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INTRODUCCION






1.1 El sobrecrecimiento

El crecimiento en el hombre es un proceso sumamente complejo ya que
depende de multiples factores genéticos, hormonales y ambientales, y todos

ellos juegan un papel relevante.

Los diversos estudios y observaciones sobre las anomalias
caracterizadas por hipercrecimiento o velocidad de crecimiento excesiva
(ademas de los realizados sobre hipocrecimiento armoénico) ilustran esta
complejidad del crecimiento humano y el amplio nimero de genes y factores
reguladores que intervienen en el desarrollo de un crecimiento normal y

proporcionado.

El crecimiento pre- y postnatal tiene, como cualquier parametro
biolégico, un grado de variabilidad notable, existiendo un amplio intervalo de
valores considerados dentro de la normalidad. Las variables antropométricas
preferentemente utilizadas en la practica clinica son la medicion del peso, talla
y perimetro cefalico. El sobrecrecimiento o hipercrecimiento se puede definir
por valores, de cualquiera de los anteriores parametros (talla, peso y perimetro
cefalico), situados dos desviaciones estandar (DE) por encima de la media o
mas, para la poblacion de referencia [Weaver, 1994], o por encima del percentil

95 para la edad y sexo correspondiente.

El sobrecrecimiento puede ser generalizado cuando la mayoria o todas
las variables antropométricas mensurables, de crecimiento y desarrollo, estan
aumentadas. El sobrecrecimiento es localizado o regional, cuando afecta s6lo a

una parte o una o varias regiones del cuerpo.

La mayoria de los trastornos de hipercrecimiento son causados por un
incremento en el numero de células (hiperplasia), aumento del tamano celular
(hipertrofia), o del intersticio, o bien una combinacién de estos tres factores
[Cohen, 1989].



1.2 Trastornos de hipercrecimiento

Actualmente se tiene constancia de numerosos trastornos de
hipercrecimiento, habiéndose identificado un nutrido numero de factores
causantes, tanto genéticos como hormonales, pero hasta la fecha se han
elucidado los mecanismos patogénicos implicados en una minoria de éstos, ya
que la etiopatogenia y bases moleculares de las anomalias que cursan con
hipercrecimiento son muy complejas y parcialmente conocidas. Se muestra una

clasificacion con distintos trastornos de sobrecrecimiento en la tabla 1.



Tabla 1. Clasificacion etiolégica del hipercrecimiento, adaptacion de J.F. Sotos, 1996

Hipercrecimiento postnatal

A. Variantes normales

Talla alta familiar (genético)
Maduracidn familiar acelerada (genético)

B. Nutricional

Sobrenutricién (obesidad)

C. Hormonal

1. Exceso de hormona de crecimiento
Gigantismo hipofisario
- Adenoma hipofisario
- Sindrome de McCune-Albright

- Adenomatosis endocrina multiple (MEN 1)
Adenomas ectdpicos (esfenoides-cavidad nasal)

Exceso de hormona liberadora de hormona de

crecimiento

- Gangliocitomas intracraneales.

- Tumores extracraneales (carcinoide, islotes

pancreaticos, adenoma bronquial, etc.)
2. (Exceso de factor de crecimiento?
Acromegalia
3. Hipertiroidismo
4. Hiperinsulinismo
Lipodistrofia

D. Genético

1. Alteraciones cromosémicas
Trisomia X (47, XXX femenino)
Sindrome de Klinefelter XXY, XXXY
Sindrome XYY
Cromosoma X frégil
Trisomia 8, mosaicismo
Tetrasomia 12p (sindrome Pallister-Killian)
Trisomia 8p
2. Sindromes y otros:
Sindrome de Marfan
Sindrome de Beals (CCA)
Homocistinuria
Sindrome de Beckwith-Wiedemann
Neurofibromatosis tipo |
Sindrome de Partington
Sindrome de Ejalde
Sindrome de Richieri-Costa
Sindrome de MOMO
Sindrome de Costello

5. Exceso prepuberal de hormonas sexuales
Pubertad precoz isosexual
Andrégenos o estrégenos adrenales

Andrdgenos o estrégenos gonadales

6. Deficiencia de hormonas sexuales o insensibilidad a
su efecto:

Eunucoidismo

- Masculino-Hipogonadotropico
Deficiencia testicular

- Femenino- Hipogonadotropico
Ausencia de Ovarios

Resistencia a estrogenos y deficiencia de aromatasa
Falta de respuesta a los andrdgenos
Disgenesia gonadal XY (Sindrome de Swayer)
Deficiencia de 17-hidroxilasa XY

7. Deficiencia de glucocorticoides familiar

Trisomia 5p
Trisomia 15q25-ter
Mosomia 9g22
Monosmia 22¢13
Trisomia 4p16

Sindrome de Sotos

Sindrome de Weaver

Hipercrecimiento somatico (H19)

Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel
Sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba
Sindrome de Nevo

Sindrome de Teebi

Macrocefalia/cutis marmorata telangiectasoa
Sindrome de Cantu




Hipercrecimiento prenatal

Hijo de madre diabética Sindrome de Sotos
Sindrome de Beckwith-Wiedemann Sindrome de Weaver
Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel Sindrome de Nevo
Lipodistrofia Sindrome de Marshall-Smith
Sindrome de Ejalde Sindrome de Perlman

Existe una gran diversidad y heterogeneidad de caracteristicas
asociadas a los distintos trastornos y sindromes de hipercrecimiento, por lo que
es dificil hacer una clasificacién de distintos rasgos comunes asociados a estas
afecciones. Sin embargo, los diferentes cuadros de hipercrecimiento
generalizado en el nacimiento, suelen compartir algunas caracteristicas, que
incluyen:

- Peso con incremento proporcional al aumento de la altura.

- El sobrecrecimiento no suele ser el unico hallazgo clinico, sino que

va a acompanado de otras anomalias.

- Asociacion con frecuencia a cierto grado de retraso mental.

- Riesgo aumentado de neoplasias en diferentes tejidos (Ej.: tumor de

Wilms, leucemia, neuroblastoma y astrocitoma) [Cohen, 2002].

La incidencia de cada trastorno o sindrome de sobrecrecimiento varia
enormemente, pudiendo ser tan comun como 1 de cada 1.000-1.500 recién
nacidos, como ocurre en el sindrome del X fragil, o tan infrecuente como una
tasa inferior a 1 de cada millén de recién nacidos, caso del sindrome de Ejalde
[Weaver, 1994].




1.2.1 Trisomia X (47, XXX)

Las pacientes con trisomia X tienden a ser altas, siendo esta, la
caracteristica clinica mas frecuente, también es comun el retraso del desarrollo
y los trastornos del comportamiento, sin embargo, el fenotipo de estas
pacientes es bastante variable con un pequefio porcentaje de pacientes que no
presentan ningun tipo de sintomatologia. Tanto las mujeres adolescentes como
adultas 47,XXX manifiestan una tendencia a una talla por encima del percentil
90. La trisomia X es la aneuploidia mas frecuente, esta afectacion presenta una
incidencia de una de cada 1000 recién nacidas. La causa de la talla alta,
probablemente es debida a la presencia del cromosoma X extra. Dado que
cada célula posee unicamente un cromosoma X activo (los otros son
inactivados y condensados en el cuerpo de Barr), los efectos fenotipicos se
pueden atribuir a regiones cromosdmicas y genes que escapan a la
inactivacion. Uno de los mejores genes candidatos para explicar el
hipercrecimiento en esta y otras aneuploidias sexuales es el gen SHOX,
situado en la regidon pseodoautosémica (Xp22, Yp11.3), y que no resulta
inactivado. Es bien conocido que la delecion de este gen provoca estatura baja
y retraso del crecimiento [Rao et al., 1997], también se han descrito algunos
pacientes con estas caracteristicas y mutaciones puntuales afectando a este
gen [Clement-Jones et al., 2000]. Se cree ademas que la haploinsuficiencia de
SHOX, no solo causa la baja estatura sino también otras anomalias
esqueléticas caracteristicas del sindrome de Turner (cuartos metacarpos

cortos, cubitus valgus y discondrosteosis de Leri-Weill) [Kosho et al., 1999].

1.2.2 Sindrome de Klinefelter (XXY, XXXY)

Los varones con esta afectacion cromosdmica tienden a presentar una
talla alta. Fenotipicamente son individuos altos y delgados, con piernas
relativamente largas, en algunos casos, se observa a partir de la pubertad
signos de hipogonadismo e infertilidad. En las variantes de sindrome de
Klinefelter con mas de dos cromosomas X, el fenotipo resulta mas llamativo
con un desarrollo sexual mas deficiente y retraso mental acusado. La

incidencia de este sindrome se situaria en torno a 1 de cada 1.000 recién



nacidos. Como se indico para la trisomia X, el fenotipo de talla alta esta
relacionado con los genes que no son inactivados en el cromosoma X, siendo
igualmente SHOX el mejor gen candidato para explicar la talla alta. Ademas en
pacientes con este sindrome con un isocromosoma Xq (47, XiXqY), en los que
existe ausencia de un brazo corto extra del segundo cromosoma X, donde se
encontraria el gen SHOX, muestran las manifestaciones clinicas del sindrome

de Klinefelter, exceptuando la talla alta.

1.2.3 Sindrome XYY

Los varones con un cromosoma Y adicional presentan talla alta en el
50% de los casos, también puede asociarse con problemas de comportamiento
y retraso en la adquisicion del lenguaje. En este trastorno la talla alta esta
probablemente determinada por la existencia de un cromosoma Y adicional,

que también contiene una copia activa del gen SHOX.

1.2.4 Acromegaliay Gigantismo hipofisario

Ambas enfermedades son provocadas por una secrecion excesiva de
hormona de crecimiento o somatotropina (GH), debida a un adenoma de la
glandula pituitaria o hipdfisis (también conocido como somatotropinoma).
Existen ademas casos originados por hiperplasia del I6bulo anterior hipofisario
o adenohipdfisis. En algunos casos muy excepcionales la acromegalia puede
ser debida a la secrecion hormonal ectopica asociada a cancer de ovario,
tiroides, pancreas o broncopulmonar. La enfermedad puede ocurrir aislada o
asociada a otros trastornos. Se cree que aproximadamente un 40% de los
adenomas pituitarios tienes mutaciones somaticas heterocigotas en el gen
GNAS1 (20913.2) [Thakker et al., 1993; Hayward et al., 2001]. Aunque la
mayoria de los casos son esporadicos, también se han descrito formas
familiares de predisposicion de baja penetrancia, habiéndose encontrado en
algunos pacientes, mutaciones germinarles en el gen AIP (11q13) [Vierimaa et
al., 2006]. Los pacientes afectos presentan hipertrofia de las extremidadades,
talla alta y una facies tosca caracteristica, ademas la secrecidén excesiva de

hormona de crecimiento puede acarrear problemas cardiacos y diabetes.



Debido al lento progreso de los sintomas el diagnostico suele ser tardio, este
diagndstico se realiza en base al cuadro clinico y a través de la demostracion
de la secrecidon aumentada de GH. La acromegalia tiene una prevalencia de

40-70 afectados por cada 1.000.000 de personas.

1.2.5 Hiperinsulinismo — Lipodistrofia

La lipodistrofia incluye un grupo infrecuente de anomalias que se
caracterizan por la ausencia parcial o generalizada de tejido adiposo desde el
nacimiento o la infancia temprana y una resistencia severa a la insulina. Existen
tanto formas generalizadas como parciales. Los pacientes con lipodistrofia
generalizada congénita, también conocida como sindrome de Berardinelli-Seip,
suelen presentar gigantismo y una aceleracion de la velocidad de crecimiento
por desordenes de tipo endocrinoldgico, elementos acromegaloides, mandibula
prominente y edad 6sea adelantada [Garg et al., 2004]. En la lipodistrofia
congénita generalizada, se han identificado mutaciones transmitidas de forma
autosdmica recesiva en los genes AGPAT2 (9943.3) y BSCL2 (11913), que
provocan el trastorno. AGPAT2 codifica una enzima que cataliza una reaccién
esencial en la via de biosintesis de glicerofosfolipidos y triacilglicerol, afectando
a la sintesis de triacilglicerol en el tejido adiposo, las mutaciones de este gen
pueden causar lipodistrofia inhibiendo la sintesis y almacenamiento de y
triacilglicerol en los adipositos [Agarwal et al.,, 2002]. BSCL2 se expresa
sobretodo en el cerebro y los testiculos, siendo la expresion débil en los
adipositos, lo que sugiere un defecto primario en el eje hipotalamo-hipdfisi-
adipocito. BSCL2 codifica una proteina llamada seipina de funcion desconocida
[Magre et al., 2001]. Los pacientes con mutaciones de BSCL2 suelen presentar
retraso mental, una caracteristica diferencial con los pacientes afectos de
mutacién en AGPAT2 [Fu et al., 2004]. Existen probablemente mas loci
implicados aun no identificados [Agarwal et al., 2003]. La prevalencia de la
lipodistrofia congénita generalizada se ha estimado en menos de 1 caso por
1.000.000 de habitantes.



1.2.6 Sindrome de Marfan

Este sindrome consiste en una alteracion del tejido conectivo que afecta
al esqueleto humano, con elongacion de los huesos tubulares, y alteraciones
en el sistema cardiovascular y el sistema ocular. Los pacientes afectos de este
sindrome suelen presentar ademas moderada laxitud articular, dedos vy
extremidades desproporcionadamente largos, dientes apifiados, escoliosis y
lordosis toracica. La esperanza de vida de estos pacientes suele estar
mermada por complicaciones cardio-vasculares, ya que suelen presentar
debilidad de la tunica media de los grandes vasos originando una dilatacién de
la aorta ascendente o arteria pulmonar y/o aneurisma disecante, con frecuencia
pueden presentar también prolapso de la valvula mitral. Este trastorno
autosdmico dominante es provocado por mutaciones en el gen FBN1 (15921),
la mayoria de ellas mutaciones puntuales habiéndose encontrados pocos
casos de grandes reordenamientos afectando a este gen. El sindrome de
Marfan es una fibrilinopatia originada por una inadecuada sintesis de la fibrilina
1 a raiz de alteraciones del gen FBN1. La fibrilina es el componente mas
importante del tejido conectivo y muy probablemente un elemento funcional
esencial, por lo que la produccion de proteina alterada explica los signos
clinicos y los cambios histologicos observados en los pacientes con mutaciones
en el gen FBNL1 al interferir en la organizacion normal de las microfibrillas. Se
ha definido un sindrome de Marfan tipo Il o Loeys Dietz por el hallazgo de
mutaciones en los genes TGFBR1 (9933) y TGFBR2 (3p22) en algunos
pacientes en los que previamente no se habian encontrado mutaciones
afectando al gen FBN1, estos pacientes presentan un fenotipo bastante similar
al producido por el sindrome de Marfan clasico, aunque no presentan
anomalias oculares y su esperanza de vida parece ser menor. Los genes
TGFBR1 y TGFBR2 codifican para el receptor TGF-Beta, se sabe que este
factor tiene generalmente un efecto negativo sobre el crecimiento celular, y la
inactivacion de su via contribuye a la tumorigenesis [Mizuguchi et al., 2004;
Disabella et al., 2006; Matyas et al., 2006; Loeys et al., 2006]. El sindrome de

