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ObietiVOS directo con sonda en el caso de ausencia de banda o banda

Poner a punto una metodologia rdpida y eficaz para el unica en mujeres. lLa PCR resultd mis precisa que el Sout-—
diagnéstico molecular del sindrome X fragil (SXF), me-— hern-blot de ADN gendémico en los portadores premuta-—
diante técnicas de reaccidén en cadena de la polimerasa dos. Finalmente, se halld en una familia recombinacidn
(PCR) del triplete CGG, y establecer asi un protocolo dque entreel locus FRAXA y el microsatélite DXS548.

nos sirva para: a) descartar el sindrome en pacientes con

Conclusiones

retraso mental no clasificado; b) averiguar el genotipo
exacto de los individuos afectados; ¢) estudiar todos los in-—
dividuos en riesgo de las familias con sindrome X fragil y

encontrar los portadores asintomaticos, y d) proporcio—

Estos protocolos de PCR no radiactiva permiten el diag-—
néstico rdpido y seguro del sindrame X frédgil, y estén es—
pecialmente indicados en posibles portadoras y para esta-—
blecer el diagnéstico prenatal.

nar asi el adecuado asesoramiento genético y reproductor
a las familias en las que se transmita el sindrome. Palabras clave:

Pacientes y métodos

Sindrome X fragil. Triplete CGG. PCR. Microsatélite
DXS548.

Se estudiaron 438 muestras de individuos de 50 familias

con sindrame X fragil. Se utilizaron tres protocolos de

PCR, uno para deteccidén con bromuro de etidio y luz ul—

travioleta; el segundo para deteccidén con digoxigenina y el MOLECULAR DIAGNOSIS OF FRAGILE X
sustrato quimioluminiscente (CSPD), tras blotting e hibri- SYNDROME BY POLYMERASE CHAIN

dacion con la oligosonda (CGG)s; el tercero para atplifl= pEACTION: APPLICATION OF A DIAGNOSTIC

car y detectar de forma parecida el microsatélite DXS548.

PROTOCOL IN 50 FAMILIES FROM NORTHERN

Resultados SPAIN
Se encontraron 121 individuos con la mutacién com-—
pleta (60 varones y 61 mujeres); 86 premutados (7 varones Objectives
y 79 mujeres); 16 mosaicos y 215 normales. La PCR ampli- The aim of this study was to develop a rapid, non-radio-—
ficd hasta 120-150 repeticiones, y fue necesario el estudio active and ef fective method for the molecular diagnosis of
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fragile X syndrome (FXS) by the polymerase chain reac-
tion (PCR) of the CGG repeat and to establish a protocol
to be used in: a) ruling out FXS in patients with non-spe-
cific mental retardation; b) determining the exact genotype
of af fected individuals; c¢) studying all at-risk individuals
from families with FXS and identifying asymptomatic ca-
rriers, and d) of fering accurate genetic and reproductive
counselling to families with FXS.

Materials and methods

Samples from 438 individuals from 50 families with FXS
were studied using three dif ferent PCR tests: the first to de—
tect ethidium bromide through ultraviolet light, the se-
cond to detect digoxigenin and CSPD after blotting and hy-—
bridisation with the (CGG) 5 oligoprobe, and the third to
amplify and detect the DXS548 microsatellite.

Results

Of the 438 individuals studied, 121 had full mutations
(60 males and 61 females), 86 had pre-mutations (7 males
and 79 females), 16 showed mosaic patterns and 215 had
no mutations. PCR techniques amplified up to 120-150 re—
peats, and direct study with probes was required when no
bands or only one band was detected in females. PCR was
more accurate than genomic DNA Southern blot analysis
in premutated carriers. In one family, recombination bet-—
ween the FRAXA locus and the DXS548 microsatellite was
found.

Conclusions

These non-radicactive PCR protocols permit rapid and
accurate diagnosis of FXS. They and are especially useful
in prenatal diagnosis and in the identification of carriers.

Key words:
Fragile X syndrome. CGG repeat. Polymerase chain
reaction. DXS548 microsatellite.

