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PREAMBULO

Durante los Ultimos 50 afios, especialmente desde el establecimiento del nimero correc-
to de cromosomas del cariotipo humano en 46 para las células somaticas, la genética ha
ido introduciéndose en el campo de lamedicina, en un principio timidamente, mas recien-
temente de un modo intenso e imparable. Hasta |los afios 50 del pasado siglo la genética
humana se basd en € andlisis genealdgico de las familias. La descripcion funcional del
concepto de gen que hicieron Beadle y Tatum, "un gen, una enzima', cambié la impor-
tancia de la genética para la medicina. El vigo concepto de Garrod acerca de la indivi-
dualidad quimicade los seres vivos, y especialmente del ser humano, cuya vertiente pato-
|6gica eran los "errores congénitos del metabolismo”, tomé cuerpo en la idea de que €
defecto enzimatico se debia a un gen defectuoso, es decir, mutante. Esta genética bioqui-
mica, junto con €l estudio de las anomalias cromosdmicas, dio lugar a una incipiente
genética médica. Sin embargo, |a genética no penetré como tal en el pensamiento médi-
co; en los afos sesentay setentadel siglo XX, los genes mutantesy las alteraciones de los
cromosomas en sindromes malformativos eran solo una parte, y no de las més relevantes,
de las causas primarias de la enfermedad, junto con los microbios y |os toxicos.

En 1953 Watson y Crick describieron la estructurareplicativa de ladoble hélice del &cido
deoxirribonucleico (DNA), la molécula portadora de la informacién genéticay de la
herencia. El posterior desarrollo de la biologia molecular y de la ingenieria genética nos
ha ofrecido una nueva compresion de qué es un gen. Desde una perspectiva molecular €l
gen es la unidad de DNA transcribible flanqueada por elementos controladores y regu-
ladores gque no se transcriben. ElI conocimiento de la estructura de los genes, como se
regulan, se transcriben y se traducen en las unidades funcionales de la célula, las prote-
inas, ha sido fundamental para empezar a comprender las causas y 10s mecanismos de
produccion de las enfermedades genéticas, tanto monogénicas con herencia mendeliana,
como las enfermedades comunes con herencia multifactorial o compleja

El nimero de enfermedades monogénicas es mayor de seis mil. Aungue cadaunade ellas
suele ser poco frecuente pero, en su conjunto, constituyen un problema médico de pri-
mera magnitud debido a que muchas de ellas causan graves trastornos a los pacientes y
representan unagran cargafisicay emocional, cuando no socioeconémica, paralas fami-
lias. Un grupo importante de estos trastornos monogénicos afecta a sistema nervioso.

Las enfermedades neurol égicas hereditarias, bien neurodegenerativas, bien neuromus-



culares, son trastornos invalidantes y cronicos para los que hace unos afios no se conocia
casi nada acerca de su patogenia. Cualquier aproximacion racional a su tratamiento esta-
ba fuera de lugar. Sin embargo, la situacion ha cambiado drasticamente en los Ultimos
guince afios. Muchos de |os genes mutantes responsables de las enfermedades neurol 6gi-
cas se han localizado en e genoma humano y se han caracterizado e identificado los pro-
ductos génicos. Hoy en dia es posible determinar la enfermedad preclinica, realizar la
identificacion de individuos portadores y ofrecer un diagndéstico prenatal y, esperanzado-
ramente, conseguir tratamientos eficaces en un plazo de tiempo relativamente corto.
Esta memoria quiere ser un resumen de los estudios y hallazgos de laboratorio y de las
contribuciones cientificas de mi grupo de investigacion en el campo de la genética mole-
cular de las enfermedades neuroldgicas, trastornos que se encuadran en €l término de
enfermedades raras, asi como las aplicaciones en medicina clinica a las que han dado
lugar, concretamente por lo que respecta al diagndstico molecular y al consgjo genético.
El grupo de investigacion inicié se andadura en diciembre de 1990 cuando me incorpo-
ré como facultativo especialista a la Unidad de Genética del Hospital Universitario La
Fe de Valencia, alasazon dirigida por € Dr. Félix Prieto, como responsable del progra-
ma de Neurogenética. Este programa se desarroll6 alo largo de diez afios, entre |os afios
1990 y 2000, combinando la investigacién genética con € diagnostico molecular y la
consulta de consgj o genético. En septiembre de 2000 el grupo se traslado al Instituto de
Biomedicina de Vaencia (IBV), un centro del Consgjo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC), donde se constituy6 en laUnidad de Genéticay MedicinaMolecular.
Desde entonces | os trabajos se han orientado hacia el estudio de la genéticay lafisiopa
tologia molecular y celular de las enfermedades neurol 6gicas, empleando nuevas apro-
ximaciones metodol 6gicas como son los modelos animales y celulares y las modernas
técni cas bioquimicas.

En lamemoria que se presenta se refleja el trabajo cientifico y clinico de los 15 afios de
trayectoria del grupo en relacion con tres grandes éreas de investigacion de las enferme-
dades neuroldgicas; éstas son: 1) el aislamiento y la caracterizacion de genes mediante
la estrategia de la clonacién posicional, destacando la participacion directa en el grupo
colaborativo internacional que aislé el gen FRDA de laataxiade Friedreich en 1996 y €l
descubrimiento del gen GDAP1 como responsable de la enfermedad de Charcot-Marie-
Tooth tipo 4A; 2) andlisis de mutaciones con especial mencion a las mutaciones geno-
micasy las mutaciones dinamicas; y 3) la genética poblacional y la epidemiologia gené-

tica de las enfermedades neurolOgicas en Espafia y, especiamente, en la poblacion
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valenciana. La memoria esta dividida en cuatro capitulos que hacen referencia alas ata-
xias hereditarias, las neuropatias periféricas hereditarias, los trastornos del movimiento
y las distrofias musculares. En todos ellos se mencionan explicitamente |os aspectos cli-
nicos del diagndstico molecular, incluidos los diagndsticos prenatal y presintomatico, asi
como €l consgjo genético. En un afén de dejar claro que aquello que se dice y se expo-
ne en lamemoria es el resultado del trabajo del grupo, las citas hacen siempre referen-
cia a nuestros propios trabajos; para mas informacién se puede consultar la bibliografia
citada en las revisiones realizadas por miembros del grupo. La memoria se ha elaborado
en funcion de los articulos cientificos publicados por €l grupo. Los trabajos cientificos
seindican al final de cada capitulo agrupados segun los apartados en los gque se divide
cada uno y siguiendo un orden alfabético por el apellido del primer autor. La memoria
se ha editado con un nimero importante de figuras y tablas, la mayoria de ellas tomadas
de los trabajos originales de modo que, en ocasiones, ha sido inevitable mantener algu-
nos epigrafes en inglés. Pido disculpas por €llo.

La memoria ha sido elaborada por los miembros actuales del grupo. A manera de una
presentacion sucinta éstos son:

» Francesc Palau Martinez, doctor en Medicina, especialista en Pediatria y
Genética Clinica. Investigador Cientifico del CSIC y director del grupo de inves-
tigacion y de la Unidad de Genéticay Medicina Molecular del 1BV.

» Ana Cuesta Peredo, doctora en Farmacia, especialista en Bioguimica Clinicay,
actualmente, responsable del Laboratorio de Citogenética de Sistemas
Genomicos, S.L., Vaencia.

» Javier Garcia Planells, doctor en Biologia y, actualmente, responsable de la
Unidad de Genética Médica, Sistemas Genomicos, S.L., Valencia

* Pilar Gonzélez Cabo, licenciada en Biologiay Titulada Superior del CSIC en €l
IBV.

» Laia Pedrola Vidal, licenciada en Biologiay becaria FPl en €l IBV.

* Reyes Claramunt Alonso, licenciada en Biologia y becaria del proyecto
Fundacion "la Caixa' en el IBV.

e Carmen Espinds Armero, doctora en Biologia y Titulada Superior del CSIC en
el IBV.

Francesc Palau
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CAPITULO |
ATAXIASHEREDITARIAS

1. INTRODUCCION

Las ataxias hereditarias son un conjunto de enfermedades neuroldgicas que se heredan
con caracter mendeliano, en las que se afectan €l cerebelo, la médula espinal, las vias
espinocerebel osas y, habitualmente, |os nervios periféricos. Global mente se caracterizan
por presentar un sindrome ataxico con incoordinacion motora central y de las extremi-
dades. La gran mayoria de | as ataxias cerebel osas hereditarias son trastornos progresivos
y degenerativos y se distinguen dos grandes grupos, |as ataxias cerebel osas autosomicas
recesivas (ARCA), que suelen tener un inicio precoz (antes de los 20 afios de edad), y
las ataxias cerebel osas autosdémicas dominantes (ADCA), que suelen tener uninicio tar-
dio (después de los 20 afios). En este segundo grupo cabe distinguir las ataxias espino-
cerebelosas del adulto y las ataxias episodicas. La prevalencia estimada en nuestro pais
de las ataxias cerebel osas es de 10,2 casos por 100.000 habitantes.

Hasta hace 10 afios la causa de la mayoria de estas enfermedades no se conocia. Esta
situacion haido cambiando merced ala aplicacion de la genética molecular y la estrate-
giade laclonacién posiciona a estudio de las enfermedades genéticas.

La forma mas frecuente de ataxia hereditaria es la ataxia de Friedreich (FRDA, MIM
229300) con una prevalencia de de 4,7 por cada 100.000 habitantes (L Opez-Arlandis et
al. 1995), lacual se transmite con herencia autosdmica recesiva. Esta enfermedad se ini-
cia arededor de la pubertad con un cuadro progresivo de ataxia de la marchay de las
extremidades, disartria, arreflexia de los miembros inferiores, reflegjo de Babinski, ano-
malias esquel éticas (escoliosis y pie cavo) y una heuropatia axona sensitiva. La mayo-
ria de los enfermos desarrollan una miocardiopatia hipertroficay en un 10 por cien de
ellos una diabetes mellitus. Mediante el andlisis de ligamiento con marcadores polimor-
ficos del DNA € grupo de la Escuela de Medicina del Hospital St. Mary's de Londres,
localizo en 1988 €l locus FRDA en el cromosoma 9cen-g13, confirmado posteriormen-
te en 1989 por el grupo de la Universidad de Estrasburgo. Por aquella época, € Dr. F.
Palau hizo una estancia postdoctoral junto con la Dra. Sue Chamberlain en el Hospital
St. Mary's, trabajando en el campo de la genética molecular humana 'y, concretamente,
en laclonacion del gen FRDA de laataxia de Friedreich. La estrategia consistia en deter-
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minar el intervalo candidato a contener €l gen en la regién cromosomica donde previa-
mente se habia localizado €l locusy, posteriormente, aislar y caracterizar 1os genes ubi-
cados en €l intervalo hasta encontrar el gen mutante. Es lo que ha venido en denominar-
se clonacion posicional, es decir, clonar un gen partiendo de su lugar en el mapa gené-
mico o locus, sin ninguna informacion funcional previa. La clonacién posicional tiene
tres pasos fundamentales: 1) cartografiado gendmico empleando técnicas de andlisis
genético, principalmente el andlisis de ligamiento trabajando con marcadores polimorfi-
cosy DNA de familias en las que segrega la enfermedad; el objetivo eslocalizar el locus
en unaregion cromosdémicay después refinar la regidn candidata mediante recombinan-
tes genéticos entre el locus y los marcadores empleados; 2) construir un mapa fisico uti-
lizando genotecas de vectores del tipo YAC, BAC o PAC, capaces de clonar fragmentos
gendmicos relativamente grandes; y 3) caracterizar |os genes localizados en € intervalo
critico y buscar mutaciones en estos genes en €l DNA de |os individuos enfermos de las

familias con las que se harealizado el cartografiado genético.

Nuestro grupo inicié sus investigaciones sobre la genética molecular de la ataxia de
Friedreich tras e verano de 1988, coleccionando familias y preparando muestras de
DNA para € andlisis genético con los marcadores D9S15 y D9S5, ligados a locus
FRDA (Palau et al. 1990; Palau et al. 1993). Fue €l inicio de una colaboracion que ain
se mantiene con el Dr. Juan J. Vilchez del Servicio de Neurologia del H. U. La Fe. El
primer objetivo era encontrar recombinantes genéticos en familias espafiolas que nos
ayudaran a orientar la localizacion del gen respecto de los marcadores D9S15 y D9SbG.

El objetivo final era, obviamente, aislar y caracterizar el gen FRDA.

2. HALLAZGOSY CONTRIBUCIONES CIENTIFICAS

2.1. Ataxiade Friedreich

2.1.1. Clonacion posicional y caracterizacion del gen FRDA

En 1989-90, durante el periodo postdoctoral en Londres, habiamos caracterizado un
recombinante en una familia valenciana con dos hijas enfermas (Fig. 1). Sin embargo, la
falta de informatividad para algunos marcadores recientemente descritos no permitia
orientar la direccion de busqueda del gen. Ya de vuelta en el H.U. La Fe, con Eugénia
Monrés incorporada al grupo, analizamos una serie de 22 familias mltiples y encontra-
mMos un nuevo recombinante entre los marcadores D9S5 (26P) y GS2 (Fig. 2), orientan-

do definitivamente el gen FRDA hacia e centrémero del cromosoma 9 en € seno del
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grupo de ligamiento. Este se podia esquematizar como cen-FRDA-D9S5-D9S15-qgter.
Estos resultados se vieron reflejados en sendos trabajos colaborativos (Chamberlain et
al. 1993a; Chamberlain et al. 1993b). El paseo cromosomico trabajando con clones de la
region obtenidos a partir de genotecas era posible. Sin embargo, alin haria falta caracte-
rizar nuevos marcadores y estudiar nuevas familias para definir una region candidata
asequible a analisis molecular. El aislamiento del gen tardaria todavia varios afos.

A LF-1

O

Gisd (DOSE 1)
MCT112IMS (D9S515)
RACTIZ ".f!.'pl (DES15)

s (DusIIn)

260 (DUSS)

DRAT (DUS3)
ALDH1

ETeTeTRTET—
'3

!—EJ‘[#‘I-JI-J:-J'— |

B MCTI112/MS (D9515)

1 e

Figura 1. Anélisis molecular de los marcadores del locus FRDA en una familia espafiola, en la cual se
encontré el primer recombinante genético para la ataxia de Friedreich. (A) Arbol genealdgico y haploti-
pos. Se observa cémo el haplotipo del cromosoma paterno es distinto para ambas hermanas enfermas. (B)
Gel de electroforesis de poliacrilamida que muestra el anélisis del marcador microsatélite MCT112/MS
del locus D9S15. Se observa como cada hermana ha recibido un alelo distinto del padre; mientras que
la hermana mayor ha heredado el alelo de menor tamafio, la hermana pequefia es homozgota para el
alelo del mayor tamafio, uno de ellos heredado del padre.
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Figura 2. Analisis de haplotipos en la segunda familia en la que se encontré un recombinante genético en
€l locus FRDA. Los dos hermanos mas pequefios muestran |os mismos hapl otipos, mientrasque en laher-
mana enferma se observé una recombinacién entre los loci D9S111 y D96. Ademéds, sobre la base de la
consanguinidad de los padresy la hipotesis nula de identidad de todos |os alel os para cada marcador por
la homozigosidad esperada, |a pérdida de tal homozigosidad en el marcador 26P del locus D9S5 sugeria
de la presencia de un recombinante ancestral. Todo ello fue fundamental para indicar que el gen FRDA
estaba localizado en sentido centromérico del brazo largo del cromosoma 9, mas alla del locus D95 en
sentido opuesto al locus D9SI15. Fue el principio de la clonacién del gen.

Conforme laregion critica se va reduciendo resulta més dificil encontrar nuevos recom-
binantes genéticos. Sin embargo, dado que la ataxia de Friedreich es una enfermedad
autosdmica recesiva, disefiamos una nueva estrategia para definir mejor € intervalo de
interés. Esta estrategia se basaba en |a hipotesis de que |os pacientes hijos de parejas con-
sanguineas deberian ser homozigotos para una misma mutacion y, por ende, también
para los alelos de los marcadores estrechamente ligados al gen. Postulamos que la pér-
dida de homozigosidad para un marcador indicaria la presencia de una recombinacion
ancestral. Trabajando asi dispondriamos de informacién de un gran nimero de meiosis
por ascendencia que nosotros no podiamos analizar directamente. Del conjunto de la
serie de 52 familias espafiolas que veniamos recolectando en el laboratorio selecciona-
mos aquellas que mostraban alguin grado de consaguinidad o que eran homozigotas para
algun marcador y procedimos a estudiar nuevos marcadores de la region. Se encontré
pérdida de homozigosidad para algin marcador en 3 de 6 familias consanguineasy en 4
de 12 en los que los haplotipos eran idénticos para ambos cromosomas. De esta manera
obtuvimos datos sobre nuevos recombinantes ancestrales por ascendencia que redujeron
la regién candidata desde las méas de 1.000 kilobases (kb) iniciales a 450 kb, entre los
marcadores D9A11E y FR8 (Fig. 3). Este trabajo se publicd y formo parte de latesis de
E. Monrés (Monros et al. 1994).
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Figura 3. Cartografiado por homozigosidad del locus FRDA. (A) Mapa fisico de los marcadores ligados
y andlisis de pérdida de homozigosidad para cada marcador y cada familia LF. Los cuadrados blancos
indican la pérdida de homizigosidad para el marcador concreto. (B) Arbol genealdgico y andlisis genéti-
co de la familia consanguinea LF38. (C) Arbol geneal6gico y anélisis genético para la familia LF53, no
consanguinea pero que era homozgota para un haplotipo extenso entre FR2 y D9S15. En ambas familias
se indica, mediante un recuadro, la regién homozigota de los haplotipos contruidos.

Un estudio posterior del grupo colaborativo internacional con nuevos marcadores per-
mitio reducir laregion candidata. Concretamente el enfermo de la familia LF53 mostro
pérdida de homozigosidad para el marcador F8101, |o que suponia delimitar €l interva-
lo critico a una region de tan solo 150 kb (Fig. 4) entre los marcadores FR2 y F8101
(Montermini et al. 1995). Esta region gendémica permitia el abordaje directo del gen
FRDA con grandes garantias de éxito.
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El grupo de Estrasburgo habia generado un mapa fisico de cosmidos en laregion de 150
kb, definida mediante el andlisis genético de una de nuestras familias. Este era un paso
fundamental para poder aislar secuencias codificantes en laregion candidata que corres-
pondiesen al gen FRDA. Finalmente, en el verano de 1995 se aislé un gen, X25, consti-
tuido por siete exones 'y que ocupaba 80 kb del genoma. Este gen se expresaba en teji-
dos propios de laenfermedad tales como el miocardio, sistema nervioso, muscul o esque-
|ético y pancreas. El andlisis de mutaciones de més de 180 familias produjo resultados
decepcionantes. El cribado por latécnica de SSCP sblo puso en evidencia tres mutacio-
nes puntuales en tres pacientes distintos. Ademéas, en ninguno de ellos se encontro la
segunda mutaci 6n esperada dado que la enfermedad aparece en individuos portadores de
dos mutaciones. Una de estas mutaciones puntuales la encontramos en un paciente de
nuestra serie, AF-3. Esta mutacion afectaba al sitio aceptor de splicing del exon 3 (Fig.
5) (Campuzano et a. 1996).

1 3 4 F § T % 1% [ T TR - = IR & E |

Figura 5. Analisis de la mutacion 385-2G>T del paciente AF-3. (A) En el panel se muestra el arbol gene-
alogico de la familia indicandose con un cuadrado negro €l paciente. Se aprecia un patron distinto, tanto
en la técnica de SSCP (panel de arriba) como en la técnica de heterodUplex (panel de abajo), en el DNA
del enfermo como en su padre de quien ha heredado la mutacion. La mutacion se confirméd mediante
secuenciacion directa del fragmento del exon 3. (B) La mutacion genera un sitio de restriccion nuevo
BstNI, como se aprecia en la carrera 2 del panel en la que se observa una banda extra. Esta mutacion no
se encontré en una serie de individuos control de la poblacion general (carreras 3 a 14). La carrera 1 es
un marcador de peso molecular y la carrera 15 el fragmento sin digerir.

Parecia, pues, que el gen X25 no era el gen FRDA buscado. Sin embargo, la sorpresafue
gue en andisis de Southern con sondas especificas del gen y en la PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) larga (Fig. 6) se observo en el DNA de los enfermos fragmen-
tos de gran tamafio por encima de los tamarios esperados. Estos fragmentos anémal os se
debian ala expansion del trinucledtido GAA localizado en € intron 1 del gen X25. Los
enfermos mostraban dos expansiones, mientras que |os progenitores, portadores obliga-
dos, mostraban una Gnica expansion. Ademés, |os tres pacientes heterozigotos, incluido
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AF-3, eran portadores de una expansion, siendo la segunda mutacion la mutacion pun-
tual (Campuzano et al. 1996). Todos estos hallazgos confirmaban que X25 era realmen-
te el gen mutante en la ataxia de Friedreich. Por otra parte, describiamos un nuevo tipo
de mutacion, la expansion de un triplete guanina-adenina-adenina en una enfermedad

autosdmica recesiva.
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3,054 bp

2,036
1,636 E..?