Marfan tiene una incidencia de 1 de cada 15.000 recién nacidos

10



1.2.7 Sindrome de Beckwith-Wiedemann

El sindrome de Beckwith-Wiedemann es un sindrome de
sobrecrecimiento caracterizado por macrosomia, macroglosia, organomegalia y
anomalias del desarrollo (en particular defectos de la pared abdominal con
exodnfalos/onfalocele). También pueden padecer durante la infancia
hemihiperplasia y hipoglicemia [Lapunzina, 1999], asi como un riesgo
incrementado de sufrir tumores calculado entre el 5% y el 10% [Porteus et al.,
2000]. La incidencia de este sindrome esta estimada en 1 de cada 14.000
nacimientos [Arroyo et al.,, 1999]. La mayoria de los casos de Beckwith-
Wiedemann son esporadicos (85%), no obstante alrededor del 15% se
corresponden con formas familiares. Se trata de una enfermedad multigénica
causada por una mala regulacién de la expresion génica en la regidn
cromosomica 11p15. Esta regién incluye genes que codifican factores de
crecimiento y genes supresores de tumores, varios de los genes reguladores
estdn sometidos a impronta genomica. Los genes de expresion paterna
(impronta materna) tienen actividad potenciadora del crecimiento y los de
expresion materna (impronta paterna) tienen actividad supresora del
crecimiento. La regién 11p15 tiene dos dominios diferentes de impronta, uno
telomérico que contiene los genes H19 e IGF2 y otro centromérico que incluye:
KCNQ1, KCNQ10T1 (LIT1) y CDKN1C. Se han descrito mutaciones puntuales
intragénicas en el gen CDKN1C, microdeleciones de LIT1, alteraciones de la
metilacion en el gen H19, duplicaciones de origen paterno, translocaciones
cromosomicas de origen materno, etc. Es por ello que tanto mecanismos
cromosomicos, genéticos o epigenéticos pueden darse en pacientes con este
sindrome  [Weksberg et al., 2001, 2003]. Una serie de estudios recientes
sugieren que las técnicas de reproduccion asistida pueden incrementar los
riesgos de defectos de la impronta, y en particular del sindrome de Beckwith-
Wiedemann [Debaun et al.,, 2003; Halliday et al., 2004], similares
observaciones se han reportado entorno al sindrome de Angelman. En ambos
trastornos después de la reproduccién asistida la alteracién observada siempre
implica la pérdida de metilacion de los genes metilados de impronta materna, lo
que sugiere que las técnicas de reproduccién asistida impiden la adquisicion o

mantenimiento de las marcas de mutilacion en los genes de impronta materna.

11



1.2.8 Sindrome de Bannayan Riley Ruvalcaba

Este trastorno es una enfermedad autosémica dominante que causa:
macrocefalia, lipomas multiples, pdlipos intestinales, retraso del desarrollo,
malformaciones vasculares y nevus pigmentarios localizados en los genitales
en los pacientes varones. Aproximadamente la mitad de los pacientes sufren
hipotonia y retraso mental moderado a severo. Los pacientes presentan
también un riesgo aumentado de sufrir cancer. El cuadro clinico es similar a la
enfermedad de Cowden, un sindrome de predisposicion al cancer,
especialmente de tiroides y mama. Las mutaciones y deleciones del gen
supresor de tumores PTEN (10923.31) son una de las causas conocidas de
este sindrome [Marsh et al., 1997], también se han encontrado mutaciones en
PTEN en pacientes con un fenotipo sugerente de enfermedad de Cowden, lo
que unido a la imposibilidad de establecer correctas relaciones genotipo-
fenotipo, parece sugerir que en realidad ambos trastornos son la misma
enfermedad, que presenta una variabilidad a diferentes edades, al igual que en
otros trastornos que implican alteraciones de factores supresores de tumores
como la neurofibromatosis tipo 1. EI gen PTEN puede bloquear el crecimiento
celular y tumorogenicidad bloqueando la progresién celular en la fase G1 [Liy
Sun, 1998], por lo que su alteracion probablemente desregula el crecimiento

celular.

1.2.9 Sindrome de Macrocefalia-cutis-marmorata-telangiectasia

Los pacientes con esta alteracion autosémica dominante presentan un
cuadro con macrocefalia, retraso mental, telangiectasia congénita, cutis
marmorata y sobrecrecimiento, ademas de otras anomalias como
hemihipertrofia, hemangioma del labio y/o philtrum, sindactilia, anomalias del
tejido conectivo y retraso del desarrollo [Lapunzina et al., 2004]. Se desconoce
hasta la fecha la causa genética y por tanto el mecanismo de sobrecrecimiento.
Se han descrito alrededor de 100 casos con este trastorno, y en

aproximadamente el 5% de ellos han desarrollado alguna neoplasia.

12



1.2.10 Sindrome de Marshall-Smith

Las caracteristicas principales de este trastorno son la edad o6sea
adelantada, retraso mental, edad 6sea adelantada, anomalias faciales vy
dificultades de crecimiento postnatal. Se incluye dentro de los sindromes de
hipercrecimiento ya que los recién nacidos presentan una talla alta y edad ésea
adelantada, aunque con la edad manifiestan una tendencia a peso bajo con un
crecimiento lento. Este sindrome se asocia a varios signos dismérficos como
frente prominente, ojos protuberantes, escleréticas azules, micrognatia y
narinas antevertidas. Los sintomas clinicos son graves, con dificultadas para
alimentarse, déficit de crecimiento y una gran tendencia a contraer infecciones
respiratorias. El prondstico es pobre y el trastorno suele tener un desenlace
fatal en los primeros afos de vida [Adam et al., 2005]. Se desconoce la causa
de este sindrome, pero por su ocurrencia esporadica, se piensa que es debida
a mutaciones dominantes de novo. Aun no se ha determinado la prevalencia de

este sindrome aunque se han reportado poco mas de 30 casos en la literatura.

1.2.11 Sindrome de Perlman

Se trata de un trastorno de hipercrecimiento autosdmico recesivo
caracterizado por gigantismo fetal, visceromegalia, facies inusual, hamartomas
renales bilaterales con nefroblastomatosis y tumores de Wilms. Se trata de un
trastorno extremadamente infrecuente habiéndose descrito alrededor de 25
casos hasta la fecha [Lapunzina et al., 2001]. Por el momento se desconoce el
mecanismo de hipercrecimiento y la alteracibn genética subyacente, no
habiéndose encontrado ninguna alteracion cromosomica ni genética en los

pacientes estudiados.

1.2.12 Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel

Este sindrome es una enfermedad recesiva de herencia ligada a X,
causado por mutaciones que afectan al gen GPC3 (Xq26) [Pilia et al., 1996;
Veugelers et al., 1998]. Aunque presenta una amplia variabilidad clinica, se

caracteriza por un sobrecrecimiento pre- y postnatal, organomegalia,
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malformaciones multiples de la linea media, anomalias cardiacas congénitas,
retraso mental variable, rasgos faciales dismorficos consistentes en facies
tosca, macroglosia, macrostomia y mala oclusién dental. Los pacientes
presentan un riesgo aumentado de neoplasia, sobre todo tumor de Wilms,
neuroblastoma y hepatoblastoma [Rodriguez-Criado et al., 2005]. Este
trastorno presenta un solapamiento clinico destacado con el sindrome de
Beckwith-Wiedemann. Se cree que GPC3 juega un papel importante en el
crecimiento, controlando el mesodermo embridnico donde se expresa
selectivamente. Parece que este proteoglicano forma un complejo con el factor
de crecimiento IGF2, modulando, por tanto, su acciéon. Con frecuencia se han
descrito grandes reordenamientos afectando a GPC3, tanto delecines parciales
como implicando a todo el gen, como la causa molecular subyacente a este
sindrome, ademas de las mutaciones puntuales afectando a este gen. Se
desconoce la prevalencia de este sindrome, aunque se han reportado mas 100
casos en la literatura. Recientemente se ha descubierto una segunda forma
mucho mas severa de este sindrome reportada en una sola familia, asociada a
una mutacion en el gen CXORF5 (Xp22) [Budny et al., 20086].

1.2.13 Sindrome de Costello

El sindrome de Costello es un trastorno con alteraciones congénitas
multiples y retraso mental caracterizado por: sobrecrecimiento prenatal, facies
tosca, piel redundante, cardiomiopatia y predisposicion a tumores. Los
pacientes suelen nacer con alto peso y desarrollan luego progresivamente
dificultades en la alimentacién y talla baja. El riesgo de tumores parece estar
aumentado (17%), siendo los mas frecuentes los rabdomiosarcomas. El
diagnostico diferencial debe incluir el sindrome de Noonan y el sindrome
cardio-facio-cutaneo. Recientemente se han detectado mutaciones en el proto-
oncogen HRAS (11p15.5) en pacientes afectos de este sindrome [Aoki et al.,
2005]. ElI gen HRAS parece regular la proliferaciéon celular dependiente de
factores de crecimiento, o que puede explicar el mecanismo de hipertrofia. La
mayoria de las mutaciones son puntuales de perdida de sentido, existiendo una

mutacion recurrente que afecta al codén 12 de la proteina [Kerr et al., 2006]. Se
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desconoce la prevalencia de este sindrome habiéndose descrito alrededor de

150 casos en la literatura.

1.2.14 Sindrome de Weaver

Esta alteracion se caracteriza por un hipercrecimiento pre- y postnatal,
retraso en el desarrollo, hipertonia, edad 0sea adelantada, camptodactilia y
apariencia facial caracteristica, consistente en una frente alta y ancha,
hipertelorismo, linea media del labio superior prominente y larga y micrognasia,
ademas estos pacientes suelen presentar ufas de implatacion profunda, llanto
ronco y de tono bajo y yemas de los dedos prominentes [Cole et al., 1992;
Opitz et al.,, 1998; Proud et al., 1998]. Se desconoce la causa molecular
subyacente, aunque se han encontrado algunas mutaciones en NSD1 en
pacientes con este sindrome [Douglas et al., 2003]. Muchas caracteristicas del
fenotipo de los pacientes afectos de este trastorno se asemejan mucho a las
presentes en los afectos de sindrome de Sotos, lo que ha llevado a hipotetizar
que ambos trastornos son variantes alélicas, pero actualmente se considera
que son dos entidades distintas, pues estudios realizados en series mas largas
de pacientes con sindrome de Weaver no han evidenciado alteraciones en el
gen NSD1 [Douglas et al.,, 2003; Turkmen et al., 2003; Taton-Brown et al.,
2005]. Se desconoce la prevalencia de este trasntorno, aunque se cree que su
incidencia es muy baja, con alrededor de 50 casos reportados en la literatura,
la mayoria de ellos esporadicos, aunque se han identificado dos familias

afectas con un patrén de herencia autosémico dominante.

1.2.15 Otras alteraciones no sindrémicas

Existen ademas otras alteraciones genéticas no filiadas descritas en la
literatura, en las que esta presente la alteracion del crecimiento en los
pacientes estudiados, entre otros hallazgos clinicos. Entre ellas cabe destacar
la trisomia del brazo corto del cromosoma 8, anomalia largamente conocida
como causativa de hipercrecimiento [Sotos, 1996]. Existen ademas de la
conocida trisomia del cromosoma 8 otras grandes deleciones y duplicaciones

que parecen causar una alteracion en el crecimiento, como la trisomia del
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brazo corto del cromosoma 5 que también se ha asociado con
sobrecrecimiento [Avansino et al., 1999; Lorda-Sanchez et al., 1997], en los
escasos pacientes reportados se ha descrito también macrocefalia, dilatacién
de los ventriculos cerebrales, inclinacion antimongoloide de las fisuras
palpebrales, micrognasia, cuello corto y defectos cardiacos. La duplicacion de
la region p16 del cromosoma 4 también se ha asociado a sobrecrecimiento y la
delecion reciproca es causativa a su vez de hipocrecimiento, se ha hipotetizado
que la alteracion del crecimiento es debida a efectos de dosis del gen receptor
factor de crecimiento fibroblasto 3 (FGFR3), esto es, cuando la dosis de este
gen es unica existe un fallo del crecimiento, cuando la dosis del gen es ftriple
provoca el crecimiento excesivo [Partington et al., 1997]. En pacientes con
trisomia 15q925-qter también se describe como una caracteristica clinica comun
a todos ellos el sobrecrecimiento, entre otros numerosos hallazgos clinicos mas
variables entre pacientes [Zollino et al., 1997; Nagai et al., 2002; Faivre et al.,
2002; Bonati et al., 2004]. La monosomia de la region 9922.3 ha sido propuesta
recientemente como una posible causa de sobrecrimiento, originando también
macrocefalia, trigonocefalia, retraso del desarrollo psicomotor e hiperactividad
[Redon et al., 2006]. Adicionalmente se han descrito dos pacientes con
delecion intersticial de la region 22913 que presentan crecimiento acelerado,
retraso del desarrollo psicomotor e hipotonia [Romain et al., 1999; Fujita et al.,
2000].
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1.3 Sindrome de Sotos

1.3.1 Historia

El sindrome de Sotos (SS) (MIM 117550) es un trastorno de
sobrecrecimiento autosémico dominante, descrito en 1964 por Juan F. Sotos y
colaboradores [Sotos et al., 1964]. Inicialmente se le dio el nombre de
“gigantismo cerebral” (término en desuso), en alusién a la alta frecuencia con
que se hallan dilataciones ventriculares en el cerebro de los pacientes afectos
de esta condicion. Sin embargo, es posible que no fuese el doctor Sotos el
primero en describir esta enfermedad, sino el doctor Bernard Schlesinger en el
ano 1931, al referir una paciente con caracteristicas propias de esta

enfermedad.

Desde entonces se reportaron bastantes casos, pero el diagndstico
clinico no es facil, debido a cierta variabilidad en el fenotipo de los pacientes.
En 1994, Cole y Hughes publicaron un estudio en el que sugerian los
siguientes criterios de diagnostico clinico como los mas relevantes: apariencia
facial caracteristica, perimetro cefalico y estatura pre- y postnatal por encima
del percentil 97, edad 6sea adelantada y retraso del desarrollo psicomotor.
Propusieron que la ausencia de alguno de los 4 criterios anteriores supondria la
imposibilidad de hacer un diagnéstico claro, y éste seria muy dudoso si el caso

no presentase dos de estos criterios principales.

En el ano 2002, Kurotaki et al., descubrieron que la haploinsuficiencia
del gen NSD1 era la principal causa del sindrome de Sotos. En posteriores
articulos de diferentes autores, se ha constatado que las mutaciones o
deleciones del gen NSD1 estan presentes en alrededor del 70% de los

pacientes con un diagndstico clinico de sindrome de Sotos.

En el 2005, Tatton-Brown et al., publicaron un estudio de asociacion

genotipo-fenotipo en 266 pacientes con alteraciones en NSD1 y pudieron
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determinar que la apariencia facial caracteristica, el sobrecrecimiento postnatal

y el retraso mental estaban presentes en mas del 90% de estos pacientes.

1.3.2 Prevalencia

El sindrome de Sotos se considera una enfermedad rara (prevalencia
1<2000), aunque es uno de los trastornos de sobrecrecimiento mas comunes
tras el sindrome de Beckwith-Wiedemann y el sindrome de Marfan. Se
desconoce su prevalencia exacta, pero se estima en 1 de cada 14.000 recién
nacidos. Aunque se puede transmitir de padres a hijos con herencia
autosdmica dominante, la gran mayoria de los casos se producen de novo sin

historia familiar.