INTRODUCCION

El sindrare X fragil es la causa més canin de retraso
mental hereditariol. Los pacientes con este sindrome pre-
sentan un retraso mental de leve a grave, asociado a un
fenctipo caracteristico: cara alarcgada, orejas grandes des—
pegadas, macroorquidismo, hiperactividad, lenguaje re-—
petitivo, etc. ?. Se trata de una enfermedad ligada al cro-
mosoma X, de herencia dominante con penetrancia
incarpleta y cuya prevalencia es de aproximadamente
1:4.000 varones y 1:8.000 mujeres®. Su caracteristica mo—
lecular es una expansién anormal en dos etapas el tri-—
plete OGG localizado en 5" del exén 1 cel gen FMR1 des-—
cubierto en 19914: en la pablacién normal el nimero de
repeticiones CGG es polimdr fico, variando entre 6 y 50;
su expansién hasta unas 200 repeticiones provoca una
remitacidn, llamada asi porque los individuos no mani—
fiestan el sindrome pero el triplete se welve inestable,
pudiendo anplificarse en la siguiente generacién a més
de 200 repeticiones o mutacién campleta en la que se
inactiva el gen aon la consigquiente falta de su proteim y
desarrollo cel sirdrome®. Inicialmente, éste se diagnosti-—
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cd por métodos citogenéticos y, después del descubri -
miento del gen, se describieron las sondas adecuadas

para su estudio molecular directo’. Posteriormente, y de-—
bido a lo laborioso del método Southern-blot, diversos

atores se cantraron en amplificar por reaccién en cade—
na de la polimerasa (PCR) la regién que contiere el tri—
plete CGG®®. Se han descrito asimismo unos marcadores

polimér ficos cel tipo micr osatélite cercanos al gen FMR1

como el DXS548, situado a 150 kb en direccidn centro-—
mérica: este marcador, cel tipo ((B)n es muy informeti—
vo v se han descrito 9 alelos distintos del mismo con una
heter ocigosidad del 70-80 % °. En este trabajo se presenta
el estudio molecular mediante PCR no radiactiva de
438 individuos pertenecientes a 50 familias con sindrome
X fragil del norte de Esparia. Se describe un protocolo de
estudio molecular campleto basado en la carbinacién de
dos técnicas de PCR para la amplificacién del triplete
CGG junto con el método directo. Se valora finalmente
1a utiliced del microsatélite DXS548.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

La Unidad de Genética del Hospital de Basurto reci-—
bié, entre los anos 1991 y 1997, la mayoria ce las peti-
ciones para estudio nmolecular cel sindrare X fragil que
se produjeron en el norte de Espafia. Las muestras para
diagnéstico llegaron seleccionadas en su mayoria por pe—
diatras, genetistas, ginecdlogos y neurdlogos bajo sospe—
cha clinica del sindrome por muy diversas razones: his-—
toria familiar de retraso mental ligado al X, fenotipo
sugerente, citogenética positiva para X frégil, nifios hiper—
cinéticos y/o con pradolamas de lenquaje, autismo, retraso
nmental aislado no clasificado, etc. Fitre todas ellas se ha—
Izron 50 casos indice de sindrare de X fragil; 26 perte-—
necientes al Pais Vasco, 15 a Asturias, siete a Cantdoria y
dos a Ia Rioja.

El trabajo que se presenta se inicidé en el afio 1994 y
amsistié en estudiar las familias ce estos 50 casos indice,
27 cde ellas, de manera rerospectiva, puesto que habian
sido estudiadas por el método directo con sonda o Sout -
hern-blot, y las otras 23 @rospectivamente. Sumaron un
total ce 438 meestras, los 50 casos indice, 308 individuos
oon riesgo genético de llevar la mitacidn por el pedigri
ydros 80 sin riesgo (maridos de portadoras; hijos e hijas
de no portadores que entregaron sus muestras junto con
las de sus padres, etc.). En cuanto al sexo, 248 eran mu-—
wes, 179 varones y 11 diagndsticos prematales (bigesias
de corion). En todas las muestras se estudid, mediante
PCR, el triplete 035 y el microsatélite DXS548.

