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RESUMEN
M. C. Maria del Carmen Barboza Cerda Fecha de Graduacion: Junio 2012
Universidad Auténoma de Nuevo Ledon
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: MAPEO GENETICO DE UN NUEVO SINDROME LIGADO AL
CROMOSOMA X EN UNA FAMILIA MEXICANA

Numero de paginas: 113 Candidato para Doctor en Ciencias con
Orientacion en Morfologia

Area de estudios: Morfologia

Proposito y Método de Estudio:

El presente trabajo tuvo como objetivo mapear una familia con anormalidades genéticas
multiples, integrada por varones afectados y mujeres asintomaticas. Los pacientes compartian
anormalidades digitales, como polidactilia postaxial, braquidactilia y sindactilia cutanea.
Ademés, presentaban braquicefalia, escoliosis, estatura baja, hipoplasia cerebelar y renal, asi
como retraso mental de leve a moderado. En el caso indice no se encontraron ni alteraciones
cromosOmicas ni variaciones en el numero de copia como causas genéticas. El andlisis de
ligamiento genético enfocado sobre el cromosoma X en base a lo sugerido por el arbol
genealdgico, junto con el andlisis de haplotipos evidenciaron una region candidata de ~15.74 Mb
localizada en Xp11.4-p11.21 (lod score >3.0). De manera adicional, se encontrd que la mitad de
las madres portadoras obligadas mostraron un patron de ICX sesgado favorablemente y el resto
mostrd patrones aleatorios. La region candidata incluye 28 genes que codifican proteinas, que
todavia no han sido implicados en algin desorden genético humano. A la fecha,
aproximadamente la mitad de los genes que codifican para proteinas en el cromosoma X, ya han
sido asociados al menos a un fenotipo de enfermedad. Los desérdenes monogénicos ligados al
cromosoma X estan caracterizados por una alta penetrancia en varones, sin transmision de varon
a varén y en las mujeres tanto por una penetrancia incompleta como por una expresividad
variable.

Conclusiones y Contribuciones:

De acuerdo con los resultados obtenidos, se especula que el fenotipo es compatible con
un desorden monogénico cuyo gen involucrado probablemente juega un papel significativo
durante el desarrollo embrionario. En base a las caracteristicas clinicas de los pacientes, junto
con los estudios paraclinicos, el arbol genealodgico, la localizacidon cromosdmica y los ensayos de
ICX, se sugiere que esta familia mexicana probablemente presenta un nuevo sindrome especifico
con un patron de herencia ligado al cromosoma X. Se sugiere llamar a esta nueva entidad
genética sindrome Beto debido a que tres de los varones afectados tenian el diminutivo de Beto.
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“Yo soy el alfa y la omega, el principio y el fin dice el Sefior, el

Dios Todopoderoso, el que es y era y a de venir......

Apocalipsis, 22:13

“Toda persona debe decidir una vez en su vida, si se lanza a
triunfar arriesgandolo todo, o se sienta en su balcon
tranquilamente a contemplar el desfile de los triunfadores™

Thomas Alva Edison.

“El mundo esta en las manos de aquellos que tienen el coraje de
sonar y correr el riesgo de vivir sus suenios”

Paulo Coelho.

“Tu tiempo es limitado, asi que no lo malgastes viviendo la vida de otra persona.
No dejes que te atrape el dogma, que es vivir con los resultados de lo

que otra persona piensa. No dejes que el ruido de las opiniones de los

demds ahogue tu voz interior. Y lo mds importante, ten el coraje de

seguir tu propio corazon y tu intuicion. Ellos saben de alguna manera

lo que realmente quieres ser. Todo lo demds es secundario’

Steve Jobs.
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Mapeo genético de un nuevo sindrome ligado al cromosoma X en una Familia Mezxicana

CAPITULO 1

INTRODUCCION

Los defectos congénitos se presentan en alrededor del 3-4% de los
recién nacidos vivos. La etiologia puede ser cromosoOmica, monogénica o
multifactorial. Es importante que cuando se presenta un caso de
malformaciones multiples se trate de establecer el origen de las mismas. Sin
embargo en un gran porcentaje de los casos esto no es posible y los defectos
congénitos de causa desconocida es de alrededor del 60%.

El abordaje diagndstico en estos casos se basa en la exploracion clinica,
el arbol genealdgico y se apoya en las herramientas genéticas, las cuales han
permitido actualmente elucidar casos en donde se presentaban asociaciones de
malformaciones en distintos aparatos y sistemas de causa desconocida. El
desciframiento del genoma humano y el desarrollo biotecnolégico y
bioinformatico han permitido dilucidar la causas en muchas casos.

El presente trabajo esta relacionado con la presentacion de una familia
mexicana, en la que hay miembros afectados con multiples anomalias

congeénitas entre las cuales resaltan las anormalidades de las extremidades. La
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historia clinica sugirié un forma hereditaria. No existen reportes en la literatura
con un fenotipo similar por lo que se hace uso de las herramientas genéticas

para tratar de identificar el origen de este probable nuevo sindrome.

1.1 GENERALIDADES DE LOS DEFECTOS AL NACIMIENTO.

Defectos al nacimiento, malformaciones congénitas y anomalias
congeénitas son sindnimos usados para describir los trastornos estructurales, de
comportamiento, funcionales y metabdlicos presentes al nacimiento. La
teratologia es la ciencia que estudia estos trastornos (Sadler y Langman, 2006).

Los defectos congénitos interfieren con el proceso de adaptacion del feto
a la vida extrauterina. Son responsables directos o indirectos de una proporcion
de muertes perinatales e infantiles, pues dejan secuelas graves, repercusiones
emocionales y economicas en las familias. Los defectos congénitos en nuestro
pais y en el estado de Nuevo Lebdn, son la segunda causa de muerte en
menores de un afio (Martinez-de Villarreal et al., 2001). La frecuencia de
defectos mayores al nacimiento varian del 3 al 5% en los recién nacidos vivos,
pero aumenta si se consideran los Obitos y los abortos.

En el 2007 Gallegos Rivas y cols., encontraron la presencia de defectos
congénitos en proporcion de 5.5 por 1,000 recién nacidos vivos en un hospital
de tercer nivel de la ciudad de México. Los defectos con mayor frecuencia

fueron las cardiopatias (15.3%), defectos del tubo digestivo (14.2%) vy
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sindromes genéticos especificos (13.2%) Cuadro 1. Se registraron ademas 10
defunciones ocasionadas por los defectos congénitos (13.2%). En las madres
con algun padecimiento, como la diabetes mellitus tipos 1 y 2, la incidencia de
malformaciones congénitas es del 7.8% y la tasa de mortalidad del 15.1%,
mayor que la mortalidad perinatal general, la cual se estima ser del 12.2%

(Gallegos-Rivas et al., 2007).

CUADRO 1. IDENTIFICACION DE DEFECTOS CONGENITOS EN UN HOSPITAL DE LA CIUDAD DE

MEXICO.

Defecto Casos Prevalencia
Cardiopatias congénitas 15 0.85
Defectos del tubo digestivo 14 0.797
Sindromes especificos 13 0.74
Sindrome dismorfologico 13 0.74
Malformaciones del sistema nervioso 12 0.68
central
Cromosomopatias 10 0.56
Arcos branquiales 5 0.28
Alteraciones genitourinarias 5 0.28
Alteraciones musculo-esqueléticas 4 0.22
Defectos en el puimén y la pleura 3 0.17
Oftros 4 0.22

Modificada de Gallegos-Rivas MC et al, 2007.

Actualmente, los métodos de diagndstico tales como los marcadores
séricos Yy ultrasonograficos, permiten identificar mas casos con defectos
congénitos en la poblacion sin riesgo obstétrico o reproductivo. Esto obliga a
mejorar la atencion multidisciplinaria e integral en los centros hospitalarios

(Sadler y Langman, 2006).
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La formacidon de un ser humano, proceso a veces denominado
morfogénesis, implica una interaccion de factores genéticos y ambientales
extremadamente complicada y hasta el momento, no del todo comprendida. Se
calcula que alrededor del 50% de todas las concepciones humanas se pierden
antes de la implantacion, a los 5-6 dias de la concepcion o poco después. Los
estudios realizados en un gran numero de embriones provenientes de abortos
espontaneos ha demostrado que entre el 80 y el 85% de los casos hay graves
anomalias estructurales, que van desde la ausencia completa del embrion en el
saco embrionario hasta una severa deformacion corporal o una anomalia
especifica en un solo sistema organico (Turnpenny vy Ellard, 2012).

Los defectos congénitos afectan cualquier parte del cuerpo y se
manifiestan en los primeros tres meses de vida intrauterina; algunos son
insignificantes y solo tienen repercusion estética (malformaciones menores). En
promedio, 3% de los neonatos presentan al nacimiento un defecto estructural
grave (malformaciones mayores) que interfieren con sus funciones corporales o
la aceptacién social del individuo. Estas alteraciones pueden ocasionar
discapacidad permanente e incluso la muerte en etapa temprana (Sadler y

Langman, 2006).

M. en C. Maria del Carmen Barboza Cerda 4



Mapeo genético de un nuevo sindrome ligado al cromosoma X en una Familia Mezxicana

1.2 CLASIFICACION DE LOS DEFECTOS CONGENITOS.

La clasificacion de los defectos congénitos, segun su mecanismo
patogénico, permiten sospechar el riesgo de recurrencia en la pareja. En esta
clasificacion se encuentran los términos de malformacién, disrupciéon y
deformacion. Con la agrupacion de dismorfias en un paciente puede integrarse
un sindrome, una secuencia, un complejo o una asociacién, cuyo
reconocimiento favorecera los procedimientos que integraran el diagnostico
prenatal y la atencidn médica de la madre y el neonato (Gallegos-Rivas et al.,
2007).

Las malformaciones ocurren durante la formaciéon de estructuras,
principalmente en el periodo de organogénesis y que resultan en la ausencia
parcial o completa de una estructura o en alteraciones de su configuracion
normal. Las malformaciones son causadas por factores ambientales y/o
genéticos que actuan independientemente o en conjunto. La mayoria de las
malformaciones que se limitan a un uUnico 6rgano muestran una herencia
multifactorial, lo que implica la interaccién de muchos genes con otros factores.
Las malformaciones multiples tienen mayor probabilidad de deberse a
anomalias cromosomicas. Las malformaciones tienen su origen durante la
tercera a la octava semanas de gestacion, aunque algunas, principalmente las
internas, se pueden presentar durante el segundo y el tercer trimestre de la

gestacion.
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La disrupcién resulta de alteraciones morfolégicas de estructuras ya
formadas y se debe a procesos destructivos. Un ejemplo de disrupcion es el
efecto ejercido sobre el desarrollo de un miembro cuando una banda de tejido
amniodtico se desarrolla alrededor de los dedos o del antebrazo de un bebe. Por
definicion, una disrupcion no es genética, aunque en ocasiones factores
genéticos pueden predisponer a hechos de este tipo. Por ejemplo, una pequena
proporcion de las bandas amnidticas se debe a defectos del colageno
genéticamente determinados, que debilitan el amnios y aumentan su
propension a rasgarse de forma espontanea.

Las deformaciones se deben a fuerzas mecanicas que moldean una
parte del feto durante un periodo prolongado. El pie equinovaro, por ejemplo, se
debe a la compresion en la cavidad uterina. Las deformaciones involucran
frecuentemente el sistema musculo esquelético y pueden ser reversibles
posnatalmente, como en el caso del pie equinovaro que se resuelve mediante
procesos ortopédicos relativamente sencillos (Turnpenny y Ellard, 2012).

Por otra parte, un sindrome es un grupo de anomalias que ocurren en
conjunto y que tienen una causa comun especifica. Este término indica que se
conoce la etiologia y el riesgo de recurrencia, por ejemplo en el sindrome Down
la etiologia es un cromosoma 21 extra (Turnpenny y Ellard, 2012). En contraste,
la asociacion es la aparicion aleatoria de dos o mas anomalias que ocurren
mas frecuentemente juntas por casualidad, pero cuya causa no ha sido
determinada (Sadler y Langman, 2006); por ejemplo el VACTERL (vértebras,

ano, corazon, region traqueoesofagica, rifdn y extremidades inferiores).

M. en C. Maria del Carmen Barboza Cerda 6



Mapeo genético de un nuevo sindrome ligado al cromosoma X en una Familia Mezxicana

Existen descritos alrededor de 2,400 sindromes dismorficos que al
parecer se deben a una patologia molecular en un gen unico; en cerca de 500
de estos sindromes el gen ya ha sido identificado, mientras que en otros 200 o
mas, no se ha precisado la localizacion del gen en el cromosoma.
Aproximadamente, otros 500 sindromes son esporadicos cuyas causas

precisas no han podido determinarse (Turnpenny y Ellard, 2012).

1.3 ANORMALIDADES CROMOSOMICAS.

El DNA genomico (DNAg) no es una entidad estatica, por el contrario,
estda sujeto a una variedad de cambios hereditarios (mutacion). Las
malformaciones pueden producirse por alteraciones en la division cromosomica
(no disyuncion) o por mutaciones en los genes. Las anormalidades
cromosémicas pueden definirse como cambios que dan como resultado una
alteracion visible de los cromosomas. Las anormalidades cromosomicas
pueden clasificarse en dos tipos segun la extension con que ocurren en las
células del cuerpo; siendo las anormalidades constitucionales cuando existen
en todas las células corporales y las anormalidades somaticas cuando solo
existen en ciertas células o tejidos de un individuo. Las anormalidades
cromosomicas, ya sean constitucionales o somaticas, caen en dos categorias:
anomalias numéricas y anomalias estructurales. Ambas se originan en la

division celular, especialmente durante la meiosis.
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Es posible distinguir tres clases de anormalidades cromosomicas
numeéricas: aneuploidias, poliploidias y mixoploidias. Las aneuploidias
consisten en la pérdida o ganancia de uno o mas cromosomas, por ejemplo la
monosomia es la falta de uno de los elementos en un par de cromosomas (2n-1
cromosoma); mientras que una trisomia es la presencia de tres miembros en un
par cromosémico (2n+1 cromosoma). Las poliploidias es la adicion de uno o
mas complementos haploides (ejemplos, 3n es una triploidia; 4n es una
tetraploidia). Por otro lado, las mixoploidias se refieren a la presencia de dos o
mas linajes de células diferentes en sentido genético en un mismo individuo
(Strachan y Read, 2004).

Algunas alteraciones en la estructura de los cromosomas pueden dar
lugar a malformaciones durante el desarrollo. Algunas de estas anomalias
cromosémicas se deben a la rotura de los propios cromosomas, inducida por
factores ambientales como la radiacion y ciertos teratdgenos quimicos. Este tipo
de error estructural suele ser especifico para un individuo dado y no se
transmite a las generaciones sucesivas.

Otros tipos de alteraciones estructurales cromosdémicas se generan
durante la meiosis y afectan a las células germinales, por lo cual son
hereditarias. Las traslocaciones reciprocas, la formacion de isocromosomas, las
deleciones y duplicaciones son anomalias frecuentes en la estructura de los
cromosomas (Carlson, 2004).

Las investigaciones realizadas en Europa y en Estados Unidos muestran

que entre el 25 y el 30% de todas las muertes perinatales obedecen a
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anomalias estructurales cromosdémicas graves. En el 80% de los casos estan
implicados factores genéticos, y tienen un riesgo de recurrencia del 1% o mas

para futuros embarazos (Turnpenny y Ellard, 2012).

1.4 ALTERACIONES GENETICAS.

Muchas de las mutaciones genéticas repercuten en alteraciones
morfologicas. Estas pueden afectar a cualquier gen de los autosomas o de los
cromosomas sexuales y generar patrones de herencia dominantes o recesivos.

De todas las anomalias congénitas, alrededor del 7.5% corresponden a
defectos monogénicos. Algunas de estas anomalias son aisladas, es decir,
implican a un solo dérgano o sistema, por ejemplo, la hidrocefalia y la
microcefalia, entre otras. Otros defectos monogénicos resultan en sindromes de
anomalias multiples, que implican a muchos érganos y sistemas que no poseen
ninguna relacion embrioldgica evidente, como sucede en el sindrome EEC
caracterizado por: displasia ectodérmica, ectrodactilia y labio hendido/paladar

hendido (Turnpenny y Ellard, 2012).
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1.5 DESARROLLO DE LAS EXTREMIDADES.

