encuentran loca
lizados proximos a los loci de hipoacusia dominante ya conocidos. El analisis-de liga
miento permitié excluir todos los loci conocidos hasta la fecha. En una segunda etapa, se
realiz6 una busqueda de ligamiento por todo el genoma. Para ello se utiliz6 una coleccién
de 394 marcadores microsatélites, distribuidos uniformemente por todos los cromosomas,
a intervalos de unos 10 cM de promedio. En los casos en que se sospechd ligamiento, éste
se confirmé estudiando mas marcadores microsatélites de la misma region.

El primer locus se identificé en una familia de Cadiz (familia S281). La hipoacusia en
estos pacientes comienza a manifestarse entre los 8 y los 10 afos. Inicialmente, solo
afecta a las frecuencias bajas y medias. Posteriormente va progresando, a un ritmo de
aproximadamente 1,1 dB por afio, y termina afectando también a las frecuencias altas.
El nuevo locus se encuentra en la region 3g28-g29, en un intervalo de unos 3-cM deli
mitado por los marcadores D3S1314 y D3S2418.

El segundo locus se identificd en una familia de las Islas Canarias (familia S277}. La pér
dida auditiva en estos pacientes comienza en la primera década de vida. Inicialmente, sélo
afecta a las frecuencias bajas y medias. Luego progresa, especialmente en frecuencias
medias, de forma que el perfil audiométrico adquiere forma de cubeta. El nuevo locus se
encuentra en la region 1921-g23, en un intervalo de unos 4 cM delimitado por los nuevos
marcadores microsatélites, definidos en nuestro laboratorio, STS292 $69TS1
El tercer locus se identifico en una familia\ddladolid (familia S403). La hipoacusia
en estos pacientes comienza a manifestarse en la segunda década de vida. Inicialmente,
s6lo afecta a las frecuencias medias y altas. Luego, va progresando hasta afectar a todas
las frecuencias. El nuevo locus se encuentra en la regiéon 7q31, en un intervalo de unos
4 cM delimitado por los marcadores D7S1875 y D7S2519.

2.3.2.Nueva mutacién en el gen de la _-tectorina.

Se estudio una familia grande, con 9 individuos afectados en tres generaciones, que pre
sentaba una hipoacusia postlocutiva progresiva, con afectacion principal de las frecuen
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cias medias. Se genotiparon todos los individuos colaboradores de la familia para una
seleccién de marcadores genéticos de tipo microsatélite, que se encuentran localizados
proximos a los loci de hipoacusia dominante ya conocidos. El andlisis informatico per
mitié excluir la mayoria de los loci conocidos, pero detectd ligamiento a marcadores del
locus DFNA8/A12, con un valor méximo de lod-score de 3,67 a una fraccion de recom
binacion () igual a cero, para el marcadof $4089.

El locus DFNA8/A12 contiene el gen de la _-tectorinBQTA), uno de los principales
componentes no colagenosos de la membrana tectoria del oido interno. Esta membrana es
una matriz extracelular que recubre la superficie apical del epitelio sensorial de la coclea,
y desempefia un importante papel en la transmision de lgiadet sonido a los pena

chos de estereocilios de las células ciliadas, que son sensibles a la traccion mecanica. El
precursor de la _-tectorina consta de: una region similar al dominio G1 de la entactina; un
modulo central que contiene elementos repetidos de tipo D del factor Wéilkadmand

y que es similar a la zonadhesina; y finalmente, de un dominio de tipo zona pellcida. Este
precursor sufre un procesamiento proteolitico que separa estos tres dominios, aunque los
polipéptidos quedan unidos entre si por medio de puentes disulfuro, e interaccionan con
la _-tectorina para formar la matriz no colagenosa de la membrana tectoria.