Este estudio fue avalado por la Canisién de Investiga-—
cidn y el Comité de Ftica del Hospital de Basurto y los
médicos que rearitieron las muestras se encarcgaron ce la
informacién y del consentimiento informado de los pa-—
clertes.
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Estudio molecular

En todos los pacientes se extrajo el ADN a partir de
1520 ml de sangre periférica en acido etilendiaminote—
traacético (EDTA) mediante el método salino (Salting
Out) 1, salvo en los casos de diagndstico prenatal que se
dotuvo de bigosia de vellosidades coriales.

Se han utilizado tres protocolos diagndsticos basados
en la PCR:

L El primero fue para la técnica que hemos 1lamado
de deteccidn v se basa en los métodos descritos por Fu et
4%y Chong et al’, an la introduccién de variantes pro-—
pias. Basicamente consiste en la anplificacién de un frag—
mento que incluye el triplete 036G que se visualiza con
luz ultravioleta mediante tincidn con bromuro ce etidio
tras eledrofaresis en un gl de agarosa al 1,5 % (tabla ).

2. En el segundo protocolo de PCR, utilizado para la
témnica que se ha llamado de “cuantificacidn”, se ha se—
quido la técnica descrita por Brown et al® también con
modificaciones propias. Después de esta PCR, la detec—
cidén del fragmento amplificado se hace migréndolo en
eles e poliacrilamida que se transfierenawn filtroy se
hibridan con una oligosonda del triplete OGG (tabla J).

3 Para la amwplificacién del microsatélite DXS548 de
cada muestra problema se puso a punto el tercer proto-
oolo de PCR. Se utilizd para ello la témnica descrita por
Oucet et al® con los cebadores o primers descritos por
Verkek et al“ y con el método no radiactivo de deteccién
con digoxigenina, que se ha descrito con detalle en la
tbla 1

RESULTADOS

Puece decirse sin lugar a dudas que el primer resultado
consequido, ha sido en realidad la puesta a punto de un
rrotocolo diagnéstico de estudio del sindrare X fréagil en
fes pasos o fases, caro se aorecia en la figua &

Primer paso. Ante la llegada de una muestra de un va—
rén para descartar o diagnosticar el sindrare se realiza
en primer lugar la que se ha llamado “técnica de detec—
cidn”. Con esta PCR sdlo se detectan los alelos de hasta
unas 65 repeticiaes (fig. 28), por lo que, si existe goari—
cidn e banda, el individuo no sera X fragil, o carmo mi-—
cho, un premutado con premitacién menor de 65. Si hay
ausencia de banda se repite la técnica una o dos veces
més, va qe a vecees falla y, si persiste la ausencia ce ban—
da, se sigue con el segundo paso.

Segundo paso. la témica de amantificacidn (fig. 2B) se
aplica a la vez con el ADN del vardn con retraso mental,
que no ha amplificado en el primer paso y con el de su
madre. También se aplica directamente en los casos de
mujeres con retraso mental. Esta téonica anplifica siem—
rre hasta unas 150 repeticiones, por lo que pueden dis—
criminarse per fectamente todos los alelos normeles de los
remutados, salvo en el caso de homocigosidad en las

TABLA 1. Técnicas

Técnica de deteccién

Los cebadores o primers utilizadcs se corresponden
con los llamados C y F respectivamente de Fu et al®:
P4 sense, 5'GCTCAGCTCCGTTTCGGTTTCACTTICCGGT3 ,y
P6 antisense, 5’AGCCCCGCACTTCCACCACCAGCTCCTCCAS

Ias condiciones de reaccién fueran: 2,5 U de Tag Plus Long
(Stratagere); 10 % de su tampdn; 12,5% de DMSO; 10 pm/pl
de cada primer; 40 mM de una mezcla equimolar de dNIP y
200 ng/ w1l de ADN problema en un volumen final de 25 pl