1.5.1 Inicio del desarrollo de las extremidades.

La formacion de los miembros comienza al final de la cuarta semana del
desarrollo embrionario en el ser humano con la activacion de un grupo de
células mesenquimatosas del mesodermo lateral somatico. Esas células se
acumulan bajo el tejido epidérmico para crear una protuberancia circular
llamada yema o esbozo de la extremidad. Estudios en etapas tempranas del
desarrollo indican que las células del mesodermo de la placa lateral secretan al
factor de crecimiento de fibroblastos 10 (FGF-10). FGF-10 es capaz de iniciar
las interacciones formadoras del miembro entre el ectodermo y el mesodermo
(Figura 1). Ademas, el acido retinoico parece ser critico en la iniciacion del
crecimiento del miembro, ya que cuando se bloquea la sintesis de acido
retinoico con ciertas drogas se previene la iniciacion de la yema, sugiriendo que
un gradiente de acido retinoico a lo largo del eje anteroposterior puede activar
ciertas proteinas homedticas en células particulares y ahi especificar cuales de

ellas van a ser incluidas en el campo del miembro (Gilbert, 2000).
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FIGURA 1. REPRESENTACION DE LAS SENALES REQUERIDAS PARA LA INICIACION Y
SUBSECUENTE CRECIMIENTO DE LA EXTREMIDAD ANTERIOR EN EL RATON (Mus musculus).
Una senal axial del mesodermo intermedio (MI) induce la expresion de Thx5 en
la placa lateral del mesodermo (MPL) éste activa a Fgf10 que a su vez activa a
Fgf8 en las células del ectodermo (Ect) (Modificada de Logan, 2003).

1.5.2 Induccion temprana de la yema del miembro: Factores de crecimiento de

fibroblastos.

Los primordios mesodérmicos de las extremidades se forman en lugares

separados bajo una banda ancha de ectodermo engrosado que rodea la cara
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ventrolateral del embrion. En los primeros estadios de su desarrollo, el principal
actor es el mesodermo de las extremidades, probablemente actuando a través
de FGF-10, que estimula al ectodermo que lo recubre para que produzca FGF-8
y se convierta en parte funcional de un primordio mesodérmico-ectodérmico en
interaccion, con la capacidad para producir un miembro incluso aunque se
encuentre aislado del resto del cuerpo.

La organizacion de un miembro suele referirse de acuerdo al sistema de
coordenadas cartesianas (Figura 2), de este modo, el eje anteroposterior
discurre desde el primer dedo (anterior) hasta el quinto dedo (posterior). Las
palmas y las plantas son consideradas ventrales, mientras que las partes
opuestas de las manos y los pies son consideradas dorsales. Finalmente, el eje
proximodistal es aquel que se extiende desde la base del miembro hasta las
puntas de los dedos.

Los experimentos de trasplante y rotacion de los primordios de los
miembros en vertebrados inferiores han demostrado que estos ejes se
establecen en el siguiente orden siguiente: anteroposterior (AP), dorsoventral

(DV) y proximodistal (PD) (Carlson, 2004).
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FIGURA 2. ORGANIZACION DE LAS EXTREMIDADES HUMANAS. Representacion de los tres
ejes principales (AP, DV y PD) del desarrollo de los miembros y las estructuras
equivalentes de la extremidad humana que forman. (Modificada de Logan,
2003).

1.5.3 Cresta ectodérmica apical (CEA).

La CEA es el centro de sefializacion que dirige el crecimiento de la
extremidad en el eje PD. La CEA es una estructura engrosada que se forma en
los limites del eje DV en estadios iniciales del desarrollo de la yema del

miembro (Figura 3).
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FIGURA 3. CRESTA ECTODERMICA APICAL. Micrografia electronica de barrido de una
yema de un miembro anterior del pollo. Las flechas indican el engrosamiento
ectodérmico correspondiente a la CEA. D: porcion dorsal; V: porcién ventral
(Modificado de Gilbert, 2000).

Entre las principales funciones que desempefia la CEA se encuentran: 1)
el mantenimiento del mesénquima en una fase activa de proliferacion que
permita el crecimiento PD del miembro; 2) mantiene la expresién de aquellas
moléculas sefializadoras que generan el eje AP; 3) responde a las proteinas
sefalizadoras especificando el eje AP y DV de tal manera que cada célula
tenga las instrucciones sobre como diferenciarse.

El factor secretado por las células mesenquimatosas responsable de
inducir la formacion de la CEA es probablemente FGF-10. La CEA sufre una
serie de cambios morfogéneticos que consisten en cuatro etapas: iniciacion,
maduracion, mantenimiento y regresion; cada una caracterizada por cambios

celulares de forma y en expresion génica.
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En los estadios iniciales de la formacion de la extremidad (Figura 4), el

ectodermo lateral comienza a fabricar FGF-8 a medida que se engrosa para

generar la CEA. Cuando la yema del miembro empieza a sobresalir, la CEA

también produce FGF-2 a lo largo de toda su extension y FGF-4 en su mitad

posterior (Gilbert, 2000).

Etapa 16

inducido

por Fgfl)

Fgf10 —3
Anterior

....... 30~
Posterior

WY +=30WM

'
1

Mesodermo
intermedio

Etapa 17

Proliferacion
sostenida

porFGF8

shh
inducido
por FGF8

Mesodermo
de la placa
lateral

.

Etapa 18

CEA

Proliferacion
sostenida

por FGF8 +
FGF4

........

d

shh Fgft
inducido inducido
por FGF8 + por Shh
FGF4
Ectodermo

FIGURA 4. MODELO MOLECULAR DE LA INICIACION DEL LA YEMA DE LAS EXTREMIDADES EN EL
poLLO. El FGF10 es secretado por el mesodermo de la placa lateral e induce la
expresion de FGF8 en el ectodermo, en los limites del eje dorso-ventral. La
secrecion de FGF8 induce la proliferacion de las células mesenquimales e
induce la expresion de Sonic Hedgehog en la region posterior de la yema de la
extremidad (Modificado de Gilbert, 2000).

M. en C. Maria del Carmen Barboza Cerda

15



Mapeo genético de un nuevo sindrome ligado al cromosoma X en una Familia Mezxicana

1.5.4 Zona de actividad polarizante (ZAP).

En los humanos la especificacion del eje AP del miembro es el cambio
mas temprano de la condicion pluripotente. La ZAP actua como un centro de
transmision de sefales a lo largo del eje AP del miembro en desarrollo. Se ha
demostrado que la sefal en cuestion es Sonic Hedgehog (SHH). Este gen SHH
es considerado un morfégeno, el cual instruye a la célula con respecto a su
destino AP y especifica la identidad digital. La expresion de SHH es regulada
por interacciones dinamicas entre las vias de sefalizacién de retroalimentacion
entre el epitelio y el mesenquima que operan entre la CEA (que expresa FGFs)
y el mesenquima de la yema del miembro a lo largo del eje PD, el cual expresa
al antagonista de la proteina morfogénica de hueso (BMP), Gremlin1 (GREM1).
La expresion de GREM1 se activa en paralelo a la via de sefializaciéon de SHH'y
antagoniza a la via de sefalizacion de BMP para permitir el establecimiento y la
propagacion de la sefializacidon de retroalimentaciéon entre el epitelio y el
mesenquima. En modelos animales, las mutaciones con pérdida de la funcion
en Shh y Grem1 interrumpen el establecimiento de la identidad del eje AP,
resultando en fusion (sindactilia) y en pérdida de digitos. Por otro lado, la
expresion ectopica de la sefalizacion por Shh causa formacion de digitos
adicionales en el extremo anterior del miembro, lo que se conoce como

polidactilia preaxial (PPD). Por lo tanto, la regulacion dinamica de la expresion
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SHH y GREM1 es crucial para el desarrollo normal de la yema del miembro en

humanos (Carlson, 2004).

1.5.5 Control morfogénico del desarrollo inicial de la extremidad.

Debido a que la yema del miembro inicial es simplemente un nucleo de
mesodermo cubierto por ectodermo, la iniciacion del desarrollo requiere la
interaccidn amplia entre en epitelio y el mesenquima. Sin embargo, los trabajos
embrionarios clasicos en pollo, han demostrado que son las células del
mesenquima lateral las que proveen las sehales para iniciar el proceso del
desarrollo de las extremidades y las que determinan tanto la identidad
especifica del tipo de extremidad (anterior-alas/posterior-piernas) como los ejes
de la yema del miembro (Moody, 2007).

Dos de estas sefales, son los factores de transcripcidn que se expresan
en el mesodermo y que pertenecen a una familia génica llamada T-box (por el
locus brachyury). El gen Tbx-5 se expresa de forma exclusiva en los miembros
anteriores (brazos), mientras que Tbx-4 lo hace solo en las extremidades
posteriores (piernas). En estas ultimas otro factor de transcripcion, Pitx-1, se
expresa de una manera mutuamente excluyente con respecto a Thx-4 en la
especificacion del miembro (Figura 5). Estudios realizados en embriones de
pollo indican que los tres genes son efectivamente expresados en el

mesénquima y no en el ectodermo del miembro (Carlson, 2004).
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FIGURA 5. ESPECIFICACION DEL TIPO DE EXTREMIDAD POR LOS GENES T-BoX. A) Tbx-5y
Tbx-4 se expresan en las regiones de las futuras extremidades (alas/piernas);
mientras que Pitx1 es expresado en un dominio mas caudal. Preparaciones de
hibridacion in situ de embriones completos de pollo en el estadio 29, muestran
la expresion de Tbx-5 (B), Thx-4 (C) y Pitx1 (D). (Modificado de Logan, 2003).

De manera interesante, el patron de expresion de cada gen esta
restringido al tipo de miembro, es decir, que se conserva en injertos el tejido del
ala en la yema de la pierna, o el tejido de la pierna en la yema del ala en

embriones de pollo (Carlson, 2004).
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FGF-10 juega un papel critico en la iniciacion del desarrollo de los
miembros aparentemente mediando el papel de Thbx-5 a través de
sefalizaciones en el ectodermo subyacente. Estudios recientes indican que
Tbx-5y Tbx-4 actuan rio arriba de FGF-10 durante la iniciacion del desarrollo de
las extremidades. Otra senal que juega un papel critico es la trayectoria de
sefalizacion Wnt/B-catenina que junto a los FGF’s median la interaccion entre
el epitelio y el mesénquima en el miembro en desarrollo. Después de que Thx-5
es expresado, la sefalizacion Wnt actua en concierto con éste para activar la
expresion completa de FGF-10 (Moody, 2007).

A medida que la yema del miembro comienza a sobresalir de la pared
corporal, sus principales caracteristicas axiales son controladas por centros de
transmision de sefales que interaccionan en cada uno de los tres ejes
cardinales. La ZAP a través de la secrecion de SHH es fundamental para
regular el desarrollo a lo largo del eje AP, y la CEA que estimula el crecimiento
del miembro en el eje PD mediante la secrecion de factores de la familia FGF.
La organizacion del eje DV de la extremidad comienza cuando el ectodermo
dorsal produce la molécula de senalizacion Whnt-7a, que estimula al
mesénquima subyacente de la yema del miembro para que exprese el factor de
transcripcion Lmx-1b, una molécula que confiere el caracter dorsal al
mesodermo situado bajo el ectodermo dorsal (Figura 6). El ectodermo ventral
por su parte expresa Engrailed 1 (En-1), que inhibe la expresion de Wht-7a 'y en
consecuencia también la de Lmx-1b en lo que llegara a ser el mesodermo

ventral de la extremidad, posiblemente por omision. La CEA sefiala el borde
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entre los ectodermos dorsal y ventral de la yema del miembro, el cual se
caracteriza por ser el limite entre la expresion de otro factor de sefalizacion,
radical fringe (r-Fng), secretado por el ectodermo dorsal, y la de En-1, producido

por el ectodermo ventral (Carlson, 2004).

O

mesenquima

FIGURA 6. CONTROL MOLECULAR DEL EJE DORSO-VENTRAL. El esquema muestra la
expresion de Whnt-7a en el eje dorsal, el cual induce la expresién de Lmx-1b en
el mesodermo dorsal subyacente. El gen En-1 es expresado en el ectodermo
ventral. D=dorsal, V=ventral. (Modificada de Rieger, et al. 2010).

Los tres centros axiales de transmision de sefiales AP (ZAP), PD (CEA) y
DV (Wnt-7a y En-1) interactuan en la yema inicial del miembro. La presencia de
Whnt-7a procedente del ectodermo dorsal posee un efecto estimulante sobre la
ZAP, mientras que la expresion del gen SHH, originado en esta ultima region,

es necesario para la produccion de los FGF’s por parte de la CEA, que a su vez
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ejerce una retroalimentacion positiva afiadida sobre ZAP. De manera
simultanea a la constitucion de la ZAP, existe una secuencia ordenada de
genes que contienen homeodominios, desde HOXD-9 hasta HOXD-13, asi
como ciertos genes HOXA, se expresan en la yema inicial de miembro

(Carlson, 2004).

1.5.6 Muerte celulary desarrollo de los dedos.

La muerte celular juega un papel importante en la escultura de la
extremidad. De hecho, es esencial que las articulaciones se formen y que los
dedos se separen. La muerte de células especificas en la extremidad de los
vertebrados esta genéticamente programada y se ha seleccionado durante la
evolucion. Esas células mueren por apoptosis, por lo que la muerte del tejido
interdigital esta asociada con la fragmentacion de su DNA.

La sefal de apoptosis en la mano es llevada a cabo por las BMP’s
(Figura 7): BMP2, BMP4 y BMP7 que son expresadas en el mesenquima
interdigital, ya que el bloqueo de esta via de sefalizacion previene la apoptosis

interdigital (Gilbert, 2000).
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CEA

so§tenida CEA
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BMPR1A
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FGF8 Apoptosis

FIGURA 7. MUERTE CELULAR EN EL DESARROLLO DE LA YEMA DEL MIEMBRO. Durante el
desarrollo, la sefalizacién de BMP hacia el receptor BMPR1A en la CEA causa
una desregulacion de FGF-8, el cual normalmente previene la apoptosis en la
region interdigital. Por lo tanto, la desregulacion de FGF-8 permite que ocurra la
apoptosis ocurra. (Modificada de Pajni-Underwood et al., 2007).

1.5.7 Desarrollo de las extremidades y enfermedad.

El desarrollo tridimensional de las extremidades esta orquestado por una
adecuada regulacién de la sefializacidn celular y de las redes transcripcionales.
Los estudios genéticos moleculares del desarrollo de los miembros en modelos

animales (principalmente en pollo y raton) han proporcionado informacién
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importante en la identificacion de mutaciones y los mecanismos patogénicos de
las deformidades congénitas de las extremidades en humanos. Debido a que la
mayoria de las trayectorias de sefalizaciéon que controlan el desarrollo de las
extremidades también juegan un papel importante en otros procesos del
desarrollo, por lo tanto la identificacion de la alteracion molecular de las
deformacion de los miembros también potencia nuestro entendimiento de las
enfermedades congénitas que afectan otros sistemas, tales como el rifion y el
sistema nervioso central (Moody, 2007).

En humanos, por ejemplo, una mutacion sin sentido en WINT3 genera
una proteina trunca en el extremo amino terminal que causa la enfermedad
genética tetra-amelia (OMIM #273395) encontrada en cuatro fetos afectados de
una familia turca no consanguinea. (Niemann et al., 2004). La tetra-amelia se
caracteriza por la ausencia completa de los cuatro miembros y otras anomalias
en el desarrollo craneofacial y urogenital.

La importancia de la sefializacién de los FGF’s en el desarrollo de las
extremidades se destaca por los hallazgos de que las mutaciones en los
receptores de FGF’s conducen a deformidades esqueléticas y de las
extremidades asociadas en los sindromes de Apert (AS; OMIM #101200), de
Jackson-Weiss (JWS; OMIM # 123150) y de Pfeiffer (PS; OMIM # 101600).
(Ornitz and Marie, 2002). AS y JWS resultan de mutaciones en FGFRZ2, éstos
se caracterizan por sindactilia de manos y pies, ademas de una fusion
prematura de todas las suturas craneales. PS resulta de una sola mutacion en

FGFR1 o de varas mutaciones en FGFRZ2; este sindrome es caracterizado por
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presentar el primer ortejo y el pulgar anchos, ademas de una fusion prematura
de las suturas craneales.

La trayectoria de sefalizacion de SHH controla el patron antero-posterior
del desarrollo de las extremidades. Lettice y cols. en 2003 mostraron que la
polidactilia preaxial tipo Il (PPD2; OMIM #174500) puede resultar de mutaciones
puntuales en SHH, o cuando, es expresado adicionalmente de manera ectdpica
en la parte anterior en un modelo murino, cuando normalmente se expresa en la
ZAP.