Se emprendio una busqueda de mutaciones, exon por exon, en toda la regién-codifican
te del genTECTA. Se detectd una nueva mutacion en el exdn 17, que produce la sustitu
cién de un coddn de cisteina por un codédn de glicina (C1837G) (9). La cisteina 1837 esta
situada en el dominio de tipo zona pellcida (ZP) de la proteina, y es un residuo bastan
te conservado entre los dominios @l se conocen en otras proteinas. Su sustitucion
por una glicina impediria la correcta formacion de los puentes disulfuro que unen los
dominios de la _-tectorina después del procesamiento proteolitico del prdcatspo

acusia en la familia en estudio es progresiva, lo cual podria ser consecuencia-del conti
nuado deterioro mecanico de una membrana tectoria mal estructurada. Por otra parte, en
esta familia la pérdida auditiva afecta principalmente a las frecuencias medias, lo que
provoca un tipico perfil audiométrico en cubeta. Esto podria deberse al dominie afecta
do por la mutacion C1837G, puesto que otras mutaciones previamente descritas en el
dominio ZPtambién producen hipoacusias con perfil en cubeta (9).

2.4. Hipoacusias no sindrémicas de hencia ligada al sexo.

2.4.1. ldentificacién del nuevo locus DFNG6.
El estudio de una familia espafiola con 12 varones afectados en cuatro generaciones, nos
permitio definir el nuevo locus de hipoacusia ligada al sexo DFN6 (10).
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La hipoacusia en los varones es no sindrémica, neurosensorial y progresiva. La pérdida
auditiva se manifiesta en la infancia, entre los 5 y los 7 afios de edad, y afecta principal
mente a las frecuencias altas. Después prosigue su evolucién hasta volverse severa o pro
funda, con todas las frecuencias afectadas al alcanzar la edad adulta. La mayoria de las
mujeres portadoras manifiestan una pérdida auditiva moderada en frecuencias altas, a
partir de la cuarta década de vida. Por esta razon, la herencia de este tipo de sordera es
ligada al sexo de tipo dominante.

Todos los individuos colaboradores de la familia fueron genotipados para una seleccién
de marcadores microsatélites espaciados uniformemente por todo el cromosoma X, a
intervalos de 10 cM de promedio. Encontramos evidencia de ligamiento a marcadores de
la regidn Xp22. El estudio de numerosos marcadores de esta region mediante analisis de
ligamiento y de haplotipos nos permitié precisar la localizacion del nuevo locus de sor
dera, al que denominamos DFN6. Se encontraba situado en un intervalo de unos 15 cM,
delimitado por los marcadores DXS7108 y DXS7105 (10). En el curso del trabajo, iden
tificamos una recombinacién dentro del intervalo critico, en un varén que aun no habia
alcanzado la edad de manifestacion de la sordera, por lo que su estado clinico era des
conocido. Recientemente, una reevaluacion de este paciente encontro las caracteristicas
tipicas de la pérdida auditiva de su familia. Por consiguiente, hemos podido refinar la
localizacion de DFNG6, definiendo un nuevo intervalo critico, de 8 cM, delimitado por los
marcadores DXS8022 y DXS7105. Esta reduccion del intervalo critico debe facilitar la
identificacion del gen responsable de la hipoacusia en esta familia.

2.4.2.Caracterizaciéon de familias con hipoacusia de tipo DFN3.

La hipoacusia de tipo DFN3 (MIM 304400) es una hipoacusia progresiva mixta-(neuro
sensorial y conductiva). Se caracteriza por tres anomalias fundamentales: la fijacién del
estribo, la dilatacion de los conductos auditivos internos, y una comunicacién anormal
mente amplia entre la vuelta basal de la céclea y el conducto auditivo interno. Esta ulti
ma caracteristica tiene como consecuencia un incremento de la presién perilinfatica, que
es responsable del escape de periligiesliej que se produce al liberar quigitamen

te la fijacion del estribo. Ejusheres tipico en esta forma de hipoacusia y representa una
importante complicacion operatoria que suele conducir a un empeoramiento radical de
la sordera del paciente. Dado que la fijacién del estribo suele producirse también en la
otosclerosis, trastorno conductivo mucho mas frecuente que la hipoacusia de tipo DFNS3,
es habitual que los pacientes con este tipo de sordera sean encaminados a operaciones de
estapedectomia. Por consiguiente, es importante la deteccion de la sordera de tipo DFN3
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por medios genéticos, a fin de desaconsejar la intervenciongicarlgue no aporta nin

gun beneficio a estos pacientes.