Ies ciclos fieran: 5’ a % °C, sequidos de 35 ciclos ée
cesnaturalizacién, 1’ a 38 °C, hibridacion 2’ a 75 Cy
elongacién 2’ a 75 °C, wnido a una extensién final de wn ciclo
10" a75 °C

Los productos se migran en una electroforesis ce agarosa
al 1,5 % y se visualizan con bromuro ce etidio

Técnica de cuantificacién

Tos cebadores utilizados fueron: P4 sense,
S'GCTCAGCTCCGTTTCGGTTTCACTTCCGGT—:%',y
P5 atisense, 5'TTGTAGAAAGCGCCATTGGAGCCC3', ge
se aorresponden con los primers C y P2 descritos por Fu et
d°, v Knyer et alll,respectivamente

Ias condiciones de reaccidn fueron: 1,25 U de Tag Plus DNA
polinerasa (Roche); 10 $ de su tampdn; 10 % de DMSO;

16 pm/ w1l de cada primer; 10 mM de una mezcla equimolar
de dATP + dCTP + dTTp + 7deaza-dGIP y 200 ng/wl de ADN
poblema en un volumen final de 50 wl

Ics ciclos fieran: 2" a % °C, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacién 30" a ¥ °C, hibridacién 1’ a 61 Cy
elongacién 2’ a 72 °C

Del producto amplificado, se taman 4 wl que, mezclados
con 2 wl e azul formemida desnaturalizante, se
desnaturalizan a 98 °C durante 5’ y se cargan en geles
verticales e acrilamida-trea-TBE (6 %)

Tras la eledroforesis, s transfieren a wn filtro que se hibrida
con una oligosonda (CGG) s marcada con digoxigenina.

Ics filtros se detectan con quimioluminiscencia (CSPD) segun
protocolos modificados de Boehringer Marheim (Roche)

El tamafio de los distintos alelos se calcula por medio ce una
escalera propia creada con el marcador V Digoxigenin-laeled®
(10 pg/ml) de Roche, al que se le intercalaron fragmentos
conocidos de amplificados de ADN del laboratorio, que se
habian enviado a secuenciar

mujeres. En este Gltino caso, asi coro si hay ausencia
de banda, se sigue con el tercer paso.

Tercer paso. Se utiliza el método directo con Southern
blot v la sonda Sthl2.31, no sélo en las dos situacicnes
acabadas de mencionar, sino también para verificar las
remitaciones altas, los mosaicos y en todos los casos de
diagnéstico prenatal. Con este método, utilizado antes
e usar la PR, se describieron las 11 primeras familias de
las 50 aqui presentadas®™.

Aplicando este completo protocolo a las 50 familias
con X fragil se dotuvieron todos los genotipos en las
438 muestras ce esas familias, cuyos resultados gldoales
se muestran en la tabla 2. Se desea destacar en este tra-—
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Muestra ADN de varén
con retraso mental

I

Técnica de deteccion

[

[

]

Presencia de banda

Ausencia de banda

|

|

—No X fragil
— Premutacién

Técnica de
cuantificacion

|

[

I

]

Normal:
banda < 50 rep

Premutacion:
50-150 rep

Sin banda

334

[

Figura 1. Protocolo de diagnés—
tico del sindrare X frégil. rep:

Southern-blot

repeticiaes.

M 1 2 3 4 5
29 rep 50 rep 50 rep 58 rep 60 rep

<4—65rep

42 rep —»
29 rep —p
18rep —p

M M M
N N N N N N Mos N PM

Figura 2. A) Técmnica de deteccidn. Fotografia con video—
printer cde la tincién con bromuro ce etidio.
B) Témnica de cuantificacidn, autorrediografia.
M: marcador ce pesos noleculares; Mos: mosaico;
N: normal; PM: pramitacidn; reo: repeticiaes.