1,008 bp

506517 hp

Figura 6. Andlisis de la expansion GAA mediante PCR. Se ha estudiado cuatro familias en las que se
observa que los enfermos (cuadrados y circulos oscuros) (carreras 4,9,10,13,14,17-20) tienen dos alelos
expandidos, los progenitores y hermanos portadores un alelo expandido y un alelo normal de aproxima-
damente 500 pares de bases (pb) (carreras 2,3,5,7,8,11,12,15,16), y los hermanos no portadores Unica-
mente alelos normales (carrera 6). La carrera 1 es un marcador de peso molecular.

Definitivamente se habia conseguido caracterizar el gen FRDA. Este gen codifica una
proteina de 210 aminoéacidos denominada frataxina. La frataxina tiene un péptido sefial
de mitocondriay se localiza en la matriz mitocondrial, pegada a su membrana interna.
La forma procesada tiene un tamafio de 18 kDa. Su funcién no se conoce bien todavia,
aunque esta involucrada en varios procesos fisiol 6gicos de la mitocondria. No se cono-
ce tampoco ninguna proteina que tenga las caracteristicas de secuenciay estructurales de
la frataxina, aunque, eso si, se conocen frataxinas en toda la escala filogenética, desde
bacterias hasta células eucariotas superiores. No es este el lugar de repasar todas las fun-
ciones atribuidas a la frataxina humana; no obstante, sdlo quisiéramos indicar que muy
recientemente hemos demostrado en el laboratorio que la frataxina interactia con prote-
inas de la cadena respiratoria mitocondrial y que podriajugar un papel como modulador

en el trangporte de electrones (Gonzélez-Cabo et a. datos no publicados).
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Uno de los aspectos aceptados por toda la comunidad cientifica era que la ataxia de
Friedreich es una enfermedad genéticamente homogénea. Nosotros y otros autores habi-
amos demostrado que las variantes clinicas que afectaban a signos fundamentales que
caracterizan a la enfermedad y que forman parte de los criterios clasicos para su diag-
nostico, no eran consecuencia de la accidn de otros genes distintos a localizado en €l
cromosoma 9913 (Palau et al. 1995, ver més adelante). Sin embargo, a mismo tiempo
gue se caracterizaba el gen FRDA, tuvimos la oportunidad de estudiar una familia con
un fenotipo clinico idéntico a la ataxia de Friedreich sin enfermedad cardiaca ni déficit
de vitamina E. Mediante andlisis de ligamiento, que confirmamos posteriormente anali-
zando la expansion GAA, demostramos la exclusion del locus FRDA en esta familia.
Debia haber, y asi los sefialamos, un segundo locus —muy raro- para el fenotipo
Friedreich, €l locus FRDA2 (MIM 601992) (Smeyers et al. 1996).

2.1.2. Genética poblacional de la ataxia de Friedreich en Espafia

Previamente al andlisis de laexpansion GAA y de otras mutaciones, se habiainiciado en
el laboratorio un estudio de haplotipos en 46 familias (92 cromosomas mutantes) con €l
objetivo de determinar cuantos hapl otipos estaban asociados alaenfermedad y, por ende,
inferir cuantas mutaciones podriamos encontrar en la poblacion espafiola. Paraello, ana-
lizamos un total de 9 marcadores descritos anteriormente y un nuevo marcador que
caracterizamos nosotros, FAD1 (Fig. 7). FAD1 es un marcador dialélico (tipo SNP o
"single nucleotide polymorphism™) localizado en el gen ZO-2, a una distancia de 50 kb
del gen FRDA. Observamos que FAD1 estaba en desequilibrio de ligamiento con el gen
FRDA, de manera que €l alelo A se asociaba fuertemente con |os cromosomas mutantes
tanto de pacientes espafioles como franceses (tabla 1) y que los enfermos eran mayori-
tariamente homozigotos AA (tabla 2) (Monros et a. 1996).

51
5'tgeaggguatgagestgriggairttinscactgiceittocaggGTGOCAAGTACCACATTACTGTCAT

— CATCCCTGTGAGTGGEATTGGCACCCCGGCTGCAGCTCCAGOAGCAAGTACTC
CAGGAAPCACAGAGCTOTACCAGTACACGHCCCACGTTGCC Aggatigottatitantcte

Leatcaaseiagitactggiciceescanann.-1"
T
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Figura 7. Secuencia del exdn 4 y regiones flanqueantes del gen ZO-2 donde se encuentra el SNP FAD1.
Laflecha indica la posicion del nucleétido polimérfico. Citosina (C) representa el alelo Ay adenosina (A)
el alelo B. S1y 2 son los dos cebadores disefiados para € andlisis mediante PCR.
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Tabla 1. Frecuencias de los alelos FDAL en cromosomas (cr.) normalesy FRDA.

Alelos Cr.normales  Cr. FRDA Cr.normales Cr. FRDA Total Total
FAD1 esparioles esparfioles franceses franceses normales FRDA
A (p) 130 (0,75) 24 (0,16) 41 (0,77) 11 (0,17) 171 35

B (q) 44 (0,25) 126 (0,84) 12 (0,23) 55 (0,83) 56 181
Total 174 150 53 66 227 216

Valor c2 para el conjunto de los datos; 2= 155, 54; 1 g.l.; p<0,0001.

Tabla 2. Distribucion genotipica FAD1 en la poblacién espafiola normal y enferma.

Genotipo Pob. Pob. Pob. Total Pab. Pob. Total Pob. FRDA

FAD1 Normal Normal Normal Normal FRDA Esperada
Espafiola  Vasca Observada Esperada Observada

AA 28 17 45 48,56 5 1,92

AB 27 13 40 32,87 14 20,16

BB 2 0 2 5,56 56 52,92

Total 57 30 87 87 75 75

valor ¢Z Poblacion normal espafiola versus poblacion normal vasca: c?= 0,26; 1 g.l.; p= 0,6 (n.s).
Poblacion normal versus poblacion enferma: c?= 94,42; 2 g.l.; p<0,0001.

El andlissdelos 10 marcadores, incluido € FAD1, mostr6 que un total de 3 haplotipos prin-
cipales se asociaban a 85 por ciento de los cromosomas mutantes, por 1o que en la pobla-
cién espafiola eran pocas las mutaciones esperables (Fig. 8) (Monroés et al. 1996). Este resul-
tado se confirmaria inmediatamente tras estudiar € triplete GAA y observar que € 98 por
cien de los cromosomas mutantes eran portadores de una expansion GAA (Monrés et al.
1997). La presencia de tres haplotipos basicos y sus variantes asociados a la enfermedad
podria deberse a origenes distintos de la expansdén GAA a partir de los aelos normales

grandes, de los gque se postula que puedan actuar como reservorio en la poblacion.
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Figura 8. Andlisis de haplotipos en 92 cromosomas mutantes FRDA. En cada uno de los panelesa, by ¢
se representa las variantes por recombinacion de los tres haplotipos basicos, |, 1 y 111, asi como sus fre-
cuencias. El resto de haplotipos raros no se muestra en la figura.
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2.1.3. Expansion GAA y patologia molecular de la ataxia de Friedreich

En el trabajo original (Campuzano et al. 1996) se habia demostrado que la expansion del
triplete GAA es la mutacion la més frecuente, con mucho, en los cromosomas mutantes
de la ataxia de Friedreich; sin embargo, no se habia establecido cua era la patologia
molecular completa y la distribucién de los distintos tipos de mutaciones para cada
poblacion. Por otraparte, € trinucledtido GAA, al igual que otras mutaciones dindmicas
(revisado en Palau 1996, 1999, 2001), mostraba una inestabilidad meidtica cuando se
transmite de padres ahijos. Nos propusimos estudiar y definir estos aspectos en la pobla-
cion espariola. Para ello estudiamos una serie de 104 pacientes y 163 familiares porta-
dores, definidos previamente mediante andlisis de ligamiento. El analisis molecular mos-
tr6 que la expansion GAA se encontraba en el 96 por cien de los cromosomas mutantes,
por lo que la tasa de enfermos homozigotos para la expansion era del 94 por cien
(Monrés et a. 1997). Los tamafios de las expansiones patol gicas variaban entre 210 y
1210 repeticiones GAA (los a el os normal es habian mostrado un rango entre 6 y 34 repe-
ticiones). Posteriormente, procedimos a estudiar 1os alelos mutantes no expandidos en
los enfermos heterozigotos. En cuatro de |os siete enfermos pudimos encontrar, median-
te las técnicas de SSCPy secuenciacion, la segunda mutacion (Fig. 9). Estas eran muta-
ciones puntuales del tipo nonsense (sentido erréneo) o de splicing, lo que sugeria que la
proteina que sintetizaba debia ser truncada (De Castro et a 2000).

G- A Figura 9. Analisis molecular en €l
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presencia de una mutacién pun-
tual. (C) Secuenciacion directa del
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Para estudiar € comportamiento meiético de laexpansion GAA en laserieindicada ante-
riormente, estudiamos la transmisién intergeneracional en 212 parejas progenitor-hijo/a.
Demostramos que la inestabilidad meidtica intergeneracional sufria un sesgo sexual: los
alelos expandidos transmitidos por 1os padres tendian a reducir su tamafio, mientras que
los alelos maternos no mostraban una tendencia concreta. También observamos que €l
patron de variacion intergeneracional dependia del estatus genético del hijo: los enfer-
mMOos tenian expansiones mas cortas que los portadores heterozigotos. Este hallazgo se
interpreté como la expresion de un fenébmeno de seleccion postzigotico de los aelos
expandidos, de manera gque en los enfermos las células embrionarias y fetales tenderian
a seleccionar las expansiones més cortas (Fig. 10) (Monros et al. 1997).
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Figura 10. Variacion intergeneracional de los alelos GAA expandidos paternos (izquierda) y maternos
(derecha) versus alelos expandidos de la descendencia, expresado en unidades de repeticion. En el gje de
abcisas se representa el tamarfio de alelo paterno o materno, y en el gje de ordenadas se indica la varia-
cién enlos hijos (enfermosindicado por tridngulos obscuros, portadores heterozigotos sanos indicado por
circulos claros). En ambos paneles de muestra la recta de regresion: en el panel de la izquierda las rec-
tas para la transmision padre-hijo (linea continua para los hijos enfermos, linea discontinua para los
hijos portadores sanos); en el panel de la derecha la recta de regresion esigual en la transmision madre-
hijo, sea este homozgoto enfermo o portador sano.

En un intento de determinar el origen de larepeticion GAA y su posterior expansion en
humanos, estudiamos en colaboracion con el Departamento de Genética de la
Universidad de Valenciala presencia de unidades GAA en primates. Observamos que €l
triplete se encontraba en los genes ortdlogos de chimpanceé, gorila, mandril y macacus
rhesus en tres, dos, una'y una veces, respectivamente. Esto confirmaba que los tripletes
estaban presentes en primates no hominidos, pero que e fendmeno de variabilidad en el
nimero y su posterior expansion habia sido un proceso estrictamente humano
(Gonzalez-Cabo et al. 1999).
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2.1.4. Fenotipos clinicos y homogeneidad genética

Uno de los aspectos de interés en la ataxia de Friedreich trataba sobre la variabilidad cli-
nica que se observaba en agunos pacientes, incluso dentro de una mismafamilia, y ello
a pesar de tratarse de una enfermedad recesiva, |0 que cléasicamente solia asociarse con
sintomatologia mas 0 menos homogénea. Nosotros habiamos observado que algunos
enfermos mostraban reflejos patel ares conservados e, incluso, exaltados. La ausencia de
reflgjos es una manifestacion de la lesién anatomopatol gica de la enfermedad a conse-
cuenciade laafectacion de las neuronas del ganglio dorsal y de la neuropatia axonal sen-
sitiva asociada. Esta arreflexia de miembros inferiores es uno de los signos principales
para el diagndstico clinico. Nos propusimos, pues, averiguar si las formas clinicas con
reflejos conservados eran consecuencia de mutaciones en un segundo gen. Pare ellosrea-
lizamos el andlisis de ligamiento con marcadores ligados al locus FRDA en una serie de
seis familias espafolas e italianas. Demostramos que estas familias presentaban liga-
miento al locus, por lo que la variabilidad fenotipica observada no era consecuencia de
una causa genética distinta. Definimos el fenotipo como ataxia de Friedreich con refle-
jos conservados (FARR en sus siglas inglesas) (Palau et al. 1995).

Aidado €l gen y reconocida la mutacion GAA en la mayoria de pacientes en 1996, nos
propusimos confirmar estos hallazgos mediante el analisis directo de la expansion GAA.
En la serie mencionada de 104 pacientes confirmamos que 9 enfermos con fenotipo
FARR era homozigotos para la expansion, a igual que los pacientes con laforma cléasi-
ca. Es mas, pudimos observar que los pacientes que habian iniciado la enfermedad des-
pués de los 20 afios de edad (ataxia de Friedreich de inicio tardio, LOFA en las siglas
inglesas) también eran portadores de dos alelos expandidos. Es decir, la variacion en
aspectos fundamentales del fenotipo clinico no eran consecuencia de heterogeneidad
genética sino de otros factores. Como factor bésico resulto ser el tamafio de los alelos
expandidos corto (alelo S) y largo (alelo L), principalmente e mas pequefio o alelo S
(Fig. 11). Observamos una correlacion inversa entre la edad de inicio de la enfermedad
y €l tamafio de la expansion. Esto se debe, probablemente, a que a menor tamafio de la
expansion se transcribe més RNA mensajero y hay mayor frataxina disponible en las
células. En € conjunto de la serie, observamos que los enfermos con fenotipo LOFA
tenian alelos més cortos, si bien también se apreciaba aunque en menor significacion
para los pacientes con fenotipo FARR (Fig. 12). Finamente también pudimos constatar
que aguellos enfermos con miocardiopatia eran portadores de expansiones més grandes

(Monrés et a. 1997). Los estudios en otros enfermos nos permitié corroborar estos
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hallazgos (Cruz-Martinez et al. 1997; De Castro et a. 1997; Cruz-Martinez y Palau
1999; Martin et al. 1999), pudiendo ampliar el espectro clinico de la ataxia de Friedreich
a enfermos que no tenias neuropatia sensitiva (Cruz-Martinez et al. 1997) o en los que
la enfermedad habia debutado como una ataxia sensitiva pura (Berciano et al. 1999).
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Figura 11. Correlacion del alelo corto Sde la expansion GAA con la edad de inicio de la enfermedad. (A)
Andlisis genético de marcadores y de la expansion GAA en una familia con dos hermanos afectados que
habian iniciado la enfermedad a los 26 (11-1) y 24 (11-3) afios; ninguno de ellos tenia miocardiopatia y I1-
3 tampoco mostraba signos eletrofisiol égicos de neuropatia sensitiva. El analisis de haplotipos con mar-
cadores ya habia indicado posible ligamiento al locus FRDA, lo cual se confirmo tras el analisis del tri-
plete GAA; ambos enfermos tienen un alelo Sen e rango bajo, con 280 y 310 repeticiones, respectiva-
mente. (B) Grafica donde se muestra la correlacion inversa entre la edad deinicio y el tamafio del alelo S
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Figura 12. Distribucion de la forma clasica de ataxia de Friedreich (CFA) y las variantes clinicas LOFA
y FARR en relacion con el tamario del alelo S
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2.2. Ataxias cer ebel osas autosdmicas dominantes

L as ataxias cerebel osas autosomicas dominantes (ADCA) son un grupo amplio y hete-
rogéneo de trastornos ataxicos y del movimiento que se caracterizan por una herencia
vertical, con afectacion en generaciones sucesivas, e inicio de la enfermedad habitual-
mente tardio. A principios de los afios noventa del pasado siglo no se conocia de ellas
nada acerca de su natural eza etiol 6gica excepto que eran enfermedades genéticas por su
caracter familiar y hereditario. A ellas se contraponian cuadros clinicos muy similares
pero gue afectaban a personas sin antecedentes familiares, las [lamadas formas idiopati-
cas. Entre las ADCA cabe distinguir dos grupos basicos, las ataxias espinocerebel osas
del adulto, trastornos neurodegenerativos y progresivos, y las ataxias episodicas. A 10s
largo de los ultimos diez afios se ha podido comprobar que tanto |as ataxias espinocere-
bel osas como las episddicas muestran, sobre todo las primeras, una gran heterogenidad
genética (Palau et al. 1998; Palau 1999; Palau y Gandia 2004).

2.2.1. Ataxias espinocer ebelosas del adulto

L as ataxias espinocerebel osas de inicio tardio son un conjunto de cuadros clinicos carac-
terizados por un sindrome cerebeloso y afectacion de las vias piramidal y extrapirami-
dal, laretina, e nervio Optico, la musculatura extrinseca ocular, €l cortex cerebral, €l
bulbo, la protuberancia, la médula espinal y los nervios periféricos. Siguiendo la clasifi-
cacion clinica que Anita Harding propuso a principio de los afios ochenta, |0s pacientes
con laformaclinicatipo | se manifiestan por un sindrome cerebel oso-plus que incluye
junto con el sindrome ataxico, oftalmoplgjia supranuclear, movimientos sacadicos ocu-
lares lentos, atrofia Optica, signos extrapiramidales, demencia, fasciculacion facial, lin-
gual o de las extremidades, reflgjos aumentados o disminuidos y pérdida sensitiva. La
formatipo Il es un sindrome cerebel 0so-plus que asocia degeneracion retiniana, mien-
tras que las formatipo Il representa las variantes genéticas que se manifiestan exclusi-
vamente con un sindrome cerebeloso puro (Palau y Gandia 2004).

Hasta e momento actual se han descrito hasta 25 loci genéticos asociados con las ata
xias espinocerebel osas del adulto, algunos de ellos en una Unicafamilia. Estosloci y sus
genes se han denominado globalmente como genes SCA y un digito asociado. En un
numero importante de ellas se ha caracterizado el gen y la mutacién. En la mayoria de
los casos se trata de una mutacion dinamica por expansion del trinucledtido CAG (cito-
sina-adenina-guanina) en la ORF o region codificante del gen que se traduce en un trac-
to de poliglutaminas tanto en la proteina salvaje como en la mutante (Palau 1999). En
uNOoS Pocos casos la mutacion es dinamica pero tiene otra secuenciay otras caracteristi-
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cas, asi ocurre con un triplete CAG pero en laregion transcrita pero no traducida5-UTR
del gen en laforma SCA12, un pentanucledtido ATTCT en un intron en laataxia SCA10
y un triplete CTG en laregion no traducida 3-UTR del gen paralaforma SCAS8. En la
tabla 3 se muestra las caracteristicas genéticas de estas enfermedades y de otras enfer-
medades asociadas a mutaciones dindmicas o por expansion de secuencias repetitivas en
tandem. En rojo se muestran aquellas patol ogias producidas por la expansion de un tri-
plete CAG, en verde aquéllas producidas por la expansion de un triplete distinto al tri-
plete CAG, en azul la producida por la expansion de un pentanucledtido y en gris aque-
Ilas patologias en las que todavia no se ha caracterizado la mutacion responsable, pero
que cabria pensar que estuvieran producidas por un mecanismo molecular similar. En la
ultima columna seindicala citaen la que se describi6 por primeravez el geny su nime-
ro del catdlogo MIM.

Tabla 3. Enfermedades relacionadas con las expansiones dinamicas.