GLI3 es un factor de transcripcion que funciona como un mediador
bidireccional de la ruta de sefalizacion de SHH (Biesecker, 2006); mutaciones
en GLI3 resultan en el sindrome de Cefalopolisindactilia de Greig (GCPS;
OMIM #175700). Deleciones grandes o traslocaciones que resultan en
haploinsuficiencia del gen GLI3 se han asociado a GCPS (Pettigrew et al.,
1991); (Vortkamp et al., 1991); (Brueton et al., 1988), mientras que mutaciones
dominantes negativas son encontradas en el sindrome de Pallister-Hall (PHS;
OMIM #146510) (Johnston et al., 2005). Ademas, una mutacion en el codon 764
del gen GLI/3, causa la polidactilia postaxial tipo A1(PAPA1; OMIM #174200).
(Radhakrishna et al., 1997). Esta condicion es resultado de un rasgo
autosdmico que se caracteriza por un dedo extra en el cubito y/o lateral del

peroné de las extremidades superiores o inferiores.
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1.6 HERENCIA LIGADA AL CROMOSOMA X.

Un rasgo recesivo ligado al cromosoma X es aquel determinado por un
gen del cromosoma X y que se manifiesta habitualmente en varones. Un varén
con un alelo mutante en su unico cromosoma X se dice que es hemicigotico
para dicho alelo. Las enfermedades heredadas de forma ligada al cromosoma X
se transmiten por las mujeres portadoras heterocigoticas sanas a los varones
afectados, asi como los varones afectados a sus hijas portadoras obligadas,
con el riesgo consiguiente para los nietos masculinos a través de estas hijas. A
veces se dice que este tipo de genealogia muestra un patrén de transmision
“diagonal” o de “movimiento de caballo de ajedrez” (Turnpenny & Ellard, 2012).

De manera diferente, en algunos padecimientos dominantes ligados a X,
la presencia del alelo dominante es letal para los varones incluso antes del
nacimiento. Por consiguiente, los varones afectados no nacen y se observa un
padecimiento que solo afecta a mujeres, quienes estadisticamente lo pueden
transmitir a la mitad de sus hijas pero a ninguno de sus hijos. Es posible que
haya un antecedente de abortos espontaneos, pero las familias rara vez son lo
bastante grandes para demostrar que el numero de hijos s6lo es la mitad que el

de las hijas (Nussbaum et al., 2007).
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1.7 INACTIVACION DEL CROMOSOMA X.

Hay miles de genes en el cromosoma X, pero relativamente pocos en el
cromosoma Y. La explicacidon del porqué los hombres sobreviven bastante bien
con un solo cromosoma X mientras que las mujeres tienen dos, involucra el
concepto llamado “compensacion de dosis” que fue propuesto por la Dra. Lyon
en 1999. Se sabe por estudios citogenéticos que uno de los dos cromosomas X
esta inactivo en las células femeninas por condensaciéon extrema, este
mecanismo recibe el nombre de lyonizacién en honor a la Dra. Lyon o también
inactivacion del cromosoma X (ICX). Este es el origen de la cromatina sexual, o
corpusculo de Barr, que se puede observar naturalmente en células femeninas
pero no en la de los varones (Logan, 2003).

La ICX es un proceso que ocurre en todos los mamiferos y resulta en el
silenciamiento selectivo de casi todos los alelos de uno de los dos cromosomas
X en las mujeres y esto ocurre en forma aleatoria (~50:50). Por consiguiente,
mediante la inactivacion de uno de los dos cromosomas X parentales, los
mamiferos hembra se convierten en hemicigotos funcionales para la mayor
parte de los genes ligados a X. Mientras en los varones el cromosoma X se
encuentra activo, por lo que son hemicigotos para los genes ligados a X.

La ICX ocurre en etapas tempranas de la vida embrionaria, comenzando
alrededor de 3 dias posfertilizacion y se completa al final de la primera semana

del desarrollo. Los estudios de expresion génica sobre el cromosoma X en
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ratones, han demostrado que ambos cromosomas experimentan una
transcripcion activa durante la segmentacion temprana de los embriones
femeninos. Inicialmente, todas las células del estadio de pre-implantacién en los
embriones de raton sufren una inactivacion exclusiva del cromosoma X paterno,
en un proceso referido como inactivacion del X por impronta. En las células de
la masa celular interna ambos cromosomas X contindan activos, mientras que
en todas las del trofoblasto (trofoectodermo), el cromosoma X derivado del
padre es inactivado de forma selectiva. Mas tarde, en el momento de la
implantacion, el cromosoma X inactivo (Xi) paterno se reactiva selectivamente
en las células de la masa celular interna destinadas a formar el feto.

El Xi tiene caracteristicas similares a la heterocromatina, con una
replicacion tardia del DNA en la fase S del ciclo celular y permanece
condensado durante la interfase. Las histonas asociadas al Xi se encuentran
desacetiladas y las citosinas en las islas CpG estan metiladas. Ambas
situaciones, son caracteristicas del silenciamiento génico.

La ICX se inicia en el centro de inactivacion del X (CIX), este locus se
encuentra localizado en la banda Xq13; esta tarea es llevada a cabo por el gen
XIST (X-inactive-specific transcript) el cual solo se expresa a partir del Xi. XIST
codifica para un RNA, el cual parece cubrir o literalmente pintar el Xi y es
responsable de la inactivaciéon del cromosoma. Mientras que el Xi se distingue
por la expresion del RNA de Xist, el cromosoma X activo (Xa) es caracterizado
por la expresion de un transcrito no codificante largo anti-sentido llamado Tsix.
La expresion de Tsix se cree que evita la expresion del RNA Xist evitando asi la

inactivacion del Xa (Kalantry, 2011).
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Una vez que una célula progenitora en el embrion temprano se
comprometioé a inactivar el cromosoma X paterno o el X materno, el patron de
inactivacion muestra una herencia clonal, donde todos los descendientes de la
célula dentro del linaje celular resultante llevan el mismo patrén de ICX que la
célula progenitora. Esto significa que todos los mamiferos hembra son
mosaicos y comprenden mezclas de lineas celulares en las que se inactiva el X
paterno y lineas celulares en las que se inactiva el X heredado de la madre
(Strachan y Read, 2004).

La ICX puede llegar a ser no aleatoria o sesgada (~80-100:20-0), es
decir, un mismo cromosoma X sufre el silenciamiento en la mayoria o todas las
células de un tejido y puede resultar tanto de procesos selectivos como
estocasticos. Esta bien documentado que las anormalidades del cromosoma X,
tales como deleciones grandes, duplicaciones y traslocaciones no balanceadas
de X/autosoma resultan en patrones sesgados de inactivacion, donde el
cromosoma X anormal se encuentra inactivo en la mayoria de las células. De
manera inversa, en el caso de rearreglos balanceados X/autosoma, el
cromosoma X normal es el que usualmente es inactivado, con el fin de
mantener la euploidia funcional (Sharp et al., 2000). Por los estudios en el
desarrollo de embriones se ha demostrado que la inactivacion sesgada del X en
los casos anteriores, resulta de una seleccidon secundaria favorable de aquellas
células que retienen el mejor balance genético.

Tales procesos de seleccion celular se cree que operan en los humanos
con mutaciones genéticas ligadas a X. En muchos sindromes ligados a X se

han descrito mujeres portadoras que exhiben una ICX con sesgo cercano al
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100%. Invariablemente, el cromosoma X normal es activo en la mayoria de las
células, presumiblemente como un resultado de la seleccion contra aquellas
que expresan la mutacion. En algunos casos, tales mutaciones resultan letales
para los varones hemicigotos quienes las heredan, resultando en un incremento
en las frecuencias de abortos espontaneos en las mujeres portadoras (Sharp et

al., 2000).

1.8 MAPEO DE GENES HUMANOS.

La aplicacion mas importante del mapeo de genes para la genética
meédica es la localizacion e identificacion de genes asociados a enfermedad. El
mapeo genético se apoya en el conocimiento de las posiciones en el mapa
fisico de los marcadores polimorficos utilizados en el analisis de ligamiento. El
mapeo genético depende de la recombinacion genética y la segregacion de
haplotipos los cuales permiten establecer los limites entre los que debe situarse
el gen de la enfermedad. Los mapas genéticos y los fisicos son
interdependientes y complementarios.

El mapeo de genes implicados en una enfermedad comienza
identificando y reuniendo familias con el numero suficiente de sujetos o
individuos para establecer un ligamiento genético. Sin embargo, encontrar tales
familias apropiadas puede ser complicado, en especial para trastornos raros o

en las que las personas afectadas mueren a edades tempranas (y no se
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dispone de muestras de DNA). Los miembros de la familia son cuidadosamente
examinados para determinar quién esta afectado y quién no lo esta, y se
obtiene DNA de la mayoria o si es posible de todos los miembros relevantes
disponibles. Cualquier célula nucleada puede servir como fuente de DNA: en
general, se utilizan las células sanguineas (leucocitos), pero también pueden
emplearse células del interior de las mejillas, células en cultivo e, incluso tejidos
fijados en parafina.

En la practica genética humana se espera encontrar ligamiento a una
distancia de aproximadamente 10 cM o menos, porque a distancias superiores,
en general no puede encontrarse un numero suficiente de familias para
establecer una evidencia significativa de ligamiento (lod scores o puntuacion de
razones de probabilidad de >3). En otras palabras, en general, un marcador
polimorfico tiene que estar a un maximo de 7.5 millones de pares de bases del
gen de la enfermedad para que pueda detectarse un ligamiento. A diferencia de
las enfermedades con rasgos autosémicos, en las cuales es adecuado analizar
unos 400 marcadores polimorficos para probar su ligamiento con la coleccion
de familias; en las enfermedades ligadas a X, la situacion es mas sencilla
porque ya se conoce la localizacién cromosdémica del gen y puede ser mapeada

utilizando soélo 15-20 marcadores (Strachan y Read, 2004).
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1.8.1 Andlisis de ligamiento.

El ligamiento genético puede definirse como la tendencia de los alelos
cercanos en el mismo cromosoma de ser transmitidos juntos, como una unidad
intacta, a través de la meiosis. La definicion anterior esta estrechamente
relacionada con la de haplotipo. El analisis de ligamiento genético es un método
de mapeo de genes que utiliza estudios familiares para determinar si un gen 'y
un marcador muestran ligamiento (estan ligados) cuando pasan de una
generacion a la siguiente.

El objetivo del analisis de ligamiento es determinar la frecuencia con la
que se separan dos loci mediante recombinacion meidtica. Cuando dos loci se
encuentran en diferentes cromosomas, se segregan de manera independiente.
Por consiguiente, al final de la meiosis en promedio habra 50% de los gametos
son recombinantes, mientras que el otro 50% sera no recombinante. La fraccion
de recombinacion es 0.5.

Durante la meiosis | cuando hay cuatro cromatides por cada par de
cromosomas se producen entre 1 y 4 recombinaciones a lo largo de cada
cromosoma. Si no se produce ninguna recombinacion entre los loci dentro del
segmento de las cromatides, los cromosomas resultantes seran iguales a los de
los progenitores, por lo tanto, son no recombinantes. En cambio, si se
producen recombinaciones entre los loci, los cromosomas resultantes seran

diferentes a los de los progenitores y por lo tanto, se llaman recombinantes.
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Los eventos de recombinacion genética a través de una generacion
separan con baja frecuencia dos loci situados muy cerca entre si en un
cromosoma, pero cuando mas distantes se encuentren dos loci en un
cromosoma, mas probable que éstos los separen. Por consiguiente, los grupos
de genes en un mismo segmento cromosomico dado tienden a transmitirse
como un bloque a través de la genealogia; tal bloque de alelos se conoce como
haplotipo.

En consecuencia, la fraccidn de recombinacion es una medida de la
distancia entre dos loci. Las fracciones de recombinacién definen la distancia
geneética, que no es lo mismo que la distancia fisica. Dos loci que muestran 1%
de recombinacién se definen como separados un cM en un mapa genético
(Strachan y Read, 2004). Cuando dos loci se encuentran en diferentes
cromosomas, se segregan de manera independiente. Por consiguiente, al final
de la meiosis en promedio habra 50% de los gametos son recombinantes,
mientras que el otro 50% sera no recombinante. La fraccién de recombinacién
es de 0.5 para cualesquier genes o marcadores separados a una distancia

genética de X cM o en diferentes cromosomas.
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1.9 ENFERMEDADES GENETICAS.

La deteccion de mutaciones ha contribuido al entendimiento de la funcidn
de los genes y ha tenido una repercusion directa en la exactitud del diagnostico
y asesoramiento genético.

Actualmente se reconocen cerca de 7,289 trastornos genéticos (OMIM,
Marzo 2012) de los cuales solo en el 49% se conoce el gen o el locus implicado
y se ha caracterizado el tipo de mutacion involucrada. Esto significa que es
posible encontrar nuevos fenotipos debidos al 51% de genes no asociados a
alguna patologia. Sin embargo, debido a la heterogeneidad genética del
humano, la demostracion de la existencia de una nueva entidad genética en
lugar de una mas probable forma alélica de un sindrome ya conocido; se
convierte en una tarea dificil de llevar a cabo. Esta tarea pudiera ser cumplida
exitosamente mediante el empleo de diferentes enfoques, empezando siempre
por una exhaustiva delineacion clinica complementada con la busqueda en las
bases de datos con el propdsito de descartar una forma alélica.

Por otro lado, el establecimiento de un nuevo sindrome debe estar basado
en la identificacion del gen y la mutacion implicada. Para aislar los genes
alterados en patologias, forzosamente se ha recurrido al mapeo genético para
determinar en un principio la regién candidata, esto si no se tienen indicios

acerca de la funcion del gen (clonacion funcional) o la magnitud de la alteracion
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es suficientemente pequefia para no ser visible al microscopio (clonacion

posicional) (Strachan & Read, 2004).

1.10 CONSULTA GENETICA.

Los objetivos de la genética humana son establecer el diagndstico, el
prondstico y el riesgo de recurrencia de una enfermedad genética dada. Por lo
tanto, la historia familiar completa y precisa es la piedra angular en todo el
proceso de evaluacion y consejo. Por otra parte, una delineacion clinica
exhaustiva es crucial para establecer en primera instancia el diagnéstico de una
enfermedad conocida o para describir la existencia de una nueva entidad
genética. Para apoyar esta labor, los genetistas cuentan actualmente, ademas
de libros y revistas cientificas especializados en el area, con bases electronicas

tales como Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html),  geneatlas

(http://www.genatlas.org/) y OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim), asi como

programas computacionales como PossumWeb (http://www.possum.net.au/),

entre otras.

Ahora bien, cuando se encara una entidad, la cual pudiera o no ser de
causa genética, se debe proceder al abordaje de la patologia con enfoque
cientifico. Para investigar si un rasgo o un trastorno particular de los seres vivos

es de tipo genético o hereditario, habitualmente hay que basarse en la
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observacion de la forma en que se transmite de una generacion a la siguiente, o
en el estudio de su frecuencia entre familiares.

Un apoyo importante en la consulta genética es el arbol genealdgico, el
cual es un sistema simplificado de registro de la informacion pertinente sobre la
familia. Habitualmente, el paciente por el cual se inicia un estudio genético se
denomina caso indice, probando o propositus. La posicion del probando en
el arbol genealdgico se indica con una flecha. Junto con la delineacién clinica
de un supuesto nuevo desorden genético, el analisis del arbol genealdgico
continua mostrando ser un punto de entrada esencial a la genética humana,
pero soélo es un punto de inicio para definir genes o al menos para establecer el

modo de herencia (Strachan & Read, 2004).

1.11 ENFERMEDADES LIGADAS AL CROMOSOMA X.

A la fecha, aproximadamente la mitad de los genes que codifican para
proteinas y que estan en el cromosoma X, ya han sido asociados al menos a un
fenotipo de enfermedad. Los desordenes monogénicos ligados al cromosoma X
estan caracterizados principalmente por una alta penetrancia en varones, sin
transmision de varon a varén y en las mujeres tanto por una penetrancia

incompleta como por una expresividad variable.
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1.12 JUSTIFICACION.

En el estudio de las enfermedades de origen genético, la busqueda de
los genes responsables de dichas alteraciones ha permitido aportar nuevos
conocimientos al estudio de las bases moleculares que dirigen el desarrollo
morfolégico de un organismo. Por lo tanto, el mapeo y la identificacion de genes
candidatos para la presente entidad genética puede ayudar a un mejor
entendimiento del proceso de formacion del esqueleto con enfoque en las

extremidades y su relacidon con otras estructuras corporales.
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1.13 HIPOTESIS.