bajo que la témica de cuantificacién ha resultado ser més
recisa que el Southern-blot en los siguientes casos: @) en
casos e preamitaciones muy bajas. Esto nos ha ocurrido
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TABLA 2. Genotipos de los 438 individuos
de las 50 familias con sindrome X fragil

Mutacién Varones Mujeres Tatal

Estado normal 104 (2 VC) 111 (6 VC) 215
Premutacién 7 9 86
60 (1 VC) 6l (2 VC) 121

Mosaico 11 5 16

Mutacién completa

Total 182 256 438

VC: meestras de bigosias de vellosidad corial existente cel total indicado.

en 3 casos: wn vardn ce la familia 13 de 58 repeticiones
que incluso fue dado inicialmente como normel; en la
familia 17, en una douela también con 58 repeticiores, vy
en la familia 27 en la que la madre de un afectado sélo
esenta 47 rpeticiaes (fig. 3; B en 2 casos hallados de
mujeres pramitadas (familias 31 y 49, fig. 4) en las que
por azar, tod el cromosoma X normal estd activo y el
ramutado inactivo, con lo que mediante Southern-blct
sélo se doservan dos bandas.

Descontando estos 5 casos, en el resto de individuos
existia concordancia entre el método de Southern-blct y
la PR, tanto para los valores ce arplificacidn (< 150 re—
peticiones), com para los individuos afectados en los
aue la “no amplificacidn” equivale a mutacién campleta.
Ia excepcidn a esto se encuentra en los mosaicos.

Por ultimo, se ha corroborado que en este sindrome
hay expansién de generacidén a generacidn, aunque se
han encontrado cuatro excepciones o reducciones del
numero ce repeticiones &G a la siguiente generacidn:
familias 16 y 31 de padres a hijas y familias 6 y 50 de ma-—
desahijpehip (fHg. 5.

Para el microsatélite DXS548, la figura 6 represanta la
distribucién de los alelos DXS548, ce los 50 @womosomas
X asociados con el sindrome X fragil. Se han dbtenido
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austro alelos diferentes y se doserva una clara distribu-—
cidn bimodal con dos picos en los alelos 194 y 204. Con-—
trariamente a lo que se ha descrito en la mayoria ce las
publicaciones sdore la ausencia de recombinacién del mi—
@ osatélite DXS548 con el locus FRAXA, nosotros sihe-
mos encontrado un caso de recombinacién en una de
las familias X frégil (familia 19) camo se mestra en la fi-
qura L

DiscusiON

Como se ha comprdoado en los resultados, un dojeti—
vo importante conseguido en este trabajo ha sido la pues—
ta a punto de una metodologia por PCR no radiactiva
para la determinacién de los alelos CGG del locus FRA-
XA. Este protocolo, que cambina dos técnicas de PCR di—
ferentes, puede resdltar largo, pero, en vista e los resul -
tados tan fiables que se dbtienen merece la pena su
utilizacidn. Hasta llegar a éste, se realizaron muchas prue—
bas y experimentos para obtener el mejor resultado, el
més claro y el menos anbiguo: se utilizaron para ello di—
versos cebadores y enzimas, y se canbinaron y modifi—
cron varios protocolos 14 sdre todo en 1o que se re-
fire a la cantidad de ADN, los ciclos y dos camponentes
que merecen especial mencién, que son el DMSO y el
7T-deaza-dGTP. ELl DMO es necesario para evitar la for-—
macién de estructuras secundarias en el ADN que apare-—
cen porque la zoma que se desea anplificar es rica en ci-
tosinas y guaninas, lo que dificulta la anplificacién por
PCR. Realizando prugbas con las técnicas descritas por di—

[] Normal
[l Mutacion completa I
Q© Premutacion 4
47/29
1 2
Il
29

Figura 3. Pedigri ce la familia 27; I-1, mujer portadora
doligatoria por tener un hijo con sindrome X
frAgil, pero no detectada por Southern-bldt, re-
mutacidén muy baja (47 repeticiones por reac—
cidén en cadena de la polimerasa). El nimero
ce repeticiones se encuentra indicado en la
parte inferior derecha.