Enfermedad | Gen/ Locus | Repeticion | Localizacion| Numero repeticiones | Referencia
proteina (STR) #MIM
normal | premuta| mutacion
cion

SCA1 SCAL 6p23 CAG ORF 6-38 39-83 |(Orretal., 1993)
#164400

SCA2 SCA2 12q24 CAG ORF 14-31 34-77 |(Sapei ed., 19%)
#183090

SCA3 SCA3 14932 CAG ORF 12-40 54-86 | (Caxd etd,19)
#109150

SCA4 ? 16g22.1 ? ? (Faignetdl,, 1996)
#600223

SCA5 ? 11p11-g11 ? ? (Raumetdl, 1994)]
#600224

SCAG CACNAIA | 19p13 CAG ORF 4-19 20-30 | (Zhherkoetd,
1997) #183086

SCA7 SCA7 3p14.1 CAG ORF 4-35 | 28-35 | 34->300| (Daidetd. 1997)
#164500

SCA8 - 13g21 CTG UTR 16-91 107- >250| (Koobetd., 1999)
#603680

SCA10 SCA10 22q13 ATTCT Intron 10-22 750-4500| (Masuraetd.,

2000) #603516

SCA11 ? 5g14-21 ? ? - - (Worthetdl, 1999)
#604432

SCA12 PPP2R2B | 5032 CAG 5UTR 7-28 66-78 | (Homesetd, 1999)
#604326

SCA13 ? 19913.4 ? ? - - (HemanBatetd.,

2000) #605259

SCA14 PRKCG | 19913.4 - ? - - (Yameshitaet .,

2000) #605361

SCA16 ? 8023-24 ? ? - - (Miyoshi et dl, 2001)
HE06364
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Enfermedad| Gen/ Locus | Repeticion | Localizacion| Numero repeticiones | Referencia
proteina (STR) #MIM

normal | premuta| mutacion
cion

SCA17 TBP 6027 CAG ORF 29-42 47-63 | (Kadeetd., 1999
#607136
SCA19 ? 1p21-g21 ? ? (Verbesketd., 2002)
#607346
SCA21 ? 7p21.3-15.1 ? ? (Vuillaumeetd.,
2002) #607454
SCA22 ? 1p21-g23 ? ? (Chugetd., 2003)
#no asignado
HD huntingtina| 4p16.3 CAG ORF 6-34 35-39 | 36-180 (1993)
#143100
HDL2 junctofilina 3| 16¢24.1 CTG ? 7-26 44-57 | (Hdmesetd., 2001)
#606438
DRPLA atrophina 1| 12p13.31 CAG ORF 3-35 49-88 | (Koideetd., 1994)
#125370
SBMA receptor Xg12 CAG ORF 9-36 38-62 | (LaSpadaetd.,
de 1991) #313200
androgenos
DM1 DMPK | 19913.32 CTG JUTR 5-37 | 50-180| 200- | (Adanidiseta.,
>2000 | 1992) #160900
DM?2 ZNF9 3g21.3 CCTG [ntrén 75-11000 | [Liquor, 2001 #225]
#602668
FRDA frataxina | 9913-g21 GAA Intrén 8-22 12-1700 | (Campuzanoetd.,
1996) #229300
FRAXA FMR1 Xq27.3 CGG 5UTR 6-52 | 50-200| 200- | (Fueta., 1991)
>2000 #309550
FRAXE FMR2 X028 CGG 5UTR 6-25 >200 | (Krightetd., 1993)
#309548

2.2.1.1. Genética de la ataxia espinocerebelosa SCA6 (MIM 183086)

L a ataxia espinocerebel osatipo SCA6 es una degeneracion cerebel osa autosdomica domi-
nante causada por la expansion de un triplete CAG en el exdn 47 del gen CACNA1A, que
codifica la subunidad alfa del canal de calcio voltgje-dependiente. Nosotros tuvimos la
oportunidad de analizar una amplia familia valenciana compuesta de 57 miembros, 29
de los cuales habian sido examinados por nuestro grupo. Tras descartar los loci conoci-
dos en 1996, SCA1, SCA2, SCA3, SCA4, SCA5 y SCA7, seinicio un proyecto de carto-
grafiado genético alo largo del todo el genoma. Este estudio habia permitido excluir €l
90 por cien del genoma cuando se describié la asociacion de laexpansién CAG en € gen
CACNA1A en algunos casos aislados y familias con formas cerebelosas de las ataxias
(Fig. 13). Nuestro trabajo no habiaincluido alin el cromosoma 19 donde CACNA1A est4
precisamente ubicado. Cuando analizamos la familia para la expansiéon CAG de
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CACNA1A, observamos que en todos los enfermos segregaba una expansion de 23 repe-
ticiones (Fig. 14). Observamos también que, a contrario de otras expansiones CAG, la
repeticion SCAG6 se transmitia estable durante la meiosis (Garcia-Planells et a. 1999).
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Figura 13. Arbol genealdgico parcial de la familia SRB. El asterisco indica que el paciente habia sido
examinado clinicamente. Se indican los dos probandos de las dos ramas de la familia, Ay B, mediante
una flecha. El estudio genético se hizo tras obtener el consentimiento informado de cada miembro de la
familia. Para cada uno de los pacientes y familia se muestran los haplotipos de marcadores ligados al
locus SCA6 en e cromosoma 19p13, D19686, D19S221, D19S714 y D19433. El andlisis de ligamien-
to mostré un lod score de 3,29 para D19221, confirmando ligamiento el locus SCA6.
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Figura 14. Andlisis del trinucledtido CAG del locus SCA6 en 13 pacientes (simbolos obscuros) y de tres
sujetos presintomaticos positivos (simbolos claros). Se muestran seis transmisiones progenitor-hijo. Los
tamarios delos alelos normalesy el alelo mutante de 23 repeticiones CAG seindican ala derecha. El DNA
de cada individuo de amplificd mediante PCRy se aplicd en un gel de poliacrilamida revelado con nitra-
to de plata.
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2.2.2. Ataxias episodicas

L as ataxias episodicas o periddicas se caracterizan por tener un patrén hereditario auto-
somico dominante y por presentar un cuadro clinico definido por episodios de ataxia de
los que, generalmente, €l paciente se recuperadurante el periodo intercritico. Los pacien-
tes sufren ataques de ataxia, disartria, vértigo y nistagmo en la infancia o la adolescen-
cia. Se conocen dos formas genéticas fundamentales, aunque hoy se sabe que |a hetero-
geneidad genética es alin mas amplia. La ataxia episodicatipo 1 (EA-1) se debe a muta-
ciones en el gen del canal de potasio KCNAL en el cromosoma 12. La ataxia episodica
tipo 2 (EA-2) es consecuencia de mutaciones en el gen CACNALA, el mismo que condi-
ciona la ataxia espinocerebelosa SCA6 por expansion de un triplete CAG. Este mismo

gen también es responsable de formas de migrafia hemipl ica familiar.

En nuestro grupo tuvimos la oportunidad de estudiar una familia con una EA-1 clinica
(Gémez-Gosalvez et al. 1997). El analisis molecular confirmo la presencia de una muta-

cién puntual en el gen KCNAL.

3. GENETICA CLINICA: DIAGNOSTICO MOLECULAR Y CONSEJO
GENETICO

3.1. Diagn6stico molecular vy consejo genético de la ataxia de Friedreich

La ataxia de Friedreich se ha venido diagnosticando en base a criterios clinicos defini-
dos a finales de los afios setenta. Antes de los estudios genéticos no habia ningdn mar-
cador bioldgico para €l diagnéstico de la enfermedad. La localizacion del gen, la dispo-
nibilidad de marcadores genéticos ligados a locus FRDA y e aislamiento del gen y
caracterizacion de las mutaciones, han permitido ampliar |as posibilidades de diagnosti-
co tanto en €l terreno de la clinicay de las variantes clinicas como en el diagndstico de
portadores (Palau et al. 1991) y prenatal (Monrés et a 1995).

Anteriormente, hemos descrito el fenotipo FARR como una variante de la ataxia de
Friedreich asociada ala preservacion de | os reflgjos osteotendinosos. Sin embargo, exis-
te una forma de ataxia de inicio precoz que mantiene los reflggos (EOCARR en siglas
inglesas) y que es diferente a la ataxia de Friedreich. En un estudio posterior utilizamos
el andlisis molecular para determinar los aspectos clinicos que diferencian la variante
FARR de otras ataxias con reflg os conservados (De Castro et al. 1999).
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La ataxia de Friedreich es una enfermedad autosdmica recesiva. Desde el punto de vista
genético laenfermedad se padece cuando un individuo es portador de dos mutaciones en
los genes paterno y materno. El patrén de herencia indica que ambos progenitores son
heterozigotos portadores sanos obligados. Estas son |as bases para establecer |os riesgos
de recurrencia para los distintos miembros de la familia y ofrecer un consegjo genético.
Este Gltimo ha cambiado a partir de disponer el diagndstico molecular para las diferen-
tes situaciones que se pueden plantear. En este sentido, el riesgo de recurrencia para un
matrimonio o una pareja con un hijo enfermo es del 25 por cien. El riesgo de ser porta-
dor de un hermano sano ya mayor es del 66 por cien. El riesgo de ser portador paralos
hijos de enfermos es del 100 por cien. Tanto para los enfermos como para sus hermanos
portadores es importante determinar s su pareja es portadora de la expansion GAA (la
tasa de portadores en la poblacion general es de 1/100) y asi poder ofrecer un consejo
genético y planificar las posibles actuaciones (Palau 2001). Una de las aplicaciones cli-
nicas méas importantes es el diagndstico prenatal a parejas con un hijo enfermo (Monros
et a. 1995) (Fig. 15). Hoy en dia el diagndstico prenatal se puede combinar con el diag-
noéstico preimplantatorio.
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Figura 15. Diagndstico prenatal de la ataxia de Friedreich. (A) Arbol genealgico y andlisis de marca-
dores para €l diagnostico prenatal de la descendencia 7 realizado antes de conocerse el gen FRDA res-
ponsable de la enfermedad; el feto resultd ser portador sano y € embarazo prosiguié su curso normal.
(B) Diagnostico prenatal mediante el andlisis directo de la expansion GAA; se muestran los productos de
la amplificacion por PCR larga y electroforesis en gel de agarosa 0,8% tefiido con bromuro de etidio; €l
hijo enfermo es portador de dos expansiones de tamafio muy similar (una Unica banda), mientras que en
el DNA del feto se observa dos bandas de intensidad desigual, confirmandose €l estatus genético de feto
homozgoto afectado. No se continué el embarazo.
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3.2. Diagnéstico molecular v consejo genético de las ataxias espinocer ebelosas

El andlisis molecular de los genes SCA o hemos aplicado a una serie de 198 individuos
afectados pertenecientes a 152 familias con diagnostico clinico de ataxia espinocerebe-
losa. Ademés, determinamos los alelos normales y las frecuencias alélicas de cada uno
delos genes en la poblacién normal espafiola. El andlisis nos ha permitido demostrar que
el gen SCA3 es el maés prevalente en nuestra poblacion, seguido de los genes SCA2 y
SCA6. SCA8 y SCA7 son maés raros, mientras que no hemos encontrado ninguna familia
ni ningUn paciente con expansion en los genes SCA1, SCA10, SCA12 o SCA17. Tampoco
encontramos ningun caso de atrofia dentatorrubro-palidoluysiana, un trastorno degene-
rativo que se confunde frecuentemente con una ataxia tardia (tabla 4) (Garcia Plan€lls,
Tesis Doctoral, 2003). El estudio de los genes SCA nos ha permitido aplicar el diagnos-
tico molecular para caracterizar |os aspectos fenotipicos de las distintas formas clinicas
de | as ataxias espinocerebel osas en colaboracion con investigadores clinicos (Arpa et al.
1999; Arpa et a. 2000; Villanueva-Haba et a. 2001). La otra area fundamental de apli-
cacion de las pruebas genéticas ha sido € consegjo genético de estas enfermedades domi-
nantes, incluyendo el andlisis genético presintomético en el marco del programa de diag-
nostico presintomatico del H. U. La Fe, puesto inicialmente en marcha para la enferme-
dad de Huntington (ver més adelante).

En las enfermedades autosdmicas dominantes €l riesgo de transmision de la mutacion es
del 50 por cien en cada gestacion. Asi pues, €l riesgo de recurrencia de la enfermedad en
una determinada familia es del 50 por cien. Esto hace que sea fundamental conocer la
patologia molecular en cada paciente y en cada familia para ofrecer un asesoramiento
genético apropiado y las posibles alternativas clinicas y terapéuticas. Entre estas cabe
resefiar el diagndstico prenatal (siempre en el contexto de la bioética para enfermedades
neurodegenerativas de inicio en el adulto) y, sobre todo, el mencionado diagnostico pre-
sintomético a familiares de primer grado sanos, con un riesgo a priori de desarrollar la
enfermedad del 50 por cien.
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Tabla 4. Casos positivos para la mutacion (% del total).

Locus Casos familiares Casos no familiares TOTAL
SCA1 0 0 0

SCA?2 10 (17,5 %) 1 (33,3 %) 11 (18,3%)
SCA3 18 (31,6 %) 1 (33,3 %) 19 (31,7 %)
SCA6* 17 (29,8 %) 1(33,3%) 18 (30,0 %)
SCA7 3(53%) 0 3(50%)
SCA8 9 (15,8 %) 0 9 (15,0 %)
SCA12 0 0 0

SCA17 0 0 0

DRPLA 0 0 0

TOTAL 57 3 60

* La dta frecuencia de SCA6 se debe fundamentalmente a la familia SRB antes men-
cionada que agrupa un total de 13 enfermos.

4. PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS

El objeto ultimo de la investigacién biomédica es obtener y ofrecer alos enfermosy ala
poblacion nuevas herramientas terapéuticas que permitan mejorar la salud de las personas
y prevenir el desarrollo de enfermedades. La genética ha tenido mucho que decir en las
Ultimas décadas en € terreno de las enfermedades hereditarias, tanto por |o que respecta
ala comprension de las causas y mecanismos de produccién de la enfermedad, funda-
mental mente describiendo |os genes mutantes 'y |as proteinas codificadas por estos genes,
como por la prevencién de la enfermedad, mediante € consgo genético, en e contexto
delafamiliay en el contexto de la poblacion. La transformacion de este conocimiento en
el desarrollo de nuevas terapias eficaces es mucho mas lenta que la propia investigacion
genética y fisiopatologica y, sin embargo, éste es e punto de inflexion médico y social
que tanto cientificos, profesionales sanitarios y pacientes desean al canzar.

Desde hace varios afios, en nuestro grupo venimos trabajando en la fisiopatol ogia del
déficit de frataxina empleando modelos celulares y animales, como son la levadura
Saccharomyces cerevisiae y el nematodo Caenorhabditis elegans. Los resultados par-
ciales que hemos ido obteniendo se han presentado en congresos nacionales de la socie-
dades de Genética, Bioguimica y Biologia Molecular y Neurologia, y en congresos y
reuniones internacionales de la Sociedad Europea de Genética Humanay de C. elegans.
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En €l laboratorio hemos obtenido un model o de déficit de frataxinaen C. elegans emple-
ando la técnica de interferencia de RNA (RNAI) (Vazquez-Manrique et al. manuscrito
en preparacion) y hemos estudiado con qué proteinas interacciona la frataxina en las
mitocondrias, donde gjerce su funcién tanto en levadura como el organismo superiores
incluido el hombre. Los trabajos han finalizado hace pocas semanas y disponemos de
resultados que nos permiten afirmar con rotundidad que la frataxina realiza su funcién
en la cadenarespiratoria mitocondrial, participando en €l proceso de lafosforilacion oxi-
dativa (Gonzalez-Cabo et al. manuscrito en preparacion). El hallazgo es fundamental
parala compresion de la patogenia celular de la enfermedad, pero es alin més interesan-
te el hecho de que nos of rece datos acerca de posibles farmacos Utiles para el tratamien-
to de la enfermedad. Alguno de estos farmacos ha dado resultados positivos en € anali-
sis de mutantes de S. cerevisiae de |0s genes que interacttian con frataxina, mejorando €l
crecimiento celular de estas cepas mutantes. Esto abre una puerta claraparainiciar ensa-

yos clinicos inmediatos.

5. CONCLUSIONES

De todo lo que se ha venido exponiendo y comentando anteriormente se infiere que las
ataxias hereditarias son un grupo heterogéneo de enfermedades neurodegenerativas con
una amplia heterogeneidad genética. Esto es especialmente cierto paralaformas autoso-
micas dominantes (ADCA) y, en concreto, para las ataxias espinocerebel osas. También
las formas autosomicas recesivas (ARCA) muestran un amplio nimero de entidades cli-
nicas; sin embargo, en este grupo de trastornos la forma més frecuente y de mayor rele-
vanciaclinicay social eslaataxia de Friedreich y para ella hay homogeneidad genética,
s bien se ha descrito un segundo locus muy raro. En este contexto, las conclusiones de
las investigaciones genéticas y aplicaciones clinicas las ataxias hereditarias que se

hemos presentado se pueden resumir del siguiente modo:

» Laataxia de Friedreich esta causada por mutaciones en el gen FRDA en € cro-
mosoma 9g13, siendo la mutacion por expansion del trinucledtido GAA la mas
prevalente.

» Laexpansion GAA es una mutacion dindmica, la Gnica asociada a una enferme-
dad autosdmica recesiva, que tiene un comportamiento particular durante la
transmision meiGtica

» Laexpansion GAA aparecio en la poblacion espafiola a partir de pocos sucesos

mutacionales.
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* Los fenotipos clinicos FARR y LOFA son variantes de la ataxia de Friedreich y

no representan heterogeneidad genética.

* Las ataxias espinocerebel osas del adulto muestran una gran heterogenidad gené-
tica en la poblacion espafiola. La mayoria de las formas clinicas se deben a
expansiones una secuencia en tdndem repetida en diversos genes. Hemos podi-
do detectar la mutacion en aproximadamente el 50 por cien de las familias, sien-
do la forma mas prevalente la denominada SCA3 o enfermedad de Machado-
Joseph.

* El andlisis molecular de los genes asociados a ataxias es fundamental para esta-
blecer un diagndstico clinico correcto. Las mutaciones dinamicas son marcado-
res biolgicos imprescindibles en la practica clinica.

* El consgjo genético de las ataxias hereditarias es una herramienta clinica de pri-
mer orden paralos pacientesy las familias que se ha visto favorecido por ladis-
ponibilidad del diagndstico molecular y su aplicacion en el diagndstico prenatal
el diagndstico presintomético y otras formas de diagndstico genético.
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CAPITULO I
NEUROPATIAS PERIFERICASHEREDITARIAS

1. INTRODUCCION

L as neuropatias periféricas hereditarias son trastornos que afectan a los nervios periféri-
cos y se clasifican en neuropatias sensitivo-motoras hereditarias (NSMH), neuropatias
sensitivas hereditarias (NSH) y neuropatias sensitivas y autondémicas hereditarias
(NSAH). Las formas que afectan tanto a los nervios motores como a los sensitivos o
NSMH son las més frecuentes, con una prevalencia en nuestro pais de 28 cada 100.000
habitantes. En el conjunto de las NSMH se distingue cuatro fenotipos: la enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth (CMT), la neuropatia de Déérine-Sottas (DS), |a neuropatia con
hipomielinizacion congénita (CH) y la neuropatia con susceptibilidad a la paralisis por
presion (HNPP). La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth es de todas ellas la forma mas
comun de neuropatia periférica hereditaria'y se corresponde con el sindrome clasico de

atrofia peroneal descrito por Charcot y Marie en Parisy Tooth en Londres en 1886.

La fisiopatologia de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth es compleja. En base a cri-
terios el ectrofisiol 6gicos e histopatol 6gicos la neuropatia CM T se clasifica en dos gran-
des grupos. 1) formas CMT desmielinizantes 0 CMT1 que afectan primariamente a la
mielinay 2) formas CMT axonaleso CMT2 en las que lalesion primariaestaen € axén
neuronal. Lasformas CMT1 se reconocen por que |os enfermos muestran vel ocidades de
conduccién nerviosa disminuidas y procesos de desmielinizacion y remielinizacion
("bulbos de cebolla") en la biopsia de nervio. Por €l contrario, los pacientes con formas
CMT2 tienen velocidades de conduccién normales o sélo algo reducidas y pérdida
importante del nimero de axones en los corte histologicos. Sobre esta heterogeneidad
fisiopatol 6gica, la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth muestra una gran heterogénea
genética. Se reconocen los patrones mendelianos clésicos, autosdmico dominante —€l
mas frecuente-, autosémico recesivo y ligado al cromosoma X. Hasta el momento actual
se han descrito més de 20 genesy mas de 30 loci asociados ala enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth y otras neuropatias relacionadas (Palau et al. 2002; Baiget et a. 2004).

La primeralocalizacion de un gen asociado a la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth se

hizo en 1983 mediante analisis de ligamiento, definiéndose €l locus CMT1B en € cro-
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mosoma 1. Sin embargo, no fue hasta 1991 cuando se encontrd la primera mutacion que
causa la enfermedad, la duplicacion de 1,5 megabases (Mb) en e cromosoma 17p11.2
gue causa la forma CMT1A (MIM 118220), de herencia autosdmica dominante. La
duplicacion CMT1A es la mutacion mas prevalente en € conjunto de las neuropatias
hereditarias y se encuentra en el 60-70 por cien de los enfermos. En la region genémica
de 1,5 Mb se encuentra el gen PMP22 €l cual es el responsable de la enfermedad por un
efecto de dosis génica. Se han descrito algunas mutaciones puntuales en el gen PMP22
que también producen la enfermedad o formas més graves como la neuropatia DS. El
resto de la patologia molecular se distribuye, tal como se ha mencionado, en mas de 20
genes. De estos tienen importancia clinica por su relativa frecuencia e gen GJB1 que
codifica la proteina conexina 32 y causa laforma CMTX, ligada a X, y es responsable
del 10 por cien delos casosde CMT, y & gen MPZ que codificala proteina mas frecuente
en lamielinadel sistema nervioso periférico, Py, y causa el 3-4 por cien de la patologia
molecular de estos enfermos (Bort et a. 1997a; Palau y Bort 1997). El resto de genes
descritos afecta un porcentaje menor de conjunto de familias con estas neuropatias peri-

féricas hereditarias.

Esta gran variabilidad clinicay genética, incluyendo los diferentes patrones de herencia
gue se observa, hace que el diagnéstico y el consejo genético sean fundamentales en el
manejo clinico de los pacientes y de las familias afectadas por neuropatias hereditarias.
Ambos, diagndstico y consgjo, se apoyan hoy en dia en la investigacion genética de
familias amplias en las que segregan las distintas variantes clinicas. En nuestros traba-
jos, realizados durante | os Ultimos doce afios, hemos orientado las investigaciones en tres
areas, a saber: 1) origen genético de la duplicacion CMT1A en las células germinales
humanas; 2) andlisis de los genes més prevalentes y patologia molecular de las neuro-
patias periféricas en familias espafiolas; y 3) aislamiento y caracterizacion del gen res-
ponsable de la forma grave CMT4A. Ademas, en este tiempo se ha aplicado €l andlisis
molecular en el diagnostico de las neuropatias y €l consejo genético.