El gen responsable de esta sordera fue identificado en 1995. Se trata RGIURHY

gue codifica el factor transcripcional del mismo nombre. Este factor transcripcional esta
implicado en la regulacion del desarrollo del oido interno. Desde su descubrimiento, se
han identificado numerosas mutaciones puntuales en la regién codificante del gen en
pacientes con hipoacusia de tipo DFN3. Sin egiyantre los casos analizados parecen
predominar las deleciones, desde microdeleciones hasta deleciones extensas de varios
cientos de kilobases. Se da incluso la paradoja de que algunos pacientes llevan delecio
nes extensas que no afectan al BEWJ3F4 que permanece intacto y funcional. Para
explicar estos casos, se ha postulado la existencia de un segundo gen responsable de sor
dera en la misma region o, alternativamente, un elemento regulador de la expresion del
propio genPOU3F4

Nosotros hemos estudiado dos familias cubanasl($$&D55) y dos espafiolas (S019 y
S036) con sordera de tipo DFN3.(1.2). En la familia S036 hemos detectado una dele

cion grande, que elimina el gB®U3F4completo y grandes trechos de secuencia-adya
centes, lo cual es causa de un sindrome de contiglidad que incluye hipoacusia y retraso
mental. En la familia SAQ1lhemos encontrado una delecion mas pequefia, que solamen

te afecta al gePOU3F4 produciendo hipoacusia no sindrémica. Finalmente, en las
familias S019 y S055, se ha detectado la existencia de sendas deleciones centromericas
al genPOU3F4 que permanece intacto. Estas deleciones afectarian al hipotético segun
do gen del locus, o al elemento reguladoP@J3F4 postulado por varios autores. El
estudio clinico detallado de la familia S019 revelo la existencia de una malformacion de
Mondini en la céclea de los pacientes, signo clinico que se asocia por primera vez a la
sordera de tipo DFN3 0.

2.5. Hipoacusias no sindrémicas de hencia materna (mitocondrial).

El genoma mitocondrial es una pequefia molécula de Eidalar (16.569 pb), cuya
secuencia de nucleotidos se conoce en su totalidad. Codifica 13 polipéptidos (subunidades
de la cadena de transporte de electrones de la fosforilacion oxidativa), 2 RNAs Fbosomi

cos (rRNAs) y 22 RNAs transferentes (tRNA&3I pues, el genoma mitocondrial codifi

ca solamente una pequefia parte de los componentes necesarios para la funcion-de la mito
condria. ElI genoma nuclear codifica los componentes restantes, los cuales, una-vez sinte
tizados, son transportados a la mitocondria. Entre estos componentes sintetizados a partir
de genes nucleares se encuentran mas de 80 subunidades de la cadena de transporte de
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electrones, la DNAolimerasa _ (que replica el mtDNA), la maquinaria de transcripcion

de los genes mitocondriales y la totalidad de las proteinas ribosémicas mitocondriales.
Puesto que el mtDNAe encuentra confinado en la mitocondria, su replicacion; trans
cripcion y traduccion tienen lugar en el interior de la misma. La traduccion mitocondrial
utiliza un codigo genético propio, es deeirsignificado de algunos codones cambia con
respecto al codigo genético universal, y el numero de tRNAs utilizado es mener (sola
mente los 22 codificados por el mtDNA).

Una importante peculiaridad del mtDN& que se transmite a los hijos exclusivamente
por via materna. Durante la fecundacion, el espermatozoide transfiere al 6vulo-su geno
ma nuclearSin embago, los genomas mitocondriales del espermatozoide no penetran
en el ovulo ysi lo hacen, no llegan a perdurBor esta razon, los genomas mitecon
driales de que va a disponer el zigoto proceden en su totalidad del 6vulo materno. En
consecuencia, el genoma mitocondrial y las mutaciones en el mismo se transmiten segun
un patron dénerencia maternaes decirlas madres transmiten su genoma mitocondrial

a sus hijos, tanto varones como mujeres.