versos attores7#1* los mejores resultades se dotuvieran al
utilizar el DM al 12,5 % en la téonica de deteccidn v al
10 % en la técnica de cuantificacidn. Por la misma razén
L reguiere tarbién la sustitucidn en la mezcla de reac—
cidén del nucledtido guanina por un compuesto andlogo
denominado 7-deaza-dGTP™, pero como este compuesto
inhile la fijacidn cel bromuro de etidio, su sustitucién
no es posible en la técnica de deteccidn que se visualiza

65/29

3/29

-

Figura 4. Pedigri ce la familia
49: caso de premutacidn encon-—
trado por reaccidén en cadena
de la polimerasa (I-1) y no de—
tectado mediante Souther n-ddt,

debido a la inactivacidn de todo
el romosoma X premutado.

88/35 35/29 0/35

QO Normal

Il @ Mutacion completa
Q© Premutacion
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QO Normal
Il @ Mutacion completa
Q© Premutacion

73/29

~

1 2 3 4 5 6
I
0/29 58/29 0 0/29 29/29 0/29
A

Figura 5. Pedigri ce la familia
50: ejenplo de reduccién de la
aplificacién en el paso e (I-1)
a (I-2) sefialados an fleda.

21
19

Numero

1
0 =

192 194 196 198 200 202 204
Alelos

Figura 6. Distribucién alélica cel microsatélite DXS548
en los 50 aramosamas X fragil de los 50 casos
Indice.

por luz ultravioleta, razén por la que esta PR falla a ve—
ces carencia que se ha compensado incrementando la
concentracién de DMSO (12,5 fente a 10 %) . Por Ultimo,

en la técnica de cuantificacién se optimizéd también la
deteccidén de los fragmentos amplificados. Como se re—
quiere hibridacidn, se prdoaron dos oligosondas distintas,

la (CGG) sy la (O3G) € G, yresultd més efectiva la pri—
mera. Con todo ello, v con la visualizacién de los alelos
por quimioluminiscencia mediante digoxigenina y CSPD
se dbtuvo un protocolo que resultd infalible y fiable,

camo se doserva en la figura 2B.

Cuando se sefiala que resulta fiable no nos referimos
s6lo a su aspecto técnico, sino que también ha habido
una correlacidn exacta entre la clinica (afectacién o no),
el método directo o de Southern-blct y la BR, en el ran—
go de arplificacién de ésta (< 150 repeticiones). Por ctro
lado, dado que el sindrore X fragil tiene una transmi -
sién capleia, vy atraviesa diversos estadios hasta el de-
sarrollo cel sindrome (alelo normel a riesgo, alelo pre-—
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mutado, alelo mutado corpleto), la aplicacién de estas
técnicas al asesoramiento en las familias cdora gran rele—
vancia, sdore todo en las mujeres portadoras premutadas
rara valorar su riesgo. la témica de cuantificacién cel tri -
plete 3G se ha revelado esencial para estudiar el papel
cel tamaio e los diferentes alelos y céno se trangmiten
éstos de generacidén en generacidn.

Desce el descuorimiento del triplete O35, cuya inesta-—
biliced es 1a responsable del sindrare X fragil%®, se suo
que dicha inestabilidad suponia una amplificacién and—
mala, también 1llamada expansidén, de ese triplete en su-—
cesivas generaciones. En las 50 familias se ha verificado
que, en efecto, a través cde la meiosis farenina, de una
remitacion pequeha se pasa en general a otra mayor,y
asi hasta llegar a la mitacién capleta de tal forma que,
a partir de N0-100 repeticiones, el riesgo de expansidn a
mutacién completa es del 100 % en nuestra muestra,
como ya habian publicado otros autores!’ . Conocer
esto es fundarmental para el asesoramiento genético a
esas mujeres.