2. HALLAZGOSY CONTRIBUCIONES CIENTIFICAS

2.1. Mecanismos genéticos de los reordenamientos genédmicos en e cromosoma
17p11.2: duplicaciéon CMT1A v delecién HNPP

La duplicacion de 1,5 Mb en la regién cromosdmica 17pl11.2 es la mutacion principal

gue causa neuropatia CMT tanto autosdmica dominante como en casos esporadicos, sin



antecedentes familiares. En 1991 se habia postulado que el origen de la duplicacién era
independiente para cada familia. Asi, en cada una de €ellas, la enfermedad habria apare-
cido con un caso de novo esporadico y a partir de éste se habria transmitido a la sucesi-
vas generaciones con caracter dominante. El mecanismo genético que se habia postula-
do era e entrecruzamiento desigual entre cromatides durante la meiosis (Fig. 16). En
1993 se demostro que el producto reciproco del entrecruzamiento, esto es, una delecion,
eralacausade otro tipo de neuropatia desmielinizante, la neuropatia hereditaria con sus-
ceptibilidad ala pardlisis por presion (HNPP) (MIM 162500).

Figura 16. Mecanismo de produccion de la duplicacion CMT1A de 1,5 Mb que incluye e gen PMP22. Se
representan dos crométides no hermanas, cada una flanqueada por |os elementos CMT1A-REP proximal
(AyA¢) y distal (By B¢). S se produce durante la meiosis un entrecruzamiento desigual por similitud
entre los elementos REP, como se indica en la figura entre B y A¢, se producen dos productos en sendos
gametos, una duplicacion (1) y una delecion (2). La fecundacion del gameto con duplicacion con un
gameto normal dar& lugar a un individuo con la neuropatia CMT1, mientras que la fecundacion de un
gameto normal por el gameto portador de la delecion daré lugar a un individuo con otra neuropatia, la
neuropatia hereditaria con susceptibilidad a la parélisis por presion (HNPP).

En 1992 nos propusimos estudiar la genética de la duplicaciéon CMT1A en casos en los
gue se habia originado como una nueva mutacion y, ademas, confirmar las hipétesis
sobre los mecanismos de produccion que se habia postulado. Para ello, investigamos €l
origen parental (del padre o de la madre) en una serie de nueve casos genéticamente
esporadicos de CMT1 en los que habiamos determinado previamente la presencia de la

duplicacion de novo. Cuatro de ellos eran esparioles y cinco belgas. El andlisis se hizo
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empleando los marcadores polimorficos EW401HE (locus D17S61), VAW412R3HE c y
b (locus D175125), VAW409R3ay RM11-GT (locus D17S122). El andlisis de los haplo-
tipos nos demostré que en todos |os casos la duplicacion se habia producido en la esper-
matogénesis paterna mediante un entrecruzamiento desigual entre crométides no herma-
nas de los cromosomas 17 durante la meiosis (Palau et al. 1993). En estudios posterio-
res ampliamos la serie de casos esporadicos con duplicacion y encontramos una dupli-
cacién de novo producida en la ovogénesis materna en la familia LF108. La proporcion
origen masculino versus femenino erade 8:1 (Bort et al. 1997) (Fig. 17).
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Figura 17. Arboles geneal dgicos de las familias con duplicacion CMT1A de novo identificadas a partir
de 75 familias no emparentadas. Se muestran los genotipos de cada marcador y los haplotipos constr ui-
dos. En cada un de los enfermos (cuadrado o circulo obscuros) se aprecia tres alelos para cada marca-
dor, lo que pone de manifiesto la presencia de la duplicacion. Los dos alelos ubicados en la duplicacién
seindican juntos a un lado de la linea oblicua. Se observa que los alelos duplicados proceden del padre
en todos |os casos excepto en la familia LF108 en que proceden de la madre.

Laregién de 1,5 Mb esté flanqueada por dos secuencias con una similitud del 98%, 1os
elementos CMT1A-REP. Estos elementos se alienan incorrectamente y provocan el
fendmeno referido de entrecruzamiento desigual durante la meiosis. En principio este
hecho deberia ocurrir por igual en meiosis masculinas y femeninas; sin embargo, tal
como habiamos demostrado, ocurria mayoritariamente en meiosis masculinas, 1o cual
sugeria que o bien e mal alineamiento es mas frecuente en meiosis masculinas, o bien
la duplicaciones de origen paterno son més estables que las de origen materno.

Desde el punto de vista genébmico y mecanistico encontramos un caso que merecia un
comentario aparte. En €l paciente de la familia LF26, la duplicacion era de una tamafio
mas pequefio. El andlisis del marcador VAWA409R3a indicaba claramente que el pacien-
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te era portador de tres aelos, confirmado también por el analisis del gen PMP22 median-
te lasonda p132-G8R1, pero € andlisis con los otros marcadores ponia en evidencia que
laduplicacién no se extendia hastalos loci gendmicos de estos marcadores (Fig. 18). En
ese momento no se pudo demostrar que tamafio tenia la duplicacion, pero mas tarde

pudimos confirmar que era de aproximadamente 800 kb (Meuleman et al. 1997).
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Figura 18. Andlisisde la duplicacion en la familia LF26. Se muestra el analisis de Southern de cinco poli-
morfismos tipo RFLP, cuatro ya mencionados en el texto y un quinto localizado en el gen PMP22 y reco-
nocido por la sonda p132-G8R1 tras digestion del DNA con las enzimas Hincll y EcoRI. Se observa la
presencia de tres cargas alélicas para los marcadores p132-G8R1 y VAW409R3a; por €l contrario, €l
paciente es homozigoto para el marcador EWA01HE siendo ambos padres heterozigotos, indicativo de
gue no hay duplicacion del locus. Tampoco se observan tres dosis alélicas en los otros dos marcadores
VAWA12R3HE by c.

En un intento de comprender los mecanismos bésicos que subyacen a la generacién de
los mutaciones reciprocas -la duplicacion CMT1A y ladelecion HNPP- durante €l entre-
cruzamiento desigual entre crométides, colaboramos con el grupo del Dr. E. LeGuern de
la unidad INSERM U289 del Hépital Pitié-Salpétriére de Paris con €l objetivo de estu-
diar una serie amplia de 63 casos esporadicos de novo. Se pudo observar que s bien la
mayoria de duplicaciones se originaban en la espermatogénesis paterna, habia un grupo
pequefio de duplicaciones que lo hacian en la ovogenésis materna. Sin embargo, un
hallazgo fundamental fue que las duplicaciones CMT1A se producian por intercambio
desigual entre crométides no hermanas de cromosomas 17 homaologos; por € contrario,
cuando la duplicacion era de origen materno, € mecanismo de intercambio desigual se
produce entre cromatides hermanas de un mismo cromosoma 17 (Lopes et a. 1998;

1999) (tabla 5). Este ultimo fendmeno es también el mas frecuente en la produccion de

47



deleciones. Los entrecruzamientos se producian en una peguefia region menor de 1,7 kb
(Lopes et al. 1998) y se podian explicar por un mecanismo de reparacion de roturas de
doble cadena de DNA, similar a descrito en levaduras (Lopes et a. 1999).

Tabla 5. Origen parental y mecanismo cromosomico de produccion de 63 reordena-
mientos (duplicacion y delecion) de novo en 17p11.2

M ecanismo Origen paterno Origen maternto Total
I ntercromosomico 49 (CMT1A) 5(CMT1A) 54
I ntracromosomico 1 (CMT1A) 6 (4 CMT1A; NHPP) 7
ND 1 (NHPP) 1 (NHPP) 2

ND = no determinado

2.2. Genesy patologia molecular dela enfermedad de Charcot-Marie-Tooth y otras

neuropatias relacionadas

A pesar de que la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth y en general las neuropatias here-
ditarias son trastornos mendelianos, su genética puede considerarse compleja debido a
gue e nimero de genes involucrados es muy amplio, habiéndose descrito 22 genes hasta
el momento actual. No obstante, la distribucién de la patol ogia molecular no es homogé-
neay hay varios genes muy prevaentesy otros que cuya frecuencia es muy rara (Palau
et a. 2002). A mediados de los afios noventa del pasado siglo investigamos la patologia
molecular de una serie consecutiva de 132 familiasy casos aislados no emparentados con
la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, todos de origen espafiol, con € objetivo de
determinar la distribucién de los principal es genes mutantes en nuestra poblacién y cono-
cer las mutaciones més prevaentes (Palau y Bort 1997). Para ello analizamos sisteméti-
camente en los enfermos de la serie la duplicacion CMT1A y buscamos mutaciones pun-
tuales o pequerias en los genes PMP22, MPZ y GJBL, que dan lugar alas formas clinicas
més comunes, CMT1A (MIM 118220), CMT1B (MIM 118200) y CMTX (MIM 304040),
respectivamente. Encontramos que la duplicacion era la mutacion més frecuente afectan-
do a 68% delasfamilias (Bort et a. 1995), unaciframuy similar alaobtenidaen el con-
junto de familias europeas (Nelis et al. 1996). Investigamos la presencia de mutaciones
en los genes resefiados obteniendo |os siguientes |os resultados: las mutaciones en €l gen
GJB1, que codifica la proteina Cx32, se encontraban en 10 familias (7,5%), en e gen
MPZ se encontraron mutaciones en 5 familias (3,75%) vy, finalmente, se encontré una
mutacion puntual en el gen PMP22 tan solo en dos pacientes esporadicos (1,5%) (Bort et
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al. 1997, 1998). En su conjunto, se encontrd alguna mutacion en €l 80,75% de |os casos,
fueran familiares o esporédicos. Restaba aproximadamente un 20 por cien por diagnosti-
car y tipificar su patologia molecular. Este porcentaje es aparentemente bajo con respec-
to a otras poblaciones, probablemente debido a que en la poblacién espariola las formas
recesivas son raras, mientras que en otras pobl aciones éstas formas mendelianas son més

frecuentes como consecuencia de una mayor tasa de consanguinidad.

Junto con el estudio de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, también analizamos la
patol ogia molecular de la neuropatia hereditaria con susceptibilidad ala pardlisis por pre-
sion. En una primera serie de 20 familias encontramos en 19 de ellas la delecion de 1,5
Mb; sin embargo, tuvimos la oportunidad de analizar una familiarelativamente grande en
la que se habia descartado la delecion. El fenotipo clinico de HNPP eratipico, por lo que
procedimos & andlisis de ligamiento con los marcadores del locus CMT1A/HNPP obte-
niendo un lod score de 2,7, sugestivo de ligamiento (es definitivo un valor de 3 o mayor).
Ante este resultado, procedimos a analizar € gen PMP22 mediante la técnica de cribado
de mutaciones SSCP. Encontramos un patrén anémalo que segregaba con la enfermedad.
La secuenciacion posterior demostré la presencia de la mutacion ¢.78+1G>T (Fig. 19).
Aparentemente, esta mutacién producia una"no lectura’ del exon 1 ("exon skipping"), lo
que podiaproducir un fendmeno molecular similar aladelecion del gen (Bort et a. 1997).

Esta mutacion era la segunda mutacién puntual descritaen la HNPP.
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Figura 19. Andlisis de la mutacion c.78+1G>T en la familia LF-HNPP6. (A) Andlisis SSCP de cribado
de mutaciones en €l exén 1 del gen PMP22; se observan dos bandas anormales en |os enfermos (cuadra-
dos y circulos obscuros). (B) Secuenciacion de DNA del paciente probando, observandose una substitu-
cién de una guanina por una timina (seflalado por un asterisco) en el primer nucledtido del sitio donan-
tede splicing en €l intrén 1 del gen.
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2.3. Clonacién posicional de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 4A vy

caracterizacion del gen GDAP1

Laenfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 4A (CMT4A, MIM 214400, 607706) es un
trastorno de los nervios periféricos motores y sensitivos grave, descrito originalmente en
cuatro familias tunecinas con un fenotipo desmielinizante, y €l locus localizado en €l
cromosoma 8g13-g21.1. En 1997 iniciamos un proyecto con €l objetivo de localizar e
identificar el gen causante de una forma grave de neuropatia CMT que nuestros colabo-
radores del Servicio de Neurologia del H. U. La Fe habian descrito en dos familias
(CuestaA., Tesis Doctoral 2003). La enfermedad se caracterizaba por €l inicio muy pre-
coz en lainfancia, neuropatia axonal, disfonia por pardlisis de cuerdas vocales y heren-
cia autosomica recesiva (Sevilla et al. 2001; 2003).

2.3.1. Andlisisde ligamientoy cartografiado del gen

Como en las dos familias |os enfermos eran varones excluimos, en primer lugar, el cro-
mosoma X. Posteriormente, realizamos €l analisis de exclusion de losloci CMT que se
habian descrito hasta el momento. En este proceso encontramos posible ligamiento, con
lod scores maximos de 2,01 paralos marcadores D8S286 y D8S167, en e locus CMT4A
en 8g21.1 (tabla 6; Fig. 20) (Sevillaet a. 2001).

Tabla 6. Valores de Lod Score para los marcadores ligados al locus CMT4A en las fami-
lias LF 249 y LF20.
Lod Score (Z) para las fracciones de recombinacion (6)

Mar cador 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40
D8S279 —00 0.82 0.62 0.33 0.10
D8S286 2.01 1.54 1.04 0.55 0.16
D8S164 0.97 0.71 0.46 0.22 0.07

D8S84 —00 0.60 0.50 0.28 0.09
D8S275 1.43 1.06 0.71 0.38 0.11
D8S167 2.01 1.54 1.04 0.55 0.16

En estaregion se encuentrael gen PMP2y procedimos ainvestigar la presencia de muta-
ciones en los enfermos mediante SSCPy secuenciacion directa de los cuatro exones del

gen. No encontramos ningun cambio y 1o descartamos como gen candidato.
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En el afio 2000 dispusimos de una nueva familia, esta vez muy grande con varios matri-
monios consanguineos, LF38, con un cuadro clinico muy similar a las dos anteriores.
LF38 eralatercerafamiliacon un fenotipo axonal y disfonia en alguno de sus miembros,
en la gue habiamos realizado |a exclusion de la duplicacion CMT1A en dos miembros
enfermos hacia bastantes afios. Cuando volvimos a tener contacto con la familia exten-
dimos el arbol geneal6gico a 28 individuos con un total de 10 enfermos. El arbol mues-
tra tres pargjas consanguineas entre primos hermanos y otras pargjas con sospecha de
consanguinidad. Es unafamiliaoriginariade un pegquefio pueblo de laprovinciade Lebn.
Para el estudio genético dispusimos de DNA de 9 enfermos y de miembros sanos, inclu-
yendo los padres de los enfermos. El andlisis de ligamiento con varios marcadores
microsatélites de la region del locus CMT4A dio valores de lod score superiores a 3
(tabla 7), confirmandose el ligamiento de una manera definitiva, no sélo para esta fami-
liasino para el conjunto de las tres familias que segregaban un fenotipo CMTAR axondl
con disfonia.

Tabla 7. Valores de Lod Score para los marcadores ligados al locus CMT4A en la fami-
lia LF38

Lod Score (Z) paralas fracciones de recombinacion (0)

et

Marcador 000 001 005 0.0 020 030 0.40
D8S541 461 452 417 373 280 182 0.84
D8S164  3.63 3.6 343 313 240 157 0.71
D8S286 419 411 377 333 244 153 0.65
D8S279 315 308 281 246 175 106 0.42
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Figura 20. Arboles geneal 6gicos y haplotipos de las familias LF20 y LF249 con los marcadores ligados
al locus CMT4A. Se observa que los individuos enfermos comparten el mismo haplotipo (indicado
mediante un rectangulo rojo) en cada una de las familias.
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Figura 21. Arbol geneal 6gico y analisis de haplotipos en la familia LF38 utilizando 15 marcadores micro-
satélites situados en 8g21.1. Las barras negras indican €l haplotipo ancestral asociado a la enfermedad.
Los colores que aparecen en haplotipos con una parte en negro son indicativos de recombinantes genéti-
cos ancestrales sobre |e haplotipo original, en negro, portador de la mutacion.

2.3.2. Cartografiado por homozigosidad

La estructura de la familia LF38 nos daba la oportunidad de un nuevo abordaje genéti-
co. En enfermedades recesivas de baja frecuenciael cartografiado por homozigosidad en
familias consanguineas constituye una aproximacion més Util y eficaz que el anadlisis de
ligamiento ala hora de cartografiar el gen mutante. Esta técnica, como ya mencionamos
en €l capitulo I, consiste en la busgueda de grandes zonas de homozigosidad en los indi-
viduos afectados nacidos de padres consanguineos. La pérdida de homozigosidad se
interpreta como la presencia de recombinantes genéticos ancestrales, ocurridos en algun
momento en generaciones anteriores. Procedimos a saturar la region 8gl13-8g21.1 con

marcadores microsatélite que cubren una region de 10 centiMorgans (cM) alrededor del
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locus CMT4A. En total se analizaron 15 marcadores y se construyeron los haplotipos
para estudiar si los individuos enfermos eran homocigotos para estos marcadores y ver
en cual de ellos se perdialahomozigosidad. Lospacientes1V.1, V.2, 1V.9, IV.10y IV.11
fueron homocigotos para la region comprendida entre D8S543 y D8S164. Sin embargo,
observamos pérdida de homozigosidad en €l marcador telomérico D8S541 en el pacien-
te V.1 y en e marcador centromérico D8S551 en los pacientes V.12 y V. 14. Estos
hallazgos permitian reducir la region candidata a la flanqueada por estos dos marcado-
res, estos es, a2 cM. El gen PMP2 quedaba fuera del intervalo critico definido por los
recombinantes, 10 que lo descartaba en esta familia (Fig. 22).
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Figura 22. Diagrama donde se representa 10s sucesos recombinantes encontrados que reducen la region
candidata para la localizacién del locus asociado a la enfermedad a 2 cM entre los marcadores microsa-
télites D8FH51 y D8SH41, seguin indica la flecha. Se puede observar la pérdida de homozigosidad en el
paciente V.1 para el marcador D841 mientras que en los pacientes V.12 y 1V.14 se produce para €l
marcador D8551.

2.3.3. Mapa del genoma humano: mapa fisico de marcadoresy genes candidatos

L os resultados anteriores nos permitieron reducir €l tamafio de la regién candidata a un
interval o genético de 0.5-2 cM, flanqueado por el marcador centromérico D8S551 y telo-
mérico D8S541. Laregion candidata presentaba ya un tamafio adecuado para construir
un mapafisico detallado. Iniciamos entonces la caracterizacion laregion mediante € cri-
bado de una genoteca gendémica humana clonada en PACs (cromosomas artificial es deri-
vados del fago P1), RPCII 3-5 human PAC library n® 704, mediante PCR directadelos
marcadores ligados sobre los DNASs de los pool primarios.
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Figura 23. Mapa genético anterior a la publicacion del Proyecto Genoma Humano donde se encuentran
localizados |os marcadores microsatélites utilizados en el analisis estadistico de ligamientoy en el carto-
grafiado por homozigosidad en las familias LF20, LF249 y LF38. Fuentes de informacion: Généthon:
http: //mww.genethon.fr; CHLC (Cooperative Human Linkage Center, http://www.chlc.org y Genome
DataBase, http://mww.gdb.org.

Por aquel entonces, en febrero de 2001, se hizo publico € primer borrador del
Proyecto Genoma Humano (PGH). Nos decidimos a realizar una busqueda
electronica de las secuencias gendmicas en las bases de datos del PGH
publico (http://mww.nchi.nim.nih.gov) y e Human Genome Working Draft (http://geno-
me.cse.ucsc.edu/), que contenian los marcadores flanqueantes D8S551 y D8S541.
D8S551 estaincluido en el contig gendmico NT_008209 de 910.877 pb, y D8S541 esta
localizado en e contig gendmico NT_23719 de 247.639 pb, en 8g21.1. Entre estos dos
contig genémicos hay otros dos contigs méas, NT_023730 de 448.011 pb, que contiene
los marcadores D8S1829 y D8S1474, y NT_ 008055 de 1.187.677 pb, que no contiene
ninguno de los marcadores utilizados en nuestro estudio. Analizando estos datos pudi-
mos determinar la distancia fisica exacta en la cual estabamos trabgjando, que era de
1.939.172 pb, esto es, 1,94 Mb (Fig. 24).

En esos momentos se encontraban cartografiados en este intervalo por anotacion gené-
mica 4 genes o transcritos: e gen que codifica para la proteina 1 asociada a la diferen-
ciacion inducida por gangliosidos, GDAP1; R3HDM, un gen que codificaa un inhibidor
delatripsina; LOC83690, que codifica paraunaproteinaricaen cisteinas, y €l gen HNF-

54



4G, que codifica €l factor 4? nuclear de hepatocito, un factor de transcripcion que se
expresa en las células ? del pancreas y en otros tejidos. Teniendo en cuenta la posible
funcion y la expresion tisular de los distintos genes, consideramos como primer candi-
dato e gen GDAPL. Los criterios que nos sugerian esta posibilidad eran los siguientes
(Liu et a. J Neuroscience 1999): 1) GDAPL, al igua que otros nueve genes, se sobre-
expresaba en un sistema de diferenciacion de las células la linea Neuro2a, derivada de
un neuroblastoma de raton, transfectadas con la enzima GD3 sintasa (a2,8-sialiltransfe-
rasa), lacua juega un papel importante en la biosintesis de los gangliosidos de | as series
by c; 2) e gen homdlogo de raton, Gdapl, se expresaba muy fuertemente en cerebro,
detectandose un transcrito de 4,1 kb en los experimentos de Northern blot.
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Figura 24. Mapa fisico posterior a la publicacion del Proyecto Genoma Humano donde se encuentran ya
localizados en 8q13-g21.1 los marcadores microsatélites utilizados en nuestro trabajo. También se mues-
tran los genes descritos en ese momento (15-2-2001) en la region cromosdmica. Remarcado en verde apa-
rece la secuencia EST AL110252 que se encuentra localizado 344 pb después del codén de parada del gen
GDAPL.