1.3.3 Descripcién clinica

1.3.3.1 Crecimiento

El excesivo crecimiento pre- y postnatal, que tiende a normalizarse
con la llegada de la edad adulta [Cole y Hughes, 1994], son hallazgos clinicos
muy caracteristicos. El sobrecrecimiento prenatal es una alteracién muy comun
en todos los pacientes, tanto en peso y longitud o talla como en perimetro
craneal, siendo la talla el parametro mas importante e indicativo, incrementada
mas 2 DE por encima de la media para edad y sexo en el 85% de los neonatos
[Root et al., 2006]. Durante la infancia y hasta la pubertad, el excesivo
crecimiento continua siendo uno de los signos clinicos principales: al menos un
90% de los individuos afectos presentan bien una estatura o un perimetro
cefalico, o ambos, igual o por encima del percentil 98 (>DE) [Tatton-Brown et
al., 2005]. La altura y el peso tienden a normalizarse hacia la pubertad. No
obstante, los hombres adultos suelen superar la media en 11 cm y las mujeres
en 6 cm. [Root et al., 2006]

La edad de la menarquia en las mujeres es normal o esta ligeramente
adelantada [Agwu et al., 1999].
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La edad O6sea adelantada es una caracteristica comun presente en al

menos el 76% de los pacientes [Tatton-Brown et al., 2005].

1.3.3.2 Caracteristicas faciales

La apariencia facial caracteristica o “gestalt”, parece ser el rasgo
fenotipico de mayor relevancia para el diagnodstico clinico. Los rasgos
craneofaciales incluyen: frente alta y prominente, inclinacién antimongoloide de
las fisuras palpebrales, mentén ancho y prominente (que se hace mas
prominente con la edad), poca densidad de pelo especialmente en la region
frontoparietal, nariz antevertida, paladar alto y estrecho con hipertrofia alveolar,
tendencia al rubor facial y nasal, y con cierta frecuencia dolicocefalia y aspecto

hiperteldrico (no siempre confirmado por medidas).

En definitiva, existe una configuracion facial caracteristica del SS que los
genetistas clinicos experimentados pueden reconocer como tal, especialmente

entre el primer y sexto afio de vida del paciente. (Ver figura 1)

Figura 1: Paciente con apariencia facial caracteristica del sindrome de Sotos
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1.3.3.3 Desarrollo psicomotor y aprendizaje

Al menos el 90% de los casos presentan retraso mental de grado
variable y no progresivo. El retraso en las adquisiciones del desarrollo en
todas sus areas, incluyendo los avances motores y especialmente el desarrollo
del lenguaje expresivo, esta casi siempre presente. También se han detectado
problemas de pronunciacion, balbuceo en el habla, y problemas de voz
(tonalidad monotona, carraspeo y baja sonoridad) [Ball et al., 2005]. La mayoria
de los pacientes (97%) presentan dificultades de aprendizaje, pero el grado de
retraso cognitivo es bastante variable pudiendo oscilar desde ligero a
moderado y rara vez severo, con un amplio espectro de cociente intelectual de
20 a 120. [Cole y Hughes, 1994].

1.3.3.4 Problemas perinatales

En el periodo neonatal son muy frecuentes la hipotonia, la ictericia
prolongada y las dificultades de alimentacion, hallazgos presentes en

aproximadamente el 70% de los pacientes [Tatton-Brown et al., 2005].

1.3.3.5 Hallazgos clinicos neurologicos

En multiples pacientes se han descrito problemas neuroldégicos como
convulsiones (aproximadamente la mitad de los casos son de origen febril) y
coordinacion pobre. Ademas suelen encontrarse anomalias intracraneales en
las imagenes obtenidas por tomografia computerizada o resonancia magnética,
como dilatacion ventricular, aumento de los espacios subaracnoideos y/o
hipoplasia del cuerpo calloso. Los problemas de coordinacion motora parecen

mejorar con el tiempo.

1.3.3.6 Caracteristicas esqueléticas y ortopédicas

Con frecuencia tienen pies y manos grandes, siendo los pies planos un

problema muy comun en estos pacientes. Los problemas de curvaturas

anomalas de la columna también afectan aproximadamente a un tercio de los
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pacientes [Tatton-Brown et al., 2005] con una gran variabilidad en cuanto a su

severidad.

1.3.3.7 Caracteristicas ectodérmicas

Entre el 60% y el 80% de los pacientes presentan una erupcion
prematura de los dientes. También se han descrito, por distintos autores, ufas
de las manos finas o excesivamente fragiles. Con frecuencia se describe poca
densidad del pelo en el cuero cabelludo durante la infancia, y direccidon

ascendente de la primera linea del cabello.

1.3.3.8 Anomalias cardiacas

Se ha estimado una frecuencia del 21-25% de anomalias cardiacas
congénitas en los pacientes con SS frente al 0,6-1% en poblacion normal
[Tatton-Brown et al., 2005]. La incidencia en pacientes japoneses parece ser
mayor, siendo superior al 30% [Tsukahara et al., 1999]. El defecto congénito
mas frecuente es el ductus arterioso persistente con o sin defecto del septo
atrial [Faravelli, 2005].

1.3.3.9 Anomalias genito-urinarias y renales

En alrededor del 15% de los casos se encuentran problemas urinarios,
especialmente el reflujo vesicouretral [Cole y Hughes, 1994; Tatton-Brown et
al., 2005]. Esta frecuencia esta probablemente subestimada, ya que en pocos
pacientes se realizan estudios renales. Con menor frecuencia se detectan en

algunos casos criptorquia y escroto en chal [Noreau et al., 1998].

1.3.3.10 Fertilidad

Los datos sobre fertilidad son bastante limitados, no estando bien
definida la influencia que tiene este trastorno sobre la capacidad reproductora.

No obstante el retraso mental no parece justificar, por si solo, la baja tasa de
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transmision vertical de sindrome de Sotos. Se ha visto que, en los casos
familiares, predominan mas las mutaciones de pérdida de sentido que en los
esporadicos, lo que sugiere que el mecanismo mutacional subyacente y la
severidad de sus consecuencias, pueden afectar a la capacidad reproductiva.
[Van Haelst et al., 2005; Hoglund et al., 2003; Turkmen et al., 2003; De Boer et
al., 2004, Tatton-Brown et al., 2005].

1.3.3.11 Riesgo de tumorogénesis

Con relativa frecuencia, los sindromes de sobrecrecimiento se asocian a
la presencia de neoplasias. En el SS se ha demostrado que existe una cierta
predisposicion a tumores, cuya incidencia segun los estudios publicados oscila
entre el 2% y el 7% de los pacientes [Maldonado et al., 1984; Hersh et al.,
1992]. Los tumores mas frecuentes son linfomas, leucemias, tumores de
Wilms, neuroblastomas, carcinoma hepatocelular y teratomas sacrococigeos.
Es importante destacar que el riesgo de tumor tiene un ratio hombre:mujer de
2:1. [Lapunzina, 2005].

1.3.3.12 Otros hallazgos clinicos

El espectro de las caracteristicas clinicas del SS es muy amplio y muy
variable, e incluye otros hallazgos clinicos, aunque con menor frecuencia y de
forma mas inespecifica, como infecciones frecuentes del tracto superior
respiratorio durante la infancia, otitis media, estrefimiento crénico, alteraciones
oftalmolégicas (estrabismo, cataratas, anomalias del nervio éptico o de la
retina), hipotiroidismo, hernias inguinales, craneosinostosis y problemas de

comportamiento (agresividad).

1.3.4 Base genética de la enfermedad

A raiz del hallazgo de una paciente con SS que portaba una
translocacién reciproca t(5;8)(935;924.1) [Imaizumi et al., 2002], se lleg6 a la

identificacion del gen NSD1 en el punto de rotura 5q35 de dicha translocacion,
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encontrandose posteriormente mutaciones y deleciones submicroscopicas que
afectaban a este gen en otros pacientes [Kurotaki et al., 2002]. Todas las
mutaciones encontradas ocurren en un unico alelo y son hipomorficas,
indicando que es la haploinsuficiencia del gen NSD1 la principal causa del SS.
A partir del 2002, mas de 300 individuos con anomalias en NSD1 han sido
citados en la literatura [Kurotaki, 2003; Turkmen, 2003; Kasimura, 2003;
Douglas, 2003; Rio, 2003; Melchior, 2005; Nagai, 2005; Cecconi, 2005; Tatton-
Brown, 2005]. Estos estudios confirman que el sindrome de Sotos esta
originado por la haploinsuficiencia de NSD1, bien por deleciones que incluyen

todo el gen o mutaciones puntuales causantes de pérdida de funcion.
1.3.5 El gen NSD1

NSD1 (Nuclear Receptor Set-domain-containing protein), es un gen

localizado en el brazo largo del cromosoma 5 en la region q35.3 (Ver figura 2)

Cromosoma B q35.3

|
| 1| v | | 532 I

Figura 2: representacion esquematica del cromosoma 5, donde se senala en rojo la
region cromosomica donde se localiza NSD1

NSD1 consta de 23 exones, de los cuales el primero no se traduce, que
ocupan una regidn genomica de 161.854 pares de bases, y se expresa como
un ARNm de 8,5 kilobases que codifica una proteina de 2.696 aminoacidos con

multiples dominios funcionales (Ver figura 3).
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Figura 3: Representacién esquematica del gen NSD1 (figura modificada de Douglas et
al.., 2003), representandose como rectangulos los diferentes exones, y en gris la
ubicacion de los diferentes dominios funcionales.
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Los motivos funcionales incluidos en la proteina NSD1 son un dominio
SET (SU[VAR]3-9,E[Z],trithorax), un dominio rico en cisteinas asociado a SET
(SAC) adyacente al dominio SET, cinco homeodominios de plantas (PHD), dos
dominios prolina-triptofano-triptofano-prolina (PWWP), dos dominios de
interaccion receptor nuclear (NR): NID™ y NID™". Se ha demostrado que los
dominios SET median interacciones con una familia de proteinas que guardan
similitud con fosfatasas dual-especificas (dsPTPasas). La combinacion de
dominios SAC y SET estd presente en proteinas que funcionan como
histonametiltransferasas (HMTasas). Los dominios PHD estan presentes en
proteinas que actuan a nivel de la cromatina. El papel de los dominios PWWP
no ha sido establecido, pero se encuentran en factores reguladores y
metiltransferasas “de novo”, se piensa que estan implicados en interacciones
proteina-proteina. Los dominios de interaccion NID" y NID*" se localizan en
receptores nucleares que actuan como co-represores y co-activadores

respectivamente [Kurotaki et al., 2001].

No estan claras todavia las funciones de NSD1, pero se piensa que
funciona como un factor intermediario transcripcional capaz de actuar bien
activando o inhibiendo la transcripcién, dependiendo del contexto celular.
Ademas, la combinacion de los dominios SAC y SET sugiere que NSD1
posiblemente esté implicado en la modificacion de las histonas y la regulacién

de los estados de la cromatina.

NSD1 muestra una identidad del 86% a nivel nucleotidico con su
homdélogo en ratén nsdl, y de un 83% a nivel aminoacidico. NSD1 se expresa
en cerebro fetal/adulto, rifiones, musculo esquelético, bazo, timo y débilmente

en los pulmones [Kurotaki et al., 2001].

En estudios con ratones NSD1 knockout, los ratones heterocigotos son
viables, fértiles y tienen un crecimiento normal, no mostrando ninguna
caracteristica propia del SS. Los ratones homocigotos muestran una gran

incidencia de apoptosis al comenzar la formacion del mesodermo lo que impide
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finalizar la gastrulacion, produciéndose una muerte temprana durante la
gestacion. Esto indica que la proteina juega un papel esencial en el desarrollo

inicial post-implantacional [Rayasam et al., 2003]

1.3.6 Regién cromosdmica 5935 y anomalias en NSD1

La regién 5935 presenta tres bloques de duplicaciones segmentarias
(DSs) con una identidad de secuencia mayor al 98% flanqueando el gen NSD1,
uno centromérico a NSD1 y 2 teloméricos a unas 2,2 Mb del primero, en

orientaciones invertida y en tandem respectivamente (Ver figura 4).
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Figura 4: La regidén 5q35 alrededor de NSD1 presenta bloques de duplicaciones, uno
centromérico a NSD1 (DSSc) y dos teloméricos, en orientaciones invertida DSSt1 y en
tandem DSSt2 como sefialan las flechas.

Ademas existen dos bloques de DSs adicionales en 16p11.2 de
aproximadamente 60 kb y con identidad de secuencia algo menor (96%) (Ver

figura 5)
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Figura 5: Bloques de DSs en el cromosoma 16 de alta homologia con los de la region
5g35. Las flechas sefialan la orientacion de los mismos.

En Japon, las microdeleciones en 5q35, de 1,9 Mb, son la causa mas
frecuente de SS (mas del 50%). Fuera de Japodn, las microdeleciones son mas
infrecuentes, sumando apenas el 10% de los casos, predominando las

mutaciones puntuales “de novo” causantes de pérdida de funcion.

En poblacion japonesa, la mayoria de las microdeleciones son idénticas,
estando los puntos de rotura proximal y distal flanqueados por estas DSs, lo
que hace suponer que la delecidon no ocurre al azar sino mediada por estos
bloques de alta homologia por el mecanismo de recombinacion homologa no
alélica [Kurotaki et al., 2003]. Es mas, se ha detectado que, en todos los padres
de pacientes con esta microdelecion de 1,9 Mb, existe una inversidn entre
bloques que favoreceria el mal alineamiento y recombinacion homdloga no
alélica. Es posible que esta variante gendmica sea mas frecuente en poblacién
japonesa, lo que explicaria su mayor tasa de microdeleciones [Visser et al.,
2005].

En estudios de correlacién fenotipo-genotipo, parecen desprenderse
diferencias clinicas entre los pacientes con microdeleciones y aquellos con
mutaciones puntuales. Hay una mayor incidencia de anomalias cardiacas y
genitourinarias en los pacientes con microdelecion, parecen tener un retraso
mental mas acusado y el sobrecrecimiento es menos evidente que en los
pacientes con mutaciones puntuales [Douglas et al., 2003; Rio et al., 2003]. No
obstante, se hace necesario realizar estos estudios en un nimero mas elevado

de pacientes.
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Las anomalias en NSD1 son especificas del sindrome de Sotos.
Aunque se han descrito ocasionalmente anomalias en NSD1 en otros
sindromes de sobrecrecimiento, como en el sindrome de Weaver, donde en
estudios previos se habian encontrado tres casos atipicos de sindrome de
Weaver con mutaciones en NSD1 [Douglas et al., 2003], pero en estudios mas
recientes con una mayor caracterizacion clinica de estos 3 casos, se ha puesto
de manifiesto que el fenotipo de esos pacientes era reminiscente del SS. Por
afiadidura en estudios adicionales con series mas largas de pacientes con
sindrome de Weaver no se ha logrado encontrar mas alteraciones afectando a
NSD1 [Turkmen et al.,, 2003; Douglas et al., 2005]. Tanto el SS como el
sindrome de Weaver muestran bastantes caracteristicas clinicas comunes que
dificultan en gran medida el diagnédstico clinico certero, pero también existe
otros aspectos que los diferencian, sobre todo la apariencia facial, que un

experto genetista clinico puede reconocer.
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OBJETIVOS
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Estudio de la region 5935 y analisis mutacional de NSD1 en un grupo de
pacientes con hipercrecimiento y diagnostico clinico probable o seguro de
SS.