El gen mutante responsable de las alteraciones morfogénicas encontradas
en los varones afectados de esta familia mexicana se encuentra en el

cromosoma X.
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1.14 OBJETIVO GENERAL.

Mapear la regidn sobre el cromosoma X que esta ligada a las alteraciones

genéticas presentes en los varones afectados.

1.15 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Realizar el analisis de ligamiento.

2. Determinar el LOD score para cada marcador genético.

3. Buscar genes candidatos.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 HISTORIA FAMILIAR.

La familia mexicana estudiada incluye ocho varones afectados
provenientes de tres diferentes generaciones, cuatro de los cuales pudieron ser
examinados clinica y molecularmente; todos ellos comparten anomalias
congénitas multiples. Los varones afectados son hijos de padres no
consanguineos, aparentemente sanos y con un fenotipo normal. El arbol
genealogico (Figura 8) de 5 generaciones muestra al caso indice (IV.5), 3 tios
abuelos, 2 primos hermanos y 2 primos segundos por rama materna. Debido a
su retraso mental, ninguno de los pacientes trabaja, pero son altamente
sociables. El quinto individuo afectado (1V:22) no pudo ser contactado para su
valoracion clinica, pero tanto para él como para los individuos 11.6-11.8 solo se
tuvo informacion a través de la familia, la cual referia que ellos mostraban el

mismo parecido con los dos individuos de la generacion V.
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FIGURA 8. ARBOL GENEALOGICO DE LA FAMILIA. Las posiciones de los ocho varones
afectados, asi como de las mujeres portadoras obligadas en las cinco
generaciones estan indicadas usando la nomenclatura genética estandar. La
flecha sefiala al caso indice.

2.1.1 Descripcion del caso indice IV:5.

Fue el primer paciente en ser valorado clinicamente, él resulto ser el mas
severamente afectado y con el mayor numero de caracteristicas entre los
varones afectados en la familia por lo cual fue considerado como el caso indice.

El individuo IV.5 es un masculino de 37 afos de edad al momento de la

examinacion clinica, producto de la quinta gesta de padres no consanguineos,
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aparentemente sanos. Nace a las 40 semanas de gestacion por parto vaginal
atendido por partera. La madre refiere antecedentes de 3 abortos espontaneos
de los cuales, al menos uno de ellos fue un producto masculino afectado. Al
nacimiento presentd hipotonia, busqueda y succidn ausente durante la etapa
neonatal, sostén cefalico al 2° afio de vida, camin6 hasta los 8 afos de edad,
inicio con monosilabos al 5° afio de vida y tuvo un control de esfinteres hasta
los 10 afos de edad.

A la exploracidén fisica se mostro cooperador, obedeciendo ordenes
sencillas. Presenta craneo braquicéfalo, frente estrecha, hipoplasia medio facial,
cejas arqueadas, aperturas palpebrales rectas y estrechas, ptosis con epicanto
interno derecho, estrabismo convergente, nistagmus, nariz gruesa, filtrum plano,
labios gruesos, paladar alto, hiperplasia gingival, microdontia, prognatia,
implantacion baja tanto de las orejas como de la linea del pelo, sin alteracion en
la forma de las orejas (Figura 9_A,B). Presenta cuello cilindrico sin masas
palpables, térax sin compromiso cardiopulmonar evidente, abdomen blando,
plano, sin megalias, ni hernias y con peristalsis presente. Los genitales
masculinos con testiculos en bolsa escrotal sin alteraciones evidentes.

En las extremidades superiores presenta cubitus valgus, limitacion de la
extension del codo, braquidactilia bilateral del 2° dedo, campodactilia bilateral,
sindactilia bilateral del 4° y del 5° dedo, asi como polidactilia postaxial bilateral
(Figura 9_C,D). En las extremidades inferiores presenta sindactilia bilateral del

2°-3° ortejo y polidactilia postaxial derecha (Figura 9_E,F).
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FIGURA 9. FENOTIPO DEL CASO INDICE. Se muestran las dismorfias faciales tanto en
vista frontal (A) como de perfil (B). También se muestran las alteraciones en los
digitos de las manos tanto en vista dorsal (C) como ventral D); asi como las
alteraciones de los pies como son la sindactilia bilateral del 2° y 3* ortejo (E) y
la polidactilia postaxial del pie izquierdo (F).

Algunos estudios paraclinicos solamente fueron practicados al caso
indice. Entre éstos, los analisis radiograficos de las manos mostraron sindactilia
bilateral 6sea del 4° y 5° dedo, asi como la braquidactilia de la falange
intermedia del 2° dedo, ademas de la presencia de polidactilia bilateral postaxial
tipo B (Figura 10A). En los pies se observaron tanto la duplicacién de la falange
distal del 4° ortejo izquierdo como la polidactilia postaxial tipo A en el pie
derecho (Figura 10B). La radiografia de columna confirmé la escoliosis a

expensas de los cuerpos vertebrales 10 y 11 (Figura 10C). Por otra parte, la
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resonancia magneética cerebral reveldé una atrofia cortical parietal e hipoplasia
tanto del cuerpo calloso como hipoplasia olivo ponto cerebelosa (Figura 10D,E).

Finalmente, el ultrasonido renal reveld rifiones hipoplasicos (Figura 10F).

< Acq Tm: 15,28

W\ 520x2
S\
-

0s

P
>M / Lin:DCM /1d:1D

FIGURA 10. ESTUDIOS PARACLINICOS EN EL CASO INDICE. A) Radiografias de las manos
confirmando la braquidactilia de la falange media de los dedos 2°, 4° y 5°, asi
como la sindactilia 6sea del 4° al 5° dedos. B) Radiografia de los pies. C)
Radiografia de térax, D) Resonancia magnética de cerebro en corte coronal y
E) en corte sagital; F) ultrasonido renal.

M. en C. Maria del Carmen Barboza Cerda 43



Mapeo genético de un nuevo sindrome ligado al cromosoma X en una Familia Mezxicana

2.1.2 Paciente IV:17.

Masculino de 43 afios de edad al momento de la valoracién clinica. El
soélo fue evaluado clinicamente y comparte la mayoria de las caracteristicas con
el caso indice, las cuales incluyen; el retraso mental de leve a moderado, las
alteraciones esqueléticas, las dismorfias faciales y las anormalidades de los
digitos, con excepcion de la polidactilia (Figura 11E-H). Entre las pocas
diferencias resaltan: la frente rugosa y el estrabismo divergente izquierdo.
Aunque no se le realizaron estudios de gabinete, se asume por la exploracion
clinica que estan presentes tanto la escoliosis, como los rifiones hipoplasicos,

asi como las alteraciones en el cerebro.

2.1.3 Paciente V:12.

Masculino de 26 afos de edad al momento de la valoracion clinica,
presenta un retraso mental mas leve que los varones afectados de la IV
generacion, pero si comparte la mayoria de las caracteristicas fenotipicas con
el caso indice, como son la braquicefalia y las dismorfias faciales; sin embargo,
no presenta ni la ptosis, ni la implantacion baja de las orejas. Las
anormalidades digitales presentan ligeras variaciones, por ejemplo, en las

manos la braquidactilia bilateral cursa con ausencia total de los pliegues
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interfalangicos distales en los dedos 2°, 4° y 5° ademas muestra una
clinodactilia bilateral del 5° dedo. La polidactilia postaxial esta presente solo en

el pie derecho, y tiene la uiia bifurcada del 3* ortejo (Figura 11I-L).

2.1.4 Paciente V:17.

Masculino de 23 anos de edad, este es el ultimo individuo afectado que
pudo ser examinado en la familia. Presenta el retraso mental mas leve entre
todos los varones, lo cual le permitid concluir aunque con dificultades sus
estudios de educacién primaria. El comparte con todos los afectados la
braquicefalia, la mayoria de las dismorfias faciales con el caso indice y las
anormalidades de las extremidades con el individuo V:12 de la misma
generacion. Particularmente presenta prognatismo y aunque al nacimiento
presentd la polidactilia bilateral postaxial el digito extra le fue removido
quirurgicamente a la edad de 5 afios. Presenta también la braquidactilia bilateral
en las manos pero esta vez con una ausencia total del pliegue interfalangico

distal bilateral en los dedos 2°, 4°y 5° (Figura 11M-P).

M. en C. Maria del Carmen Barboza Cerda 45



Mapeo genético de un nuevo sindrome ligado al cromosoma X en una Familia Mezxicana

V.17

FIGURA 11. CARACTERISTICAS FENOTIPICAS EXTERNAS DE LOS 4 VARONES AFECTADOS. Se
muestran en forma vertical las fotos representativas de los rostros, manos y
pies, respectivamente de los cuatro varones afectados, donde se pueden
observar las dismorfias faciales de frente (A,E,|,M) y de perfil (B,F,J,N); asi
como las alteraciones en las manos (C,G,K,O) y las anormalidades en los pies
(D,H,LP).
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2.2 COMITE DE ETICA.

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn bajo el numero de
registro GN10-001. Las carta de consentimiento informado fueron firmadas por

las madres de los pacientes afectados al iniciar el proyecto.

2.3 ANALISIS CITOGENETICO CONVENCIONAL CON CARIOTIPO BANDAS GTG.

Se obtuvieron 5ml de sangre periférica (con heparina como
anticoagulante), y se llevd a cabo la siembra y cosecha de la muestra de
linfocitos siguiendo el protocolo descrito por la Asociacion de Tecnologistas
Genéticos AGT (Brown et al,1997), para su posterior tincion con Wright y
Giemsa siguiendo el protocolo estandarizado en el Departamento de Genética,
Facultad de Medicina, Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

Para realizar el analisis citogenético se contaron 20 metafases, se
analizaron 6 y finalmente se registraron fotograficamente dos de ellas. El
analisis citogenético se realizé utilizando el analizador de imagenes Cytovision
3.9 System (Applied imaging, Grand Rapids, MI). El analisis alcanz6é una

resolucion de 550 bandas utilizando y el resultado se emitié de acuerdo a la
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nomenclatura del sistema internacional de citogenética Humana (ISCN) de

2009.

2.4 ARREGLO DE HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA (aCGH).

Para la busqueda de microdeleciones/microduplicaciones (variaciones en
el numero de copia o CNVs) en el genoma del caso indice se solicitdé un estudio
de hibridacion gendmica comparativa en microarreglo de sondas de oligos
(aCGH). Para este propésito se colectd una muestra de sangre periférica en
EDTA la cual fue enviada al laboratorio de diagnéstico molecular (GeneDx,
Gaithersburg, MD, USA). El aCGH consta del microarreglo GenomeDX v3.2, el
cual contiene ~105,000 sondas de oligonucleétidos que han sido seleccionadas
(en base la secuencia del genoma humano hg18); para conseguir una cobertura
promedio de 1 sonda cada 37 kb a través de secuencias no repetitivas
conocidas del genoma humano (22 autosomas, junto con los cromosomas X y
Y). Ademas, el aCGH esta enriquecido con 2 a 10 veces mas sondas para
alcanzar una cobertura de 1 sonda cada 9-17 kb en: 150 loci cromosémicos con
significado  clinico, regiones de alta densidad génica, regiones
pericentroméricas, subteloméricas y el cromosoma X completo. En base a su
disefio, el aCGH puede detectar regiones de desbalance gendmico tan

pequefias como 50 kb en regiones de seleccionadas que estan asociadas con
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sindromes de delecion/duplicacion y tan pequefias como 200 kb en otras areas

del genoma.

2.5 EXTRACCION DE DNA GENOMICO.

Para este fin, se incluyeron los 4 binomios madre-hijo afectado, que
aceptaron participar en el estudio. EI DNAg de cada muestra se obtuvo a partir
de sangre periférica utilizando el estuche comercial DNeasy Blood and Tissue
Kit Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor. El DNA se cuantifico utilizando el espectrofotometro Nanodrop y se
dividio en alicuotas de 50ng/uL, las cuales se almacenaron a -20°C hasta su

uso.

2.6 GENOTIPIFICACION.

El proceso de genotipificacion se llevd a cabo mediante una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) multiplex utilizando el estuche comercial
Linkage Mapping Set version 2.5 HD5 (Applied Biosystem, Fosteer City, CA,
USA) de alta densidad. El estuche consiste de 48 marcadores microsatélites
(STRs) (Cuadro 2) que cubren el cromosoma X a una resolucién de 5cM. Para

la PCR multiplex los primers estan marcados con diferentes fluoroforos (6-
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FAM™ VIC™ o NED™) lo que permiti6 realizar mezclas de marcadores y
analizarlos en una sola linea mediante electroforesis capilar en un secuenciador
ABI 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystem). El analisis de

fragmentos se realiz6 utilizando el software GeneMapper (Applied Biosystem).
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CUADRO 2. MARCADORES DEL ESTUCHE LINKAGE MAPPING SET VERSION 2.5 HD5.

Dye GT Dye GT
Panel | Locus Label | Het ASR (1347-02) Panel | Locus Label | Het ASR (1347-02)
28 DXS1227 | FAM | 073 | 79 | 99 | 87 | 93 86 | DXS2080 | FAM | o069 | 76 [ 104 | 92 | 9
Dx5900 | FAM | 074 | 122 | 132 | 122 | 128 DXS1055 | FAM | 068 | 142 | 158 | 148 | 150
Dxs986 | FAM | 077 | 151 | 181 | 183 | 163 Dxs2015 | FAM [ 077 | 179 | 195 | 189 | 189
Dxs987 | FAM | 083 | 205 | 220 | 207 | 217 DXS1061 | FAM [ 078 | 208 | 248 | 240 | 244
DXS993 | FAM | 079 | 267 | 203 | 289 | 271 DXS1217 | vic | 060 | 235 | 253 | 239 | 247
DXs1073 | FAM | 020 | 208 | 334 | 310 | 3186 Dxs2090 | vic [ 077 | 288 | 208 | 208 | ao2
pxssoe1 | vic | 078 [ 80 | 102 | 82 | s8 DXs998 | NED | 058 | 114 | 122 | 118 | 118
DXs1106 | vic | 067 | 126 | 140 | 130 | 130 DXS1059 | NED | 071 | 184 | 204 | 200 | 202

DXS1047 vic 081 156 172 158 166
DXS1001 ViC 082 | 191 211 195 | 205
DXS1068 vic 079 | 244 | 264 | 252 | 254
DXs1214 ViC 079 | 284 | 298 | 290 | 290
DXS8055 vic 065 | 312 | 324 | 314 | 316
DXS8051 NED | 088 [ 104 134 116 120
DXS8043 NED | 080 | 146 180 146 164
DXS1060 NED | 084 | 244 | 268 | 248 | 254
DXS1226 NED | 084 | 280 | 302 | 284 | 298
DX5901 NED | 020 | 313 | 341 313 | 327
a3 DXS1224 ViC 0.55 | 160 174 162 162
DXS7593 vic 074 | 214 | 237 | 218 | 227
DXS8009 vic 063 | 252 | 266 | 257 | 259
DXS8067 NED | 0.73 91 115 103 103
DXS8019 NED | 082 | 180 178 165 169
DXS8088 NED | 062 | 250 | 266 | 262 | 264
84 DXs1223 FAM 077 | 139 | 181 147 | 157
DXS1039 FAM 08 | 177 | 201 185 | 189
DXS8045 FAM 054 | 215 | 227 | 220 | 220
DXS7108 FAM 074 | 236 | 258 | 238 | 256
DXS1196 vic 079 | 212 | 232 | 214 | 216
DXS1062 NED | 0.75 89 115 102 102
DXS8077 NED | 072 | 179 199 187 187
DXS80e4 NED | 0680 | 214 | 230 | 216 | 220
DXS1216 NED | 068 | 242 | 256 | 246 | 246
85 DXS1205 FAM 065 | 184 | 202 | 186 | 192
DXS8106 FAM 072 | 284 | 200 | 270 | 278
DXxsg102 vic 0.58 99 105 100 102
DXs984 ViC 07 160 190 182 184
DXS8069 NED | 065 | 134 148 134 140
DXS8083 NED | 073 | 163 181 165 165
DXS8020 NED | 080 | 216 | 246 | 230 | 236
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2.6.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para facilitar el uso en etapas posteriores, las PCRs de los 48 STRs se
llevaron a cabo en un formato de placa de 96 pozos de 0.2 ml (MicroAmp® 96-
Well Reaction Plate). Se prepararon las mezclas maestras de reacciéon de PCR
para cada marcador (hasta 12 marcadores/placa) y se agregaron en forma
individual (columnas) a cada pozo que contenia el DNAg de un solo individuo
(filas, hasta 6 diferentes muestras/placa).