El mtDNA acumula mutaciones con facilidad, téngase en cuenta que su tasa de mutacion
es 10 veces superior a la del DNéclear En los individuos normales, practicamente el
100% de sus moléculas de mtDN@&n idénticas, situacion que se define con el término

de homoplasmiaCuando en el mtDNAuge una mutacion y se extiende por la pebla

cion de mitocondrias, coexisten en la misma célula dos tipos de mtDNA, el normal y el
mutante A esta situacion se le denomineteoplasmia Si el mtDNAmutante llega a
proliferar tanto como para desplazar a todo el mtDidAnal, se dice que la mutaciéon

se hdfijado, alcanzando la homoplasmia. Es importante destacar que aquellas mutacio
nes gque causen un grave trastorno de la fosforilacion oxidativa pudieran ser solamente
viables en heteroplasmia. Por otra parte, lgmamos y tejidos mas afectados por las
mutaciones en el mtDNgeran aquellos que tengan un mayor requerimientg i

el sistema nervioso central y logi@nos de los sentidos, el musculo, el corazon, el rifidn

y las glandulas endocrinas. Por lo que se refiere a las hipoacusias hereditarias; las muta
ciones mitocondriales son responsables de patologias tanto sindromicas como no sin
drémicas. En nuestro laboratorio hemos estudiado dos mutaciones responsables de hipo
acusias no sindrémicas1555G yT7510C.

2.5.1.MutaciénA1555G en el gen del RN®wosdmico mitocondrial 12S.

Esta mutacion es responsable de hipoacusia no sindromica y ademas confiere una sus

ceptibilidad incrementada a la ototoxicidad de los antibiéticos aminoglucdsidos.
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Los antibidticos aminoglucdsidos constituyen un extenso grupo que incluye, entre otros,
a la estreptomicina, la gentamicina, la kanamicina y la neomicina. Es bien conocida su
capacidad para provocar dafios vestibulo-cocleares cuando se usan en altas dosis duran
te periodos de tiempo prolongados. Por otra parte, se ha observado que también pueden
producir dafios cocleares en dosis bajas en individuos susceptibles. Esta susceptibilidad
es hereditaria y se transmite segin un patron de herencia materna, lo cual sugeria que
alteraciones en el genoma mitocondrial podrian constituir la base genética de la suscep
tibilidad. El estudio de familias en las que varios miembros habian sufrido pérdidas audi
tivas después del tratamiento con aminoglucésidos revelo que todos los pacientes tenian
en comun la mutacidA1555G en el gen del rRN#itocondrial 12S, en homoplasmia.

La mutaciomA1555G se encontré también en homoplasmia en una gran familia €onsan
guinea arabe-israeli afectada de sordera neurosensorial no sindrémica. En esta familia
pudo determinarse con seguridad que ninguno de sus miembros habia recibido trata
miento con aminoglucésidos, lo que significaba que la mut&dbb5G es, por si sola,
responsable de hipoacusia no sindrémica.

Hemos investigado la presencia de la mutaditis5G en un total de 571 familias con
hipoacusias no sindrémicas, tanto prelocutivas como postlocufi#agase en cuenta

que, como luego veremos, la hipoacusia debida a la mutat&s5G es normalmente
postlocutiva, pero es también responsable de unos pocos casos de hipoacusia prelocuti
va, normalmente debidos al tratamiento precoz del paciente con antibiéticos aminoglu
cosidos. Los tests genético- moleculares revelaron la presencia de la mutacion en 97
familias, las cuales representan el 17 % del total, un porcentaje que asciende al 33 % si
solamente consideramos los casos postlocutivos. Este alto porcentaje no se sospechaba
previamente a la realizacion del estudio, y obligara a corregir los datos epidemiolégicos
hasta hace poco vigentes sobre la incidencia y prevalencia de los distintos tipos-de heren
cia de las hipoacusias familiares en Espafa (13, 14). Resultados similares han-sido obte
nidos por el equipo del DKavier Estivill en Barcelona.