2.3.4. ldentificacion y caracterizacion del gen GDAP1 (Cuesta et al. 2002)

2.3.4.1. Obtencion del cDNA de GDAP1

En la base de datos GenBank, la secuencia de mRNA correspondiente a GDAPL
(Y 17849) esincompletaya que carece de inicio de latranscripcion y de cola poli-A. La
secuencia esta formada por una ORF de 1077 nt, con solo siete nt upstream del codén de
inicio de latraduccion, ATG. Por otra parte, todos los ESTs cartografiados identificados

como parte del cDNA del GDAPL tienen una secuencia 3’ truncada y ninguna contiene
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la cola poli-A que indica el 3' final del gen (http://genome.cse.icsc.edu/). Observamos
gue un EST de 2505 pb, AL110252, localizado 344 nucledtidos después del codon de
parada de GDAP1 contenia varias posibles sefial es de poliadenilacion pero sin ninguna
ORF. Nosotros postulamos que esta secuencia podia formar parte del gen. Para demos-
trarlo, disefiamos unos cebadores, MGDAP5D y mGDAPSR, basandonos en la secuen-
ciadel exon 6y lasecuenciadel EST AL110252, respectivamente. A partir de cDNA de
una genoteca de cerebro humano fetal (Stratagene, California), amplificamos un frag-
mento de 754 pb, de los cuales 54 pb son parte del exon 6, 360 pb del EST AL110252 y
344 pb de la secuencia gendmica existente entre ambos (Fig. 25). Este resultado nos

sugeriaque el EST es una parte del exdn 6 no traducida.
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Figura 25. Andlisisdel extremo 3’ del gen GDAPL. El EST AL110252 |ocalizado 344 nt después del codén
de parada de GDAP1 contiene varias sefial es de poliadenilacion, pero no se detecta ninguna ORF por |o
gue postulamos que forma parte del cDNA del gen. Linea 1: marcador de DNA de 1Kb plus; Linea 2:
Fragmento de 754 pb amplificado a partir de cDNA de una genoteca de cerebro fetal humano el cual
incluye 54 pb del exén 6, 360 pb del EST AL110252 y 344 pb de la secuencia gendmica existente entre
ambos. Linea 3: control negativo de la reaccién.

2.3.4.2. Organizacion gendémica del gen GDAP1

GDAP1 se encuentra localizado a 54.216 pb del marcador D8S551 y 1.954.878 pb del
marcador D8S541. Se extiende a lo largo de una region genomica de 13.9 Kb de DNA
gendmico en 8g21.1. La secuencia de GDAPL contiene una ORF de 1077 nt y codifica
para una proteina de 358 aminoéacidos. Para establecer la estructura exon-intrén, compa-
ramos la secuencia del cDNA con la secuencia gendmica mediante e programa
BLASTN. Confirmamos que la secuencia codificante de GDAPL1 esta compuesta por 6
exonesy 5 intrones, estando el exdn 6 parcialmente traducido (Fig. 26). Con €l objetivo
de definir las secuencias de los sitios donantes y aceptores de splicing, diseflamos ceba-
dores internos de los intrones, amplificando cada uno de los exonesy de sus secuencias
flanqueantes. En todos los casos se cumplia laregla“GT-AG” de las secuencias con-
sensus de splicing. La secuencia de nucledtidos de las uniones de splicing y el tamafio
de cada exdn e intron aparecen resumidos en latabla 6. El coddn de inicio de la traduc-

cion, ATG, se encuentraen e exén 1.
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Tabla 6. Tamario en pb delosintronesy exones del gen GDAPL. Secuenciasdelossitios

donantes y aceptores de splicing correspondientes a los exones del gen GDAPL.

Exon pb Intron pb Sitio aceptor de Sitio donador de
splicing splicing

| 117 1 695 caaaaggtacaaca
I 193 2 8620 tcttccaggtgege tggatggtaatgtt
[l 174 3 1523 tcttccaggtgege ttcgtagtatgtaa
v 95 4 910 attatcaggccaaa cttaaagtaagcca
\Y; 115 5 115 ttaattagtcaaag ccccaggtaggttc
VI 382 ctaattagaagagg

Exon  arg TAG AATAAA AATAAA

Intron AL110252

Figura 26. Organizacion genémica del GDAPL humano. Estructura del gen en intrones y exones. La
secuencia codificante del exon 6 esté en negro y la secuencia no codificante esta en blanco .Los exones

codificantes se representan en cajas negrasy 1os intrones con una linea negra que conecta los exones.

2.3.4.3. Secuencia del gen candidato posicional GDAP1

La secuenciacion de los seis exones y de los fragmentos amplificados abarcando parte
del exon 6y e EST AL110252 a partir de cDNA de cerebro humano nos proporciono
una secuencia consenso para €l gen candidato posicional GDAP1. El tamafio del trans-
crito depende de la sefia de poliadenilacion que se tenga en cuenta. De hecho, en la
secuencia del EST AL1110252 y, por ende, en €l extremo 3' del cDNA, hay hasta tres
sefiales AATAAA (Fig. 27). Los datos del Northern blot (ver més adelante) indican que

dos de estas sefiales se utilizan realmente en la transcripcion fisiolbgica del gen.
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ATGGCTGAGAGGCAGGAAGAGCAGAGAGGGAGCCCGCCCTTGAGGGCGGAAGGCAAGGCC-
GACGCGGAGGTTAAGCTCATTCTGTACCATTGGACGCATTCGTTCAGCTCTCAAAAGATGGCTGA-
GAGGCAGGAAGAGCAGAGAGGGAGCCCGCCCTTGAGGGCGGAAGGCAAGGCCGACGCGGAGGTTA-
AGCTCATTCTGTACCATTGGACGCATTCGTTCAGCTCTCAAAAGGTGCGCTTGGTAATTGCTGAAAAGG-
CATTGAAGTGCGAGGAACATGATGTAAGTCTGCCCTTGAGTGAGCACAATGAGCCTTGGTT-
TATGCGTTTGAACTCAACTGGAGAAGTGCCTGTCCTTATCCACGGGGAAAACATAATTTGTGAGGC-
CACTCAGATCATTGATTATCTTGAACAGACTTTCCTGGATGAAAGAACACCCAGGTTAATGCCTGATAA-
AGAAAGCATGTATTACCCACGGGTACAACATTACCGAGAGCTGCTTGACTCCTTGCCAATGGATGCCTA-
TACACATGGCTGCATTTTACATCCTGAGTTAACTGTGGACTCCATGATCCCGGCTTATGCAACTACAAG-
GATTCGTAGCCAAATTGGAAACACAGAGTCTGAGCTGAAGAAACTTGCTGAAGAAAACCCAGATTTA-
CAAGAAGCATACATTGCAAAACAGAAACGACTTAAATCAAAGCTGCTTGATCATGACAATGTCAAG-
TATTTGAAGAAAATTCTTGATGAGTTGGAGAAAGTCTTGGATCAGGTTGAAACTGAATTGCAAAGAA-
GAAATGAAGAAACCCCAGAAGAGGGCCAGCAACCTTGGCTCTGCGGTGAATCCTTCACCCTGGCA-
GACGTCTCACTCGCTGTCACATTGCATCGACTGAAGTTCCTGGGGTTTGCAAGGAGAAACTGGGGAA-
ACGGAAAGCGACCAAACTTGGAAACCTATTACGAGCGTGTCTTGAAGAGAAAAACATTTAACA-
AGGTTTTAGGACATGTCAACAATATTTAATCTCTGCAGTGCTGCCAACAGCATTCCGGGTGGCCAAGA-
AAAGGGCCCCAAAAGTTCTTGGCACGACCCTTGTGGTTGGTTTGCTTGCAGGAGTGGGA-
TATTTTGCTTTTATGCTTTTCAGAAAGAGGCTTGGCAGCATGATATTAGCATTTAGACCCAGACCAAAT-
TATTTCTAGGTTTGTTGGGATCTTGTCGTGGCAGCTCATCCAAGCATTTAGCTAGACCCTGT-
GATTGCCCGTGGCTCTCTGAGTCTGTCTTATTGAGTAGTTAGCAGTATTTTTTCCTAAAATTCAGAAGT-
CATCTTTGTTACACAACACAGGGGTTCAGGTAGCAATAGGACACAAAATTGCTTTATTCTACAACTGC-
CAGCTCCAGGCAGAAATAGGAAGGCAAAGAGATAAGAGAAGGAAAAATGAGAGAATGAAGTCTGTA-
TAGGGTAGAGCAATAGAAAGTAAGCTTCGGGTGCCTCCAACGTTCATGGCTGCCTGTCTCATTGGTAA-
ACCTCACATTTAGTTACTTGTGGCTACTGCCCACACATACACTTCTGTAATTGAGAACTCTTAGGAGAG-
GACTAGGGAATCACTGGGGATAGTGGGCTGGAGAGAACCCCAGGCTTTATATGTATACTTTGACCT-
CAGTGTTAATTTTAAATGCTTATGAATCACACACATTGCTTTAGTAAGATTAAGTGCTTATATACTAGAA-
ATTTGATGCTCATTGGAACACATCTGCCTAGCATTTCTGTAAAAGTCTTAAGTGATATTAAGAT-
GATTCCTTACCATTTCAGATGGTCCGCAATTTGAATTACCAAGTGGTAATGGTTCCTTACTGTTTTA-
GATGGTGCCTGTGAGATACCATTCCTCTGGATGGTCATGTCCAGTCAGTGGGAGGTAGAAAGGGTGG-
CATCTGTAGCCCTCTTCATACACATAAGTGGCATTTAGGTGAATGTCCCAGCTAATCACTAGCATGTC-
TAGGTATTGGCTGGGTAGTGGGTATTTTGATGATCTGGGGCACCAAATATGTTCATTCTTCGTTTGGG-
GAGGCTGGTCTGTAAACACAAAAATTGTTGTCCAGATCTTTCATCTGTTTATGATCATCAACAAA-
GACTTGTTAGAAAGGTCTAGTCTTAGCACTTGGCAGTTAATCTAGGGAAGATGAATTAAATGGGTAGA-
TAGTGATGCATACCTGTATTCACTGATGTATGTTTAAGGGATTTGGGGGGGATACCTCAGTTCATGTGGA-
AGGGACAGTCTCGGTGTGTCCCATGAATAACCTTGGAACTGCAACAAATGGTTTGTGCTCAGAAAA-
AGTCTTTCATGGTGACAGGAAGACAGTTTCCCTGGAGCTGGCCATGAAGGCCTTAGAAGC-
CATTTCTGGTGTCTGGTGGGTAGCAGGCATAGAGATGATGTGCCGAGGTCCCAGTGAACAACAGTAGC-
CAAAGAATGTACTAACTTTATCATTAATAGGAAAGTCATACCTAGGAAACAATGACTTTTTGATGGCAA-
AATGATTTTTTAATTCTATTTTGATGCTGTAATTCCATTTCATGACCTAGTTGTATTAGAAAACCTTGAT-
GAACTATATGTTCCCGATTTACAAAAAAATTAATAAAACCTCCAGAGTAAACTCAGTCAAACAATAATT-
GAGTAGCAGCTTTTATAACATTTAAAATTTGCACATGAGTGTGTTGTCATATGGAGTGTCTGA-
ATCTGTTGCTGGGACATACCAATCCATGTATTCATTAGAGCCATAGAAGTTATTATTCATTAGTTCA-
TAGTGTTTGAGTTCTTTATGTCACTCTGTTAGAAACAAGAACTGAGTCGTGAAGAAATAAGAATTG-
GATTTTTATAAAAACCTCTGAAGGATATTTACCTATGAAAAAGTTGTTAAGAATAAA*AATTAGAAGTC-
CATGGTTAACTTTTCCTTCAATTTATATTATTCCTGAATCATAGGGAATCTTTCTAGAATGTGTTTATA-
ATTTCCTTGTACAGTTTCTTTGGAAATACGTTAAAGATAGTGGCAATTTCATATATTTCATGGATACTT-
GAGTTTGTGCTTTTAAGGTGTTTGTTTAGGGATACAATGACCACTAGATGTCGCTGTTTATCCAGTA-
GACTAAGATTGAGTGTTCTTTTTGTTCAGCAACTCTTCTAAAATGTTTCAAGCAAAGATAGTAAT-
GACCTCAGTTTCTGAAATAAGGGCATCTTCATCAGATTATTCTTCTGTTTTAAAAAAAAGCTTGAGGCA-
AATGTGAGTGATTTCCAGTGCTTTGAAAGGGATTACAGTATCACACAATGTCAAGCTAGAGTTAAACA-
CAGTATTAGCTAAATAGGCACTTATGTGTATTTTCTTTTTCATGATTATCGGTGACTGGTCAGTGTACT-
CATCAATTTCCAAAATTTGTATAAATATCACAATTAGAAAAATGCCTGAGGTACTAAAGT-
TATGTTGGCTTTTTGTGTCTTAACACACATAAATACTATTGTTATTGCAGCAGATGCCTTTTGAATC-
CATTTTCCATAATTGCGGATAGTCATAAATTGCTTGCTCAATTTTTAGTAATTATTGCTGTTGACAC-
CAGCGTTGTAGATTTTTGGTGTTGTTGAATGCAGTAGAGAGACCAAGACACTATTCTGTAAGATCAATA-

AA*AGTAATTGGAAAATAAATATGAACCCTAAAA

Figura 27. Secuencia del cDNA del gen GDAP1. La secuencia consta de 2630nt y abarca desde el ATG
deinicio dela traduccién hasta el extremo 3' UTR. Los exones aparecen en distintos colores. El inicio del
EST AL110252 aparece remarcado en verde y los distintos sitios de poliadenilacion se muestran en negri-
ta y subrayados. Con un asterisco se sefialan los dos sitios que deben ser utilizados segin los datos del
Northern blot (ver apartado siguiente).
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2.3.4.4. Expresion tisular del gen GDAP1

Los datos disponibles del trabgjo de Liu et a., publicado en la revista Journal of
Neuroscience en 1999, sugerian que e gen homologo de ratdn se expresa Unicamente en
cerebro. Para determinar el patron de expresion del gen GDAPL humano realizamos dos
aproximaciones experimentales, un Northern blot de tejidos humanos y una RT-PCR

tanto de tejidos humanos como murinos.

En el andlisis de Northern blot de mRNA-poli(A)* de varios tejidos humanos (Clontech,
California) utilizamos como sonda génicaun fragmento de 1.015 pb amplificado a par-
tir de la genoteca de cerebro fetal humano que comprende la casi totalidad de la ORF.
Detectamos dos transcritos de un tamario aproximado de 3.9 Kb y 2.9 Kb, respectiva-
mente (Fig. 28). El transcrito de mayor tamafio e intensidad estaria de acuerdo con la uti-
lizacion del tercer sitio putativo de poliadenilacion en e EST AL110252, mientras que
el transcrito de 2.9 Kb se corresponderia con el uso primer sitio putativo de poliadenila-
cion en dicho EST. Como control de la cantidad de RNA en cada tejido hibridamos la
mismamembrana con una sonda de 3-actina. Aunque en la mayoria de tejidos se obser-
vaba una expresion basal, ésta era mucho mas intensa y evidente en cerebro total y en
médula espinal. Entre |os tejidos de origen no neuroldgico |lamaba la atencién la sefia

de intensidad intermedia de la glandula tiroides.
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Figura 28. Andlisis de expresion del mRNA del gen GDAP1. Northern-blot mostrando la existencia de dos
transcritos diferentes en GDAPL, el transcrito mayor, de 3,9 Kb, y un segundo transcrito de 2.9 Kh. La
expresion era mayoritaria en cerebro y médula espinal, y en menor medida en glandula tiroides. Se
empled la Z-actina como control de dosis de carga.

El experimento de RT-PCR (PCR tras transcripcion inversa de mRNA acDNA) se dise-
fi6 de modo que se pudiera detectar amplificacion de DNA gendmico contaminante.
Como control de lareaccion se amplifico el gen GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato des-
hidrogenasa) que tiene una expresion generalizada en todos lostejidos. El andlisis de RT-
PCR mostr6 también que GDAPL1 tiene una expresion ubicua, aunque mucho mas mar-
cada en tgjido nervioso., tanto en humano como murino. La expresion en nervio sural
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humano y en nervio ciatico de ratdn nos indicaba que el gen GDAP1 no se expresa sdlo
€n neuronas sino que también existe expresion en células de Schwann. Sin embargo, se
observo expresién mayor en los tejidos del sistema nervioso central que en tegjidos del

sistema nervioso periférico (Fig. 29).
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Figura 29. Andlisis de expresion del mRNA del gen GDAPL. Andlisis de diferentes tejidos humanos(a) y
deratén (b) mediante RT-PCR de GDAPL. Se usd como control de calidad y cantidad de RNA, el GAPDH.
Los distintos tgjidos se indican en la parte superior de cada linea. En las dos Ultimas lineas hay un con-
trol RT(-) sin transcriptasa inversa, y un control PCR(-), sin DNA en la reaccion.

2.3.4.5. Mutaciones en e gen GDAP1

Basandonos en € cartografiado del gen GDAP1 en €l intervalo definido en 8921.1y de
Su expresion en € sistema nervioso tanto en humanos como su ortélogo en raton, nos
planteamos la busgueda de mutaciones en el gen en los pacientes probando en las tres
familias de las que disponiamos con un fenotipo clinico similar y a partir de las cuales
habiamos logrado localizar €l gen. Para ello, realizamos la amplificaciéon a partir de
DNA gendmico y posterior secuenciacion de los 6 exones y sus secuencias intronicas
flanqueantes, utilizando cebadores especificos disefiados a partir de las secuencias del
gen.

Encontramos seis alelos mutantes y detectamos tres mutaciones distintas, dos sustitu-
ciones de un nucledtido y unainsercién de un nucleétido. Las sustituciones son unatran-
Sicion ¢.487C>T en € exon 4y unatransversion ¢.581C>G en el exédn 5, las cuales pro-

ducen dos son mutaciones sin sentido, Q163X y S194X, respectivamente. Ambas dan
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lugar a codones de parada cuya consecuencia es una proteinatruncada. Latercera muta-
cion eslainsercion de una adenina, €.863-864insA, en el exdn 6 que produce una muta-
cion gque altera la pauta de lectura, tipo frameshift, con dos aminoéacidos distintos de la
proteina salvaje después de la treonina 288 y terminando la proteina en el codén 290
(T288fsX290). El probando delafamilia LF38, IV:1, era homozigoto parala mutacién
Q163X. El probando de la familia LF 249, 11:2, era heterozigoto para las mutaciones
Q163X y S194X. El probando de la familia LF20, 11:4, era heterozigoto para las muta-
ciones Q163X y T288fsX290 (Fig. 30).
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Figura 30. Andlisis de mutaciones de GDAPl en las tres familias, LF38, LF249, y LF20.
Electroforegramas de las mutaciones de GDAP1 en tres probandos a la izquierda y controles normales
paralosexones4, 5y 6 ala derecha del panel. En laimagenes de laizquierda se indica la mutacion sobre
el recuadro y bajo y subrayado € cambio sobre la secuencia de la proteina. El paciente IV.1 de la fami-
lia LF 38 es homozigoto para la mutacion sin sentido Q163X. El paciente 11.2 de la familia LF 249 es
heterozigoto compuesto para las mutaciones Q163X y S194X. El paciente 11.4 de la familia LF20 es hete-
rozigoto compuesto para las mutaciones Q163X y T288fsX290.

Posteriormente, se analiz6 a todos los miembros de las tres familias y se confirmé en
cada geneal ogia la segregacion mendeliana de las distintas mutaciones con la enferme-
dad. Latransiciéon c.487C>T destruye un sitio de restriccion Haelll, 1o que permiti6 el
estudio de la mutacién en las tres familias mediante andlisis de restriccion. En lafigura
31A se muestra este analisis de restriccion en el DNA de los miembros de la familia
LF38. Lamutacion ¢.581C>G del exdn 5 se investigd en los familiares mediante SSCP
(Fig. 31B). La mutacion ¢.863-864insA se analizé empleando una técnica de ASO (oli-

gonucledtidos especificos de alelo en sus siglas en inglés) (Fig. 31C).
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Con € fin de determinar s estos cambios se no eran polimorfismos frecuentes del gen
GDAP1, se estudiaron 134 cromosomas de 67 individuos normales de poblacién espafio-
la. En ninguno de ellos encontramos ninguna de la tres mutaciones, por |o que se deter-
mind que no eran polimorfismosy que si eran la mutaciones causantes de la enfermedad.
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Figura 31. Andlisis de las mutaciones en las tres familias mediante técnicas de analisis de restriccion,
SSCP, y ASO. (A) Segregacion de la mutacién del exén 4 en la familia LF38 mediante analisis de restric-
cion. La sustitucion ¢.487C>T elimina un sitio de restriccion Haelll generando dos fragmentos de 148 y
140 pb respectivamente. (B) Andlisis de la mutacién ¢.581C>G del exdn 5 mediante SSCPs en los dos
enfermos se observa un patrén anémalo de bandas. (C) Anélisis mediante ASO de la mutacion ¢.863-
864insA del exdn 6 en los dos pacientes portadores de dicha mutacién y en poblacion normal.