Las concentraciones de reactivos en las mezclas de PCR se montaron

de acuerdo a las recomendaciones del proveedor como sigue:

Reactivo Concentracion inicial Concentracion final
Buffer Il GeneAmp® PCR 10X 1X
MgCl, 25mM 2.5mM
dNTP’s 10mM 0.25mM
Primer mix 5uM 0.33uM
AmpliTag Gold® DNA polimerasa 5U/ul 0.6U
DNAg 50ng/uL 60ng

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de
15 uL. En cada placa se incluyé siempre como control positivo el DNAg del

individuo CEPH 1347-02 y un control negativo consistente en so6lo agua grado
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biologia molecular. Las muestras fueron analizadas por duplicado para cada
marcador.
Una vez preparadas las reacciones de PCR, éstas se colocaron en un

termociclador PCR Express (Hybaid) y se amplificaron con el siguiente

programa:
Paso ) . Paso final
inicial 10 ciclos 20 ciclos
HOLD Desnaturalizacion | Desnaturalizacion | Apareamiento | Apareamiento Extension Extension HOLD
12 min. 10 min.
95°C Ciclo Ciclo 72°C
94°C/15 seg. 55°C/15 seg. 72°C/30 seg. 89°C/15 seg. 55°C/15 seg. | 72°C/30 seg.

Una vez concluida la reaccion la placa se almacend a 4°C protegida de la

luz hasta el analisis de fragmentos.

2.6.2 Andlisis de fragmentos.

Para este paso se realizaron mezclas de los productos de PCR en tubos
de 0.2 ulL, de tal manera que los productos fueran diferentes en tamafno y en
tipo de fluoroforo, de acuerdo a las recomendaciones del proveedor. Las
mezclas de los productos se transfirieron a una placa de 96 bajo las siguientes

concentraciones y en la siguiente secuencia:
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1 Se mezclaron los siguientes productos de PCR para un panel:

¢ 2.5 ul del primer producto de PCR marcado con 6-FAM™

¢ 2.5 ul del primer-producto de PCR marcado con VIC™

¢ 5 ul del primer producto de PCR marcado con NED™

¢ 40 ul de agua ultrapura
Nota: Los productos de PCR marcados con 6-FAM™ y VIC™ fueron
diluidos 1:20, mientras que los marcados con NED™ se diluyeron
1:10.

2 Se repitid la misma relacion de mezcla con los segundos, terceros
marcadores, etc., hasta completar el panel. Lo mismo se realizé con
el resto de los paneles.

Nota: Si no se contaba con los 3 fluoroforos, se reemplazé el
volumen del fluoréforo ausente con un volumen igual de agua
ultrapura, para mantener la relacién constante.

3 Se taparon los pozos de la placa.

4 Se agito la placa con vortex brevemente y se centrifugdé brevemente a
2500 rpm en una microcentrifuga para placas MPS1000™ Mini Plate

Spinner (Labnet Intenational, Inc) para colectar las muestras.

Antes de cargar las muestras en el secuenciador, se realizaron las

siguientes nuevas mezclas que incluyen el marcador de peso molecular
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GeneScan™-500 LIZ™ Size Standard y formamida para desnaturalizar como a

continuacion se describe:

1 Se prepar6 una mezcla de formamida:LIZ usando:
900 wl de formamida Hi-Di™
50 ul del estandar de peso molecular GeneScan™-500LIZ™

2 Para cargar las reacciones, se mezclaron 0.5 ul de la mezcla
de productos de PCR con 10 ul de la mezcla formamida:LIZ y

se colocaron en los pozos de la placa.

Las muestras fueron desnaturalizadas a 95°C por 10 min,
posteriormente la placa fue colocada en frio por 5 minutos antes de colocar la
placa en el secuenciador.

Finalmente, las mezclas de productos de PCR fueron resueltas mediante

electroforesis capilar en un secuenciador ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer.

2.6.3 Andlisis de datos.

Los datos de la corrida de cada placa fueron importados al programa ABI
PrisM® 3100 GeneMapper™ para realizar el analisis de fragmentos, para lo cual
se realiz6 la siguiente secuencia:

1. Se seleccion6 el Panel Manager en la barra de navegacion.
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2. Se eligio la carpeta titulada LMS HD5-V2.5, que corresponde al estuche
que se utilizé para realizar la genotipificacion.

3. Posteriormente, se selecciond el tipo de panel que se desea analizar. El
cuadro 2 muestra los 5 paneles utilizados para realizar el analisis.

4. Cada electroferograma correspondiente a cada paciente se analizé de
forma individual y se asigndé el genotipo correspondiente a cada
marcador STR (tamafo de los alelos en pb y posteriormente en
nomenclatura de numeros cardinales del 1 al 4 de acuerdo a la gama de

alelos de cada marcador, empezando por 1 del alelo mas pequefo).

2.7 ANALISIS DE HAPLOTIPOS.

La fase cromosdomica de los varones afectados fue obtenida
directamente y de forma manual a partir de los datos de genotipificacion, en
base a que se conoce el orden exacto de los marcadores a lo largo del
cromosoma X. Por otro lado, para determinar la fase de cada cromosoma X en
las madres portadoras, se tom6 como base la fase obtenida del caso indice
(asumiendo ser un cromosoma completo sin recombinacién y los marcadores
diferentes se tomaron como el otro cromosoma de su madre). La fase
cromosomica de las tres madres restantes fue obtenida de la misma manera,
excepto que esta vez se asignd un color distinto a los alelos diferentes para

cada marcadores. Para la designacion final de los haplotipos se buscaron

M. en C. Maria del Carmen Barboza Cerda 56



Mapeo genético de un nuevo sindrome ligado al cromosoma X en una Familia Mezxicana

bloques de marcadores (haplotipos) que fueran compartidos entre todos
cromosomas X, asignando el color tomando en cuenta el orden jerarquico de

las generaciones (preferencia de la generacion Il > |V > V).

2.8 ANALISIS DE LIGAMIENTO.

Se llevo a cabo de forma manual un analisis paramétrico de dos-puntos
utilizando la formula original descrita por Morton, (Morton., 1955), que se
expone abajo, pero con adecuaciones para una herencia ligada a X (un solo
cromosoma en varones y fase conocida en las madres), considerando una
penetrancia completa en hombres, sin heterogeneidad de locus y con una

frecuencia alélica de 0.0001.

LOD = Log,, _Probabilidad ligamiento
Probabilidad no ligamiento

LOD =Log,, (O)F (1-6)™R
(0.5)F (0.5)"R

Donde:
1- 6 = frecuencia de no recombinacién
6 = frecuencia de recombinacion
NR = numero de no recombinantes

R = numero de recombinantes
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Con el fin de maximizar el ligamiento genético y minimizar los posibles
errores en las fases derivadas del analisis de haplotipos para las cuatro madres
portadoras, el valor de puntuacién LOD fue calculado a partir de la suma de
cuatro analisis de ligamiento independientes. Para cada analisis independiente,
el grupo estuvo compuesto por un varon afectado y las cuatro madres

portadoras.

2.9 ANALISIS DE INACTIVACION DEL CROMOSOMA X (ICX).

Para evaluar posibles alteraciones en el patrén de inactivacién del
cromosoma X en cada una de las cuatro madres portadoras, se utilizo el
método de amplificacion del gen del receptor de andrégenos humano
(HUMARA) descrito inicialmente por Allen et al, 1992, pero con la variacion de
deteccion fluorescente (Allen et al 1994). Este método hace uso del gen
HUMARA, el cual es altamente polimérfico y responde a la inactivacion del
cromosoma X, para establecer la proporcion relativa de inactivacion entre
ambos cromosomas en una mujer.

Previo a la amplificacion, cada DNAg se digiri6 con la enzima de
restriccion Hpall sensible a metilacidén, para diferenciar el alelo no metilado del

metilado, como se indica a continuacion:
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Reactivo Concentracién inicial Concentracién final
Buffer 1 (NEB) 10X 1X
Hpall (NEB) 10 U/uL 01U
DNAg 30 ng/uL 150 ng

El volumen final de reaccion fue de 10 uL (ajustando con agua ultrapura)
e incubado toda la noche a 37°C. Posteriormente la enzima fue inactivada a

65°C por 20 min. Las reacciones se guardaron a 4°C hasta su uso.

2.10 AMPLIFICACION DEL GEN HUMARA MEDIANTE PCR.

Para la amplificacion del gen HUMARA se utilizaron los siguientes

iniciadores descritos por Allen y cols., en 1992:

ARfor: 5-GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT-3'

ARrev_6-FAM™:  5-TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC-3’

Las muestras de DNAg sin digerir, asi como el previamente digerido con

Hpall se amplificaron bajo las siguientes condiciones de reaccion:
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Reactivo Concentracion inicial Concentracion final

Buffer PCR 10X 1X
Solucién-Q 5X 0.5X
dNTP’s 10mM 0.2mM
Primer ARfor 10pmol/uL 5pmol
Primer ARrev 10pmol/uL 5pmol
HotStarTag DNA Polimerasa 10U/uL 2U

DNAg (nativo o digerido Hpall) 15ng/uL 75ng

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 ul y
se prepar0 una mezcla maestra para cada corrida. En cada placa se incluyo
siempre como control positivo de digestion, el DNAg de los varones afectados,
porque no deben estar metilados. Las muestras fueron analizadas por
duplicado.

Una vez preparadas las reacciones de PCR, éstas se protegieron de la
luz y se colocaron en un termociclador PCR Express (Hybaid) bajo el siguiente

programa de ciclado:

Etapa Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95°C 15 min.

30 ciclos que incluyen:

Desnaturalizacion 95°C 30 seg.
Apareamiento 58°C 30 seg.

Sintesis 72°C 30 seg.

Desnaturalizacién extra 72°C 1 min.
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Los productos de PCR fluorescentes se trataron, se resolvieron y se
analizaron de la misma manera que para los productos de PCR fluorescentes
en la genotipificacion.

El valor de la ICX fue calculado con la siguiente férmula, la cual se

dedujo a partir de la descripcién dada por Sharp et al., 2000:

%inactivacién A1 = [CR + (CR + 1)] X 100

CR = faltura del pico del alelo A1 digerido § , faltura del pico del alelo A1 no digerido
altura del pico del alelo A2 digerido ] ™= Y altura del pico del alelo A2 no digerido
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 DELINEACION DEL FENOTIPO.

El caso indice (IV.5) se examino clinica y molecularmente con la finalidad
de establecer una posible alteracién genética como la causa de las anomalias
congénitas multiples que presenta. Primero mediante un analisis de cariotipo de
bandas GTG (550 bandas de resolucién) y posteriormente un aCGH (105K).
Ambas pruebas no evidenciaron la presencia de alteraciones cromosdmicas
numéricas y/o estructurales, ni de microdeleciones/microduplicaciones no
incluidas en el aCGH.

Posteriormente, se identificaron otros 7 varones afectados que son
familiares del caso indice por linea materna, de estos solo 3 fueron examinados
clinicamente y todos compartian caracteristicas fenotipicas con el caso indice

(IV.5). El arbol genealégico completo (Figura 8) mostro solamente varones
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afectados y no se detectd transmision de varon a vardn. Las madres de estos
pacientes son fenotipicamente normales. Se observd una expresion clinica
variable entre los varones de las generaciones IV y V.

En conjunto, las anormalidades digitales encontradas en los varones
(Figura 12) resultaron ser una caracteristica grupal muy especifica, en las
manos incluye: PAP-B bilateral, braquidactilia bilateral unica del 2°, 4° y 5°
dedos (por ejemplo, el 4° dedo no esta incluido en la braquidactilia tipo A) con
ausencia total del pliegue interfalangico distal de los mismos dedos,
camptodactilia bilateral y sindactilia cutanea bilateral del 4° y 5° dedos. En los
pies las anormalidades incluyen: PAP-A del pie derecho o del izquierdo y la
sindactilia cutanea del 2° y 3°* ortejo. Las anormalidades digitales junto con el
retraso mental y la talla baja representan los criterios mayores del fenotipo,
mientras que tanto las dismorfias faciales como la braquicefalia, la escoliosis, la
atrofia parietal cortical y la hipoplasia, tanto olivopontocerebellar como del

corpus callosum representaron los criterios menores.
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FIGURA 12. ANORMALIDADES DIGITALES DEL FENOTIPO. A-B) Fotografia y radiografia de
la mano derecha del caso indice (IV.5), respectivamente. La flecha blanca
indica la sindactilia, las puntas de flecha la PAP-B, mientras que los asteriscos
indican la braquidactilia. C) La fotografia muestra la mano derecha del varén
V.17 donde claramente se evidencia la ausencia de los pliegues interfalangicos
distales como resultado de la braquidactilia (cabezas de flecha blancas).

3.2 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

Para determinar si la enfermedad presente en esta familia podria ser el
resultado de un desorden alélico, se realizé una busqueda en las bases de
datos de (ncbi.nim.nih.gov/, geneatlas.org/ y ensamble.org/index.html) y un
analisis con el software POSSUM Web (possum.net.au/). Los datos

bioinformaticos predijeron la presencia de cuatro formas alélicas de posibles
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sindromes cuya comparacion en base a las caracteristicas fenotipicas de cada

uno de los varones afectados se resumen en el Cuadro 3.
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CUADRO 3. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA FAMILIA Y SU DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

‘ Simpson-
o Sindrome Pas
Caracteristicas IV-5 IV-17 V-12 V17 OFDI OFDII Grel Golabi-
g Behmel
Herencia Ligada-X Ligada-X Ligada-X Ligada-X Ligada-X AR AD Ligada-X
Braquicefalia v v v v - - macrocefalia macrocefalia
Braquidactilia (2° dedo) v v v v - - - v
Braquidactilia (4° dedo) v v v v v v - v
Braquidactilia (5° dedo) v v v v v v - v
Sindactilia de 4°-5° dedos bilateral bilateral bilateral bilateral v - vV (3-4) v
Sindactilia de 2°-3° ortejos bilateral bilateral bilateral bilateral v - V{1-3) v
Polidactilia postaxial manos bilateral - bilateral bilateral v v v v
Polidactilia postaxial pies derecha derecha derecha izquierda - v - v
Estatura baja baja baja baja - - alta alta
Retraso mental de leve a r ; p p ’ p p
v v v v v - v v
moderado
Rinones hipoplasicos NE NE NE poliquisticos - - nefromegalia
Escoliosis v v v v - - - v
Hamartomas Herencla
Criterio de exclusion Letal varones Herencla Sobrecrecimiento Sobrecrecimiento

NE= no evaluado
POSSUM Web
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3.3 BUSQUEDA DE ALTERACIONES NUMERICAS Y ESTRUCTURALES.

Después del analisis clinico del caso indice y con el fin de establecer una
posible alteracion genética de naturaleza cromosdmica se le realizé un estudio
de cariotipo de bandas GTG (Figura 13). El cariotipo no evidencio alteraciones
numeéricas o estructurales visibles a la resolucién de 550 bandas, por lo que la

formula cromosdmica de 46, XY resultd ser la de un varén normal.

FIGURA 13. CARIOTIPO DE BANDAS GTG DEL cAsO INDICE. La fotografia representa el
cariograma de 550 bandas de resolucién. Se observan los 22 pares de
cromosomas autosémicos y el par de cromosomas sexuales con ausencia de
alteraciones numéricas o estructurales visibles a esta resolucién. La férmula
cromosomica fue 46,XY.
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3.4 BUSQUEDA DE MICRODELECIONES/MICRODUPLICACIONES.

Con el fin de buscar alguna mutacion <5 Mb o quizas evidenciar un
sindrome de genes contiguos en el DNA del caso indice, se procedi6 a la
busqueda de la presencia de microdeleciones/microduplicaciones como causas
probables responsables del fenotipo, para esto se realizé un analisis de aCGH
(105K) tanto al caso indice como a sus padres.

El aCGH mostroé un perfil normal para el caso indice y sus padres, sin
anormalidades en el numero de copia en al menos 150 regiones de significancia
clinica conocida incluidas en el arreglo. (Anexo 1, resultado enviado por el

laboratorio GeneDx).