Ia mayoria de los autores!”? aseguran que ningin
nifio con el sindrare X fragil ha nacido de madres con
menos de 59 repeticiones. Sin embargo, en la familia 27,
la madre cel caso Iindice poseia sélo 47 repeticiones. Ma-—
rray et al (1997) ¥, que han estudiado especificamente las
transmisiones de generacién en generacién, no encuen-—
tran inestabilidad alguna en los alelos claramente nor—
males (limites, 29-39 repeticiones), pero si en los alelos
denominados intermedios o en la zona gris (entre
45-59 repeticiones), que aurentan de tamafio al pasar
de generacidén, aunque ninguna de las amplificaciones
halladas por ellos llega a la mutacién campleta. En este
rango nosotros encontramos 8 portadoras, una de 50 re—
peticiones v 7 de 58: mientras que la mujer con 50 repe-—
ticiones (familia 13) no tuwo ningin hijo con el sindrome
y pasd a sus hijos e hijas wa premutacién superior, dos
de sus hijas de 58 repeticiones si tuvieron hijos con la
mutacién carmpleta. lLas otras 5 portadoras de 58 repeti -
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Figura 7. Familia 19: caso de recombinacién entrelss laod FRAXA v del microsatélite DXS548 enel paso e (I-1) a (IT-).
Pedigri e la familia y autorradiografia del micr osatélite DXS548 de algunos individuos, entre ellcs los inplica—

dos en la recombinacidén.

ciones no pasaron la mitacién campleta a sus hijos. Pero
adamés, en dos familias (familias 1 y 45), se encontraron
tarbién alelos de 50 repeticiones, pero no responsables
el sindrare X fragil y se estudié entonces su transmisién
a través ce varias generaciones y no se encontrd ninguna
variacién, lo que indicd que no eran inestables. En con—
clusién, el asesoramiento genético en este rango ce 45 a
55 repeticiones es celicado: existen alelos normales y ale—
los premutados inestables que, aunque con poca fre-—
cuencia, pueden llegar a pasar a mutacién canpleta. Algo
rarecido habiamos encontrado en una poblacién de ges—
tantes que se ha analizado previamente?, por lo qe ya
en su dia se aconsejaba cautela ocon este tipo de diagnds—
ticos. Adaméds, se ve claro con todo esto lo inportante
e la cuantificacidn exacta del triplete O3 en estas pre—
mutaciones bajas: ya se han descrito en los resultados
que 3 casos ce premitacién ce las familias 13, 17 y 27 no
fleron detectados por el método de Southern-blot. Mac—
pherson et al® fieron los primeros autores en destacar
este mismo praoblema, que se debe a que el método di-
recto con la sonda Sthl2.3 detecta fragrentos normales
de aproximadamente 2,8 Ko en electrofaresis horizatales
de agarosa, que son sensibles hasta unas 80-100 o, lo

cual logra distinguir un alelo de 29 repeticiones de otro
de 5860, pero no mucho mas. Pero adamés, el Southern-
blot, tras digestidn con EooRI/Fagl, detecta normalmente
4 bandas en las mujeres preamitadas, debido a que tanto
los cromosomas X normales como los premutados su-—
fen inactivacién al azar. Fh el extremo de la curva por
azar se encuentran los casos en los que todo el cromoso—
ma X normal estd activo (banda de 2,8 kb) y todo el cro-—
mosoma X premitado estd inactivo (banda de 5,3 kb o
mas) . Es evidente que, en este rango tan alto de pesos
moleculares es my dificil distinguir incluso las premuta-—
ciones de 6065 repeticiones, como ha ocurrido en dos
portadoras (familias 31 y49) (v. fig. 4 2.