Estudio de la variabilidad de la region 5935 en progenitores de pacientes
con SS y en la poblacion general, y analisis evolutivo de la region en

primates.

Definicién del origen parental y de los puntos de rotura en casos de en

microdeleciones en 5q35, asi como estudio de las DS.

Estudio de correrelaciones clinico-moleculares en los pacientes con
mutacion de NSD1

Analisis de alteraciones de genes y regiones candidatas a influir en el
crecimiento, en aquellos pacientes con sobrecrecimiento sin mutaciones en
NSD1,

Investigacion de la presencia de reordenamientos gendmicos en el grupo de

pacientes con un diagndstico clinico claro, de sobrecrecimiento sin causa

molecular identificada con los estudios anteriores.

30



PACIENTES Y

METODOS
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3.1 Pacientes

Se han estudiado 51 pacientes con sospecha clinica de SS, procedentes
de diversos hospitales de la red nacional de sistemas de salud y de la
Universidad Catdlica de Chile, asi como dos pacientes con diagndstico clinico

de sindrome de Weaver.

De cada paciente se obtuvo el consentimiento informado para la
participacion en el estudio y el consentimiento de documentacién fotografica.
Se solicitd ademas rellenar un protocolo clinico al médico de referencia
(adjunto en anexo) donde se recoge detalladamente a través de un
cuestionario especifico la historia familiar, la historia perinatal, la historia

médica y el examen fisico del paciente.

Los pacientes reclutados en el estudio manifiestan un amplio espectro
de fenotipos que incluyen: diagnaostico clinico claro de SS, sobrecrecimiento y/o
macrocefalia pero sin las caracteristicas faciales tipicas del SS, y pacientes con

“gestalt” sugerente de SS pero sin sobrecrecimiento manifiesto.

Se solicitaron fotografias de todos los pacientes pero solo se obtuvieron
fotografias faciales de 20 de ellos, que fueron evaluadas por un experto
genetista, ignorando en todo momento si el paciente era o no NSD1 positivo.
Los pacientes fueron clasificados en tres categorias: (+) SS tipico, (P) posible

SS, (-) no sugerente de SS.

Para los estudios moleculares se solicitaron tres mililitros de sangre con
EDTA del paciente y familiares de primer grado para extraccion de ADN
genomico, y ademas se realizé una extraccion de ARN en los casos en que se
dispuso del volumen adicional necesario. Se solicitd también un mililitro de
sangre con heparina del paciente y de sus padres para cultivos de linfocitos,
para la obtencion de pellets celulares para estudios de hibridacion in situ

fluorescente (FISH). Se utilizé en cada caso procedimientos estandar.
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3.2 Estudios de laregion 5935y del gen NSD1

3.2.1 Anélisis de microdelecciones

Para identificar posibles microdeleciones que afecten el gen NSD1, se
analizaron marcadores microsatélites de la region, FISH con varios BACs y

PCR cuantitativa a tiempo real en el locus NSD1:

3.2.1.1 Estudios de microsatélites

Se buscaron microsatélites potencialmente polimérficos en una region de
2 Mb, unos incluidos en las DS que flanquean al gen NSD1, otros en la propia
secuencia del gen vy otros en las regiones centromérica y telomérica a estas
DS. Para ello se analizé informaticamente (Repeat Finder) la secuencia de
BACs de la regidn para localizar elementos repetidos en tandem de
dinucledtidos, trinucledtidos y tetranucledtidos. Una vez localizados, se
disefiaron oligonucledtidos para amplificar estas regiones usando el programa

informatico Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3 code.html).

Analizamos 7 microsatélites: SSCAcen1, SSCA2, SSCA3, SSCA4,
SSCA5, SSCA6 y SSCAtel1l. SSCAcen1, es centromérico a la region
comunmente delecionada en pacientes japoneses; SSCAS se incluye en el
extremo mas centromérico a NSD1 del intervalo comunmente delecionado;
SSCA2 es también centromérico y adyacente a NSD1; SSCA3 y SSCA6 se
localizan dentro del gen NSD1 (intron 17 y 2 respectivamente); SSCA4 es
adyacente y telomérico a NSD1; SSCAtel1 se localiza fuera de la regién

comunmente delecionada hacia teldmero (Ver figura 6).
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Figura 6: Posicién relativa de los microsatélites estudiados respecto a NSDI1,
indicando si se encuentran fuera o dentro del intervalo comunmente delecionado.

Tabla 2. Secuencia nucleotidica de los oligos utilizados para amplificar los
microsatélites

Secuencia de oligonucle6tidos
SSCACen F 5° TTTAACAAAATATATAAAATGCCTG 3’

R 5° AATGAATCTTACAACAATTTGG 3
SSCA? F 5 CTGAGCAACAGCAAAACTCG 3’

R 5 TGACCCCTGGGTATTACCTTC 3
SSCA3 F 5 GAGACAGGGGGAGACTCCAT 3

R 5 CTTTGATGGCATTGTTCCTG 3’
SSCA4 F 5 TGTTGAACGTTCCTCCATACTG 3

R 5° GATGAATACACGGAATGTGGTC 3
SSCAS F 5 AGGCCGGGGGTGGAAT 3’

R 5° AGCTGCCTGGGTGTGAGAAG 3’
SSCAG F 5 GCACCGTTTTACAGTCCTACTT 3

R 5° CTGCAGTGAGCCAAGACCAT 3
SSCAtel F 5" GGTGGCTCACACATATAATTC 3

R 5° AGATGATTCCCATTTACATTTTG 3’

Las PCR se realizaron en un volumen de reaccion de 10 pul conteniendo
50 ng de ADN gendmico, 0,25 U Taq polimerasa, 10% de bufer (10x), 1,5 mM
de MgCl;, 4 mM de cada dNTP y 0,2 uM de cada oligonucledtido. Las muestras
fueron amplificadas tras 4 minutos de desnaturalizacion a 94°C, 30 ciclos de
amplificacion (94°C durante 30”, 56-59°C durante 30”, 72°C durante 30”), y
una extension final a 72°C de 7°. Un oligonucleétido de cada pareja fue

marcado con uno de estos fluorocromos: FAM, HEX, o NED. Los productos de
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PCR fueron analizados en ABI PRISM3100 Genetic Analyzer (PE Applied
Biosystems), y la longitud y areas de los picos de los alelos fueron calculadas

con el programa GeneScan 3.7 (Applied Biosystems).

3.2.1.2 Estudios de FISH

Dos de las microdeleciones fueron verificadas por FISH (Hibridacion in
situ fluorescente) sobre extensiones de nucleos interfasicos procedentes de
linfocitos de sangre periférica cultivados segun procedimientos estandar,
tratados con una solucién hipotdnica y fijados con metanol/acido acético (3:1).
Se emplearon sondas no comerciales a partir de BACs. Los clones fueron
obtenidos de la libreria gendmica de BACs del Children’s Hospital Oakland

Research Institute (www.chori.org/bacpac) de la libreria 32k disponible en el

Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB). Los BACs utilizados fueron
RP11-466H21, RP13-504N15, RP11-563H03 marcados con biotina-16-dUTP
y/o digoxigenina-11-dUTP (Roche®) (Ver figura 7). Se valoraron las
preparaciones con un microscopio 6ptico con el objetivo de inmersién (100x),
captandose las imagenes con el programa de analisis de imagen digital de

Cytovision (Applied Imaging ®).

D DS
cen I8 NDS1 o tel
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RP11-563H03 N ©

RP11-466H21
RP13-504N15

Figura 7: Posicion en el brazo largo del cromosoma 5 de los clones utilizados en los
experimentos de FISH, representados por circulos de colores que reflejan la sefial emitida segin
los fluorocromos empleados en cada caso. También se representa la ubicacion relativa de las DS
(DSSc y DSSt) que flanquean al gen NSD1.
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3.2.1.3 PCR cuantitativa a tiempo real

La PCR cuantitativa a tiempo real se realizé por el método de la curva
estandar con SYBR® Green (Applied Biosystems) con el objetivo de identificar
microdeleciones. ElI amplicon estudiado fue del exéon 5 (fragmento 5K) de
NSD1, utilizando como control endégeno un amplicon del gen CYLNZ2,
cromosoma 7q11.23. La reaccion se llevd a cabo en ABI Prism 7900HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems) bajo condiciones estandar
(2 50°C, 10’ 95°C, 40 ciclos 30” 95°C, 30” 58°C, 30” 72°C, y una extension
final de 10’ a 72°C), los resultados fueron analizados con el software ABI Prism

Sequence Detection System (SDS v2.1).
3.2.2 Analisis mutacional de NSD1

Se realiz6 por dos meétodos: amplificaciéon y analisis individual de
diversos amplicones y zonas flanqueantes con exones y por secuenciacion
directa del cDNA obtenido de RNA mediante RT-PCR

3.2.2.1 Anadlisis de exones y zonas de unidn exon-intron

NSD1 consta de 23 exones, de los cuales el primero es no
codificante. Para amplificar los 22 exones restantes y las zonas de unién
exoén/intron se utilizaron los oligonucledétidos descritos por Douglas et al. [Am. J.
Hum. Genet., 2003] (Ver tabla 3). Los exones mayores de 400 pb se
amplificaron utilizando oligonucleétidos solapantes. El gen fue amplificado y

rastreado en 40 fragmentos.
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Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para amplificar la secuencia codificante de NSD1,
y tamanos de los productos de PCR amplificados

Exén Primer directo (5’—3°) Primer reverso (5°—3’) Tamafio (pb)
2A AGAGTCGAGTCAGATGGCCTA GATCCATCAGCAGACCATT 355
2B GTGGAACATCCCAAAATGCT TCTGTGACTGGCTGTTCTGG 367
2C TGGCTTTCTGCACTTTGAGA GAAGGGCTGCTTTTTCATTG 317
2D GCCATTCTTGCCATTAGCTC TTTCCCTTTAAGTGGCCTGT 323
3 TGCTTTTTCAGAAGGCTAATAGG | TCATTCACAAAATGTTCCAAGG 332
4 GCAATGATGTGGCTGTTCTC TCCAATCTGGGAAACAGAGC 364
5A TCTGATTTCATCTCCCTTTTCC GGCTTTTCCTTCTCATCTGC 315
5B ATGCCATTTGAAGACTGCAC TCCACAGGAAGAAAACAGAAAA 360
5C CGCAGGCCTCTAATGAACTT GATGGGATCCAGGTCACTGC 323
5D GGAAAAGCGAAGTGATTCCA TCTGACTGGGGTTTGTGAAC 348
5E GGGTTGTACTAAGAGTGCAGAGC | TTAGAAATGCTGGCCAAAGG 348
5F TATGGCAGAACCCCCAGTTA CGCTGCTCCTTCGTCTTACT 381
5G TGGAACATCAAAGCCATCAA CGCCAGATAATGCAGAGTCA 332
5H GGCTCCACACACAATTCAGA CTCCCTGCAGTACAGCATCA 334
51 ATGCTTTTTCAGCCCAAATG CTGGGCCTTTTCCGTTTT 312
5J GATGTGCATTTCGATAGCAAG GCTCTGTCAGTGGTTCCTCA 343
5K GGTCTTACTTCCTAGTGACC TATCACATTTAGATGTCCTTAC 255
6 ATGTGGTTTCCCATCTGGTT TGACATTGAAGATAAAATTGCAG 300
7 AACAATTTTGGCCTGTGGAC TCAAATACTGAGACCCCAACC 345
8 TTGTGCCCAGTTTCTAAATCA TGCAAAACAGCCTTTCATGT 327
9 TGGCAGCTGACAATTCAGAC CTCACTGGTCGGGCTTACAC 268
10 CCCGTTTTCCTAATCCACAA CCTCTGGCGTGAAAAGTAGC 310
11 AGGGGGTCAAATGGAAGAGA GATGGAGTGGGTTTCCCTTT 273
12 TCACCTCCTTTTCTGCCACT CCCAGTGTTGCCACAAAATA 337
13 TGGGTTCAGACGATGTCAAA TCTGTTGCCAATTAAACTGAGG 383
14 TCCATCATCTTAGTGGTCATTCC | TCCAGTGGCAATATGATGAAA 411
15 TGGATGTACACATACATGACTTGC | AAGAGGGGAGGAGTACCATGA 342
16 ATTTTCCTAATGCCTTGCAG GGCAGTTTCAAAATGGAGCA 364
17 TCTCCAACTTAAAGGGGAAAAA AGAGTGGGAAGAGCCAGCTA 273
18 GGACGTGAATTGTCTTCTGCT TCAAGCAACTGCAAAGAGGA 381
19 CTGCTGCTGACAGTGGTAGG TATGGCTGGGACAACACAAA 386
20 AAATTTTAATCCACAGCAGAGGTC| GTGGTGATGGTTGCACAAAA 356
21 CTCTTGGGAGTTGGTATCCTTT ACACTGTTAGGGAGGGAGGAC 257
22 GAATGAGGCTCAGAGAGGGTA AAATGGCATGAGACCCTGAG 360
23A GGAAGGTCATCATCCACACC GATTGCTCTGCCAGGTGAGT 356
23B TGGGGAGATCCGTGAGTATG CTGGTCACTGGAGAGGGTTT 369
23C AATCCCAATCCTTGGTTTCC GGTCTGGACCACAGCTGATA 380
23D CCTACTGACAAACCCCATGC CTGCTGCTTTCCCAGATGTC 346
23E AGCAAAGGTCTGGGGCATA CAGGGACTTTGCTCTGTGGT 395
23F TTTTAGGTCTCTCGGGAAGG GGGGCAGCTTGTTTGTTC 331

Todos los fragmentos se han amplificado en un volumen de reaccién de
25 ul 6 50 ul segun el caso, conteniendo 100 ng de ADN genomico, 0,625 U de
Taq polimerasa (para reaccion de 25 ul), 1,25 U de Taq polimerasa (para
reaccion de 50 ul), 10% de bufer (10x), 1,5 mM de MgCl,, 4 mM de cada dNTP
y 0,2 uM de cada oligonucleétido. Las muestras fueron amplificadas tras 4

minutos de desnaturalizacién a 94°C, 35 ciclos de amplificacién (94°C durante
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30”, 56-59°C durante 30”, 72°C durante 30”), y una extension final a 72°C de
7’. El amplificado se comprobd por electroforesis en gel de agarosa 1% con
tincion de bromuro de etidio. Se analizé la presencia de mutaciones en todos
los fragmentos mediante SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) y/o

dHPLC (denaturing high-pressure liquid chromatography).

En la técnica de SSCP se desnaturalizan los productos de PCR a 94°C
para posteriormente enfriarlos rapidamente en hielo impidiendo que las
moléculas de cadena simple se vuelvan a emparejar, y posteriormente se
someten a una electroforesis en un gel de acrilamida 10%. Para aumentar la
fiabilidad de esta técnica, cada fragmento se rastreé por SSCP a dos

temperaturas diferentes (a 4°C y a temperatura ambiente).

En la técnica de dHPLC la temperatura determina la sensibilidad de este
meétodo. Se determinaron informaticamente las distintas temperaturas éptimas
de desnaturalizacion para cada fragmento de NSD1 mediante el uso del

software “Melt program” (http://insertion.stanford.edu/melt.html). Los estudios

de dHPLC fueron realizados en la Unidad de Genotipaciéon del Centro de

Regulacién Gendémica (CRG).