2.3.4.6. Andlisis de la secuencia de aminoacidos deducida para GDAP1

La proteina GDAPL deducida de la ORF (marco de pauta de lectura en las siglas ingle-
sas) esta formada por 358 aminoéacidos. El andlisis comparativo de la secuencia del gen
GDAP1 con las secuencias depositadas en |as diversas bases de datos mostraba que pre-
senta una homol ogia con diversos organismos. En primer lugar tenia una homologia con
la proteina de raton de un 94%, indicando una gran conservacion en las dos especies. La

region en la cual difiere mas, es en € extremo N- terminal de la proteina (Fig. 32).
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rGDAP1 MARRQDEARAGVPLRVEGPPDKEVHLILYHWTHSFSSQKVRLVIAEKALKCEEHDVSLPL
hGDAP1 MARRQEEQRGSPPLRGKGKADAEVKLILYHWTHSFSSQKVRLVIAEKALKCEGHDVSLPL

rGDAP1 N MYYPR
hGDAP1 N M YYPR
rGDAP1 ENPD
hGDAP1 ENPD
rGDAP1 T NQPWLC
hGDAP1 T QQPWLC
hGDAP1 HVNNIL
rGDAP1 PKXXXXXXXXXXXX RPNYF
hGDAP1 PKVLGTTLVVGLLAG RPNYF
Figura 32. Comparacion de las secuencias de aminoécidos de la proteina GDAP1 humana (hGDAP1) y

deratén (rGDAPL). Las secuencias presentan una homologia del 94% siendo el extremo N-teminal donde
mas difieren. El alineamiento se realizd con el programa BLAST2.

Por otro lado, presenta una homologia con la proteina de Drosophila melanogaster
(CG4623) de un 48% (identidad 30%) y con Arabidopsisthaliana (T14N5.14) de un 46%
(identidad 30%). También detectamos un pardlogo, GDAPllike-1 (GDAPIL1),
(MGC3129), con una homologia del 71% (identidad 57%).

La secuencia de aminoécidos de GDAP1 tiene una gran similitud con las glutation-S-
transferasas (GSTs). Detectamos dos dominios caracteristicos de las GSTs en las posi-
ciones 26-119 (N-terminal) y 210-287 (C-terminal) respectiva-mente. El andlisis de la
estructura secundaria de los residuos aminoacidicos 25 a 100 muestra la topologia de un
sitio de union al glutation, ?a?a??a, que generalmente se localiza en los 80 aminoacidos
del dominio plegado similar a tioredoxina en N-terminal de las GSTs, seguido por €l
dominio I, a-hélice para reconocimiento de sustratos xenobi6ticos. La secuencia termi-
nal del GDAP1 muestra dos dominios putativos transmembrana.

El andlisis filogenético de GDAPL demuestra que GDAPL no pertenece a ningln grupo
de familias de GSTs ya caracterizadas, pero pertenece quizas a un nuevo grupo, mono-
filético, que incluye los GDAPL humanosy de raton junto con los de Drosophila mela-
nogaster (CG4623) y Arabidopsis thaliana (T14N5.14) y GDAPIL1, (MGC3129)
(Cuesta et al. 2002; Marco et a. 2004).

2.3.4.7. Genética dela neuropatia CMT4A: mutaciones, herencia y efectos fundadores

Tras demostrar que las mutaciones en el gen GDAP1 causan la enfermedad CMT4A con
patrén axonal en tres familias, nos planteamos estudiar |a genética de la enfermedad en
la poblacion espariola. Para ello analizamos el gen en 106 casos aislados y 19 familias
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con distinto tipo de herencia mendeliana 'y en los que, previamente habiamos excluido
mutaciones en |os genes més prevalentes, PMP22, MPZ y GJB1 (Claramunt et al. 2004).
El andlisis molecular nos ofreci6 los siguientes resultados: mutaciones en 7 casos aisla
dosy en 5 familias, incluyendo las tres familias originales con herencia autosomica rece-
siva y, para sorpresa nuestra, dos familias con herencia autosdmica dominante.
Encontramos 6 mutaciones distintas en 21 alelos mutantes de los 12 pacientes proban-
dos.

L as mutaciones que ya habiamos descrito —Q163X, S194X y T288fsX290- (Cuesta et al.
2002) se encontraron en una 0 mas familias adicionales. Ademas, se encontraron tres
mutaciones nuevas. Un paciente con una mutacion S194X en un cromosoma presento
una delecion de 4 pb AAAG en € otro cromosoma. Esta delecion representa una muta-
cion por pérdida de la pauta de lectura que genera un codédn de parada en la posicion 145
(E114fsX145), y predice una disrupcién importante de la sintesis de GDAPL. Las otras
dos mutaciones eran cambios de aminoacidos de sentido equivocado, R120W y T157P.
La mutacion R120W se encontré en heterozigosis en dos familias que segregaban €l
fenotipo CMT como un rasgo autosémico dominante y la mutacion T157P se detectod en
un caso esporadico expresandose otra vez la enfermedad como rasgo dominante.
Después de secuenciar todos los exones y regiones intronicas flangueantes no encontra-
mMOS ninguna otra mutacion en |os pacientes dominantes. Ademas, no encontramos estos
cambios de nuclettidos en 196 cromosomas control en individuos de la poblacion gene-
ral espanola, sugiriendo de nuevo que ni R120W ni T157P eran polimorfismos neutros.
La neuropatia CMT4A, tanto desmielinizante como axonal, se describid originamente
en familias segregando la enfermedad como un rasgo autosdémico recesivo. Analizando
nuestra serie encontramos, pues, dos familias y un caso esporadico con una sola muta-
cion. En lafamilia LF292, la mutacion R120W mutacion segrega con la enfermedad en
tres generaciones (Fig. 33). Lamutacion se asociaba con un haplotipo construido con los
marcadores microsatélites D8S279 a D8S84 (Fig. 33A y Fig. 34). En lafamilia LF293
encontramos la mutacion R120W en los dos hermanos afectados (Fig. 33B). En esta
familia los padres no estaban disponibles para los estudios clinicos y genéticos, pero el
padre estaba af ectado por historia. La nifia afectada de lafamilia VAL 8 era heterozigota
para la mutacion T157P (Fig. 33C); la mutacion no se encontré en ninguno de los pro-
genitores. Mediante genotipado de 10 microsatélites no ligados al locus CMT4A exclui-
mos falsa paternidad y confirmamos que la mutacion era un suceso de novo. Tomadas en
Su conjunto, las tres familias representan la expresion del fenotipo CMT como un tras-
torno dominante.
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Figura 33. Arboles geneal dgicos, mutaciones y segregacion de haplotipos de las familias CMT4A auto-
sémicas dominantes. Los individuos afectados estan indicados con simbolos obscuros y los no afectados
mediante simbolos claros. Se muestran las secuencias directas de las mutaciones en GDAP1 identificadas
en los tres probandos. La secuencia del alelo salvaje (WT) se encuentra a laizquierda y la mutacion ala
derecha de cada familia. (A) Familia LF292 con tres generaciones de afectados; debajo de cada simbolo
individual seindica los genotipos de siete marcadores; el haplotipo asociado con el cromosoma mutante
se muestra en negro. (B) Familia LF293 para las que se postula la segregacion dominante por la afecta-
cion del padre por historia (indicado como un simbolo medio relleno). (C) Paciente esporadica como
consecuencia de una mutacion de novo T157P.
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Figura 34. Mapa fisico del locus CMT4A. El gen GDAP1 se indica con una caja obscura. Los marcado-
res microsatélites ligados se indican arriba. Los marcadores tipo SNP rs1025928 y rs959424 en el locus
D83279 se ubican bajo de la linea.
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Encontramos cuatro mutaciones en mas de un cromosoma. Para determinar si cada muta-
cién tenia un origen ancestral comun, procedimos a investigar la presencia de un haplo-
tipo comun compartido. Para construir haplotipos buscamos marcadores SNP en la
secuencia codificante y secuencias flagueantes intrénicas de GDAPL. Tras cribar 224
cromosomas mediante andlisis de SSCP unicamente encontramos el SNP ¢.507T/G enla
region codificante (exon 4), el cual representa un cambio sinGnimo S169S. En esta situa-
cion, procedimos a construir haplotipos extendidos mediante el andlisis de seis marca-
dores microsatélites flanqueantes D8279, D886, D851, D8S1474, D8S1829 y
D834, los cuales se extienden ~2,83 Mb arededor del locus CMT4A (Fig. 34).

La mutacién mas frecuente en nuestra poblacién es Q163X. Cinco pacientes eran homo-
alélicos para Q163X y tres pacientes eran heterozigotos compuestos para Q163X y una
mutacion diferente. Cuatro pacientes, incluyendo tres homozigotos, procedian de valles
del Pais Vasco; en definitiva, siete cromosomas portadores de Q163X tenian origen
vasco. Los otros seis cromosomas mutantes procedian de otras comunidades de Espafia,
esto es, Castillay Leony el Pais Vaenciano (Fig. 35).

)

Lt

Figura 35. Mapa de Espafia y sus 17 Comunidades Auténomas. Los cromosomas portadores la mutacién
Q163X estan representados circulos negros: 7 en €l Pais Vasco, 4 en el Pais Valenciano y 2 en Cadtillay
Leodn.
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Para estudiar €l origen de la mutacion, construimos haplotipos en el locus CMT4A locus
en nuestras familias. Cuando consideramos sdlo el haplotipo nuclear D8D551-¢.507G/T-
D8S1474 observamos tres haplotipos diferentes asociados con la mutacion Q163X: el
haplotipo 5-G-3 se observo en 11 cromosomas, mientras que |os haplotipos 4-G-3 y 5-
G-2 se asociaban con los cromosomas C y F, respectivamente (Fig. 36). Las variaciones
alélicas observadas representan el cambio de una Unica repeticion que podria haberse
producido por mutacion. Con todo €ello, interpretamos que los tres haplotipos represen-
tan un haplotipo ancestral comun, habiéndose originado los cromosomas C y F por muta-
ciones de |os elementos repetitivos. Nosotros postulamos que la mutacion Q163X se ori-
gind una vez en la Peninsula Ibéricay se encuentra en enfermos y familias segregando
el fenotipo CMT4A como consecuencia de un efecto fundador.

Para confirmar esta hipotesis extendimos el analisis de haplotipos con mas microsatélites.
El andlisis de todos los marcadores nos sugirié de nuevo la presencia de un haplotipo
comun ancestral 7-3-5-G-3-6-6. Siete de los 13 cromosomas comparten e haplotipo
comun, mientras gue encontramos variaciones en algunos microsatélites en [os otros seis
cromosomas (Fig. 36). Observamos aelos diferentes en los marcadores D886 y
D8S1829 en e cromosoma C. Este hallazgo plantea la cuestion de s € cromosoma C
derivé del ancestral después de varios sucesos genéticos (mutaci ones o recombinaciones).
Sin embargo, dado que los marcadores flanqueantes D8S279 (el alelo 7 representa el 8%
de los cromosomas normales) y D834 (el alelo 6 representa el 54% de los cromosomas
normales) no cambiaban respecto del haplotipo comin pensamos que la hipotesis de un
anico origen para la mutacion Q163X es la mas probable. En el locus D8279 el cromo-
somaancestral se divide en tres hapl otipos diferentes: tres cromosomas son portadores del
alelo 5 (cromosomas E, F y H), un cromosomael alelo 3 (cromosoma J) y otro el aelo 6
(cromosoma 1). Con € fin de determinar s la variacion se generd por recombinacion
(D8279 se encuentraa 2,1 Mb mas alla de D8286) o por mutacion de las repeticiones,
ampliamos el genotipo del locus D8S279 empleando SNP estrechamente ligados. Nuestro
argumento era que el analisis de SNP muy cercanos reduciria e riesgo de mutacion del
marcador siendo, a mismo tiempo, minima la posibilidad de recombinacion.
Genotipamos & SNP rs1025928 (alelo T 70%, alelo C 30% en la poblacién normal) en
los pacientes. Observamos cinco segregaciones alélicas de los marcadores rs1025928-
D8279 en los cromosomas mutantes: C-7, T-5, C-5, T-3 'y C-6. Postulamos que € haplo-
tipo corto C-7 representa el cromosoma ancestral portador del haplotipo extendido C-7-
3-5-G-3-6-6. A partir de ahi, la variacion en D8S279 asociada con €l aelo C se interpre-
taba como consecuencia de una mutacion (cromosomas E, H e |), mientras que la pre-

67



sencia del aldlo T sugeria que la variacion en D83279 seria consecuencia de un suceso
recombinante (cromosomas F y J). Empleando la variabilidad intraalélica de los marca-
dores més cercanos D8S651 y D8S1474 estimamos la edad de la mutacion Q163X en
aproximadamente 33.000 afios (1650 generaciones, 20 afios por generacion).

Recientemente, el grupo de James Lupski del Baylor Collage de Houston, en Texas,
Estados Unidos, ha publicado en la revista Annals of Neurology tres familias hispanoa-
mericanas con pacientes homozigotos parala mutacion Q163X. Dos de las familias eran
originarias de Costa Rica (familias HOU364 y HOU726) y una de Pera (familia
HOU531). Debido a que los enfermos de las tres familias compartian una haplotipo
comun y tenian un origen hispanico, estos autores postularon que se trataba de una muta-
cion fundadora originada en la Peninsula I bérica. Con el objetivo de confirmar esta hipo-
tesis comparamos | os hapl otipos en € locus CMT4A aquellos de | os paci entes espariol es.
Pudimos observar que cuatro de los cromosomas hispanoamericanos compartian el
haplotipo comun C-7-3-5-G-3-6-6 con los cromosomas espafioles. Los otros dos cromo-
somas mostraban diferencias aélicas en los marcadores rs1025928 y D8279 (Fig. 36).
Estos datos confirman que la mutacion Q163X tiene un origen ancestral comun en
pacientes y familias de ambos lados del Océano Atlantico y la existencia de un efecto
fundador de la mutacion Q163X en la Peninsula Ibérica.  Observamos, también, una
variacion idéntica en el locus D83279 tanto en los cromosomas  espafioles como en los
hispanoamericanos. Los cromosomas R y J compartian €l mismo hapl otipo mientras que
el cromosoma S tenia un haplotipo idéntico al de los cromosomas E y H. Estos hallaz-
gos planteaban dos posibles hipétesis sobre la migracion: primera, la mutacion Q163X
migro desde Esparia a América en una ocasion, probablemente asociadacon el aelo 7,y
mas tarde los otros haplotipos aparecieron bien por recombinacion bien por mutacion;
segunda, la mutacion Q163X llegaria a América en mas de un movimiento migratorio.
Tras el andlisis de los origenes geogréaficos, nosotros proponemos gue la mutacion migré
en tres ocasiones distintas hacia América. Al menos una de estas migraciones partio del
Pais Vasco, la asociada a |os cromosomas J (vasco) y R (peruano).

Esta misma clase de andlisis |a aplicamos a otras dos mutaciones encontradas en
dos cromosomas cada una: S194X y T288fsX290 (Fig. 37). Observamos que cada una
de las mutaciones se asociaba con un Unico haplotipo confirmando un Unico origen para
cada una. La mutacion S194X se asocio con un haplotipo comun de D8S551 a D8S84
en los dos cromosomas espafioles. Tuvimos la oportunidad de estudiar una familia
marroqui (PN860) homozigota para esta mutacion y confirmamos que S194X tiene un
origen comun Espafiay en Marruecos (Nelis et al. 2002; Claramunt et al. 2004).
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3. ASPECTOS CLINICOS DE L AS NEUROPATIAS PERIFERICAS HEREDI-
TARIAS. CORRELACIONES GENOTIPO-FENOTIPO Y DIAGNOSTICO
MOLECULAR

La variabilidad genética de las neuropatias periféricas, tanto mendeliana como molecu-

lar, ha hecho del andlisis molecular una herramienta muy importante para el diagnostico
de los pacientes y para €l consgjo genético. En este contexto, resulta fundamental la
incorporacién en la historiaclinica del érbol geneal6gico. Este es la herramientaimpres-
cindible para definir el patrén de herenciay, con ello, orientar dos aspectos basicos del
consegjo genético, el riesgo de recurrencia 'y e diagnostico molecular. El diagnostico
molecular es el que ha de permitir ofrecer alas paregjas la posibilidad de diagndstico pre-
natal y preimplantatorio. En el diagnéstico de las distintas mutaciones hemos aplicado
una amplia variedad técnicas moleculares basadas en €l andlisis de polimorfismos tipo
RFLP o del tipo microsatélites paraladuplicacion CMT1A y ladelecion HNPP (Fig. 38)
o0 €l andlisis de cribado mediante SSCP'y secuenciacidn posterior del DNA.
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Figura 38. Andlisis molecular de la duplicacion CMT1A y HNPP. (A) RFLP VAWA409R3a/Mspl mediante
Southern blot que detecta tres alelos y la carga de dosis génica para el estudio de la duplicacion CMT1A;
la banda de 5,5 kb es un control de carga. (B) Idéntico andlisis de la delecién HNPP en una familia en la
que se aprecia la pérdida de heterozigosidad en la segregacion de la mutacion de la madre a su primera
hijay su hijo. (C) Andlisis del microsatélite STR-9B en cuatro pacientes con CMT1, observandose en los
casos 2y 4tresalelosy en los casos 1y 3 dos alelos, pero apreciandose doble dosis génica interalélica.
(D) Analisis de Southern del fragmento de unién que produce la duplicacion CMT1A (banda de 3,2 kb)
en el panel izquierdo y de la delecion HNPP (banda de 7,8 kb) en el panel de la derecha.
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En € laboratorio, nuestro grupo ha tenido la oportunidad de estudiar y diagnosticar mas
de 500 familias con neuropatia periférica hereditaria. Trabagjando con este amplio material
biol 6gico hemos podido estudiar la expresion clinica de las mutaciones en distintos genes
y establecer correlaciones entre el genotipo y el fenotipo clinico. En base a esta experien-
cia, hemos participado en varios seminarios internacionales cuyos objetivos eran definir
criterios diagnosticos, correlaciones clinico-genéticasy guias clinicas de laenfermedad de
Charcot-Marie-Tooth y de la neuropatia hereditaria con susceptibilidad a la paralisis por
presiéon. Estos seminarios han sido: "2nd Worshop of the European CMT Consortium:
53'd ENMC International Workshop on Classification and Diagnostic Guidelines for
Charcot-Marie-Tooth type 2 and Distal Hereditary Motor Neruopathy, September 1997,
Naarden, Holanda" (Neuromus Dis 1998a) y "3rd Worshop of the European CMT
Consortium: 54" ENMC International Workshop on Genotype/Phenotype Correlationsin
Charcot-Marie-Tooth type 1 and Hereditary Neuropathy with Liability to Pressure Palsies,
November 1997, Naarden, Holanda' (Neuromus Dis 1998b).

La neuropatia hereditaria con susceptibilidad a la pardlisis por presion o HNPP es un
trastorno que ha merecido mayor atencion desde que se describio en 1993 ladelecion de
1,5 Mb como la mutacion mas frecuente asociada a la enfermedad. En nuestro grupo
hemos realizado colaboraciones con investigadores clinicos con €l objetivo de determi-
nar |os aspectos clinicos y electrofisiol 6gicos de esta neuropatia en pacientes con dele-
cion y en lafamilia con la mutacion ¢.78+1G>T, descrita anteriormente (Pou Serradell
et al. 1995; Cruz-Martinez et al. 1997a), incluyendo peculiaridades como la neuropatia
del plexo braquial no dolorosos (Cruz-Martinez et al. 1997a; Gil-Néciga et al. 2000), la
duracién de los blogueos de conduccién y la pardlisis del nervio ciético popliteo exter-
no provocada por la pérdida de peso (Cruz-Martinez et al. 1997b).

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 4A se definid en 1993 como una neuropa-
tia autosdmica recesiva desmielinizante cuyo locus, CMT4A, estabalocalizado en € cro-
mosoma 8g13-g21.1. En contraste con estos hallazgos en familias tunecinas, nosotros
encontramos ligamiento genético en e mismo locus en tres familias espafiolas con neu-
ropatia axonal. El aislamiento del gen GDAP1 (Cuesta et al. 2002) permitié confirmar
gue las formas desmilinizantes y las formas axonales son variantes alélicas de la misma
neuropatia genética. El estudio clinico, electrofisiolégico e histopatoldgico de los
pacientes de las tres familias originales (Sevilla et a. 2003) y de nuevos pacientes
(Claramunt et al. 2004) nos haindicado que lalesion basica de la neuropatia CMT4A es
axonal. Gran parte de |os pacientes de nuestra serie también presentan disfonia por paré-
lisis de cuerdas vocales.
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4. CONCLUSIONES

En los apartados anteriores se han presentado los hallazgos y resultados de nuestra activi-
dad cientifica sobre la genética de las neuropatias periféricas hereditarias y su aplicacion
en la practicamédicay la genética clinica. Hemos confirmado que |as neuropatias heredi-
tarias muestran heterogeneidad genética en nuestro pais y hemos demostrado que la enfer-
medad de Charcot-Marie-Tooth tipo 4A esta causada por mutaciones en € gen GDAPL.
L as conclusiones mas importantes del trabagjo realizado se resumen del modo siguiente:

» Laduplicacion CMT1A de 1,5 Mb en 17p11.2 esla mutacion mas frecuente res-
ponsable de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth; la duplicacién y las muta-
ciones en los genes GJB1, MPZ y PMP22 causan € 80 por cien de los casos en
la poblacién espaiiola. La delecion de 1,5 Mb es la mutacion més frecuente cau-
sante de la neuropatia hereditaria con susceptibilidad a la pardlisis por presion,
aungue también puede deberse a una mutacién en e gen PMP22.