En la mayoria de los casos, el patron de herencia materna era evidente. Sio,egnbar
algunas familias, puede confundirse con otros tipos de herencia.

Se investigo el posible papel de los antibidticos aminoglucésidos en la induccién de la
sordera en estas familias. Sorprendentemente, aunque el tratamiento con diches antibié
ticos pudo ser documentado en algunos individuos afectados, en la mayoria de los
pacientes no hay evidencia alguna de su uso. Es més, en numerosas familias ro hay nin
gun individuo afectado que fuera tratado con estos antibiéticos.
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En pacientes tratados con aminoglicésidos, la pérdida auditiva fue subsiguiente al trata
miento. En algunos casos en que ya se habia manifestado una ligera pérdida auditiva, el
tratamiento desencadend un subito empeoramiento de la hipoacusia. En los casos en que
la ototoxicidad fue excluida, la edad de manifestacion de la hipoacusia fue variable,
desde congénita a la segunda década de la vida.

Entre los portadores de la mutacion existe una amplia variacion fenotipica:

a) Individuos con audiogramas perfectamente normales. Suele tratarse de nifies o jove
nes, por debajo aun de la edad de manifestacion.

b) Individuos sin conocimiento subjetivo de su hipoacusia, que sin gmbegistran
pérdidas moderadas o severas para frecuencias de 4.000 u 8.000 Hz.

c) Individuos con conocimiento subjetivo de su hipoacusia, con pérdidas auditivas leves
0 moderadas en frecuencias conversacionales (500-2.000 Hz), y mayor afectacion en las
frecuencias mas agudas (4.000 y 8.000 Hz).

d) Individuos con sorderas severas o profundas, con todas las frecuencias afectadas, aun
gue habitualmente con mayor pérdida para frecuencias agudas. En este grupo se encuen
tran la casi totalidad de los portadores de la mutacion tratados con antibiéticos amino
glicésidos, incluyendo pacientes sordomudos en los que un tratamiento precoz-desenca
dend una sordera severa en periodo prelocutivo.

En la mayoria de los casos, la mutacion se presenta en homoplasmia. Sgogeerbar
familias la mutacién aparece en heteroplasmia, con un porcentaje de copias mutantes,
diferente para cada paciente, que va del 5% al 98%. En estos casos se observa una cier
ta correlacion entre el nimero de copias mutantes y su expresion fenotipica, tanto en lo
gue se refiere a edad de comienzo como a grado de afectacion.

Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que los portadores de la mutacion
A1555G desarrollan una hipoacusia lentamente progresiva, cuya edad de comienzo y
severidad dependen de varios factores. El primero es la proporcion de genomas mutan
tes, como ya se ha comentado. El segundo, y quizds mas importante por sus radicales
efectos sobre la audicion, es la ototoxicidad de los antibidticos aminoglicésidos. Sin
embago, la variabilidad fenotipica observada en ausencia de tratamiento con estos far
macos indica que deben existir otros factores moduladores de la penetrancia y expresi
vidad de la mutacion. Estos factores pudieran ser ambientales o genéticos. De hecho, se
ha hipotetizado que uno o mas genes nucleares podrian estar implicados, siendo los can
didatos mas plausibles los que codifican componentes de la maquinaria de biosintesis de
proteinas de la mitocondria, y muy especialmente los que interaccionen con di2Z8NA
mitocondrial.
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Dada la alta frecuencia de portadores de la mutacion en la poblacidén espafiola,-nos plan
teamos investigar si dicha alta frecuencia podia ser debida a un Uunico hecho mutacional
(efecto fundador) o a multiples hechos mutacionales (aparicion recurrente de-la muta
cion). El estudio fue realizado en colaboracion con los equipos d&hfnio Torroni,