En ambos métodos, en los casos en que se detectaron patrones de
migracion electroforética andémalos, se realizé otra PCR del mismo fragmento,
se purifico con el kit GFX™ PCR ADN (Amersham Biosciences) y
posteriormente se secuencid en ABI3100 (Applied Biosystems) usando

BigDye® v3.1 Sequencing Kit (Applied Biosystems).
En los casos de mutacién, se analiz6 también el ADN parental

(secuenciacion directa y/o digestidon enzimatica cuando la mutacién crea o

altera una diana de restriccion).
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3.2.2.2 RT-PCR y secuenciacion

En los 12 pacientes de los que se dispuso de ARN linfocitario, se estudié
la expresion de NSD1 y se rastrearon mutaciones mediante RT-PCR vy
secuenciacion directa de 4 fragmentos que incluyen la mayor parte del ADN
codificante del ADNc de NSD1 (Ver figura 8).

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la RT-PCR

fragmento Primer directo (5°—3’) Primer reverso (5'—3’) Tamafio (pb)
RT-PCR1 | GCCATTCTTGCCATTAGCTC CGCTGCTCCTTCGTCTTACT 2106
RT-PCR2 | TGGAACATCAAAGCCATCAA | GGAGCCTCCCTTTCAAGAAC 1413
RT-PCR5 | TTAGCTGGTGCTTTGTGTGC CACGGGTATCTCCATTCACA 999
RT-PCR6 | CCAGCCCAACTGTGAAACAC | GATTGCTCTGCCAGGTGAGT 651

Todos los fragmentos se amplificaron en un volumen de reaccién de 25
ul, conteniendo 100 ng de ADNc, 0,625 U de Taq polimerasa, 10% de bufer
(10x), 1,5 mM de MgCl,, 4 mM de cada dNTP y 0,2 uM de cada
oligonucledtido. Las muestras fueron amplificadas tras 4 minutos de
desnaturalizacion a 94°C, 35 ciclos de amplificacion (94°C durante 30”, 56-
58°C durante 307, 72°C durante 1°-2’), y una extension final a 72°C de 7'.
Posteriormente, se secuencié a partir de purificacion de banda en gel de
agarosa 1% con el kit GFX™ PCR ADN (Amersham Biosciences). En los casos
en los que la amplificacion fue muy débil, se realizé una re-amplificacién para
posteriormente secuenciar los fragmentos purificados de banda en ABI3100
(Applied Biosystems) usando BigDye® v3.1 Sequencing Kit (Applied

Exénl 2 34 5 6789101112 13 141516 17 1819 202122 23

Biosystems).

Figura 8: Representacién de todos los exones que componen NSD1, cada rectangulo
de color se corresponde con cada fragmento diferente. En rojo el fragmento RT-PCR1,
en azul el fragmento RT-PCR2, en amarillo el fragmento RTPCR5 y en verde el
fragmento RT-PCRG6
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3.2.3 Andlisis evolutivo y de las duplicaciones segmentarias

Realizamos un analisis evolutivo en la region 5q35 mediante el estudio
de dos microsatélites marcadores (SSD2 y SSD4) de las duplicaciones y el
estudio de una variante paraloga de secuencia (SSD3). SSD2 se localiza en los
tres bloques de DS y en dos bloques adicionales en el cromosoma 16p11.2.
SSD3 es una variante paraloga de secuencia entre DSSc y DSSt1, consistente
en la pérdida de tres nucledtidos en el bloque de DS centromérico respecto al
primer bloque de DS telomérico. SSD4 esta presente en en DSSc y DSSt1 (Ver
figura 9).
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Figura 9: Representacion esquematica de las DS que flanquean NSD1: DSSc, DSSt1 y DSST2. Las flechas horizontales muestran la
orientacion gendmica de los bloques. Se indica en verde la posicion relativa de los microsatélites internos al intervalo comunmente
delecionado, en morado el marcador interno a las duplicaciones segmentarias SSD2, en azul SSD3 y en rosa SSD4.
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Se han estudiado muestras de primates hominoides, al menos dos por
especie, (chimpancé, gorila, orangutan y macaco) en poblacién normal, asi

como en todos los pacientes y progenitores incluidos en este estudio.

Tabla 5. Secuencia de oligonucleétidos para amplificar los microsatélites marcadores
de las duplicaciones

SSD2 F 5 CAGTMGCATGCCACCATTCC 3

R S TGTTGTTTGTCTACCTGGGACT 3’
SSD3 F 5 GGTTTGCATAGGTTCAGTGGA 3

R 5 AGGGCCTAGGAATGTTTGC 3
sSD4 F 5’ CCCCAGTTAAAGTATCAGGAAGC 3

R 5 GCTATTTTGATGCCGATACCA 3

Las PCRs se realizaron siguiendo protocolos habituales de nuestro
laboratorio en un volumen de reaccion de 10 ul conteniendo 50 ng de ADN
genomico, 0,25 U de Taq polimerasa, 10% de bufer (10x), 1,5 mM de MgCl,, 4
mM de cada ANTP y 0,2 uM de cada oligonucleétido. Las muestras fueron
amplificadas tras 4 minutos de desnaturalizacion a 94°C, 30 ciclos de
amplificacion (94°C durante 30”, 56-59°C durante 30”, 72°C durante 30”), y
una extension final a 72°C de 7°. El oligonucledtido reverso de SSD2 estaba
marcado con el fluorocromo HEX y el de SSD3 y SSD4 estaban marcados a su
vez con el fluorocromo FAM. Los productos de PCR fueron analizados en ABI
PRISM310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems), y la longitud y areas de
los picos de los alelos fueron calculadas con el programa GeneScan 3.7
(Applied Biosystems).

3.2.4 Estudios de deteccidn del fragmento de unidn

En los pacientes con microdelecion se traté de amplificar mediante un
ensayo de PCR el fragmento de union resultante de la delecion producida en
uno de los cromosomas, utilizando para ello una pareja de oligonucleétidos
(SET 2) directo y reverso especificos a DSSc y DSSt1 respectivamente
descritos por Visser et al. [Am J Hum Genet., 2005].
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Tabla 6. Secuencia de oligonucledtidos utilizados para amplificar el fragmento de
union.

CACCAAAGGCCAGTGATGCCAATAT 3

SET2

F 5
R 5" AGCCCTCCCCTGGCCGACTG 3

El fragmento de 6,9 Kb se ha amplificado utilizando el kit Expand Long
Template PCR System de Roche®, en un volumen final de 25 pul, conteniendo
100 ng de ADN, 2,6 U de Expand High Fidelity enzyme Mix, 2,5ul del bufer, 1, 4
mM de cada dNTP y 300 nM de cada oligonucleétido. Las condiciones de
termociclado fueron de 2 minutos de desnaturalizacion a 94°C, 10 ciclos de
amplificacion (94°C durante 107, 57°C durante 30”, 68°C durante 6’30”) y 25
ciclos de amplificacion (94°C durante 107, 55°C durante 30”, 68°C durante
6'30”*, *10” adicionales en cada ciclo) y una extensioén final a 72°C de 20’. El
producto fue visualizado y purificado de banda en un gel de agarosa 1% con el
kit GFX™ PCR ADN (Amersham Biosciences) para posteriormente ser
secuenciado con dos oligonucledtidos (Frag-Union 1 y 2) disefiados para
estudiar el punto caliente de recombinacion de SS en ABI3100 (Applied

Biosystems) usando BigDye® v3.1 Sequencing Kit (Applied Biosystems).

Tabla 6. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para secuenciar internamente el
fragmento de unién.

Frag-Union1 |F 5" CTTCAAAGCTGGCTTCATCC 3

Frag-Union2 |R 5" ACACCAGGGCTAGGCTCAAT 3’

3.2.5 MLPA de reordenamientos intragénicos en NSD1

En 13 pacientes de la serie, con criterios claros de SS y en los que no se
encontré ninguna mutacion puntual ni la delecion mas frecuente en este
sindrome, se realizé un estudio de reordenamientos intragénicos en NSD1 con
el kit comercial SALSA MLPA Kit P026B ®, en el Hospital Universitario de la
Paz (Madrid).

La técnica de MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification) [Schouten

JP, Nucleic Acids Research 2002, Vol 30, No. 12] permite detectar y cuantificar

el numero de copias de varias secuencias diferentes en una misma reacciéon a
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partir de 100 ng de ADN. Esta técnica consiste en la hibridacién especifica en
las regiones génicas diana de 2 oligonucledétidos adyacentes y la ligacion de los
mismos mediante una reaccién enzimatica. Unicamente los oligonucleétidos
ligados seran amplificados mediante PCR con una unica pareja de cebadores
gracias a que todas las parejas de oligonucleétidos ligados tienen en sus

extremos secuencias comunes homodlogas a los cebadores de PCR.

Estos experimentos fueron realizados de acuerdo a las instrucciones

precisadas por el fabricante (MRC-Holland, http://www.mrc-holland.com ). Los

productos de ligacion se amplificaron por PCR, utilizando oligonucleotidos
marcados con el fluorocromo FAM suministrados por el fabricante. Los
productos de PCR fueron analizados en ABI PRISM3100 Genetic Analyzer (PE
Applied Biosystems). Los picos correspondientes a los distintos productos
fueron identificados en funcion de sus diferentes tamanos. La longitud y areas
de los picos de los productos de PCR fueron calculadas con el programa

GeneMapper v3.7 (Applied Biosystems).

Todos los datos fueron analizados en una hoja de calculo con Microsoft
Excel. Los datos fueron normalizados dividiendo cada altura/area de pico de la
muestra por la media de alturas de picos de la misma muestra. Este patron de
picos normalizado fue dividido por la media normalizada de cada pico de todas
las  muestras del experimento. Los valores resultantes son de
aproximadamente 1 para cada pico salvaje, 0,5 para identificar las deleciones

heterocigotas y 1,5 para duplicaciones heterocigotas.
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3.3 Estudios de regiones y genes candidatos de

sobrecrecimiento

3.3.1 Estudios de MLPA

Adicionalmente a la region 5935 y el gen NSD1, hemos disefiado un
ensayo multiple por MLPA para buscar posibles variaciones en el numero de
copia de otras regiones que contienen genes candidatos a participar o influir en
el crecimiento humano. Escogimos la técnica de MLPA por la posibilidad de
multiplexar y asi poder rastrear en un solo experimento alteraciones de numero
de copia en todas ellas, ademas de por su asequible coste, robustez y

reproductibilidad.

En total se selecionaron 19 regiones o genes relacionados con
crecimiento y diversos sindromes con alteracion del crecimiento. La mayoria
son fehacientemente conocidos por jugar un papel relevante en la regulacion
del crecimiento y el resto son regiones y genes propuestos en la literatura como

buenos candidatos a participar en este proceso:

- GH1 (17924.2)

- LIT1 (11p15) Beckwith-Wiedemann

- IGF2 (11p15) Beckwith-Wiedemann

- PTEN (10923.3) Bannayan-Riley-Ruvalcaba
- NSD1 (5qg35) Sotos

- GPC3 (Xg26.1) Simpson-Golabi-Behmel.

- HRAS (11p15.5) Costello

- SHOX (Xpter-p22, Yp11.3)

- FAM51A1 (Xp22) Simpson-Golabi-Behmel

- TGFBR2 (3p22) Marfan

- BCAT1 (12p) tetrasomia 12p, Pallister-Killiam.
- PINX1 (8p23) trisomia 8

- CSDM1 (8p23) trisomia 8

46



- IGF1R (15926.3) Dup 15q25-ter
- TGFBR1 (9922) Del 9922

- FBN1 (15g21) Marfan

- EP300 (22913) Del 22q13.2

- RAI14 (5p13.2) Dup 5p

- FGFR3 (4p16.3) Dup 4p16

Asi pues, procedimos al disefio manual de las sondas hibridantes en las
regiones seleccionadas, atendiendo a los requerimientos y condicionantes para

un adecuado funcionamiento de las mismas.

Las sondas fueron disefiadas con diferentes tamafos a fin de poder ser
identificadas en el electroferograma, con una diferencia de dos nucleétidos
respecto a la sonda inmediatamente anterior y a la posterior. Dos sondas del
primer juego y una del segundo tuvieron que ser revisadas, lo que llevé a variar
la longitud de las mismas, ya que los resultados experimentales mostraron
cierto grado de solapamiento con los picos correspondientes a otras sondas
adyacentes, lo que impedia la correcta identificacién de cada pico en funcién

de su tamafio, y la adecuada cuantificacion de la altura y area de las mismas.

Se determind experimentalmente la concentracion idonea de cada sonda
en la “mix” de hibridacién donde se incluyen todas ellas, con el fin de que todas
las sondas resultasen en unos niveles de amplificacién similares, para facilitar

el analisis.

Ademas se realizaron analisis en la region 3g21.1 (duplicada en uno de
los pacientes) en todos los pacientes con criterios clinicos de sobrecrecimiento
y en 210 controles. Concretamente se estudiaron los genes ADCY5, PTPLB vy
MYLK utilizando 6 sondas disefiadas en las localizaciones que se indican en la

figura 10.
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124 4 Mb 1247 Mhb 125 Mhb
ACDYS PTPLB MYLK
1 2 3 1 2

Figura 10: Representacién esquematica de la region cromosdmica 3g21.1 con los
genes ACDY5, PTPLB y MYLK. Indicandose mediante circulos amarillos la
localizacion relativa de las 6 sondas utilizadas en el estudio.

En cada gen o region se analizo la posible variacion en el numero de
copias geénicas a través de la técnica de MLPA (Multiplex Ligation Probe
Amplification) [Schouten JP, Nucleic Acids Research 2002, Vol 30, No. 12].