Siguiendo con este tara de la inactivacidn o metilacién
de uno de los dos cramosomas X en las mujeres, hay que
carentar también la importancia de la cuantificacién del
triplete 035 en el diagndstico prenatal. las wvellosidades
coriales son muestras erbrionarias extrafetales, por lo
qe el cramosoma X puede no inactivarse, o inactivarse
parcialmente, doteniendo patrones en Southern-hlda: difi -
ciles ce interprear?? . Ia PCR del triplete OGG puede re—
solver estos prablemas, salvo en el caso de que aparezca
una sola banda en un feto hembra, que podria ser ho-
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mocigota normal, o mitada carpleta. Asi, en el diagnés-—
tico prenatal hay que ser cautos, y es necesario utilizar
también las técnicas de Southern-blot e incluso de PCR
de microsatélites cercanos. En cualquier caso, en el diag-—
néstico prenatal no cabe duda de que, si lo primero que
se efectta es 1la PR cel triplete 035, de una forma répi-—
da se habran diagnosticado mas del 75 % ce los fetos: casi
todos los varones (excepto los mosaicos), y las mujeres
heter ocigotas, bien normales o premutadas.

Hay que hacer mencién también a las cuatroregresio—
nes encontradas: dos a partir de varones (familia 16: un
rremutado de 115 repeticiones pasa a su hija wn alelo ce
88 rpeticiaes; familia 31: otro vardn de 105 repeticiones
pasa a su hija también un alelo de 88 repeticiones) y dos
a partir de mujeres (v. fig. 5). Esta disminucién del tama-—
fio del triplete CGG es un fendmeno poco frecuente,
pero también descrito por otros autores®* y se han pro-
puesto diversos mecanismos para explicarlo, como la
conversidn ggnica, las recombinaciones andmalas o las
deleciones. Aunque nosotros hemos encontrado estas
disminuciones al 50 % para varones y mujeres, en labi -
bliografia parecen mas frecuentes las trangmisiones pater—
nas con reduccién que las maternas, lo que podria de—
berse a una no expansién mas que a una reduccidn, pues
se ha descrito que los varones pueden tener en sus es-—
permatozoides alelos CGG mas pequefios que en otras
clulas saréticas'®? .

Por Ultino, respecto al microsatélite DXS548, los resul -
tados obtenidos con la PCR han demostrado que consti-—
tuye una buena ayuda diagndstica: es sencillo de estudiar;
su arplificacién no falla munca, su visualizacién es muy
clara y pueden diferenciar per fectarente incluso aquellas
mujeres heter ocigotas cuyos alelos difieren en una sola
repeticidn (v. fig. 7). Ademds, es un microsatélite muy
informativo en nuestra poblacién: en las mujeres ce las
50 familias estudiadas se ha calculado el porcentaje de
heterocigosidad y se ha encontrado un 71,42 %, resulta—
do similar al puolicado inicialmente?, pero superior al de
otras series? ., Fntatal, ce las 50 familias, sdlo 7 no fueron
informativas (7/50 = 14 %), por portar todos los miembros
de cada familia el mismo alelo. Gracias a esta heteraci —
gosidad pudo establecerse el diagndstico prenatal en
1 caso ce la familia 31: por Southern-blot la muestra de
vellosidades coriales cel feto (XX por citogernética) daoa
una sola banda, lo cual podia deberse a un fallo de meti—
lacién en una hembra normal o podia ser una nifa con la
mutacién conmpleta. La PCR del triplete CGG no se en—
contraba en ese morento puesta a punto todavia y, gra-
cias a que el DXS548 resultd informativo? pudo diag-—
nosticarse el feto caro normel. Posteriormente, se supo
que esta nifia era heterocigota para el triplete CGG
(29/18), pero este caso sirve de ejenplo para aplicarlo
también en casos de hanocigosidad. De todas formes, te—
niendo los métodos directos de diagndstico (Southern
blot v PR cel triplete 035), no hay que utilizar los mé—
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todos indirectos de forma sistemdtica, sino como ayuda
y con precaucidn, pues camo se ha expuesto en los “Re—
sultados”, se ha encontrado un caso de recombinacidn
am el loass FRAXA en la familia 19 (. fig. 7). Este tipo ce
recarbinaciones son muy infrecuentes, siendo asi que en
la mayoria de articulos y revisiones sdore el tam se ase—
gura que no hay recambinacién. Sin embargy, revisando
e manera exhaustiva la bibliografia, se han hallado va—
rios cascs descritos? 33!, 1o qe ratifica las recomenda—
ciones ce carela.
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