de la Universidad de Roma, y del. tavier Estivill, del Centro de Genética Médica y
Molecular - IRO, de Barcelona. EI genoma mitocondrial de 50 familias espafiolas fue
investigado mediante analisis de RHpBlimorfismo de longitud de los fragmentos de
restricciéon) de alta resolucion, y mediante secuenciacion de la regién de control. El
resultado del andlisis filogenético de haplotipos mitocondriales revelo que la mutacion
A1555G en las 50 familias estudiadasggiicomo consecuencia de mas de 30 hechos
mutacionales independienteAdemds, estd asociada a haplogrupos mitocondriales
comunes en la poblacion europea (15). Estos resultados sugerian que la alta frecuencia
observada en la poblacién espafiola podria ser extrapolable al resto de la poblacién euro
pea. Esta cuestidon es todavia objeto de debate.

La relevancia sanitaria del trabajo realizado se pone de manifiesto si se considera que la
deteccién precoz de portadores de la muta&i@b5G es esencial para la prevencion de
hipoacusias severas o profundas originadas por el tratamiento con antibiéticos amino
glicésidos de individuos genéticamente susceptibles (normoyentes o con hipoacusias

leves antes del tratamiento).

2.5.2.Mutacién T7510C en el gen del tRNA-Ser(UCN).

La mutacionT7510C en el gen del tRNA-Ser(UCN) mitocondrial fue descubierta por el
equipo del DrRobert F Mueller (Leeds, Reino Unido) al estudiar una familia con 9
afectados en tres generaciones y un inequivoco patron de herencia materna,-con pene
trancia casi completa. La hipoacusia era neurosensorial, no sindromica y asimétrica, es
decir, con distinto grado de afectacion en los dos oildsmas se observo variabilidad

en el grado de afectacion entre los diversos pacientes de la familia. EI examen de la
secuencia del mtDNAevelo la presencia de otra mutaciéd336G en el tRNA-GIn.

Esta mutacién se halla en el 1% de la poblacién caucésica y se ha encontrado €n pacien
tes con enfermedad de Parkinson o enfermedadkztieimer pero queda por elucidar si
desempenfia algun papel causal en estas patologias. Los descubridores de la mutacion
T7510C postulan que la mutaci@d336G podria ser responsable de la alta penetrancia
deT7510C en la familia estudiada.

En nuestro laboratorio hemos encontrado otra familia con la mufBe&*0C que, por

lo que sabemos, seria la segunda familia en todo el mundo con esta mutacion: La fami
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lia contiene 22 afectados vivos, repartidos en tres generaciones. El patron de herencia
es materno, con penetrancia casi completa. Hemos comprobado la presencia de la muta
cion en 21 individuos afectados. Ninguno de ellos portaba la muiad®&86G, lo que

pone en duda que desempefie algun papel en la alta penetrancia de la M€

Al igual que en la familia previamente descrita, la hipoacusia era neurosensorial, no sin
drémica y asimétrica, con diversos grados de afectacion en los pacientes (manuscrito en
preparacion).
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CAPITULO V
DIAGNOSTICO DE OTRAS ENFERMEDADES SINDROME DE
X-FRAGIL Y FIBROSIS QUISTICA (MUCOVISCIDOSIS)

1. SINDROME DEL CROMOSOMA X-FRAGIL

1.1. Introduccion.

El sindrome delcrosomoma X fragil (SXF) es la causa mas comun de retraso mental
hereditario, con una prevalencia de 1/4000 en varones y 1/8000 en mujeres.

Los pacientes con SXF presentan un retraso mental de moderado a intenso en varones
(IQ< 70), asociado a otras alteraciones cognitivas y de conducta (hiperactividad, trastor
no de atencion, lenguaje repetitivo, y otr@s)este fenotipo se asocian ciertos rasgos
fisicos que resultan mas evidentes en los individuos adultos: orejas y frente grandes,
laxitud en las articulaciones gn varones, macroorquidismo.