Cada gen o region seleccionada, se estudié en todos los pacientes
mediante dos juegos de sondas diferentes disefiadas manualmente a partir de
las secuencias obtenidas en la base de datos del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), con las que se pudo estudiar ganancias o

pérdidas de copias génicas en zonas no contiguas del mismo gen o region

geénica.
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Tabla 7. Secuencia de las sondas utilizadas en el Juego 1 de sondas de

sobrecrecimiento

Sondas Juego 1

Region| Gen Sonda L Sonda R fosforilada en 5’
17q24.2 GH1 CTTTCCCCCGCTGGGAAATAAG AGGAGGAGACTAAGGAGCTCAGGG
11p15.5 LIT1 GGATTTACTCAGCCCAGATCACGGCT GCTTTTGTTTACGTGGCCCCTG
11p15.5 IGF2 GTTTCCATCAGGTTCCATCCCGA AAATCTCTCGGTTCCACGTCCCCCTGG
5035 NSD1 | CCCAAAAAGAGCTAAGACAGCTGCAGGAA GACCGAAAGAATGACAAGAAGC
11p155 | HRAS GTTTGCCATCAACAACACCAAGTC | T1TTGAGGACATCCACCAGTACAGGTGAAC
Xq26.1 | GPC3 | CCTACTOCTCTIACIOCCAGBGACTEATEA | GTTAAACCCTGTGGCGGTTACTGE
10g23.3 | PTEN GTGTGGAATGAAGTGAGGCTTGTAGTC | ATCCTTCTAGTOTTICAGTTTECCAAGTCT
XY SHOX CTGCTATACCCTATGCATGCGGTTAACTA CACACGTTTGGAAGQTCCTTAGAGTCTATT
12p12.1 | BCAT1 GTGGAGTGGTCCTiﬁi’éGTTTGGATGGGAG CTCATATCAAGCCTCTTCAGAACCTGTC
GAGTAATGACGATTCCAAGTTTGGCCAGCG | TGCTAGAGAAGATGGGGTGGTCTAAAGGA
8p23 PINX1
GA AAG
CTGGCATTCCTATAAACGG- AGGTTTCTACTCGGGAGCTCGGTTTCTTTC
8p23.2 | CSMD1 ACGACGTTTTGGTGAC C
150263 | IGFIR CATTTCTAACCTTCGGCCT- ATATCCACAGCTGCAACCACGAGGCTGAG
qzb. TTCACATTGTACCGCATCG AAG
150211 | FBN1 GGAGGACCAGGAAACAGCCT- CCAGTGCATCCTTCATCACAG-
qzl. CAGTGGCCAGAGGATCA CATGTGCAATATGC
CTCCACCAGCCCATTGGA- TCCCTGAAGGCTTGTGCCATAAAA-
Xp22.2 | FAMS1AL GAAAAGTTACTGTTCAG GAGTGGGAGACATTC
22a13.2 | EP300 CCCAACAGAGCAGTCCTGGATTA- AAAAGCCCAATGACACAGGCAGGCTTGAC
qo. GGTTTGATAAATAGCATGGTC TTC
5p13.2 RAI14 CCCCTTGTCATCTGTCTTTG- TCGGCAGCCGCTGCCATTGTT-
pLo. TGTTAGATCCAGAGTTG CTCATTCGTGGTATGCACTG
40163 | FGER3 | GCCTGGACTGCTACCTTTCAAAGCTTGGAG AGCCGTGAATTCAGTTGGTTCGTT-
pLo. GGA CTGTACTGTTACTGGGCCCTGAG
3022 | TGFBR2 CCTGCCTAGCACTTCTCTTCTGGCCA- TGTTTGAGGACCAGTGTTCCCGGGGT-
P TGGAACTAAGTACAGTGGCAC TCCTGTGTG
9022 | TGEBR1 CCCCCACAGCCGTTTGACTGAAGGCT- ACGGCTGATGGAAGTTGT-
q GCTCTGGAGACCTAGAGTAAA GGGACCCACTTCCATTTCC
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Tabla 8. Secuencia de las sondas utilizadas en el Juego 2 de sondas de
sobrecrecimiento

Sondas Juego 2

Region| Gen Sonda L Sonda R fosforilada en 5’
3p22 TGFBR2 GCTCACCTCCACAGTGATCACAC TCCATGTGGGAGGCCCAAGATGC
4p16.3 | FGFR3 CCACCAATTTCATAGGCGTGGCCGA GAAGGCCTTTTGGCTGAGCGTTC
5p13.2 RAI14 CATTCCACCCAAACTGACTTGGGCCCA TCCCTGGGAAAACCTGGTGAAAC
9922 | TGFBR1 GTGCTGACATCTATGCAATGGGCTT AGTATTCTGGGAAATTGCTCGACGATG
22913.2 | EP300 CAGCCATGATGTCAGTGGCCCAGCATG GTCAACCTTTGAACATGGCTCCACAAC
Xq26.1 | GPC3 GTCAGCAGGCAACTCCGAAGGACAA | COAGATAAGCACCT TTCACAACCTCEEGA
15026.3 | IGF1R CATTTCACCTCCACCACCACGTCGAAGAA | TCGCATCATCATAACCTGGCACCGGTACC
Xp22.2 | FAM51A1 GTAGTGAGACAAAE’;%CACTACCTGTAGTG AGGGATGCATGTTCTATAAAGGGCCAG
CCCGGGCTCTGTCAGGGA-
15921.1 FBN1 GOAAATTGCATTAATAC TGTTGGGTCTTTTGAGTGCAAATGCCC
CATCCCTGTGAACGGCCATCGC-
8p23.2 | CSMD1 CACGGTGGAGACTTT GGCATCAGGTCCACAGTGACTTTCAGC
17024.2 GH1 CAATCCTGGAGCCCCACTG- TAGAGAAACACTGCTGCCCTCTTTTTAGCA
qs4. ACTTTGAGAGCTGTGT G
CTATCCTTGATACAACAGCTG-
11p15.5 IGF2 ACCTCATTTCOCGATACE TTTTCCCCCCCGAAAAGTACAACATCTGG
GCATACGGTCACGAGAGTGCAAA-
11p15.5 LIT1 CTTCTGTGAAACGCTCCAGTGG TTACACGCCCCGGGGTTTCAGCTTC
100233 | PTEN | CCTCTACACTGAGCAGCGTGGTCACCTGGT TCACCTGTGCACAGGTAACC-
qzo. CCTTT TCAGACTCGAGTCAGTG
110155 | HRAS GGAGCAGATCAAACGGGTGAA- TGCTGGTGGGGAACAAGTGTGACCTGGCT
pLo. GGACTCGGATGACGTGCCCATGG G
X Y SHOX GGATTTATGAATGCAAAGA- AGTCGGAGGACGAGGACGGG-
GAAGCGCGAGGACGTGA CAGACCAAGCTGAAACAGAG
5035 NSD1 GCCAGTGTTGGACTTGCAGAACA- AGAACCGAAAATGTATTCCTGGTTCAATCA
q GTATGATGTTCCCAAGGGGTCAA AG
120121 | BCAT1 GAGGATACCAACTGTATG- GCATTTGAATTGTGATAGATTTCTT-
pis. CTACTGGGACAGACTGTT TGGCTACCTGTGCATAATG
8023 PINX1 | CTCGGTTCCCTTCAATAACAATGAATGGTG | TTTCTTCTGAAAGACTCAGCCTAATTAAAG
p C -GATTAAGAGGCAATAGCTTGG
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Tabla 9. Secuencia de las sondas especificas para el estudio de la regién 3q21.1

Gen Sonda L Sonda R fosforilada en 5’
ADCY5-1 CGTGGTCAAGGTCAAGGGCAAAGGCGA GATGATGACCTACTTCCTCAATGGAGGGC
CAATGTTCTCATTTTCTCCTGCACCAACATCGTGG | TCTGCACCCACTATCCGGCTGAGGTCTCCCAGA
ADCY5-2
GTG GACAG
ADCY5-3 CTACTTCTTCCGCCTGAACCAG AGCAGCCTCACCATGCTCATGG
PTPLB-1 GTGCTGTACCCAATGGGAGTGTCAGGAGAACTGC ACAATATATGCAGCTCTGCCCTTTGT-
TC CAGACAAGCTGGCCTATATTC
PTPLB-2 CGGTTGGTCTGGTCCGAGCATA CCTGGCTAAGGGTAGCTACCATAGCC
MYLK | GATGACCAGTCAATCAGGGAGTCCCGCCACTT CCAGATAGACTACGATCGAGGACGGGAACTGCT

Tabla 10. Secuencia de los extremos universales de las todas las sondas y los
oligonucledtidos complementarios a ellas para su amplificaciéon por PCR

Secuencias universales extremos

Sonda L 5 GGGTTCCCTAAGGGTTGGA 3’

Sonda R 5 TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC 3’

Oligonucleotidos universales MLPA

MLPA-F FAM-5" GGGTTCCCTAAGGGTTGGA 3’

MLPA-R 5" GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA 3

Los experimentos de MLPA se realizaron siguiendo protocolos estandar

recomendados por el fabricante (MRC-Holland, http://www.mrc-holland.com).

Los productos de ligacion se amplificaron por PCR, utilizando oligonucleotidos
marcados con el fluorocromo FAM suministrados por el fabricante. Los
productos de PCR fueron analizados en ABI PRISM310 Genetic Analyzer (PE
Applied Biosystems), los picos correspondientes a los distintos productos
fueron identificados en funcion de sus diferentes tamanos, la longitud y areas
de los picos de los productos de PCR fueron calculadas con el programa

GeneMapper v3.7 (Applied Biosystems).
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Todos los datos fueron analizados en una hoja de calculo con Microsoft
Excel. Los datos fueron normalizados dividiendo cada altura de pico de la
muestra por la media de alturas de picos de la misma muestra. Este patron de
picos normalizado fue dividido por la media normalizada de cada pico de todas
las muestras del experimento. Los valores resultantes son de
aproximadamente 1 para cada pico salvaje, 0,5 para deleciones heterocigotas y

1,5 para duplicaciones heterocigotas.

3.3.2 Hibridacion gendmica comparativa en micromatrices (array-CGH)

En 13 pacientes seleccionados por criterios clinicos, fundamentalmente
aquéllos con un mayor numero de anomalias menores y, por tanto, mayor
sospecha de diagnostico sindromico, en los que no se detectaron alteraciones
en el gen NSD1 ni en las otras regiones génicas analizadas mediante los
estudios de MLPA, se realizaron estudios complementarios de Array CGH

utilizando:

1) Un microarray de 5600 BACs denominado HSBA (Hot-Spot-BAC-
Array). Disefiado en el PRBB, tiene una cobertura del 23% de las regiones
eucromatinicas, con una mayor densidad de sondas en puntos calientes de
regiones candidatas a sufrir alteracion, asi como aquellas localizadas entre
duplicaciones segmentarias y todas las zonas subteloméricas. Los BACs
fueron seleccionados del array Sanger 1 Mb, amablemente cedido por JC
Cigudosa y complementado con clones de la libreria gendmica de BACs del
Children’s Hospital Oakland Research Institute (CHORI), libreria 32K disponible
en el Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB). La distribucion de las
sondas en el array no es homogeénea, y la distancia entre clones consecutivos
va de 0,5 Mb hasta un maximo de 1,2 Mb.

2) Un tyling path array del Cromosoma X de 1769 BACs de la libreria
gendémica de BACs del CHORI, desarrollado por Irene Madrigal y Eva Gonzalez
de la Unidad de Microarrays del Centro de Regulacion Gendmica (CRG). Este
array fue utilizado para estudiar los dos pacientes con duplicaciones en el

cromosoma X con mayor resolucion.
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3) El array comercial Agilent G4410B de oligonucleéticos, que consta de
un total 43.000 oligonucledtidos. Las sondas estan localizadas en regiones
codificantes y no codificantes con una resolucién espacial de 1/35 kb en todo el

genoma.

El aislamiento de los BACs en los dos primeros arrays fue llevado a cabo
por Olaya Villa (Unidad de Genética de la Universidad Pompeu Fabra) y Eva
Gonzalez (Unidad de Microarrays del Centro de Regulacion Gendmica) con el
kit BAC96 Montage de Millipore siguiendo las instrucciones del fabricante. La
amplificacion de todos los clones fue realizada por DOP-PCR como describe
Fiegler et al. [Genes Chromosomes Cancer., 2003]. Los BACs fueron
espoteados por cuadriplicado en portas Corning UltraGaps utilizando DMSO al

50% como bufer de impresion (VersArray ChipWriter Pro System, Bio Rad).

Cuatrocientos nanogramos de ADN genomico de cada paciente fueron
marcados por random priming con Cy3-dCTP y Cy5-dCTP. Las muestras
fueron hibridadas en funcién del sexo contra un pool de 50 hombres o mujeres
normales, en modo dye swap, segun describe Wang et al. [Am J Hum Genet.,
2004], usando sulfato dextrano y formamida como solucion de hibridacion. En
el array comercial de Agilent, la hibridacion fue realizada segun el protocolo del

fabricante contra el mismo pool de referencia que los anteriores arrays.

El analisis de los tres arrays se realizoé del siguiente modo: después de
escanear el chip (Agilent G2565BA), la imagen fue analizada con el software
Genepix Pro v6.0 (Axon, Molecular Devices), utilizando la opcién “irregular
feature finding” para la localizacién de los spots. Los datos extraidos fueron
filtrados y normalizados utilizando el programa Bacanal [Lozano et al., no
publicado], una implementacion del paquete Limma desarrollado dentro del
proyecto Bioconductor que se basa en el entorno de programacion estadistico
de libre distribuciéon R. Por cada chip, se calculé su desviacion estandar y se
consideraron alterados aquellos clones que poseyeran valores de log, ratio

normalizado superior a 2, 3, 4 veces la desviacion estandar anterior. Estos
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analisis estadisticos fueron realizados por Mireia Vilardell (Unidad de Genética

de la Universidad Pompeu Fabra).

Los clones cuyos triplicados tenian una desviacion estandar superior al

10% fueron excluidos del analisis.

3.3.3 Estudios de FISH en el cromosoma 3

La duplicacion la region g21.1 del cromosoma 3 fue analizada por FISH
(Hibridacion in situ fluorescente) sobre extensiones de nucleos interfasicos
procedentes de linfocitos de sangre periférica cultivados segun procedimientos
estandar, tratados con una solucidn hipotonica y fijados con metanol/acido
acético (3:1). Se empled una sonda marcada sintetizada a partir de un BAC. El
clon fue obtenido de la libreria genémica de BACs del Children’s Hospital

Oakland Research Institute (www.chori.org/bacpac) de la libreria 32k disponible

en el Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB). El BAC utilizado fue
RP11-ON20 marcado con biotina-16-dUTP (Roche®). Se valoraron las
preparaciones con un microscopio 6ptico con el objetivo de inmersién (100x),
captandose las imagenes con el programa de analisis de imagen digital de

Cytovision (Applied Imaging ®).

3.3.4 Estudios en el cromosoma X

3.3.4.1 Andlisis del origen parental de las duplicaciones

En el caso de la duplicacion en Xp se estudiaron 9 microsatélites
marcadores (DXS1060, DXS8051, DXS987, DXS1226, DXS992, DXS1214,
DXS1068, DXS993, DXS991). Se analizaron 5 microsatélites marcadores en el
caso de la duplicacion Xq (DXS990, DXS8055, DXS1047, DXS8057,
DXS1059). Las amplificaciones fueron realizadas utilizando un oligonucleétido
marcado con fluoresecencia en cada caso, siguiendo procedimientos estandar.
El analisis de los fragmentos fue realizado en ABI PRISM310 Genetic Analyzer

(PE Applied Biosystems) con el programa GeneMapper v3.7 (Applied
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Biosystems). El origen parental de la duplicacion se determiné visualmente

comparando la altura de los picos entre los alelos paternos y maternos.

3.3.4.2 Estudios de inactivacion del X

En ambas pacientes con duplicaciones en el cromosoma X, se analiz6 el
patrén de inactivaciéon del cromosoma X, realizando una PCR fluorescente
utilizando el protocolo estandar del experimento HUMARA descrito por Allen et
al. [Am J Hum Genet., 1992], seguido de una digestién enzimatica con la
endonucleasa Hpall sensible a metilacion. Los productos de PCR fueron
analizados en ABI PRISM310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems) con el
programa GeneScan 3.7 (Applied Biosystems).
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4.1 Estudios region 5935y gen NSD1

4.1.1 Caracterizacion clinica

Se ha tratado de recoger una detallada descripcion clinica de los 51
pacientes incluidos en este estudio con diagnostico clinico de sospecha de SS.
En la caracterizacion se ha hecho hincapié en aquellos hallazgos clinicos mas
relevantes a la vista de los estudios publicados: apariencia facial (dividida en
tres categorias: (+) SS tipico, (P) posible SS, (-) escasos rasgos de SS,
perimetro cefalico (>97), estatura (>97), escolarizacién (normal, con apoyo,
especial) como valoracion del déficit cognitivo, edad 6sea adelantada,
anomalias cardiacas, anomalias intracraneales en tomografia computerizada o
resonancia magnética, hiperlaxitud y/o pies planos, hipotonia neonatal, ictericia
neonatal, alimentacion dificultosa en el lactante como expresion de la hipotonia

e incoordinacién promotora, escoliosis y presencia de convulsiones.
Los datos estan recogidos en las tablas de las siguientes paginas (tablas

11 a 14). En todas ellas, los datos que faltan reflejan que no han sido recogidos

por los clinicos de referencia o que no se ha realizado el estudio concreto.
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Tabla 11. Hallazgos clinicos en los pacientes incluidos en el estudio. En los pacientes con cddigo SS coloreado en rojo se ha encontrado algun
tipo de alteracion afectando a NSD1.