3.5 GENOTIPIFICACION.

Para mapear la regiéon que se segrega con el fenotipo en esta familia y
probar la hipotesis de un patron de herencia ligado a X, se llevd a cabo la
genotipificacion de los individuos afectados y sus respectivas madres
portadoras (binomios) con 48 marcadores STR dispersos a lo largo del
cromosoma X distribuidos a una densidad de 5cM. Algunos electroferogramas

representativos de la genotipificacion se muestran en la Figura 14.
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Todos los alelos encontrados excepto aquel del marcador DXS8091 en
IV.5 (70 pb, rango normal 80-102 pb), estuvieron dentro del rango de tamafio
esperado y se pudieron distinguir claramente en las mujeres los dos alelos,
incluso aquellos que diferian en una repeticion de dinucledtido. También
frecuentemente se encontraron tartamudeos (stutters) de los alelos, lo que es
normal para STRs con repeticiones de dinucleétidos, por lo que siempre se
eligié como el alelo verdadero el pico de mayor tamafo, que coincidentemente

siempre era el de mayor intensidad de fluorescencia relativa (Figura 14).
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FIGURA 14. EJEMPLIFICACION DE LOS RESULTADOS DE LA GENOTIPIFICACION. LOS
electroferogramas muestran los resultados de la genotipificacion de tres
marcadores de una de las madres portadoras (lIl.7). Observe que la madre es
heterocigota para dos marcadores DXS8015 y DXS8090 (dos picos), mientras
que es homocigota para el marcador DXS998 (un solo pico). Las barras grises
indican el nombre del marcador STR, asi como el rango de alelos que presenta
y en el eje de las Y las intensidades relativas de fluorescencia.

Los resultados de la genotipificacion de los 48 marcadores STRs
incluidos fueron traducidos a la nomenclatura numeérica de alelos esperados
para cada marcador. Estos resultados para cada uno de los 8 individuos se
muestran en el Cuadro 4, donde los alelos en las madres portadoras se
muestran en la celda de color gris mientras los correspondientes a los hijos

afectados en la celda de color blanco.

M. en C. Maria del Carmen Barboza Cerda 71



Mapeo genético de un nuevo sindrome ligado al cromosoma X en una Familia Mezxicana

FP22.33
Kp22.32

mP22.31

AP22.2

Hp22.13

mp22.12
sp22.11
Xp21.3
Ar2l.2
Ar2l.1

Xpil.4
Arpl11.3

sp11.23

w“pli.22
"Eity2d
"a11.1
¥qi1i1.2
wa12

¥q13.1

®q13.2
®q13.5

%q921.2
n921.31
®q21.32
"q21.33

"922.1

Kq22.2

Hq22.3

®923

Kq24
®q25

mq2b.1
nqzb.2
B L
"q27.1
Hq27.2
mq27 3

®q25

CUADRO 4. RESULTADOS DE LA GENOTIPIFICACION DEL CROMOSOMA X.

MARCADOR|| IV.5 | II1.3||IV.17| II1.7||V.17 |IV.10||V.12 | IV.7

]l DXS1060 1 1,1 1 1,2 1 1,1 2 1,2

—| DXS1223 3 3,4 4 1,4 2 2,4 1 1,2

4| pxssosi 1 1,3 3 2,3 4 3,4 2 2,4

10": DXS7108 4 4,4 1 1,2 3 3,4 2 2,3

4| DXS1224 1 1,1 2 1,2 1 1,1 1 1,1

j| DXs987 4 3,4 1 1,2 3,5 3 3,5

20H1 DXS8019 3 3,4 1 1,2 4 4,4 4 4,4

3 bxs7s93 2 2,2 3 3,3 1 1,2 2 1,2

j| DXS1226 1 1,3 4 4,5 2 2,2 2 2,2

30M9 pxs1061 2 2,3 1 1,3 3 2,3 3 2,3

j DXS1214 4 3,4 1 1,2 1 1,1 1 1,1

]| DXS8102 5 3,5 4 1,4 2 2,4 2 2,4

- 4013 pxsso9o 2 1,2 1 1,3 2 2,2 2 2,2
| pxs1i068 1 1,1 1 1,2 2 22 2 25

_- 4] DXS8015 2 52 1 1,1 3 1,3 3 1,3
- S0H9 bxs99e3 1 1,1 1 1,1 1 i € 1 1,1
- Jj| DXS8080 3 2,3 3 1,3 3 2,3 3 2,3
- ] bxsso083 3 33 3 1,3 3 2,3 3 2,3
ok 60M4 oxsioss || 1 | w2 fl 2 | w2 || 2 [ w2l 2 | 12
j] DXS1039 2 2,2 2 1,2 2 2,2 2 2,2

]| bxs991 1 1,2 1 1,2 2 1,2 1 1,1

70M9 pbxsi216 1 1,1 1 1,2 2 1,2 1 1,1

1 DXS986 1 1,1 1 1,3 3 2,3 1 1,2

| DXS1196 2 1,2 2 2,2 2 2,3 2 2,3

S0M4| DXs1217 2 2,2 2 2,2 2 1,2 2 1,2

1 oxsse90 3 1,3 3 1,3 1 1,2 1 1,2

]| DXS8077 3 3,3 3 2,3 2 1,2 2 1,2

J0M<| DXS8020 1 1,2 3 3,4 4 2,4 4 2,4

J pbxsiio06 3 3,3 1 1,4 4 2,4 4 2,4

3| pxsioso 1 1,2 2 2,2 2 2,2 2 2,2

100"5 DXS8088 1 1,2 2 1,2 1 1,1 1 1,1

]| DXS8055 1 1,1 1 1,1 1 1,1 1 1,1

3| pxssoe4 1 1,1 2 2,3 3 1,3 3 1,3

110H4| _DXsS8067 3 2,3 2 1,2 1 1,4 1 1,4

j] DXS1001 1 1,1 1 1,2 1 1,1 1 1,1

m 3| DXS8009 1 1,2 3 3,3 3 1,3 3 1,3
12 0M DXS1047 2 1,2 3 2,3 3 1,3 2 1,2

J] DXS1062 3 2,3 2 2,2 2 2,2 1 1,2

. 3| DXsS84 2 2,2 1 1,1 1 1,1 3 1,3
- 130H5 DXS1205 1 1,2 3 1,3 3 3,3 1 1,3
- 1| DXS1227 3 3,4 4 2,4 1 1,4 1 1,1
— f DXS8106 3 2,3 3 1,3 4 3,4 1 1,4
140H5 DXS8043 3 3,3 1 1,2 3 23 1 1,3

4| DXS8045 2 2,2 1 1,2 2 2,2 1 1,2

4 Dbxso9s 1 1,1 1 1,2 2 2,2 1 12

150Hi DXS8091 2 1,2 1 1,3 1 1,3 1 1,1

J| DXS8069 2 2,2 3 2,3 1 1,2 3 1,3

Jl pxsi1073 2 1,2 3 2,3 3 2,3 3 3,3
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3.6 DETERMINACION DE LOS HAPLOTIPOS.

Para determinar la fase de los cromosomas X de las madres y los
haplotipos, primero se tom6é como base el cromosoma X completo del caso
indice (IV.5) como un cromosoma X sin recombinacién y se le asigno
arbitrariamente el color verde. Por lo tanto la madre del caso indice teniendo
dos cromosomas X, a uno de ellos se le asigno el color verde y los marcadores
no coincidentes se les asigno arbitrariamente el color amarillo. El haplotipo
compartido entre los individuos afectados se le asign6 el mismo color verde que
el caso indice, mientras que cuando los alelos no coincidian, se les asignaba un
diferente color; esto se repitidé para los restantes 3 afectados y sus respectivas
madres. De esta manera se lograron deducir hasta siete haplotipos (colores) en
los cuatro binomios madre-hijo, como se muestra en el Cuadro 5.

El haplotipo que se comparte (color verde, Cuadro 5) entre los cuatro
varones afectados inicia comunmente en el marcador DXS993 (Xp11.4), pero
termina variablemente en los marcadores: DXS8077 (Xq21.33) para el varon
V.17, en DXS1217 (Xq21.31) para el varon V.12 y en DXS1039 (Xp11.23) para

el varon V.17.
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KP22.33
Rp22.32

®p22.31

Ap22.2

RP22.13

sp22.12
sp22.11

HP21.3
ip21.2
sp21.1

spll.4
Apll.d
Wpl11.23

HE11.22
"eih?d
Hall. i
#all.2

Ha12

sq13.1

#q13.2
#q13.3

"q921.1
"q21.2
®q21.31
®q21.32
®921.33
Hq22.1
q22.2
Hq22.3
923

924
%925

q26.1
Hq26.2
9263
"927.1
%q27.2
wq27.3

%28

n

10H

204

30M

40H

SO0H

G0H

7OH

SOH

F0H

1004

110H

120H

150H

140H

1504

CUADRO 5. ANALISIS DE HAPLOTIPOS.

MARCADOR || IV.5

DXS1060
DXS1223
DXS8051
DXS7108
DXS1224
DXS987
DXS8019
DXS7593
DXS1226
DXS1061
DXS1214
DXS8102
DXS8090
DXS1068
DXS8015
DXS993
DXS8080
DXS8083
DXS1055
DXS1039
DXS991
DXS1216
DXS986
DXS1196
DXS1217
DXS990
DXS8077
DXS8020
DXS1106
DXS1059
DXS8088
DXS8055
DXS8064
DXS8067
DXS1001
DXS8009
DXS1047
DXS1062
DXS984
DXS1205
DXS1227
DXS8106
DXS8043
DXS8045
DXS998
DXS8091
DXS8069
DXS1073

Iv.17 .17 IV.10 b b
1 1 1 2 1 1 1 2 2 1
4 4 4 1 2 2 4 1 1 2
3 3 3 2 4 4 3 2 2 B
E 1 1 2 3 3 4 2 2 3
1 2 2 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 2 5 5 3 3 3 5
4 1 1 2 4 4 4 4 4 4
2 3 3 3 1 1 2 2 2 1
3 4 4 S 2 2 2 2
3 1 1 3 3 3 3 3
3 1 1 2 1 1 1 1
3 4 4 1 2 2 2 2
1 1 1 3 2 2 2 2
1 1 1 2 2 2 2 2
1 1 1 1 3 3 3 3
1 1
2 1
3 1
2 2
2 1
2 2 2 2
1 2 2 2
1 3 3 3
1 2 2 2
2 2 2 2
1 1 1 1 1 1
3 2 2 2 2 2
2 3 3 4 4 4 4 4
3 1 1 4 4 4 4 4
2 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1
1 2 2 3 3 3 - 3
2 2 2 1 1 1 1 1
1 1 1 2 1 1
2 3 3 3 3 3
1 3 3 2 3 3
2 2 2 2 2 2
2 1 1 1 1 1
2 3 3 1 3 3
4 4 4 2 1 1 4 1
2 3 3 1 4 4 3 4
3 1 1 2 3 3 2 1 1 3
2 1 1 2 2 2 2 1 1 2
1 1 1 2 2 2 2 1 1 2
1 1 | 3 1 1 3 1 1 1
2 3 3 2 1 1 2 3 3 1
1 3 3 7] 3 3 2 3 3 3
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3.7 DETERMINACION DEL LIGAMIENTO GENETICO.

Para determinar la region del cromosoma X que se segrega con la
enfermedad, se realiz6 de forma manual un analisis de ligamiento paramétrico
de dos-puntos. Se calcularon los valores de LOD score para cada marcador a
partir de la suma de cuatro analisis de ligamiento independientes como se
describe en la seccion de métodos.

El Cuadro 6 muestra los resultados obtenidos para cada marcador a
diferentes valores de 6 (0.0, 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4). Los resultados del analisis de
ligamiento mostraron inicialmente 3 loci (en recuadro verde) sobre el
cromosoma X, uno sobre el brazo corto y dos sobre el brazo largo con lod
scores significativos a (6)= 0.0. El primer locus esta compuesto por 6
marcadores; 4 de ellos con un valor de lod score de 4.8 (DXS993 a DXS1055) y
2 con un valor de 3.6 (DXS1039 y DXS991). El segundo locus fue en un
intervalo entre los marcadores DXS1196 y DXS1217 con valores de lod score
de 4.8 y 2.4, respectivamente. El tercer locus incluyé solamente al marcador

DXS8088 y con un valor de lod score de 3.6.
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Rp21.2
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Mall.l
Mall.2
nai2

Raldad
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¥q21.32
Hq2l.33
Rq22.1
832242
32243

Hq2d

Kald

Xq2%

K26, 1
K262
K263
K927.1
%927.2
K422,

Hq2d

CUADRO 6. ANALISIS DE LOD SCORE.

@
?

6= fraccién de recombinacién

Marcador

0.0

0.1

0.2

03

04

DX$1060

0,000

-3,950

-1,551

-0,606

0142

DX$1223

0,000

-3,950

-1,551

-0,606

-0,142

DXS8051

0,000

-5,458

-2,155

-1,342

0,49

13

DX57108

0,000

-4,504

-2,153

-0,974

-0,318

DX§1224

0,000

-4,504

-2,153

-0,974

-0,318

DXS987

0,000

-4,504

-2,153

-0,974

-0,318

2013

DXS8019

0,000

-4,504

-2,153

-0,974

-0,318

DX§7593

0,000

-5,458

2,755

1,382

-0,494

DXS1226

0,000

-5,458

2,155

-1,342

-0,494

DXS1061

0,000

-5,458

2,755

-1,342

-0,494

30N

DXS1214

0,000

-3,950

-1,551

-0,606

-0,142

DXS8102

0,000

-5,458

-2,755

-1,342

-0,494

4044

DXS8090

0,000

-4,504

-2,153

-0.974

-0,318

DXS1068

0,000

-4,504

-2,153

-0,974

-0,142

7

DXS8015

DXS1216

0,000

-3,950

-1,531

-0,606

1,267

4,804

4,084

3,266

2,338

1,267

4,804

4,084

3,266

2,338

1,267

4,804

4,084

3,266

2,338

1,267

4,804

4,084

3,266

2,338

1,267

3,603

2,176

2,062

1,602

0915

3,603

2,176

2,062

1,602

0915

0,000

-0,687

0,256

0498

0,386

DXS986

e

DXS990

0,000

-0,687

0,256

0,498

0,386

4,804

4,084

3,266

2,338

1,267

2,402

0,267

0,858

0,866

0,563

0,000

-1,641

-0,346

0,130

0,210

DXS8077

0,000

-3,950

-1,551

-0,606

0,142

INE

DX$8020

0,000

-3,550

-1,951

-0,606

0,142

DXS1106

0,000

-3,950

1,551

-0,606

-0,142

lﬂﬂﬁé

DX51059

DXS8055

0,000

-2,595

-0,949

-0,238

1,034

3,603

2,176

2,062

1,602

0915

0,000

-1,641

-0,346

0,130

0,210

DXS8064

0,000

-3,950

-1,991

-0,606

-0,142

DXS8067

0,000

-4,504

-2,153

0974

0,318

11K

DXS$1001

0,000

0,267

0,858

0,866

0,563

DXS8009

0,000

-4,504

-2,153

0974

0,318

DXS1047

0,000

-5,458

-2,155

-1,342

-0,494

{2H3

DXS1062

0,000

-3,950

-1,931

-0,606

-0,142

DXS984

0,000

-3,950

-1,551

-0,606

-0,142

DX$1205

0,000

-5,458

-2,155

-1,342

0,494

{3013

DXxs1227

0,000

-5,458

2,755

-1,342

0,49

DXS8106

0,000

6,412

-3,357

1,710

-0,670

DX58043

0,000

1,641

-0,346

0,130

0,210

DXS8045

0,000

-3,950

-1,991

-0,606

-0,142

14113

DX5998

0,000

-2,993

-0,949

-0,238

0,034

DXS8091

0,000

-4,504

-2,153

-0,974

-0,318

DXS8069

0,000

-2,993

-0,949

0,238

0,034

{5H]

DX81073

0,000

-2,995

-0,949

-0,238

0,034
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Los resultados de ligamiento junto con el analisis de haplotipos
realizados, mostraron al primer locus como la regién candidata para esta
entidad genética mapeada especificamente a Xp11.4 — Xp11.21. Esta region
cubre una longitud de 15.74 Mb y esta delimitada por los marcadores DXS8015
y DXS991. El segundo locus fue descartado porque mostré que al menos la
madre portadora I11.7 fue homocigota para un haplotipo. Finalmente, en el tercer
locus se descarté porque al menos 3 haplotipos diferentes estaban implicados
en el ligamiento, incluso las madres portadoras IV.7 y IV.10 resultaron ser

homocigotas para algunos marcadores.

3.8 DETERMINACION DEL PATRON DE INACTIVACION DEL CROMOSOMA X.

Se determind que tres de las cuatro madres (11.3, IIl.7 y IV.7) heredaron
el mismo alelo AR (276 pb) a sus respectivos hijos (IV.5, IV.17 y V.12) dentro
del haplotipo involucrado en el fenotipo. Por otro lado, un evento de
recombinacioén previo en la madre portadora 111.10 habia ligado otro alelo AR
(279 pb) al haplotipo involucrado en el fenotipo y asi lo hered6 a su hijo V.17.