El SFX es una enfermedad ligada al cromosoma X, dominante, con penetrancia incom
pleta, siendo la penetrancia dependiente de la posicion del individuo en el arbol familiar
(Paradoja de Sherman). Esto significa que la enfermedad es mas frecuente y mas grave
en los varones que en las mujeres, y que los individuos de las generaciones posteriores
tienen mayor riesgo de afectacion.

En 1991 se identifico el gen responsable de la enfermedad, FMR-1 (Fragile mental retar
dation), en la regiéon cromosOmica Xg27.3, y la alteracién molecular que causa-la enfer
medad. Dicha alteracion es una mutacion dindmica que consiste en la expansién anéma
la de un trinucleotido repetitivo (CGG) situado en el primer exén del gen, no codificante.
Dependiendo del grado de expansion del trinucledtido se diferencian tres tipos de alelos:
normales (con menos de 50 repeticiones), premutados (e2005@peticiones) y muta

dos (con mas de 200 repeticiones). Los estudios genéticos han permitido comprender el
complejo patron de herencia de la enfermedad y han explicado los efectos de la mutacion
sobre la funcionalidad del gen.

Los conocimientos genéticos han posibilitado el diagndstico molecular de la enfermedad
que permite, en primer lugaun diagndstico certero del retraso mental, en varones y
mujeres, y en segundo lughx deteccion de los individuos portadores asintomaticos que
pueden transmitir la enfermedad vy la estimacion del riesgo que tiene cada portador de
tener hijos afectados, que es funcién del tamafio de la amplificacién del trinucleétido. El
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test genético aunque no es simple, es totalmente fidhlmlyién, se puede realizar duran
te el periodo prenatal, después de ld4d3emana de gestacidigunos colectivos soli

citan y aconsejan el desarrollo de programas de deteccion molecular de la enfermedad.

1.2.Aportaciones.

Hasta el momento, en el laboratorio, hemos realizado mas de novecientos estudios mole
culares de XFragil en pacientes con retraso mental y/o con trastornos cognitivos y cerca

del 9% de los casos han sido positivos. En las familias afectadas se han identificado mas
de 150 portadores, la mayoria mujeres. Las demanda de diagndstico prenatal-no es fre

cuente, hasta el momento solo hemos realizado una decena de diagndésticos prenatales.

2. FIBROSIS QUISTICA (MUCOVISCIDOSIS)

2.1. Introduccion.

La mucoviscidosis o fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad hereditaria multisistémi
ca que afecta a nifios y adultos. Constituye el rasgo recesivo con peligro para la vida mas
frecuente en la poblacion de ascendencia europea, y su incidencia en nuestra poblacion
es de 1/2500 nacimientos. Esto, y debido a su patrén de herencia, autosémico recesivo,
implica que uno de cada-2® individuos es portador asintomatico de dicha patologia.

El mecanismo patogénico predominante de la FQ es la disfuncién de las glandulas de
secrecion exocrinas de todo ejanismo, existiendo un transporte idGnico anémalo entre

las superficies epiteliales, o que provoca una deshidratacion de las secreciones, princi
palmente en pulmoén, pancreas e higado, y estas secreciones anormalmente viscosas dan
lugar a una amplia variedad de manifestaciones y complicacisies! fenotipo FQ es

muy variable y complejo, y se caracteriza principalmente por:

- Obstruccion e infeccidn cronica del tracto respiratorio.

- Insuficiencia pancreatica exocrina y sus consecuencias nutricionales (malabsorcion,
malnutri-cion).

- Elevada concentracion de electrolitos en sudor

Otros trastornos asociados a esta patologia son: ileo meconial, poliposis nasal, pansinu
sitis, prolapso rectal, hipglucemia insulinodependiente no cetdsica y cirrosis bHiar
importante también la relacion de la FQ con determinados tipos de esterilidad-en varo
nes, y en concreto con la causada por agenesia congénitabilatieral de vasos defe

rentes. Por tanto, la FQ participa en el diagnostico diferencial de numerosos trastornos

tanto pediatricos como de jovenes y adultos.
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La FQ es una enfermedad monogénica que se hereda de forma autosémica recesiva, es
decir, esta producida por alteraciones en un Unico gen, situado en el bgazddibecro

mosoma 7, pero los dos alelos de éste deben ser andbmalos para que el individuo sea afec
to. Los portadores son asintomaticos y tienen un alelo normal y uno mutante para este
gen. La probabilidad de una pareja de portadores de tener un hijo afecto es del 25% en

cada embarazo.