Hallazgos clinicos

=i

SS2

SS3

SS4

SS6

SS8

Sl

SS10

SS11

SS12

selle

SS14

SS15

SS16

SS17

SS18

Apariencia facial
caracteristica

Sobrecrecimiento prenatal
perimetro cefalico (>90)

Sobrecrecimiento prenatal
Talla (>90)

Sobrecrecimiento postnatal
perimetro cefalico (>97)

Sobrecrecimiento postnatal
Estatura (>97)

Retraso Desarrollo
psicomotor

Escolarizacion

Z| +

Edad 6sea adelantada

+|m| +

+

+

+|>| +

+|>| +

Anomalias cardiacas

+

Anomalias intracraneales
en TC o resonancia
magnética

Hiperlaxitud/pies planos

Hipotonia neonatal

Ictericia neonatal

Tomas dificultosas en el
lactante

Escoliosis

+

+

+

+

Convulsiones

+

+

+

+

P: posible gestalt SS; N: escolarizacién normal, A: escolarizacion con apoyo, E: educacion especial
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Tabla 12. Hallazgos clinicos en los pacientes incluidos en el estudio. En los pacientes con cddigo SS coloreado en rojo se ha encontrado algun
tipo de alteracion afectando a NSD1.

Hallazgos clinicos

SS19

SS20

SS21

SS22

SS23

SS24

SS25

SS26

SS27

SS28

SS29

SS30

SS31

SS32

SS33

SS34

Apariencia facial
caracteristica

Sobrecrecimiento prenatal
perimetro cefélico (>90)

Sobrecrecimiento prenatal
Talla (>90)

Sobrecrecimiento:
perimetro cefélico (>97)

Sobrecrecimiento:
Estatura (>97)

+

Retraso Desarrollo
psicomotor

Escolarizacion

m| +

Edad 6sea adelantada

+

+|> +

Anomalias cardiacas

+|+|>| +

=+

Anomalias intracraneales
en TC o resonancia
magnética

+

Hiperlaxitud/pies planos

Hipotonia neonatal

+

Ictericia neonatal

Tomas dificultosas en el
lactante

Escoliosis

+

+

Convulsiones

+

+

P: posible gestalt SS; N: escolarizacién normal, A: escolarizacion con apoyo, E: educacion especial

60



Tabla 13. Hallazgos clinicos en los pacientes incluidos en el estudio. En los pacientes con cddigo SS coloreado en rojo se ha encontrado algun
tipo de alteracion afectando a NSD1.

Hallazgos clinicos SS35 | SS36 | SS37 | SS38 | SS39 | SS40 | SS41 | SS42 | SS43 | SS44 | SS45 | SS46 | SS47 | SS48 | SS49 | SS50
Aparienf:ia_l facial + i ) N N P N . p
caracteristica

Sotirecremmlgn_to prenatal + i + + i i N i ) ) i R
perimetro cefélico (>90)

Sobrecrecimiento prenatal

Talla (>90) i ) " " i i * i ) * * i
Sotzrecreaml(-lzr{toz + + + + + + + + + + + - + -
perimetro cefélico (>97)

Sobrecrecimiento:

Estatura (>97) i " * i * i * * * i i * i
Rgtraso Desarrollo + + + + + + + + + + + + + + + +
psicomotor

Escolarizacion A A A A A A A A A A

Edad 6sea adelantada + + + - + + + +

Anomalias cardiacas - - - - + - - - -
Anomalias intracraneales

en TC o resonancia + - + + - - + + + - +
magnética

Hiperlaxitud/pies planos + + + + + - + + + + - - -
Hipotonia neonatal + + - + + - + + + + - - + -
Ictericia neonatal + - - - + - + - + + - - - + -
Tomas dificultosas en el i ) ) + i + i N N ) ] N ] ]
lactante

Escoliosis - - - - - - - + - - B N
Convulsiones + - - - - - + + + - - - -

P: posible gestalt SS; N: escolarizacién normal, A: escolarizacion con apoyo, E: educacion especial
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Tabla 14. Hallazgos clinicos en los pacientes incluidos en el estudio. En los pacientes con cddigo SS coloreado en rojo se ha encontrado algun

tipo de alteracion afectando a NSD1.

P: posible gestalt SS; N: escolarizacién normal, A: escolarizacion con apoyo, E: educacion especial

Hallazgos clinicos

SS51

AUTI12

NW14

Apariencia facial
caracteristica

Sobrecrecimiento prenatal
perimetro cefalico (>90)

Sobrecrecimiento prenatal
Talla (>90)

Sobrecrecimiento:
perimetro cefélico (>97)

Sobrecrecimiento:
Estatura (>97)

Retraso Desarrollo
psicomotor

Escolarizacion

Edad 6sea adelantada

Anomalias cardiacas

Anomalias intracraneales
en TC o resonancia
magnética

Hiperlaxitud/pies planos

Hipotonia neonatal

Ictericia neonatal

Tomas dificultosas en el
lactante

Escoliosis

+

Convulsiones
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En los pacientes con fotografias y datos clinicos suficientes se ha
constatado en 15 de 33 la apariencia facial caracteristica del SS. En el periodo
neonatal, 19 de 36 presentaron perimetro cefalico (p>90), 14 de 39 tuvieron
talla (p>90), 23 de 43 presentaron hipotonia, 12 de 41 mostraron ictericia
transitoria, 7 de 31 padecian anomalias cardiacas y 6 de 35 tenian tomas
dificultosas en el lactante. Mas tarde, a la edad de la valoracién clinica para
este estudio, 35 de 44 tenian macrocefalia, 17 de 39 tenian talla alta (p>97), 22
de 32 presentaban una edad 6sea adelantada sobre su edad cronoldgica, 18
de 28 mostraron anomalias intracraneales en las pruebas de neuroimagen, 23
de 31 manifestaban hiperlaxitud y/o pies planos, 11 de 37 tenian curvaturas de
la columna y 13 de 38 han sufrido en alguna ocasion convulsiones. La
alteracion cognitiva de los pacientes se refleja en que 5 siguen una
escolarizacion normal, 23 con apoyo y 8 precisan educacion especial. Los 51
pacientes de nuestra serie presentaban algun retraso en el desarrollo

psicomotor.

Hemos realizado una clasificacion de este grupo de pacientes por tres
criterios clinicos diagnosticos mayores. 1. La apariencia facial distintiva
(macrocefalia, frente prominente, implantacion hacia atras de la primera linea
del cabello, inclinacidn antimongoloide las fisuras palpebrales, mentén
prominente...). 2. El sobrecrecimiento pre y postnatal. 3. El retraso en el
desarrollo psicomotor (dificultades de aprendizaje, retraso mental, coordinaciéon
motora pobre...). Basandonos en la presencia o ausencia de estos tres criterios
clinicos mayores propios de este sindrome [Tatton-Brown et al, 2005], hemos
identificado 3 categorias de pacientes:

e Diagnéstico clinico seguro de SS: aquellos pacientes que reunen los tres
hallazgos clinicos mayores, una apariencia craneo-facial distintiva,
sobrecrecimiento prenatal y/o postnatal y retraso en el desarrollo
psicomotor.

e Posible diagnéstico clinico de SS: aquellos pacientes con apariencia
facial caracteristica, retraso del desarrollo psicomotor y sin
sobrecrecimiento manifiesto; pacientes con una apariencia facial

calificada como posiblemente caracteristica de SS, o bien no
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caracteristica de SS segun la evaluacion del genetista, retraso en el
desarrollo psicomotor y sobrecrecimiento prenatal y/o postnatal.

e No SS: todos aquellos pacientes no englobados en las categorias
anteriores, que cumplen uno solo de los tres criterios clinicos

diagnodsticos mayores.

Segun esta clasificacion, de nuestra cohorte pacientes, 15 pacientes son
“seguros”, 12 son “posibles” y 5 “no SS”. Los 19 pacientes restantes no han
podido ser categorizados por no contar con los datos clinicos necesarios ni

la iconografia apropiada para realizar esta clasificacion.

Aunque varios de los pacientes de nuestro grupo no se ajustan a los
criterios clinicos propios del SS, se decidio el analisis de todas las muestras
para poder caracterizar la variabilidad del fenotipo asociado a alteraciones
en NSD1 en poblacion espafola, ya sean mutaciones puntuales o

reordenamientos gendmicos afectando a este gen.

4.1.2 Estudio mutacional

4.1.2.1 Analisis de microdeleciones en 5935

Al ser la delecion de 1,9 Mb la mutacidon mas prevalente en la primera
serie de pacientes con SS publicada en Japdn, se decidid iniciar la busqueda
de estas deleciones como primer abordaje estratégico. Dada la disponibilidad
de ADN de todos los pacientes y de la mayoria de los progenitores, se disefid
un experimento de analisis de multiples STRs (Short Tandem Repeats) para
detectar posibles pérdidas alélicas. Para ello se genotiparon 7 microsatélites
potencialmente polimérficos de la region comunmente delecionada y zonas

adyacentes (Ver figura 21).
En todos los pacientes, asi como en padres y hermanos, analizamos al

menos los dos marcadores microsatélites internos al gen NSD1 (SSCAG6 y
SSCA3) y los dos microsatélites (SSCA2 y SSCA4) adyacentes al gen y dentro
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del intervalo comunmente delecionado [Ver tabla con genotipos en anexo]. En

45 de 51 pacientes se demostro heterocigosidad para al

microsatélites (Ver figura 11).
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Figura 11: Analisis de dos microsatélites marcadores en familia SS24, ambos
marcadores son informativos y demuestran la heterocigosidad para ambos en el

paciente

En la tabla 15 se senala el grado de heterocigosidad de los diferentes

marcadores estudiados a partir de los resultados experimentales obtenidos en

los pacientes y familiares estudiados.

Tabla 15. Heterocigosidad de los marcadores microsatélites utilizados

Total Familiares Pacientes
SSCACen |68,8% (11/16) |55% (6/11) 100% (5/5)
SSCA?2 66,4% (87/131) |64,2% (52/81) | 70% (35/50)
SSCA3 24,6%0 (31/126) |24,7% (19/77) | 24,5% (12/49)
SSCA4 80,2% (105/135) | 78,7% (67/85) | 83,3% (38/50)
SSCA5 57,1% (8/14) 50% (5/10) 75% (3/4)
SSCAG6 82% (105/128) |83,3% (65/78) | 80% (40/50)
SSCATel |68,8% (11/16) |58,3% (7/12) |100% (4/4)
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Asi mismo, con objeto de confirmar los resultados obtenidos mediante el
analisis de marcadores microsatélites y rastrear otras posibles deleciones
parciales (afectando solo a parte del gen NSD1), ademas de la clasica de este
sindrome de 1,9 Mb, algunos pacientes fueron analizados por PCR cuantitativa
a tiempo real y todos fueron estudiados por MLPA con los juegos de sondas
para genes y regiones candidatas a sobrecrecimiento que disefiamos y
validamos para estos estudios. Una de las 19 sondas de que consta cada juego
tiene su diana de hibridacién dentro del gen NSD1, y su uso nos ha permitido
cuantificar las copias del gen NSD1 a nivel de 2 secuencias exdnicas bastante

distantes entre si (una situada en el inicio del exén 5y la otra en el exén 17).

Mediante estos estudios, en los pacientes SS2, SS32 y SS38 se
constatd la presencia de una microdelecion afectando a todo el gen NSD1.
Ninguno de los padres porta la delecién, lo que indica que las 3

microdeleciones se han producido de novo.

En el individuo SS2 ninguno de los microsatélites internos a la region
comunmente delecionada resultdé informativo. La presencia de una
microdelecion de mas de 1,3 Mb afectando a todo el gen NSD1 se evidencio
por estudios de microarray, que fueron posteriormente validados con ambos

juegos de sondas en la mezcla MLPA de sobrecrecimiento.(Ver figura 12).
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Figura 12: Analisis de MLPA correspondiente al juego 1 de “sondas de
sobrecrecimiento”. En el paciente 2-01 se puede observar una reduccién de dosis
correspondiente al gen NSD1.

En el individuo SS32 (Ver figura 13) se produce una perdida de herencia
del alelo materno constatada para los marcadores SSCA5, SSCA2 y SSCA6
(fragmento de mas de 500 Kb). Los marcadores microsatélites SSCA3 y
SSCA4 no son informativos y existe heterocigosidad para los marcadores
SSCAcen y SSCAtel fuera ya del intervalo comunmente delecionado. Esta
delecion ha sido confirmada también mediante el estudio de MLPA con ambos

juegos de sondas de sobrecrecimiento.
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Figura 13: Analisis de dos microsatélites al intervalo cominmente delecionado, uno de
ellos intragénicos (SSCAG), en la familia SS32. En el paciente 32-01 se puede
observar pérdida de herencia del alelo materno en la region 5q35 para ambos
marcadores

En el paciente SS38 (Ver figura 14) existe una perdida de herencia del

alelo paterno en la region 5935 constatada para los marcadores SSCA2 vy
SSCAG, los marcadores microsatélites SSCA5, SSCA3, SSCA4 y SSCAtel no

son informativos y existe heterocigosidad para el marcador SSCAcen. Esta

delecion ha sido confirmada también a través del MLPA con ambos juegos de

sondas de sobrecrecimiento.
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Figura 14: Analisis de dos microsatélites en el intervalo comunmente delecionado,
uno de ellos intragénicos (SSCAG), en la familia SS38. En el paciente 38-01 se puede
observar pérdida de herencia del alelo paterno en la regién 5q35 para ambos
marcadores
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Los estudios de FISH con tres colores realizados en los pacientes SS32
y SS38 confirman la existencia de una microdelecion, como se constata por la
ausencia de dos de las tres senales en uno de los cromosomas 5, que se
corresponden con las sondas situadas entre los bloques de DS que flanquean

al gen (Ver figura 15).

Figura 15: Preparacion de nucleos interfasicos de los pacientes SS32-01 (Figura a) y
SS38-01 (figura b). Hibridacion con 3 sondas: de centromero a telomero (roja, amarilla,
verde), que se corresponden con RP11-466H21, RP13-504N15y RP11-563H03. Se
observan tres senales en uno de los cromosomas. En el otro, s6lo se observa la sefal
correspondiente a la sonda mas centromérica, lo que confirma una delecién en
heterocigosis.
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Tras identificar la presencia de grandes deleciones que afectan al gen
NSD1 mediante los anteriores experimentos, hemos tratado de caracterizar el
tamafio de estas microdeleciones. Para ello, ademas de los marcadores y
sondas ubicadas en las regiones de copia unica flanqueantes al intervalo de
1,9 Mb, se analizaron otros 2 microsatélites (SSD2 y SSD4) y una variante
paraloga de secuencia (PSV) (SSD3) localizados dentro de las duplicaciones
segmentarias que flanquean el gen con objeto de determinar si estas estaban o

no delecionadas (Ver figura 21).