Se encontré que dos de las madres portadoras .7 y 1V.10 poseen un
patrén de inactivacion sesgado (80:20) para el cromosoma X que porta la
mutacion, mientras que las otras dos madres portadoras I11.3 y IV.7 muestran un

patron practicamente aleatorio (48:52 y 46.54, respectivamente) (Figura 15).
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FIGURA 15. ESTUDIOS DE INACTIVACION DEL CROMOSOMA X. Electroferogramas de los
productos de PCR obtenidos del gen AR a partir de DNAg tanto nativo (linea
superior) o digerido previamente con la enzima de restriccion Hpa Il (linea
inferior) correspondientes a las cuatro madres. En la parte superior se indica la
posicion de cada una de ellas en el arbol genealdgico. El porcentaje de
inactivacion de cada alelo AR esta dado en la parte inferior de cada
electroferograma. El alelo que co-segrega con el haplotipo esta representado en
negritas. El tamafo de cada alelo AR esta indicado tanto por las barras grises
como por los recuadros grises arriba de cada electroferograma.
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Los resultados globales de los estudios de ligamiento, de los analisis de
haplotipos y de los ensayos de ICX, son mostrados en el arbol genealdgico de

la familia en la Figura 16.
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FIGURA 16. ARBOL GENEALOGICO FAMILIAR DE CINCO GENERACIONES. Las posiciones de
los 8 varones afectados y las madres portadoras son indicados con la
nomenclatura estandar. Debajo de cada individuo genotipificado se enlistan 11
marcadores pericentromeéricos (Xp11.4-q13.3), resaltando con un recuadro el
haplotipo compartido. La flecha indica el caso indice.
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3.9 ANALISIS BIOINFORMATICO DE LA REGION CANDIDATA

De acuerdo a las bases de datos electronicas de Ensembl y Geneatlas,
la region Xp11.4-p11.21 posee 250 genes (Figura 17), de los cuales 145 genes
que codifican para proteinas conocidas, mientras que otros 23 corresponden a

genes que codifican para proteinas tedricas.
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FIGURA 17. REGION CANDIDATA Xp11.4-p11.21. El esquema de la base de datos
Ensembl muestra un ideograma del cromosoma X en la parte superior,
marcando con un recuadro rojo el locus candidato Xp11.4 —p11.21. En el
recuadro inferior se muestra los 250 genes contenidos en las 15.74 Mb del
locus, entre ellos; los genes que codifican para proteinas conocidas en letras
amarillas, los genes que codifican para proteinas desconocidos en letras rojas,
los pseudogenes en letras grises, transcritos procesados en letras azules y los
genes que codifican para RNA en letras moradas.
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CAPITULO 4

DISCUSION

El genoma de los humanos al igual que el de cualquier otro organismo,
estd sujeto a cambios hereditarios conocidos como mutaciones.
Independientemente de la escala del cambio, ya sea por anormalidades
cromosémicas o0 cambios simples, estas pueden tener una consecuencia
patoldgica (enfermedad) o simplemente ninguna vy fijarse en al menos el 1% de
la poblaciéon para constituir un polimorfismo. Por ejemplo, el estimado de
heterocigosidad dado por los polimorfismos de un solo nucleétido es del 0.08%,
es decir que en una secuencia de 1,250pb de un genoma humano existe una
base diferente (Reich et al, 2002).

Cuando se detecta alguna anormalidad fenotipica en un individuo
aislado, es muy poco probable que se deba a un tipo de mutacion hereditaria.
Por otro lado, cuando existe agregacién familiar o se demuestra que el fenotipo
se ha heredado a través de varias generaciones, entonces la probabilidad de

que haya existido una mutacion hereditaria es absoluta.
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El hallazgo de una familia con un desorden genético nuevo es un evento
raro en la naturaleza que sin duda alguna proporciona una oportunidad quizas
irrepetible para definir la funcion de un gen en base a su alteracion.

En este estudio, el caso indice se identificd en la poblacion abierta y se le
invitd a recibir una consulta genética en el departamento de Genética de la
Facultad de Medicina de la UANL.

Desde un inicio se sospechd de un defecto genético, sin embargo, ni
alteraciones cromosoOmicas ni variaciones en el numero de copia fueron
encontrados mediante cariotipo de bandas GTG o aCGH, respectivamente.

Subsecuentemente, después de una busqueda deliberada de otros
familiares afectados, se tuvo conocimiento de otros 7 varones afectados de la
misma familia, de los cuales solo 3 fueron examinados clinica y molecularmente
en este estudio. Todos los varones presentaban las mismas anomalias
congeénitas que el caso indice, a saber, las anormalidades esqueléticas, la talla
baja y el retraso mental de leve a moderado.

Aunque las caracteristicas clinicas entre los varones afectados fueron
similares y consistentes, hubo variaciones entre las generaciones IV y V; tanto
las anormalidades esqueléticas como el retraso mental fueron mas severas
entre los individuos de la IV generacidn que las de la V generacion. Ademas, las
madres portadoras son asintomaticas por lo que estos hallazgos sugieren que
la enfermedad no tiene penetrancia en las madres portadoras y quizas en otras
mujeres que son posibles portadoras, mientras que la expresion clinica es

variable en los varones. Entre todas las caracteristicas clinicas presentes en los
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varones afectados, las anormalidades digitales se consideraron como la firma
caracteristica de este probable nuevo sindrome.

El arbol genealégico de la familia sugiere una herencia ligada al
cromosoma X, en base a que solo se encontraron varones afectados y no se
detecto una transmision vardn a varon (Strachan & Read, 2004).

Las herramientas de bioinformatica arrojaron cuatro sindromes que
comparten caracteristicas clinicas con los varones afectados en esta familia y
de los cuales podria ser una forma alélica.

Uno de los sindromes sugeridos fue el Simpson-Golabi-Behmel (SGBS,
Xqg26.2, MIM:312870) (Golabi et al, 1993). Este sindrome es el mas parecido al
caso que se presenta en este estudio, cuyas caracteristicas comunes son:
polidactilia, braquidactilia, sindactilia, retraso mental y escoliosis; ademas que
también se hereda de una forma ligada al X. Sin embargo, SGBS esta
clasificado como un sindrome de sobrecrecimiento, esto fuertemente contrasta
con la estatura baja, braquicefalia y rifilones hipoplasicos descritos en esta
familia mexicana.

El sindrome Cefalopolisindactilia de Greig (GCPS, 7q14.1, MIM:1757700)
(Biesecker, 2008) también es un sindrome de sobrecrecimiento, el cual
comparte con nuestro caso la polidactilia y el retraso mental; aunque tanto la
polidactilia en pies (preaxial) como la sindactilia (3°" y 4° digitos, y 1°-3°" ortejo)
son diferentes. También difiere en el tipo de herencia la cual es de tipo

autosomica recesiva en GCPS (del7p).
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El sindrome oral-facial-digital tipo | (OFD1, Xp22.2, MIM:311200)
(Toriello & Franco, 1993), es también ligado al X y comparte con esta familia, la
polidactilia, la sindactilia, la braquidactilia y el retraso mental; pero los
hamartomas, los rifiones poliquisticos caracteristicos de OFD1 estan ausentes
entre los afectados del presente estudio. De manera contrastante, la mayor
parte de los individuos afectados con OFD1 son solo mujeres debido a su
elevada letalidad en varones (Feather et al, 1997).

Finalmente, el sindrome autosdmico recesivo oral-facial-digital tipo Il
(OFD2, MIM:252100) (Toriello & Franco, 1993) solamente comparte con los
varones afectados de la familia la braquidactilia y la polidactilia postaxial.

Por lo anteriormente expuesto, las diferencias clinicas apoyan la
existencia de una nueva entidad genética, la cual bien podria llamarse
sindrome Beto una vez que se determine el gen alterado; Beto no es un
acronimo mas bien es debido a la coincidencia en la contraccion de los
nombres de los tres primos segundos V.5, V.17 y IV.22.

Con la finalidad de mapear este fenotipo bajo la hipotesis de una
herencia recesiva ligada a X como lo sugiere el arbol genealdgico, se realizd
una genotipificacion del cromosoma X y posteriormente un analisis de
ligamiento genético.

Los resultados de ligamiento junto con la inspeccion del haplotipo,
revelaron una region candidata la cual mapea en Xp11.4-p11.21. Este intervalo
cubre una longitud de 15.74 Mb y esta delimitado por los marcadores DXS8015

(distal) y DXS991 (proximal). Por una parte, la identificacion del locus apoya la
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hipétesis inicial de la herencia ligada a X el cual fue deducido a partir del arbol
genealdgico. Por otra parte, el mapeo apoya la propuesta de este fenotipo como
una nueva entidad genética. Interesantemente, el individuo V.17 fue el mas
informativo porque heredd el haplotipo mas corto y es el menos afectado entre
los cuatro varones, contrariamente IV.5 y IV.17 quienes portan los haplotipos
mas largos son los mas afectados. Estos datos parecen sugerir que otros
factores genéticos diferentes de la mutacién, quizas en el mismo contexto
genomico o mas probablemente en el fondo genético de cada individuo pueden
modificar en cierta medida la expresividad del fenotipo entre las generaciones.
Sin embargo, este fenotipo no es resultado de un evento de delecién de genes
contiguos como pudo ser descartado mediante el analisis de aCGH practicado
en el caso indice (1V.5)

De acuerdo a la base de datos electronica OMIM, se reporta que la
region candidata Xp11.4-p11.21 incluye solo 63 genes que estan asociados a
fenotipos conocidos. Existen genes implicados en algunas oculopatias tales
como: la ceguera nocturna congénita estacionaria ligada a X tipo 2A
(CACNA1F, MIM 300110), la retinitis pigmentosa (RP2, MIM 300757), la
distrofia 1 de conos—bastones (RPGR, MIM 312610), la enfermedad de Norrie
(NDP, MIM 300658), la vitroretinopatia exudativa familiar 2 (EVR2, MIM
305390), la microftalmia (BCOR, MIM 300485). También estan mapeadas otras
oculopatias con base molecular desconocida, tales como la atrofia optica 2
ligada a X (OPA2, MIM 311050) y el nistagmus 5 (NYS5, MIM 300589) (Cabot

et al, 1999).

M. en C. Maria del Carmen Barboza Cerda 87



Mapeo genético de un nuevo sindrome ligado al cromosoma X en una Familia Mezxicana

En la region candidata también existen 26 fenotipos de retraso mental
ligado a X, 11 de estos corresponden a formas sindromicas (MRXS), de las
cuales solo 5 (45%) tienen bases moleculares conocidas, en estas formas los
genes implicados son: CASK (MIM 300172), KDM5C (MIM 314690), HUWE1
(MIM 300697), PHF8 (MIM 300560) y FGD1 (MIM 300546). Solo 7 (46%) de las
formas no sindromicas de retraso mental (MRX) tienen bases moleculares
conocidas, en estas formas los genes implicados son: ATP6AP2 (MIM 300556),
ZNF674 (MIM 300573), ZNF41 (MIM 314991), FTSJ1 (MIM 300499), SYP (MIM
313475), IQSEC2 (MIM 300522) y HSD17B10 (MIM 300256).

Entre otros fenotipos relevantes que merecen atencién tanto por estar
dentro de esta region candidata como por compartir algunas caracteristicas
clinicas con los miembros afectados de la familia en estudio, se encuentran la
hipoplasia dermal focal (FDH, MIM 305600) causada por mutaciones en el gen
PORCN (MIM 300651) el cual es un desorden multisistémico caracterizado
principalmente por alteraciones en la piel, del sistema esquelético, en ojos y en
la cara. De manera importante FDH incluye también malformaciones en las
extremidades tales como oligo/sindactilia, asi como ectrodactilia en pies y
manos; aunque estas son practicamente diferentes a las esperadas para una
forma alélica del fenotipo en estudio. FDH ademas difiere con el fenotipo de la
familia en estudio por tener una herencia dominante ligada a X y las mujeres
son heterocigotas o mosaicos, mientras que los varones afectados nacidos
vivos son unicamente mosaicos y se presume que los varones hemicigotos que

Nno son mosaicos no son viables (Sutton & Van den Veyver, 1993).
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Recientemente, algunas mutaciones en otro gen relevante en la region
candidata, el gen CASK, se han asociado a espectro clinico diverso que va
desde una forma de MRX hasta una de MRXS asociado con microcefalia,
malformaciones del cerebro y dismorfias faciales (Hackett, et al, 2010).
Interesantemente, entre el espectro clinico reportado; las caracteristicas como
la escoliosis, el nistagmus, el retraso mental, la hipoplasia cerebellar vy
alteraciones en la protuberancia (Najm et al, 2008) son parte del fenotipo de la
familia en estudio. Sin embargo, aun en el fenotipo mas severo por mutaciones
en CASK no se presentan las alteraciones digitales y las dismorfias faciales son
diferentes por lo que probablemente se trata de entidades genéticas distintas.

En el intervalo cromosdmico mapeado solo se han descrito dos
alteraciones en el numero de copia, estas son un sindrome de delecion
(DELXp11.3 MIM 300578) y un sindrome de duplicacion (DUPXp11.23p11.22
MIM 300801). La delecion que involucra a los genes RP2, SLC9A7, ZNF673,
CHST7, MIRN221 y MIRN222; se asocia a retraso mental, microcefalia y
retinitis pigmentosa (Aldred et al, 1994). Por otro lado, la microduplicacién
puede ser un area que puede incluir desde 6 hasta 27 genes, incluyendo al gen
PORCN en la duplicacion con el intervalo mas pequefio. Fenotipicamente tanto
las mujeres y los varones afectados presentan retraso mental (de limitrofe a
severo), retraso del lenguaje y un patron caracteristico en el
electroencefalograma durante la infancia. Algunos individuos presentan
anormalidades en extremidades inferiores como pies planos o pies cavus,

hipoplasia del 5° ortejo y sindactilia (Giorda et al, 2009). Mientras que para el
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caso de la delecion el fenotipo de retinitis pigmentosa parece reflejar la
ausencia de gen RP2, por otro lado, el fenotipo de duplicacion deberia reflejar el
aumento de la dosis génica y por lo tanto, ser distinto al del estudio, ya que este
ultimo no esta relacionado con ninguno de estos dos eventos como fue
demostrado confiablemente por el analisis de aCGH. Tanto el retraso mental
como la sindactilia en pies son caracteristicas compartidas con el fenotipo de
los varones en estudio, muy probablemente los mecanismos moleculares son
distintos.

Con la finalidad de encontrar los genes candidatos para este fenotipo, la
busqueda se basé en la localizacion cromosomica y en la naturaleza tanto
recesiva como sindromica. De hecho, la localizacion descarté automaticamente
los cuatro sindromes clinicamente similares como son el SGBS, el GPCS, el
OFD1 y el OFD2, como un producto de heterogeneidad alélica, pero no se pudo
descartar la heterogeneidad de locus por la cual este fenotipo podria ser una
variante mas leve de alguno de ellos.

Ya que este fenotipo cumple con los requisitos para ser considerado
como un sindrome de anomalias congénitas multiples, se esperaba que la
mayoria de las caracteristicas estuvieran presentes en cualquier forma alélica,
principalmente las anormalidades digitales aunque estas pudieran variar en
severidad. Sin embargo, en la regidon candidata unicamente pudieran
representar formas alélicas mas leves aquellas mutaciones en el gen CASK que
estan asociadas a escoliosis, retraso mental e hipoplasia cerebelar o las

mutaciones en el gen PORCN que han sido asociadas a anomalias en las
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extremidades inferiores, aunque estas ultimas alteraciones son practicamente
diferentes. En contraste, es poco probable que puedan representar formas
alélicas, las mutaciones en los genes que ocasionan oculopatias o aquellas
involucradas en las formas no sindromicas de retraso mental dentro de la regién
candidata.

Ademas, las variantes de numero de copia reportadas en la region, ya
sea DELXp11.3 y el sindrome de DUPXp11.23-p11.22, fueron confiablemente
descartadas como mecanismos moleculares por el aCGH que se le practicé al
caso indice. Si bien, tanto el retraso mental y la sindactilia de pies del sindrome
de duplicacién son compartidas con los varones afectados de esta familia en
estudio, los mecanismos moleculares involucrados son probablemente
diferentes.