Durante la década de los 80, diferentes estudios genéticos realizados en familias afectas
de FQ demostraron asociaciéon (una segregacion comun) entre la enfermedad y marca
dores genéticos polimérficos del brazgytadel cromosoma 7, y en 1989 se identifico

el gen responsable de la FQ. Dicho gen codifica una proteina denominada CFTR (Cystic
FibrosisTransmembrane Conductance Regulator) que constituye un canal de cloro acti
vado porAMP ciclico. Desde entonces se han descrito mas de 800 mutaciones en este
gen capaces de producir la enfermedad. La mas frecuente es la denominada _F508, que
consiste en la delecién de un coddn en el exon 10 del gen CFTR que codifica-una feni
lalanina en posicion 508 de la proteina.

Diversos estudios realizados en la poblacion espafiola muestran una cantidad amplia de
mutaciones pero algunas de ellas presentan una apreciable frechsingar ejemplo,

la mutacion _F508 es la mas frecuente (53%), seguida por la mutacion G542X (8.5%),

y otras 8 6 9 con frecuencias superiores al 1%. Para algunas de estas mutaciones ha sido
posible establecer una razonable correlacion gentdipatipo, considerandose, por

ejemplo, que la mutacion _F508 provoca un fenotipo mas agresivo que otras.

2.2.Aportaciones.

El diagndstico molecular directo se basa en el despistaje de las mutaciones- mas fre

cuentes en nuestra poblacion en individuos afectos de FQ. Considerando su frecuencia,
el estudio de 12 mutaciones en el gen CFTR permite detectar aproximadamente el 70%
de genes andmalos gn consecuencia, se podria caracterizar casi el 50% de los indivi

duos (identificar las dos mutaciones).

En cambio, el diagnéstico familiar se puede realizar por ligamiento genético: la-existen
cia de marcadores polimorficos en el gen CFTR permite el diagndéstico genético indi
recto mediante la identificacion de los haplotipos parentales que aparecen en-el indivi
duo afectoAsi, aunque no se identifique la mutacién, si se demuestra cual es el haplo
tipo que la porta. Este tipo de andlisis requiere el estudio al menos del ndcleo familiar

(afecto y padres).
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Por ultimo, el consejo genético: una vez identificadas las mutaciones, o los haplotipos
portadores, en un individuo afecto, es posible extender el estudio a otros familiares direc
tos con el fin de establecer su riesgo real de ser portadores de la enfeAsiedaiacho,

en el caso de nuevos embarazos, es posible el diagnostico prenatal del feto.

Dada la frecuencia de la mutacion _F508, un estudio familiar tipico se inicia con el ana
lisis de esta mutacion y el establecimiento de los haplotipos para 3 marcaderes poli
morficos intragénicos del gen CFTR.

En total han sido estudiados en nuestra Unidad 981 individuos, de los que 257 eran afec
tos, repartidos en 294 familias.
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APENDICE | : RESUMEN DE PACIENTES ESTUDIADOS

PACIENTES CON

DIAGNOSTICO
FAMILIAS INDIVIDUOS MOLECULAR
PATOLOGIAS ESTUDIADAS |ESTUDIADOS| CONFIRMADO
Poliquistosis renal 168 1390 633
Atrofia muscular espinal 276 1091 215
Neurofibromatosis tipo | 205 858 308
Hipoacusias
_ 472 2752 503
neurosensoriales
102 varones afectadq
Sindrome X fragil 972 1620 150 hembras
portadoras
Fibrosis quistica 294 981 257
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