 Laduplicaciéon CMT1A eslamutacion mas frecuente en |os pacientes esporéadicos.
Mayoritariamente se produce por un entrecruzamiento desigual entre crométides
no hermanas durante la espermatogénesis paterna; en raras ocasiones se produce

durante la ovogenésis maternay por entrecruzamiento entre crométides hermanas.

» Laenfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 4A esta causada por mutaciones en
el gen GDAP1 en e cromosoma 8qg21.1. Este gen codifica una proteina de 358
aminoacidos que se expresa principal mente en sistema nervioso central y perifé-
rico. El andlisis filogenético sugiere que se trata de una proteina de una nueva
subfamilia de glutation S-transferesas (GST). Los estudios recientes en e labo-
ratorio nos han mostrado que GDAP1 se expresa en neuronas 'y no en células de
Schwann, y que se localiza en la mitocondria (Pedrola et a. enviado a publicar).

» El estudio clinico, electrofisiolégico e histopatoldgico de los enfermos con
mutaciones en GDAP1 indica que la lesion fundamental esta localizada en el
axon, lo que esta a favor de que CMT4A es una neuropatia axonal.

e La mutacion causante de CMT4A més frecuente en la poblacion espafiola es la
Q163X. Esta mutacion también se ha encontrado en familias hispanoamericanas.
A pesar de su diversidad geogréficay étnica hemos demostrado que tiene un ori-
gen unico y ocurrié aproximadamente hace 33.000 afios, probablemente en la
Peninsula Ibérica. La mutacion probablemente migré a América en tres sucesos
migratorios distintos.
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» El andlisis genético y molecular de los genes méas prevalentes asociados a las
neuropatias periféricas hereditarias es una herramienta fundamental para la
determinacion del diagnéstico clinico de estos trastornos neurolégicos y para

ofrecer un consgjo genético a los pacientes y alas familias.
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CAPITULO III
TRASTORNOSDEL MOVIMIENTO

1. INTRODUCCION

L os trastornos del movimiento son enfermedades neurodegenerativas en cuya etiopato-
genia estén involucrados los ganglios basales y, en muchas ocasiones, afectan las fun-
ciones superiores. Entre estos trastornos se encuentra la enfermedad de Huntington y las
distonias. Ambos trastornos han sido motivo de nuestro interés, especialmente desde la
perspectiva del diagndstico genético y de la genética poblacional.

2. HALLAZGOSY CONTRIBUCIONES CIENTIFICAS

2.1. Enfermedad de Huntington

Una de las preocupaciones en el Servicio de Neurologia del H. U. La Fe en los afios
noventa del pasado siglo era la genética clinica de la enfermedad de Huntington (HD)
(MIM 143100), un trastorno devastador tanto en lo personal del propio paciente como
en el &mbito familiar y social, que se caracteriza por movimientos motores anormales,
trastorno de la conducta y deterioro cognitivo. La enfermedad se hereda con caracter
autosomico dominante, 1o que representa un riesgo de recurrencia del 50 por cien, y
penetrancia completa dependiente de la edad. La mutacion que se encuentra en todos |os
enfermos es la expansion del trinucledtido CAG localizado en el primer exén del gen
HD-I1T15. Los neurdlogos Juan A. Burgueray Pilar Solis habian determinado una pre-
valencia de 5,3 por 100.000 habitantes en el Pais Valenciano, lo cual, junto al riesgo de
recurrenciaindicado anteriormente, hacian de la enfermedad de Huntington un trastorno
sobre e que aplicar decididamente el consgjo genético y establecer un programa de
diagndstico presintomatico. Asi, pues, este programa se inicié en enero de 1994 colabo-
rando en € los servicios de Neurologia, Genéticay Psiquiatria. No obstante, la primera
tarea clinica era redizar e diagnostico molecular de los enfermos que acudian al
Servicio de Neurologiay a otros servicios de los hospitales comarcal es valencianos.

2.1.1. Genética clinica

Durante el periodo comprendido entre 1993 y 2000 realizamos €l analisis molecular a
171 individuos con el diagnostico clinico de enfermedad de Huntington. Al mismo tiem-
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po estimamos la distribucién alélica dentro del rango normal en la poblacién valencia-

na. Observamos que este rango variaba entre 8 y 31 repeticiones CAG, con unamodaen

15 repeticiones. En la serie de enfermos encontramos una expansion patol 6gica en 134

de los 171 casos (78,3%), con un rango entre 37 y 86 repeticiones y una moda para €l
alelo de 41 repeticiones (Fig. 39).
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Figura 39. Distribucion del triplete CAG en nuestra poblacion. Se representa €l nimero de repeticiones
frente al nimero de alelos observado. Con barras de color azul se representan los alelos normales, en
color amarillo las correspondientes a los enfermos Huntington y en rojo los alelos intermedios.

Laedad deinicio de la enfermedad esta rel acionada estadisticamente con € nlimero de

repeticiones. Nosotros realizamos el andlisis en nuestra serie y encontramos correlacion,

originalmente en una primera serie corta de 18 enfermos (Solis Pérez et al. 1995) y en la
serie global (Garcia Planells, Tesis Doctoral 2003) (Fig. 40).
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Figura 40. Relacion entre la edad deinicio y €l nimero de repeticiones en la enfermedad de Huntington.
Se muestra la curva que mejor se ajusta a los resultados.
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2.1.2. Diagnéstico presintomatico

Hemos participado y desarrollado € programa de diagndstico presintomatico desde
1994. En la actualidad este programa esta bien asentado en la préctica clinica del H. U.
LaFe. Lavaloracion del primer periodo de seis afios ha sido muy buena. En este tiem-
po solicitaron € andlisis presintomatico 87 individuos con antecedentes familiares y
riesgo de recurrencia del 50 por cien. Por sexos la distribucion fue de un 61 por cien de
mujeres y un 39 por cien de varones. La edad media de los solicitantes fue de 28 afios.
El 31 por cien yatenian hijos previamente ala solicitud. Latasa de solicitud fue del 13,4
por cien. Esta tasa variaba seguin el grado de informacion recibida por los individuos a
riesgo, siendo significativamente mayor cuando las personas tenian un acceso directo a
la informacion que cuando ésta les llegaba de una manera indirecta (Solis Pérez et al.
2001). Todas las personas que entraron en e programa siguieron el protocolo disefiado
para €l andlisis presintomatico segun |os criterios internacionalmente aceptados. Todas
ellas recibieron informacién previa a andlisis genético, tanto relativa a las caracteristi-
cas clinicas, psiquiatricas como al consejo genético; posteriormente selestomd la mues-
tra de sangre para extraccion de DNA vy, finalmente, informacion acerca de |los resulta-
dos, apoyo psicologico continuado y clinico, segun necesidades. En esta primera serie
del programa no volvieron a la entrevista posresultado el 39,7 por cien, sin que influye-
ra sobre ello € resultado positivo 0 negativo para la mutacion (Solis Pérez et al. 2001).

2.1.3. Epidemiologia genética y origen dela expansén CAG en la poblacion valenciana

Laenfermedad de Huntington tiene una distribucién mundial y, en general, se acepta que
s6lo unos pocos sucesos han dado lugar a la expansion patoldgica responsable de la
misma en la mayoria de las poblaciones. Con €l objetivo de determinar el origen de la
mutacién en la poblacion valenciana investigamos la historia genética de la mutacion
CAG en los pacientes probandos de 83 familias no emparentadas, definidas como tales
porque ambos progenitores habian nacido en el Pais Valenciano (Garcia Planells, Tesis
Doctora 2003; Garcia-Planells et al. 2004). Para ello definimos |os hapl otipos asociados
a la mutacién en los pacientes. Estos haplotipos se construyeron con dos marcadores
microsatélites flanqueantes en 5¢ y 3¢ del gen HD-IT15, D4S106 y D4S3034, dos mar-
cadores SNP también flanqueantes, rs1313770 y rs82334, y la repeticion CCG ubicada
muy cerca del triplete CAG en el primer exon del gen (Fig. 41). Para cada uno de los
marcadores determinamos la distribucion de sus respectivas frecuencias aélicas en la

poblacion valenciana normal.
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Figura 41. Distribucion de los marcadores utilizados para la region 4pl16.3. En la figura se muestra la
distancia relativa entre los distintos marcadores utilizados en la elaboracion de habplotipos que incluyan
la repeticion HD-CAG. La flecha gruesa indica la localizacion del gen HD/IT15 y su sentido de trans-

cripcion.

Para determinar qué haplotipos se asociaban ala mutacion utilizamos dos aproximacio-
nes, e analisis de segregacion familiar y, cuando éste no era informativo, el programa
PHASE v2.0 (www.stat.washington.edu/stephens/software.html).

Con € objetivo de conocer el nimero de sucesos mutacionales, realizamos en primer
lugar el andlisis de haplotipos de larepeticion CCG y los dos SNP, rs1313770-HD/CCG-
rs82334. Para el marcador CCG construimos correctamente la fase de segregacion en 79
de los 83 probandos. El andlisis de la repeticion CCG en familias informativas sugeria
gue habia a menos dos cromosomas principal es asociados a la enfermedad en la pobla-
cion valenciana, uno principal o mayor asociado al alelo 7 (79 cromosomas mutantes) y
uno raro asociado al alelo 10 (2 cromosomas mutantes). A continuacion, pudimos esta-
blecer la fase exacta de segregacion del haplotipo nuclear rs1313770-HD/CCG-rs82334
en 48 pacientes de los 79 probandos asociados con €l aelo 7-CCG. Entre los cuatro posi-
bles haplotipos en funcion de los SNP flanqueantes, sblo se pudo establecer dos sin
ambiguedades: A-7-A (haplotipo H1) en 47 familias (56,6%) y A-7-C (haplotipo H2) en
una familia (1,2%). Para obtener mas informacion genética, procedimos a inferir los
haplotipos en los 83 pacientes disponibles (166 cromosomas) empleando el programa
PHASE ya mencionado. Se pudo diferenciar 8 haplotipos diferentes y los dos determi-
nados por segregacion también estaban incluidos. El haplotipo H1 fue con mucho la
mejor opcion pues se generd en 120 de los 166 cromosomas 'y el haplotipo H2 se gene-
ré en 2 de 166 cromosomas. Otros dos hapl otipos merecieron también nuestra atencién
porque estaban representados en un nimero notable de cromosomas: G-7-A (H3) y G-7-
C (H4) en 20 de 166 y 11 de 166 cromosomas, respectivamente. El niUmero elevado de
cromosomas, fase-conocidos o generados in silico, asociados con el haplotipo H1 sugie-
re que este es e més frecuente y que probablemente tenga un Unico origen. Los otros
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haplotipos bien pueden haberse producido a partir de H1, probablemente por recombi-
nacién meidtica, bien pueden representar distintos origenes de la mutacion.

En un intento de conocer mas a fondo la historia genética de la mutacion Huntington en
nuestra poblacién, procedimos a analizar € haplotipo H1 con los marcadores microsa-
télites flanqueantes D4S126 y D4S3034. Volvimos a determinar los cromosomas fase-
conocidos (17 de 47 cromosomas mutantes H1) y a redizar el andlisis informatico.
Obtuvimos 5 haplotipos con fase establ ecida que estaban también presentes en €l anali-
sis del programa PHASE; ademas, éste generd un haplotipo relativamente frecuente que

no habiamos observado en el andlisis de segregacion (Fig. 42).

N.° de cromosomas

Hapl otipos Fase conocida Fase desconocida
HIA 6A7A?2 7 (20)
HIB 5A7A2 (12)
HIC 4A7A2 1 2)

HID 3A7A?2 7 (5)
HIE 3A7A3 1 (8)
HIF 4A7A3 1 (11)

Figura 42. Distribucién de los haplotipos extendidos H1 asociados a los cromosomas mutantes, tanto los
de fase conocida como los generados mediante analisis informético (entre paréntesis).

Cuando cruzamos los haplotipos variantes del haplotipo comin H1 con los datos de la
distribucion geogréfica de los pacientes nos dimos cuenta de que la distribucion de los
haplotipos H1 no era aleatoria. Al contrario, los haplotipos mostraban una tendencia a
distribuirse por comarcas concretas, sobre todo por las comarcas del norte de la provin-
ciadeAlicantey del sur delaprovinciade Vaencia (las |lamadas comarcas centrales del
Pais Valenciano), que son las que presentan mayor prevalencia de la enfermedad (Fig.
43).
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Figura 43. Mapa comarcal del Pais Valenciano. (A) Distribucién de los tres haplotipos extendidos H1
mas frecuentes portadores de la mutacion Huntington mas comin y antigua valenciana. Se aprecia una
distribucion no aleatoria. (B) Prevalencias estimadas de la enfermedad de Huntington en las comarcas
centrales valencianas.

En su conjunto, los datos del andlisis de marcadores y haplotipos asociados a la muta-
cion dindmica CAG de la enfermedad de Huntington sugieren que la mutacion esta pre-
sente a partir de a menos dos sucesos mutacional es independientes, uno mayor asocia
do a aelo 7-CCG y otro menor y muy raro asociado al alelo 10-CCG. En la poblacion
valenciana habria un haplotipo H1 que representaria alamayoria de cromosomas mutan-
tes. Este haplotipo H1 se habria distribuido por las diversas comarcas en momentos his-
toricos diferentes que quedarian representados por las variaciones observadas para los
marcadores D4S106 y D4S3034.

Siendo H1 el haplotipo més prevalente, nos interesamos por datar su origen. Para €ello,
utilizamos dos aproximaciones, una basada en la variacion intraalélica de los marcado-
res flanqueantes y otraempleando e programa BDMC21 v2.1, fundamentado en € ana-
lisis de probabilidades de Monte Carlo (www.rannala.org/labpages/ software.html). El

andlisis con los diversos marcadores mostré una variacion entre 235y 417 generaciones,
segun el método de variacion intraalélicay dependiendo de los marcadores utilizados en
la datacion, y 500 generaciones segun el método basado en Monte Carlo. La mutacién
tendria, pues, una antigliedad de 4.700 a 10.000 afios (una generacion equivaente a 20
anos). Estos datos indican que la expansion més frecuente en la poblacion valenciana,
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asociada al haplotipo H1, es muy antiguay habria aparecido en la época de la expansion
neolitica europea, cuando los humanos iniciaron y desarrollaron las técnicas agricolas y
Se asentaron en zonas geograficas concretas.

2.2. Distoniadetorsion DYT1

Las distonias son trastornos que afectan a los movimientos por la contraccion simulté
nea y no coordinada de los musculos agonistas y antagonistas, posturas anormales con
ausencia de otros signos neurol 6gicos y sin lesiones caracteristicas en €l sistema nervio-
so central. La gran mayoria tienen una causa genética, siendo la mas frecuente la disto-
nia de torsion idiopatica. La causa mas comin de esta distonia es la mutacion en el gen
DYT1 localizado en € cromosoma 9g34. LadistoniaDYT1 (MIM 607706) se transmite
COMO un rasgo autosomico dominante y baja penetrancia, estimada en un 30-40 por cien
de los portadores. La enfermedad se inicia normalmente en las dos primeras décadas de
lavida. Los enfermos manifiestan una distonia generalizada que a menudo empieza en
los miembros inferiores y se extiende progresivamente a |los miembros superiores y a
tronco. La mutacion que se encuentra en la gran mayoria de pacientes DY T1 esladele-
cion 946del GAG gue condiciona la pérdida de un residuo de écido glutamico en la pro-
teina torsinaA. Esta mutacion se ha encontrado en poblaciones de diverso origen, aun-
gue es muy prevalente en la poblacion judia ashkenazi. La mutacion se origina como un
suceso de novo en algunos casos esporadicos. Muy probablemente en cada poblacion la
mutacién se origind como un suceso independiente.

Nuestro grupo se interesd en e estudio de ladistonia DY T1 en 1997. Los trabajos se cen-
traron en dos aspectos. 1) apoyar € diagnéstico clinico y € consgo genético mediante €l
andlisis de la mutacion 946del GAG; 2) andizar € origen de la mutacidn en familias espa-
fiolas. Para ello investigamos la mutacion en una serie de 40 individuos procedentes de 22
familias valencianas no emparentadas con distonia de torsién que acudieron consecutiva-
mente a la consulta de genética clinica (Carmona et a. 2003). Encontramos la mutacion en
5 pacientes'y 6 individuos no afectados de cuatro familias. Estos hallazgos indicaban que e
18 por cien de las familias podian diagnosticarse como DY T1 y que la penetrancia estaba
reducida. Las familias procedian de dos areas valencianas geograficamente y linguistica-
mente diferenciadas. dos familias procedian de la comarca de Los Serranos, a noroeste de
la provincia de Vaencia, castellanoparlante y de caracter rural y relativamente aidada alo
largo delos siglos; las otras dos familias procedian de un mismo pueblo en lacomarca cata-
lanoparlante de la Marina Baixa, en la provincia de Alicante (Fig. 44).
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Figura 44. Distribucion de la mutacion DYT1 en Valencia. (A) Mapa de Espafia donde se indica el Pais
Valenciano en rojo. (B) Mapa comarcal y lingtistico del Pais Valenciano; las comarcas donde se habla
tanto catalan como castellano se encuentran a la derecha de la linea negra, las comarcas castellanopar-
lantes se sitian a la izquierda de la misma.

Ante estos datos epidemiol 6gicos nos planteamos la siguiente hipdtesis genético- pobla
cional: s la mutacién 946del GAG tiene origenes distintos en diferentes poblaciones y
los dos grupos de familias provienen de comarcas lgjanas, sin relacion histérica, y per-
tenecientes a dominios linguisticos distintos, la mutacion deberia ser consecuencia de
dos sucesos no relacionados. Para demostrar nuestra hipétesis construimos haplotipos
con los marcadores ligados a DY T1 y flanqueantes del gen, D9S160-D9S161-DYT1-
D963-D9S162. Para sorpresa nuestra, en todos los individuos portadores, enfermos y

no enfermos, la mutacién se asociaba al mismo haplotipo 6-5-3-5 (Fig. 45).

El Reino de Valenciafue creado cuando |os cristianos procedentes de Aragon y Catal ufia
conquistaron los reinos musulmanes de Valenciay Denia en la primera mitad del siglo
X1I1. La distribucion de los pobladores no fue homogénea a lo largo del territorio. Los
asentadores castellanoparlantes, procedentes en su mayoria de Aragon, se ubicaron en
comarcas interiores del pais, mientras que los procedentes de Catalufia se asentaron en
las comarcas costeras y gran parte de las del interior. El hecho de que en todas | as fami-
lias DY T1 valencianas lamutacion 946del GAG se asociaraa mismo haplotipo nos sugi-
rié que la delecion se produjo antes de la separacion de ambas lenguas romances, caste-
[lano y catalan, del latin vulgar a principios del segundo milenio d.C.
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Figura 45. Arboles geneal dgicos de las familias DYT1 valencianas y analisis de haplotipos. Los cuadra-
dosy circulos obscuros indican varones y mujeres enfermos. Los simbolos con un punto central indican
individuos portadores sanos. El haplotipo comin que segrega con la enfermedad se representa con una
barra negra. +: alelo normal; m: mutacion 946del GAG. Los cromosomas de la paciente 99-273 estan
entre paréntesis porque no se pudo establecer la segregacion correcta.
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Visto que la mutacion 946del GA G tenia un Unico origen en las familias valencianas nos
planteamos investigar familias de otras comunidades autonomas. Pudimos estudiar dos
familias, unade ellas informativa paralos marcadores ligadosa DY T1. Estafamilia pro-
cedia de un pueblo de Castilla-La Mancha. El andlisis de los marcadores mostré que la
mutacion segregaba asociada a un haplotipo distinto a de las familias valencianas (Fig.
46). Este resultado indicaba que en la poblacion espafiola la mutaciéon 946del GAG se

habria producido al menos en dos sucesos independientes.
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Figura 46. Arbol genealdgico y andlisis de haplotipos de la familia DYT1 procedente de Castilla-La
Mancha. El haplotipo que segrega con la mutacion se indica con una barra gris. Los cuadrados obscuros
indican los varones enfermos. Los simbolos con un punto central indican individuos portadores sanos. +:
alelo normal; m: mutacion 946del GAG.

3. CONCLUSIONES

Los trastornos del movimiento son enfermedades graves tanto de la edad pediatrica
como del adulto y, dado su componente etiol 6gico hereditario, €l diagnéstico molecular
de lamutacién y su utilizacion en el consgjo genético son fundamentales en el manejo
clinico de los enfermos y de sus familiares. El desarrollo y la disponibilidad de los ana-
lisis genéticos en la Ultima década han sido bésicos para ofrecer soluciones alos pacien-
tes. Junto con la aplicacion del andlisis molecular y del asesoramiento genético, nuestro
grupo se ha interesado por |a epidemiol ogia genética de la enfermedad de Huntington y
deladistoniadetorsion DY T1 en la poblacion valenciana. Las conclusiones de estos tra-

bajos mas relevantes se resumen del siguiente modo:
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 Las mutaciones expansion CAG del gen HD-IT15 y 946del GAG son marcado-
res biolégicos fundamentales para € diagndstico y € consgo genético de la
enfermedad de Huntington y de la distonia de torsion, respectivamente.