Debido a que este fenotipo no muestra un curso progresivo de la
enfermedad, se especula que el gen involucrado probablemente este regulado
de manera espacial y temporal durante el desarrollo embrionario. Por otro lado,
la constelacion de caracteristicas presentes en este probable nuevo sindrome
tal vez reflejen el patron de expresion del gen o donde éste probablemente
juegue su papel principal. El gen involucrado en este fenotipo probablemente
codifica una proteina regulatoria con una funcion similar a aquella de los genes
de sindromes de anomalias congénitas multiples relacionados (Figura 18). En
tales sindromes estan alterados algunos procesos celulares tales como
proliferacion y apoptosis, por ejemplo, el gen involucrado para GCPS es un

factor de transcripcion (gen GLI3) (Vortkamp et al, 1991), para SGBS es una
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molécula sefializadora (gen GPCJ3) (Pilia et al, 1996). Para el sindrome con el
fenotipo mas severo como OFD1 la molécula regulatoria involucrada el gen
OFD1, interactua directamente con la maquinaria de remodelacion de la
cromatina y de esta manera puede regular la expresidon de varios genes blanco
(Giorgio et al, 2007). La alteracion de una ruta de sefnalizacion que controla los
procesos celulares mencionados podria explicar el efecto pleiotropico del
fenotipo observado en los varones de esta familia mexicana, donde la
participacion de una molécula sefalizadora o un factor de transcripcion e
incluso un cofactor de los complejos de remodelacion de la cromatina pueden

estar involucrados.
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FIGURA 18. GENES ASOCIADOS A LAS ANORMALIDADES DIGITALES. El esquema muestra
los tres diferentes tipos de genes regulatorios que se conoce se expresan en
etapa embrionaria y que estan asociados con alteraciones en el desarrollo de
las extremidades como son la polidactilia, la sindactilia o la polisindactilia; en
diversos sindromes (OMIM). A la derecha, se esquematiza una mano humana
con polisindactilia.

Debido a que las caracteristicas clinicas no parecen corresponder a un
sindrome conocido, se concluyé en consecuencia que la busqueda del gen
candidato deberia estar enfocada en los genes que no han sido asociados
hasta la fecha con algun fenotipo conocido.

De acuerdo a la base de datos de Geneatlas, 28 genes codifican para
proteinas de las cuales 6 son moléculas regulatorias que no han sido

implicadas previamente en algun fenotipo humano. Los genes ZNF182,
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WDR13 y WDR45 se sabe que participan en procesos celulares como
proliferacion, diferenciacion y apoptosis. Genes tales como ZNF182, PRICKLE3
y ZNF157 se sabe que codifican para factores de transcripcion, mientras que el
gen PHF16 que codifica para una acetil transferasa que actuan al mismo nivel
de regulacion génica que la proteina OFD1. Recientemente, la identificacion de
mutaciones patogénicas en el gen KDM6A como el segundo locus del sindrome
de Kabuki, expandio el papel importante que tienen los factores modificadores
de histonas en discapacidad intelectual y en las anomalias congénitas multiples
(Lederer et al, 2012). Cabe sefnalar que el gen KDM6A, que escapa de la ICX
(Greenfield et al, 1998), antes de encontrarse asociado al sindrome Kabuki, fue
un candidato promisorio para el fenotipo en estudio en base a que se unia al
promotor del gen HOXB1, gen que a su vez participa en el desarrollo

embrionario del cerebro anterior (Agger et al, 2007).
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FIGURA 19. GENES CANDIDATOS. Este esquema representa el escrutinio del locus
Xp11.4 —p11.21 para la seleccion de genes candidatos, donde se eliminaron los
genes que codifican para RNA, los pseudogenes, los transcritos procesados y
se colocaron en un recuadro rojo los genes asociados a enfermedades
conocidas. En amarillo se mantienen los 28 genes candidatos y en rojo los
genes que codifican para proteinas tedricas.

Otro enfoque para encontrar el gen responsable es la naturaleza
recesiva del fenotipo. Para obtener pistas acerca del fenotipo aparente sano de
todas las madres portadoras obligadas e incluso quizas, de otras posibles
portadoras en la familia, se realizé un ensayo de ICX. Las madres portadoras
(.7 y 1V.10) poseen un sesgo favorable de ICX (80:20), lo cual es una
caracteristica comun de los rasgos recesivos ligados a X, como en al menos la
mitad de las familias con retraso mental ligado a X (Plenge et al, 2002) o para
las mutaciones en genes autonomos celulares que causan muerte celular
temprana (Dobyns et al, 2004). Diferentemente, las madres IlIl.3 y IV.7
mostraron tener patrones aleatorios, lo cual significa que en estas mujeres la
mitad de las células expresan el alelo mutante y por lo tanto, ni su viabilidad ni
la proliferacion se vieron comprometidas durante el desarrollo. Esto fendmeno
ocurre en la mayoria de las enfermedades ligadas a X (Dobyns et al, 2004).

Si bien, es comun la penetrancia completa en varones en las
enfermedades ligadas a X, el estatus asintomatico de las mujeres de esta
familia mexicana, incluso experimentando patrones aleatorios de ICX realmente
resulta intrigante; efectivamente estas mujeres pueden de una forma u otra

resolver exitosamente la deficiencia de la funcion génica.
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La presencia de ambos tipos de patrones de ICX, sesgo favorable o
aleatorio, detectados en las mujeres de esta familia en estudio, pudieran ser
mas compatibles con mutaciones en genes que codifican para productos no
autonomos celulares (Dobyns et al, 2004), los cuales incluyen proteinas
secretadas, enzimas metabdlicas y proteinas que son expresadas en células
multinucleadas. Las versiones alélicas silvestres de tal clase de genes son
capaces de compensar, ya sea directamente o a través de sus productos
metabalicos, la deficiencia de las células que expresan el alelo mutante y
generar un patrén de herencia recesiva ligado a X (fenotipo asintomatico en
mujeres heterocigotas). Sin embargo, la mayoria de los genes que estan
localizados en la region candidata no pertenecen a esta categoria.

Por lo tanto, otro factor genético que podria contar para el fenotipo de
enfermedad o quizas la no afectacion de mujeres y varones en algunos
desordenes ligados a X es aquel que esta relacionado con la dosis génica. La
presencia de ciertas mutaciones en un alelo altera el nivel de expresion o aun la
habilidad de compensar la dosis dependiendo de la sensibilidad de cada gen,
provocando un estado alterado de las células debido a sobreexpresién o
haploinsuficiencia, diferente a dominancia negativa. Es factible que la expresion
bialélica tanto de genes que escapan a la ICX (en mujeres) o genes sobre el
cromosoma X los cuales tienen homologos/paralogos sobre el cromosoma Y
(en varones), puedan ocultar la deficiencia de un alelo mutante por un alelo
silvestre en la misma célula. En efecto, OFD1 es un gen de escape ICX cuyas
mutaciones causan letalidad en varones y el sindrome OFD1 (de Concilis et al,

1998) en mujeres, esto es probablemente debido a un efecto dominante
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negativo del alelo mutante sobre el alelo silvestre (Ferrante et al, 2001), mas
bien que debido a un fendmeno de haploinsuficiencia. En contraste, y debido
probablemente al fendbmeno de haploinsuficiencia el mismo gen OFD1 puede
producir sindromes recesivos ligados al cromosoma X tales como, el sindrome
Simpson-Golabi-Behmel tipo 2 (SGBS2; MIM 300209) o el sindrome de Joubert-
10 (JBTS10; MIM 300804), en los cuales esta vez los varones estan afectados,
mientras que las mujeres portadoras no lo estan. En la region candidata se
conocen algunos genes que no estan asociados a ningun fenotipo conocido y
que escapan a la ICX, entre ellos TIMP1 (Brown et al, 1990) y CDK16 (Carrel et
al, 1996) que codifican para enzimas, ademas de los genes reguladores MED14
(Yoshikawa et al, 1998) y SUV39H1 (Chung et al, 2006).

De acuerdo con las bases de datos de NCBI y GeneCards
(http:/www.genecards.org/), solamente los genes candidatos DDX3X'y TSPYL2
tienen un gen homologo sobre el cromosoma Y. Interesantemente, el nivel de
expresion maxima de ambas copias del gen KDM6A ya sea KDM6A/KDMG6A o
KDM6A/paralogUTY, parecen ser necesarias tanto en mujeres como en
varones, respectivamente, para exhibir un fenotipo normal, de otra manera las
mutaciones en un solo alelo KDM6A puede causar sindrome de Kabuki;
sugiriendo que el mecanismo involucrado es haploinsuficiencia (Lederer et al,
2012). Para este tipo de genes, parece poco probable que la expresividad
fenotipica variable encontrada entre los pacientes, podria depender de su gen
paralogo en el cromosoma Y; por lo que esta posibilidad no puede ser

descartada.
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Se propone la hipotesis de que en esta familia mexicana la alteracién
genética recae en un gen exclusivo del cromosoma X, por lo cual los varones
siendo hemicigotos ellos invariablemente se veran afectados. Por otro lado, la
alteracion involucrada deberia ser una mutacion de tipo hipomaérfica mas bien
que una mutacion de tipo dominante negativa, sino las madres heterocigotas
también deberian haber expresado la enfermedad independientemente del
patréon de ICX (Ferrente et al, 2001). En apoyo a la asuncion previa, las
mutaciones hipomorficas en el gen GPC3, un gen exclusivo del cromosoma X,
provocan SBGB (Pilia et al., 1996), en el cual la presencia de mujeres afectadas
solamente es debido a un sesgo de inactivacién del cromosoma X que porta el
alelo silvestre. Sin embargo, tal sesgo desfavorable no fue detectado en esta
familia estudiada lo cual pudiera haber sugerido el mismo tipo de asociacion.

Finalmente, otra manera de encontrar genes candidatos es mediante la
busqueda sistematica de fenotipos en modelos animales. Las bases de datos
de Informacién del Genoma del Raton (informatics.jax.org/) y el Instituto
Wellcome Trust Sanger (sanger.ac.uk/) actualmente son las fuentes de
informacion mas completas sobre fenotipos en el raton generados mediante
mutagénesis sistematica. Por ejemplo, los embriones mutantes en Kdmé6a,
mencionado previamente como gen candidato, presentan excencefalia en la
region media y posterior del cerebro, ademas de expresion en las extremidades
(Cox et al, 2010), lo cual explica las anormalidades en el cerebro presentes en
los pacientes con sindrome de Kabuki. Desafortunadamente, ambas bases de
datos solo tienen reportados fenotipos irrelevantes para los genes candidatos

Timp1, Phf16 y Med14.
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Al final de este trabajo todavia permanecen sin responder algunas
preguntas tales como ¢cual es el gen candidato? y ;como la mutacion
respectiva causa el fenotipo en esta familia?. De la misma manera, queda
pendiente confirmar si la mutacién involucrada resulta en una pérdida de
funcién. Pero independientemente del avance de este trabajo, no cabe duda
alguna de que la identificacion del la mutaciéon responsable del fenotipo,
proveera pistas acerca del papel del gen en procesos sutiles tales como, el
control de numero, el crecimiento y la individualizacion de los digitos durante el
desarrollo. Del mismo modo, también como la mutacidn en este gen provoca
tanto la discapacidad intelectual como la motora, lo cual es probablemente una
consecuencia de la hipoplasia cerebelar en los cuatro varones afectados.

Finalmente, para confirmar la identidad del gen involucrado, se requiere
la busqueda sistematica de mutaciones en las regiones codificantes y en las
regiones intron-exon de genes candidatos. Actualmente, este objetivo puede ser
acelerado por medio de la secuenciacion de DNA de préxima generacion (Next
Generation Sequencing; NGS), una estrategia que recientemente ha probado
ser sumamente exitosa en el descubrimiento de nuevos genes asociados a
enfermedades genéticas cuya base molecular permanecia desconocida
(Johnston et al, 2010; Ng et al, 2010; Guelly et al, 2011; Tarpey et al, 2009;

Sobreira et al, 2010).
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

1. Aunque se desconoce exactamente el gen involucrado y su
mutacion, los hallazgos clinicos, la localizacion cromosomica de la
alteracion y los patrones de inactivacion del cromosoma X en la
familia estudiada, junto a la falta de similitud con otros sindromes
reportados, son criterios suficientes para que este fenotipo sea

considerado como un sindrome; el cual ademas es nuevo.

2, Mediante analisis de ligamiento se confirmo la hipotesis inicial de
una herencia ligada al cromosoma X en esta familia, sugerida por

el arbol genealdgico.

3. El gen involucrado probablemente es un gen exclusivo del
cromosoma X, que codifica para una molécula reguladora, que
podria escapar a la inactivacion del cromosoma X y que porta una

mutacion tipo hipomorfa.
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4. Se sugiere que el gen involucrado se regula de manera espacial y
temporal durante la etapa embrionaria generando un efecto
pleiotrépico, participando en procesos celulares tales como
proliferacion 'y apoptosis; que son requeridos para el
establecimiento de los patrones AP/PD y la escultura de las
extremidades, asi como para el desarrollo de diversos érganos

alterados en el fenotipo.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

1. Identificar el gen implicado y la mutacién
Para confirmar la identidad del gen involucrado, se requerira de la
busqueda sistematica de mutaciones en las regiones codificantes y
en las regiones intron-exon de los genes candidatos mediante PCR-
secuenciacion o indirectamente por la secuenciacion de DNA de

préxima generacion del exoma.

2. Brindar asesoria genética a la familia
Una vez identificada la mutacion se puede desarrollar un ensayo
molecular alelo especifico que permita confirmar la mutacién en los
afectados y descartar el estado de portador en otras mujeres de la

familia para propdésitos de asesoramiento genético.
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3. Generar un modelo murino de la mutacion
La generacidn de un ratén tipo knock-in con la mutacién en el mismo
gen involucrado en la familia estudiada con la finalidad de recrear el
fenotipo, permitira emplearlo como una herramienta poderosa para

explorar la funcién génica humana.
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APENDICE A

RESULTADO DEL ANALISIS DE aCGH DEL CASO INDICE

GeneDx
g 4 207 Perry Parkway
Fax: 301-519-2692
Genetic Testing Results B ey ey
Patient Name: Caso indice (IV.5)
Date of Birth: 12/2011971

Specimen Type:  Blood

Test(s) requested:  GenomeDx: Whole-Genome Oligonucleotide Array CGH (105K)

Test Indication(s): Male with developmental delay, brachycephaly, scoliosis, polydactyly/syndactyly, ptosis
and cerebellar hypoplasia. Previous karyotype performed by outside laboratory reported
as normal (45, XY).

Result: NEGATIVE (NORMAL)
Sex: male
Interpretation: Genome-wide microarray analysis with approximately 105,000 oligonucleotide probes

yielded normal results in the genomic DNA cbtained from this male individual. DNA copy
number abnormalities of known clinical significance were not identified.

Mesthods: Whele-gencme array-based comparative genomic hybridization (aCGH) was performed
using the GenomeDx microarray, v3.2. The array contains ~105,000 oligonuclectide
probes spaced at an average distance of 37 kb based on the human genome sequence
build hg18. The GenomeDx array can detect copy number changes =50 kb in more than
150 targeted regions (micredeletion/duplication loci, and pericentromeric and
subtelomeric regions) and >200 kb in the remainder of the genome. Copy number
changes that have been published or identified in clinically normal individuals as per the
Database of Genomic Variants (projects.tcag.ca/variation) may not be reported. With
some exceptions, carrier status for recessive disorders due to a deletion/duplication of a
single gene is not routinely reperted.

Report electronically signed by: Report electronically signed by:

Liz Butler, MS, CGC Swaroop Aradhya, Ph.D., FACMG

Senior Genetic Counselor Director, Clinical Cytogenetics

Citations: USCtAllER Thllnicmunyldmﬁ.olhotloudoﬂk g {dup delet: el y) and

y i y does not detect bal d ch | ab ti
including Robertsonian locat i i ione, and balanced insertions, and it is limited in its ability
bd.bat icl The G "-urlywlld.onnldm bal, in g o regi that are not represented on the
ray. N | finding damlmhmmodhgmhdmydmdnuammmmm"yhum

with this assay. Clinical implications of some copy may be at the time of analysis.

This lest was developed and ils pedformance delermined by GenaDx. Il has not been cleared or approved by the U.S. Food and Drug Administration. The
FOA has determined thal such clearance or approval is nol necessary. This test is used for clinical purposes. P | ko the requi of CLIA ‘88,
1his laboralory has established and verified the leel's accuracy and precision. Genelic lesting using the methods applied ot GeneDx is expectad 10 be
highly socurate. Howewer, the chanos of a false positive or false negative resull, due to lsboralory erors incurred during any phase of lesting can not be
ocompletely excluded. CLIA ID#: 2100969051, MD Licenss 853
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