» Una de las aplicaciones fundamentales del andlisis de la expansion CAG en la
enfermedad de Huntington es el diagndstico presintomético. Este fue seguido por
un 50 por cien de losindividuos ariesgo de las familias con laenfermedad en las
consultas de Neurologia 'y de Genética; en términos generales, e programa de
diagndstico presintomético de Huntington esta funcionando muy bien y ofrece
una herramienta de primer orden para el manejo clinico y consejo genético de los
pacientes y de las familias, asi como una oportunidad de disefio vital personal a
las personas a riesgo.

» Laexpansién CAG de la enfermedad de Huntington se originé en la poblacion
valenciana al menos en dos sucesos mutacionales independientes, uno principal
0 mayor que afecta a la gran mayoria los cromosomas mutantes, y un segundo

muy raro.

e Lamutacién mayor se asocia a haplotipo que hemos denominado H1. El anali-
sis de este haplotipo nos ha sugerido que la mutacion asociada es muy antigua,
habi éndose probablemente producido hace 4.700 a 10.000 afios, cuando se pro-
dujo la expansién neolitica en Europa.

 Ladistribucion geogréfica de la mutacion asociada al haplotipo mayor H1 no es
aleatoria. Los haplotipos variantes se distribuyen por comarcas concretas. Estas
asociaciones de haplotipos variantes H1 con comarcas especificas sugieren que
la mutacién fue distribuyéndose en distintos movimientos migratorios por las
comarcas valencianas centrales.

e La mutacion 946del GAG de la distonia de torsién DY T1 tiene un Unico origen
en las familias valencianas y, probablemente, se origind hace aproximadamente
1.000 afios antes de la divergencia del castellano y del catalan del latin.

» Ladelecion 946del GAG se ha producido en la poblacion espafiola a menos en
dos sucesos independientes.
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Enfermedad de Huntington: genética clinica, diagnéstico presintomético y origen
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CAPITULO IV
DISTROFIAS MUSCULARES

1. INTRODUCCION

El término distrofia muscular hace referencia a un grupo importante y amplio de miopa-
tias hereditarias, clinicamente y genéticamente heterogéneas, que se caracterizan por
debilidad y atrofia musculares progresivas. Entre las mas frecuentes se encuentran las
distrofinopatias, que incluyen las distrofias musculares de Duchenne y Becker con una
incidencia de 1 caso cada 3.500 recién nacidos vivos para la forma grave de Duchenne,
ladistrofia miotonica con una prevalenciade 1 cada 8000 individuosy ladistrofiafacio-
escapulohumeral que tiene una prevalenciade 1 cada 20.000 individuos. Otras distrofias
musculares son las distrofias congénitas, las distrofias de cinturas y la distrofia de
Emery-Dreyfus. Todas €llas se heredan con caracter mendeliano. En el seno de nuestro
grupo el estudio de las distrofias musculares ha tenido una orientacién fundamental-
mente clinica y asistencial, aborddndose globalmente el andlisis molecular, €l consgjo
genético y e diagnostico prenatal. Nuestro grupo inicié e estudio de las distrofinopati-
asen 1991 y ladistrofia miotonicay la distrofia facioescapulohumeral en 1992.

2. HALLAZGOSY CONTRIBUCIONES CIENTIFICAS

2.1. Distrofinopatias

L as distrofinopatias son trastornos neuromuscul ares causados por mutaciones en €l gen
deladistrofinao DMD. El espectro clinico incluye las formas clésicas y graves como la
distrofia muscular de Duchenne (DMD; MIM 310200), la forma de inicio mas tardio
como es ladistrofia muscular de Becker (BMD; MIM 300376) y las variantes mas leves
como son el sindrome de mialgias-calambresy la hiperckemia. EI gen DMD se encuen-
tra en € brazo corto del cromosoma X, por lo que estas enfermedades se heredan con
carécter recesivo ligado a X.

LaDMD tiene una de las tasas de mutacion més altas conocidas en el hombre: 1 muta-
cion cada 10.000 gametos por generacion. En un tercio de los pacientes no hay historia
familiar previa, considerandose, pues, gue la enfermedad se produce por una mutacion
de novo, bien en la madre, bien en uno de los abuelos maternos. Generalmente, la debi-
lidad muscular se inicia entre los dos y tres afios de edad aunque su apariciéon puede
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retrasarse. El nifio tiene dificultad para correr, saltar, subir escaleras e incorporarse del
suelo. Presenta una marcha patosa, lordosis lumbar e hipertrofia de las pantorrillas. La
debilidad muscular afecta selectivamente a la musculatura proximal empezando por los
miembros inferiores. El musculo cardiaco también esta afectado y se ha descrito retraso
mental en algunos pacientes. Los nifios necesitan silla de ruedas antes de los 12 afos y
falecen hacia el final de la segunda década o principio deleterceradelavida LaDMB
manifiesta un cuadro clinico similar pero con un curso natural mucho mas leve, aunque
variable, con un inicio més tardio, debilidad menos marcada y progresion mas lenta.
Estos paci entes tipicamente mantienen la deambulacién més alla de los 16 afios y suelen
sobrevivir después de los 30 afios.

El gen de la distrofina fue uno de los primeros en aislarse en 1987 merced a la estrate-
gia de la clonacion posicional. La genética molecular del gen DMD se resume en los
siguientes puntos: 1) localizacion en Xp21.2; 2) un tamafio de 2,3 Mb, con un total de
79 exones y 13,9 kb de ORF o pauta de lectura; 3) se expresa en muasculo esquelético y
cardiaco y, también en tejido nervioso, retina 'y otros tejidos aunque en menor medida;
4) se regula de un modo complejo teniendo secuencias promotoras especificas de tejido
cerebral, muscular, célula de Purkinje, retinay otros; 5) en el 65 por cien de los casos la
mutacién es una delecién de tamafio variable, mientras que en un 5 por cien la mutacién
esunaduplicaciony en el resto de pacientes |a patologia molecular es una mutacién pun-
tual; 6) la variabilidad clinica, especialmente la relativa a la forma Duchenne versus la
forma Becker, se explica mayoritariamente por la hipotesis de la ruptura (DMD) o no
(DMB) de la pauta de lectura del gen delecionado.

En e estudio de las primeras 40 familias que se remitieron a programa de Neurogenética
paraanalisisdel gen DM D encontramos unadelecion en e 42,5 por cien dedlas. Eteresul -
tado nos sugirié que algunos de |os pacientes estudiados realmente no padecian una distro-
finopatia sino algunas de las formas graves de distrofias de cinturas (Palau 1992; Navarrete
et a. 1993). En relacion con los fenotipos alélicos Duchenne y Becker, pudimos confirmar
lahipétesis delapautade lectura. Unicamente hubo dos excepciones, dos hermanos con una
delecidn del exon 5, delecion en pautay fenotipo Duchenne, y un paciente con delecion de
los exones 3-7 en los que hay pérdida de la pauta de lecturay sin embargo mostraba una
fenotipo Becker. En ambos casos las deleciones involucraban los exones 3 a 7 de laregion
5¢ en la que se han descrito més excepciones alaregla de la pauta de lectura del gen.

Durante la década de los noventa estudiamos aproximadamente 200 familias con alguna
forma clinica de distrofinopatia, siendo la mayoria DMD. En esta enfermedad el conse-
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jo genético es una herramienta fundamental para el mangjo clinico de los pacientesy de
sus familiares, especiadmente de las mujeres -madres y hermanas- por el carécter de
enfermedad muy grave con transmision ligada al X. Las mujeres con hijos enfermos y
antecedentes familiares son portadoras obligadas y su riesgo de transmision de la enfer-
medad a los hijos varones y del rasgo de portadora alas hijas es del 50 por cien. Por €l
contrario, en el caso cada vez més frecuente de |os casos aislados sin antecedentes en la
familia, lamadre del enfermo tiene un riesgo a priori de que sea portadora de un tercio.
En este contexto clinico y geneal 6gico, el diagnostico molecular de los pacientesy delas
mujeres de su familia se convierte en una técnica basica para establecer si son o no por-
tadoras. Ademés, € diagndstico prenatal es una herramienta de primer orden en el con-
Sgj0 genético que se ofrece a las familias. El andlisis molecular se realiza, en primer
lugar, buscando deleciones del gen DM D mediante técnicas de transferencia de Southern
(Fig. 47A) y de PCR miultiple (Fig. 47B)
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Figura 47. Andlisis molecular del gen DMD. (A) Transferencia de Southern en una familia con un hijo
afectado de distrofia muscular de Duchenne en que se detecta una delecién de los exones 6 y 7. El estu-
dio de la dosis génica de estos dos exones demuestra que la madre (carrera 2) y de una hermana (carre-
ra 5) son portadoras de la delecion, mientras que la otra hermana (carrera 4) no lo es. (B) PCR mlltiple
de nueve exones del gen DMD. El paciente es portador de una delecion de los exones 3 al 7 (en al ima-
gen se aprecia la falta de amplificacién de los exones 3 y 6 incluidos en el protocolo de analisis maltiple).
La hermana se habia diagnosticado previamente de portadora. El andlisis del DNA del la vellosidad
corial del feto varén se observa las bandas amplificadas de los exones 3 y 6, lo cual indica que €l nifio no
es portador y no padecera la enfermedad.
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Cuando € diagndstico directo de la mutacion no es posible la segunda herramienta que
se puede emplear es el andlisis indirecto con marcadores ligados. Se establece €l haplo-
tipo asociado a la enfermedad en el paciente probando y se sigue su segregacion en los
miembros de lafamilia. El analisis de haplotipos es Util no sélo para diagnosticar |as por-
tadoras en |os casos familiares sino también cuando se esta ante un caso esporadico (Fig.
48A). Otros de los problemas que se presentan con cierta frecuencia'y que requiere el
andlisis de haplotipos es el denominado mosaicismo germinal (Fig. 48B).
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Figura 48. Aplicacién de marcadoresligados al gen DMD y haplotipos construidos con €llos en dos gjemplos
de andlisis genético familiar de distrofia muscular de Duchenne. El anélisis se hizo con marcadores microsa-
télites flanqueantes e intragénicos y marcadores RFLP intragénicos. (A) Andlisis familiar de un caso espora-
dico portador de una delecion de los promotores cerebral (Pc) y muscular (Pm) en € gen DMD. La madre es
portadora y se observa que la mutacién se produjo en la células germinales del abuelo materno como muta-
cion de novo; deahi seinfiere quelastias maternas del probando no son portadoras. (B) Setrata de una fami-
lia con dos hermanos y un primo hermano enfermos, de lo que se infiere que las respectivas madres son por-
tadoras; al andlisis de haplotipos muestra que la mutacién se produjo en las células germinales del abueloy
que éste seria portador de un mosaicismo de grado variable y desconocido en sus espermatocitos.

2.2. Distrofia mioténica

Ladistrofia miotonica (DM 1; MIM 160900) es un trastorno muscular y sistémico gené-
tico que se caracteriza por debilidad muscular y se acomparia de miotoniay de anoma-
lias especificas sistémicas tales como las cataratas oculares precoces, dismorfologia
facial, atrofia testicular, calvicie precoz en varones, fallo renal, hiperinsulinismo y ano-
malias de la conduccion cardiaca. Originalmente se consideré como una alteracion con-
finada a la vida adulta, sin embargo, se ha establecido claramente que también se pre-
senta en la edad pediatrica, mereciendo especial atencion la forma grave congénita que
aparece ya en la época neonatal como un sindrome hipoténico.
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Hasta hace poco se venia pensado que la DM presentaba homogeneidad genética.
Recientemente, se ha descrito una segunda forma clinica, con mayor afectacion de la
musculatura proximal, que esta causada por un segundo gen (DM2; MIM 602668). La
mutacién de la mayoria de familias y pacientes con distrofia mioténica, o DM1, es la
expansion de un trinucelétido CTG en laregidn 3¢ no traducida (3¢-UTR) del gen de
una proteinquinasa, DMPK, localizado en &l cromosoma 1913 (el gen DM 2 se encuen-
traen el cromosoma 3q). Los cromosomas normales DM 1 muestran una variabilidad en
el nimero derepeticionesentre 5y 37 CTGs, mientras que |os cromosomas DM 1 mutan-
tes son portadores de expansiones que varian entre 50 en casos adultos paucisintomati-
cosy més de 1.000 en formas congénitas. Aunque lalongitud de la expansion CTG tiene
una buena correlacion con la gravedad de la enfermedad, los sucesos de mutaciones
somaticas mitéticas y la variacion en la propia linea germinal participan en la variabili-
dad fenotipica. Uno de los fendmenos genéticos y clinicos llamativos de las mutaciones
dinamicas inestables, descrito por primera vez asociado con la distrofia mioténica, esla
anticipacion. La anticipacion genética se define como el proceso biolégico, geneal 6gico
y clinico por € cual los individuos de generaciones recientes de una familia desarrollan
la enfermedad més precozmente y expresan un cuadro clinico més grave. La anticipa-
cion muestra una buena correlacion inversa con el tamafio de la expansion: las formas
Mas graves se asocian con un inicio més temprano de la enfermedad (Fig. 49).
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Figura 49. Anticipacion genética. (A) Grafico representativo de la correlacion entre la edad de inicio y
gravedad de la enfermedad y €l ndmero de repeticiones (Palau 1999). (B) Andlisis de Southern con la
sonda p5B1.4 y digestion enzimética con Sacl en tres miembros de una familia DM1, abuelo materno,
madre y probando con formas paucisintomatico, clasica del adulto y congénita, respectivamente. Se
observa €l tamafio mayor de la expansion en el cromosoma mutante del neonato y muy pequefia en el DNA
del abuelo; también se aprecia el mosaicismo en el DNA de la sangre materna.
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En nuestro grupo hemos aplicado €l analisis molecular de la expansion CTG en més de
100 familias con distrofia mioténica (Navarrete Hervés, Tesis Doctoral 1995). Dada la
gravedad de las formas congénitas, el consgjo genético y el diagndstico molecular han
sido muy importantes en la préactica clinica genética. De hecho, junto con la distrofia
muscular de Duchenne, la distrofia mioténica ha sido la solicitud mayor de diagnostico
prenatal en el programa de Neurogenética del H. U. La Fe llevado a cabo en €l seno de

NUEStro grupo.

En el contexto de estos estudios observamos que la formas congénitas seguian un patrén
sexual sesgado. En un primer estudio de 20 familias DM 1, catorce de €llas con un caso
0 més de distrofia miotonica congénita, observamos gue |os recién nacidos con la enfer-
medad congénita eran siempre hijos de madres portadoras y, mayoritariamente, nietos de
abuel os portadores. En € andlisis de Southern observamos que los casos probando con-
génitos eran portadores de expansiones de mas de 3 kb (1.000 repeticiones CTG), las
madres tenian mutaciones con tamafios variables entre 150 y 1.000 repeticiones y fre-
cuente mosai cismo somético, mientras que los abuel os son portadores de expansiones de
menos de 150 repeticiones, denominadas premutaciones. Observamos en la serie, pues,
una correlacion entre e nimero de unidades CTG y € fenotipo clinico, asi como un
sesgo sexual (Navarrete Hervas et al. 1993). Este hallazgo sugeria que la premutacion
deberia transmitirse a través de un varon para pode acanzar una inestabilidad meiética
gue facilitaria la posterior expansién intergeneracional (Lépez de Munain et al. 1995).

Como hemos comentado, la distrofia miotonica no es estrictamente un trastorno muscu-
lar sino una enfermedad sistémica. Nosotros hemos encontrado asociaciones poco fre-
cuentes tales como disfuncion mental, demencia subcortical y déficit de complego 111 de
la cadena respiratoria (Seijo-Martinez et al. 2003) o carcinoma basocelulares multiples
(Bafiuls et a. 2004).

2.3. Distrofia facioescapulohumer al

Ladistrofia facioescapulohumera (FSH; MIM 158900) es un trastorno del musculo esque-
|ético con herencia autosdmica dominante y expresividad variable. Alrededor del 95 por
cien delos pacientes muestran algun rasgo ala edad de 20 afios. Una proporcion de pacien-
tes son casos esporadicos consecuencia de neomutaciones. El locus FSH se localizo en €
ano 1990 en e cromosoma 4g35. La mutacion asociada ala FSH es e reordenamiento de
una region telomerica que contiene elementos D474 de 3,3 kb repetidos reconocibles por
la sonda p13E-11 (locus D4S104S1) tras la digestion del DNA con la enzima EcoRl. El
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nimero de estas repeticiones varia en la poblacion general y se considera como mutacion
cuando e fragmento de DNA resultante tiene un tamafio menor de 35 kb, consecuencia de
la delecion de varios elementos repetitivos (Fig. 50A). Se postula que la delecién acerca
ria algun gen al teldmero con una funcién en e sistema muscular y gjerceria sobre é un
efecto posicional patogénico. La sonda p13E-11 no solo reconoce e locus D4S104S1 sino
también otro locus en el cromosoma 10026, no relacionado con laenfermedad. Estaregion
puede ser también polimérfica y plantear problemas de especificidad de la técnica de
deteccion de la mutacion. Sin embargo, la utilizacion de una doble digestion EcoRI/BInl
permite diferenciar entre los dos loci 4935 y 10026. En €l caso de que € reordenamiento
por delecion se haya producido en el cromosoma 4935, relacionado con la enfermedad, la
doble digestion reduce en 3 kb € tamafio la banda anormal que aparece con la digestion
simple con EcoRI (Fig. 50B) (Baiget et a. 2004).

Nuestro grupo fue el primero en implementar y desarrollar el diagnéstico molecular de
la distrofia facioescapulohumeral en Espafia, dentro del programa de Neurogenética.
Durante diez afios fuimos centro de referencia paratodo €l pais, estudiandose 120 fami-
lias. El andlisis estaba orientado a apoyar €l diagnostico clinico y €l diagndstico de por-
tadores y consejo genético. Ademés, aungue las solicitudes no eran frecuentes, en gran
medida por tratarse de una enfermedad mayoritariamente del adulto (Palau 1998), serea-
liz6 el diagnostico prenatal en tres ocasiones (Fig. 50B)
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Figura 50. Andlisis molecular del reordenamiento del locus D4S104S1. (A) Andlisis de Southern tras
digestion con EcoRl e hibridacién con la sonda p13E-11 en dos familias con FSH. En la primera familia
la enfermedad se asocia a un fragmento de 12 kb y en la segunda familia con un fragmento de 26 kb,
ambos por debajo de limite normal de 35 kb. (B) Diagnéstico prenatal en una familia con un reordena-
miento de 23 kb. El abuelo paterno es portador asintomético de la mutacién. En la carrera 3 se muestra
una banda de 20 kb tras la doble digestion EcoRI y Blnl, que reduce la banda de 23 kb en tres kb indi-
cando que corresponde al locus del cromosoma 4g35. En la carrera 4 se analiza la muestra de DNA fetal
obtenida por biopsia de vellosidad corial, observandose la banda EcoRI + Blnl de 20 kb lo que confirma
que €l feto es portador de la mutacion.
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3. CONCLUSIONES

» La mutacion mas frecuente de las distrofias musculares de Duchenne y de
Becker esla delecion del gen DMD.

* Las deleciones gque condicionan la pérdida de lectura del gen DMD se suelen
expresar con fenotipo grave Duchenne. Por €l contrario, aguellas que no ateran
la pauta de lectura se expresan con fenotipo Becker y también otros fenotipos
leves como el sindrome de mialgias-calambres.

» Lagenéticay, por ende, el analisis molecular de la distrofinopatias es complegja.
Combina &l diagndstico directo de deleciones y duplicaciones (mutaciones pun-
tuales en centros especializados) mediante PCR mudltiple y transferencia de
Southern y el diagnéstico indirecto empleando marcadores intragénicos e flan-
queantes ligados. En el estudio hay que tener en cuenta si se trata de un caso
familiar o esporadico y fendmenos como la recombinacion intragénica y el

mosaicismo germinal.

 Ladistrofiamioténica DM1 esta causada por la expansion del triplete CTG en el
gen DMPK, cuyo tamafio se correlaciona con el fenotipo clinico y €l fenébmeno
de anticipacion.

« Ladistrofia miotonica congénita muestra un patrén geneal 6gico sexua sesgado
cuya causa no esta bien definida. Podria deberse a que la expansion del triplete
CTG por inestabilidad meiética requiere € paso por espermatogénesis y ovoge-
nésis para acanzar |os tamafios asociados con la forma congénita

» La distrofia facioescapulohumeral se debe a reordenamientos de elementos
D4Z4 en €l locus D4S104S1 del cromosoma 4q35. En el diagnostico es funda-
mental distinguir este locus del locus en el cromosoma 10g26.

 Las solicitudes de diagndstico molecular y consgjo genético de estas distrofias
musculares son frecuentes y, dada sus caracteristicas clinicas (en muchas oca-
siones son enfermedades graves), su genética mendeliana'y molecular y la aso-
ciaciéon con fendmenos genéticos particularmente frecuentes como la recombi-
naciones intragénicas o el mosaisicismo germinal en el gen DMD o la anticipa-
cion en la distrofia miotonica, el diagnéstico prenatal y e diagnostico preim-

plantarorio son herramientas de primer orden en su manejo clinico.
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