El estudio del microsatélite marcador de las DS (SSD2) revel6 los

siguientes resultados:

El paciente SS2-01 presenta sélo un alelo DSSt1 heredado de la madre,
no habiendo heredado ninguno de los dos alelos del padre (Ver figura 16), lo
que parece indicar que este paciente presenta una delecion de origen paterno.
A diferencia de los otros dos pacientes con microdelecién de nuestra serie, no
ha podido ser identificado el origen de la delecién por el estudio de los STRs de

copia unica, por no ser ninguno de ellos informativo para esta familia.
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Figura 16: Genotipado del microsatélite SSD2 en la familia SS2. Los alelos DSSt1
corresponden al primer bloque telomérico, los alelos DSSc corresponden a la
duplicacién segmentaria centromérica, DSSt2 corresponde al segundo bloque
telomérico y los alelos DUP16 corresponden a los dos bloques adicionales del
cromosoma 16.

70



El paciente SS32-01 parece no portar ningun alelo correspondiente al

primer bloque telomérico, DSSt1 (Ver figura 17).
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Figura 17: Genotipado del microsatélite SSD2 en la familia SS32. Los alelos DSSt1
corresponden al primer bloque telomérico y los alelos DSSc corresponden a la
duplicacion segmentaria centromérica. DSSt2 corresponde al segundo bloque
telomérico y los alelos DUP16 corresponden a los dos bloques adicionales del
cromosoma 16.

El paciente SS38, con una microdelecién de origen paterno, presenta
s6lo un alelo DSSt1 heredado de la madre, no habiendo heredado ninguno de

los dos alelos del padre (Ver figura 18).
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Figura 18: Genotipado del microsatélite SSD2 en la familia SS38. Los alelos DSSt1
corresponden al primer bloque telomérico, los alelos DSSc corresponden a la
duplicacidon segmentaria centromérica, DSSt2 corresponde al segundo bloque
telomérico y los alelos DUP16 corresponden a los dos bloques adicionales del
cromosoma 16.

o

Estos resultados indican que, en los tres pacientes afectados por una
microdelecion, existe una pérdida de herencia del alelo del primer bloque

telomérico en el cromosoma portador de la delecion.

El estudio de la PSV SSD3 que permite diferenciar entre DSSc y DSSt1,
revel6 ratios entre la altura de los picos de los dos bloques similares, tanto
entre los padres y controles, como en los pacientes con microdelecion (Ver
figura 19). Esto parece indicar que este marcador, bien no esta delecionado en

estos casos, o lo esta en ambos bloques de DS en el cromosoma delecionado.
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Figura 19: Analisis de la PSV SSD3 en las familias SS2, SS32 y SS38. El pico DSSc
corresponde a la duplicacién segmentaria centromérica y el pico DSSt1 corresponde al
primer bloque telomérico.

El estudio del segundo microsatélite marcador de las DS (SSD4) reveld

los siguientes resultados:

Los pacientes portadores de una microdelecion SS2-01, SS32-01 y

SS38-01, presentan solamente 3 alelos de los 4 esperados (2 correspondientes

al bloque centromérico DSSc y los otros 2 correspondientes al primer bloque

telomérico DSSt1). Existiendo por tanto una perdida de herencia de uno de los

alelos (Ver figura 20).
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Figura 20: Genotipado del microsatélite SSD4 presente en los bloques DSSc y DSSt1
en las familias SS2, SS32 y SS38. Los numeros indican en cada caso el probable
numero de alelos. Los 3 pacientes con microdelecion presentan sélo 3 alelos.
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También estudiamos por un tercer método (PCR cuantitativa a tiempo
real) las posibles alteraciones en la dosis génica de NSD1, en algunos
pacientes de nuestra serie, con el objetivo de validar la técnica para la
deteccion o confirmacién de estas microdeleciones. Los resultados obtenidos
mediante PCR cuantitativa a tiempo real en los pacientes analizados son en
todo caso coherentes con los obtenidos mediante el analisis de microsatélites
marcadores. Tres de los 15 pacientes sometidos a este estudio, SS2, SS32 y
SS38, en los que previamente habiamos detectado una microdelecién en 5935,
muestran una cantidad significativamente menor del amplicén del exén 5
comparada con el resto de muestras y 2 controles. Por esta técnica, tampoco
hemos detectado deleciones que afecten a esta region de NSD1 en ninguno de

los 15 pacientes analizados.

Posteriormente, con el desarrollo de los juegos sondas de
sobrecrecimiento para estudios de MLPA, analizamos todos los pacientes
incluyendo también aquellos que no habian sido estudiados por PCR
cuantitativa a tiempo real, lo que nos permiti6 analizar alteraciones en el
numero de copias del exon 5y 17. Los datos obtenidos por las sondas de
NSD1, correspondientes a los dos juegos de MLPA, confirman nuevamente los
resultados obtenidos, con excepcidn del paciente SS46-01 (muestra no
analizada por PCR cuantitativa), que mostré en varios experimentos
independientes una disminucién de dosis para la sonda NSD1 del juego 2, cuyo
sitio de hibridacion y ligacion se ubica en el inicio del exén 5 del gen. Por el
contrario, el ratio de la sonda para NSD1 del primer juego ubicada en el exén
17 no mostré una disminucién de dosis. Esto sugirié que podria haber una

delecién parcial intragénica que debia ser confirmada por otra técnica.

4.1.2.1 MLPA de reordenamientos intragénicos

A fin de localizar posibles deleciones parciales afectando a NSD1, en
exones no estudiados en los experimentos anteriores y que por lo tanto habrian

pasado inadvertidas, se realizaron experimentos con el kit comercial SALSA
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MLPA kit PO26B ®, que nos permitiria detectar cualquier reordenamiento

intragénico en NSD1 ya que incluye sondas para todos los exones del gen.

Seleccionamos para este estudio 13 pacientes en los que no habiamos
encontrado previamente mutacién alguna (sin mutacién puntual ni la delecién
mas frecuente en este sindrome) y con criterios clinicos indicativos de SS, a
excepcion del paciente SS46-01 y SS17-01.

En el paciente SS46-01, en el cual previamente habiamos detectado una
delecion parcial afectando al exén 5, sin perdida de copia para el exén 17,
segun nuestros experimentos con los 2 juegos de sondas de sobrecrecimiento,
se corrobord la presencia de una delecion parcial. Esta delecion afecta a los
exones 1, 2, 3, 4 y 5, pero no se pudo delimitar el tamafio de la misma hacia el
extremo 5’ del gen. El microsatélite SSCA2, localizado en las proximidades del
extremo 5’ del gen, resultd informativo y no estaba delecionado, por lo que, en

este caso, la delecion no abarcaria mas alla del promotor del gen.

En el paciente SS17, en el cual en experimentos previos de Array-CGH
se mostré una pérdida de numero de copia para un clon de la region 5q35, se
constatd una delecién de los exones 1 y 2, que por su localizacion habia
pasado inadvertida con los otros estudios realizados hasta el momento. En este
caso, el microsatélite SSCA2 ubicado en la zona cercana al extremo 5’ del gen
no es informativo, por lo que no ha podido delimitarse con mayor precision el

tamafo de la misma, ni el origen parental.

En los 11 pacientes restantes no se detectd perdida ni ganancia alguna
de numero de copias en ninguno de los 23 exones que conforman el gen
NSD1.
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Figura 21: Representacién esquematica de las DS que flanquean NSD1: DSSc, DSSt1 y DSST2. Las flechas horizontales muestran la
orientacion gendmica de los bloques. Se indica en verde la posicion relativa de los microsatélites internos al intervalo comunmente
delecionado, en morado el marcador interno a las duplicaciones segmentarias SSD2, en azul SSD3 y en rosa SSD4. Se muestra mediante
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4.1.2.3 Mutaciones puntuales en NSD1

Como segunda aproximacion dentro de nuestra estrategia para localizar
alteraciones en el gen NSD1, procedimos a los estudios para la busqueda de

mutaciones puntuales.

Para realizar el rastreo mutacional, se emplearon las técnicas de dHPLC
y/o SSCP (Ver figura 22). Se analizaron 22 de los 23 exones de que consta
NSD1 (el primer exdon se omitié del estudio ya que no se traduce) y las zonas
de union exoén-intron, divididos en un total de 40 fragmentos para su

amplificacion por PCR en todos los pacientes que han participado en este

estudio.
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Figura 22: A Cromatogramas de dHPLC correspondientes productos de PCR del exén
5, de un paciente (SS21-01) y un control. El paciente porta una mutacién en este
fragmento ¢.1939-1940 ins 2nt (GT). B SSCP en gel de acrilamida al 10% de
productos de PCR de un fragmento del exén 5 en ocho pacientes.Se detectaron
bandas con una migracién diferente en los pacientes SS8 y SS10, lo que evidencia un
cambio en la secuencia consistente en un polimorfismo ¢.1482C>T (cambio sinénimo).

Todos los productos de PCR en los que hemos detectado una migracién
anormal fueron secuenciados, identificAandose asi cambios en la secuencia

interpretables como polimorfismos o como probables mutaciones patogénicas.

Se han detectado de esta manera un total de 11 mutaciones puntuales
claras, todas de novo (Ver figura 23). En 10 de los 11 casos se produce un
codon de stop prematuro que probablemente da lugar a una proteina truncada.
En un unico caso se encontré una mutacién de cambio de sentido, alteracién
no encontrada en mas de 200 controles estudiados. En todos los casos, se

confirmé que la mutacidn era de novo, bien secuenciando el ADN de ambos
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progenitores, bien realizando digestiones enzimaticas en los casos en que la

mutacion afectaba a alguna diana de restriccion.
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Figura 23: Secuencias de un fragmento del exén 5 en la familia SS23, que refleja en el
paciente (SS23-01) una mutacién sin sentido (c.1894C>T, R632X) aparecida de novo.

En la tabla inferior (tabla 16) se recogen las mutaciones encontradas en

nuestro estudio, asi

como en el

exon en que se

localizan, el

cambio

aminoacidico producido, la herencia estudiada y la probable consecuencia a

nivel de proteina.

Tabla 16. Mutaciones detectadas en nuestro estudio.

Paciente | Exon Mutacion Cambio aa’ Proteina Herencia
§S23-01 5 c. 1894 C>T R632X Proteina truncada de novo
5S549-01 5 c. 1894 C>T R632X Proteina truncada de novo
5S521-01 5 €. 1939-1940 ins 2nt (GT) D648fxX654 | Proteina truncada de novo
5S33-01 5 c. 2023-2024 del 2nt (AT) M675fsX681 | Proteina truncada de novo
S5S24-01 5 c. 2576-2577 del 2nt (AT) H859fsX873 | Proteina truncada de novo
S5S41-01 5 C. 2613-2614 ins C L872fsX874 Proteina truncada de novo
S5S520-01 5 €.2995 C>G & ¢.2996-2997ins AA | L999fsX1040 | Proteina truncada de novo
SS6-01 7 €.3957-3966 del 10nt A1319fsX1331 | Proteina truncada de novo
S543-01 11 C. 4598-4599 del G G1533fxX1573 | Proteina truncada de novo
SS35-01 14 c. 5117 A>T N16371 Cambio aminoéacido de novo
S§S31-01 22 c. 6349 C>T R2117X Proteina truncada de novo
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De estas 11 mutaciones, 2 han sido descritas anteriormente: la mutacion
c.1894 C>T en el exén 5 ha sido descrita por Cecconi et al. (2005) y la
mutacion ¢.2576-2577 del 2nt (AT) también ha sido descrita en otro paciente

por Douglas et al. (2003).

Se han encontrado varios polimorfimos ¢.1482C>T (sindnimo),
c.1749G>A (sin6bnimo), ¢.1840G>T (p.V614L), c.2176T>C (p.S726P),
c.3705T>C (sin6bnimo), ¢.6829C>T (sinbnimo) y ¢.6903G>C (sindbnimo), todos
ellos descritos anteriormente y ya descritos en la base de datos de

polimorfismos SNPdb.

Se han identificado ademas 6 nuevos probables polimorfismos ¢.1980
C>T (sin6nimo), ¢.2586 C>T, (sinbnimo), ¢.2667 T>C, (sindnimo), c.6813 G>T,
(sinébnimo) ¢.7850 T>G (L2617W) y ¢.209 T>G (170S). En todos los casos, la
variante genética ha sido heredada de un progenitor asintomatico. Las
variantes ¢.2586 C>T, ¢.2667 T>C, c.6813 G>T, ¢.7850 T>G y ¢.209 T>G no

han sido encontradas en la poblacién normal estudiada.

4.1.2.4 RT-PCR, estudios de expresion

En aquellos pacientes en los que se extrajo ARN linfocitario, se obtuvo
ADNc por RT-PCR y se procedi6 a su secuenciacién. A través de la
secuenciacion de la mayor parte del ADNc, se pudo rastrear la presencia de
mutaciones no detectadas mediante los experimentos previos de SSCP y/o
dHPLC. Del mismo modo pudimos estudiar los niveles de transcripcién de

varios polimorfismos y algunas de las mutaciones detectadas.

Los resultados obtenidos por RT-PCR y posterior secuenciacion directa
de la casi totalidad de la parte codificante del ADNc ratifican los resultados
anteriores en los 12 pacientes estudiados. Tres de los pacientes estudiados
presentaban una mutacion, se cuantifico la expresion relativa de los dos alelos
del gen mediante el analisis varios polimorfismos en heterocigosis. En 9 de 12

casos en la expresién de ambos alelos a nivel de ARNm parecio idéntica.
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En los pacientes SS33-01 con una mutacion c. 2023-2024 del 2nt
(M675fsX681) y SS49-01 con una mutacién c. 1894 C>T (R632X), se observo
la presencia del alelo mutado en cantidad normal en ARNm, lo que parece

indicar que estas dos mutaciones no afectan a la expresién (Ver figura 24B).

El paciente SS17-01 con una delecion parcial afectando a los exones 1y
2, presentd expresion monoalélica en 2 polimorfismos estudiados, presentes en
ADN genomico. Por otro lado los pacientes SS34 y SS45, en los que no se ha
identificado ninguna mutacion (ni ningun reordenamiento intragénico de NSD1
en el estudio de MLPA de NSD1), presentaron expresion monoalélica para el
unico polimorfismo detectado en ADN gendmico, dato que parece indicar la
presencia de una mutacién no detectada en NSD1 o en una regién reguladora
mas o menos distante que causaria, una reduccidén en la expresion del alelo

mutado.

Estos estudios también han permitido demostrar que la expresion normal
de NSD1 es bialélica con poca variabilidad, observandose un nivel de
expresion alélica idéntica para los pacientes estudiados con los siguientes
polimorfismos: ¢.1482C>T, ¢.1840G>T, ¢.2176T>C, ¢.2586 C>T y ¢.6903G>C
(Ver figura 24A).
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Figura 24: A) secuencias del polimorfismo ¢.2586 C>T (sinénimo) en el paciente SS10
sobre ADN gendmico y ADN copia que demuestran un nivel similar de expresion de
ambas variantes. B) secuencias de la mutacion ¢.1894 C>T (R632X) en el paciente
SS49 sobre ADN gendmico y ADN copia, lo que indica que esta mutacion no afecta a
la expresion.

4.1.3 Correlaciones clinico-moleculares

De acuerdo a los datos clinicos disponibles, 15 de 32 individuos con
datos suficientemente completos cumplen estrictamente los tres criterios
mayores [Tatton-Brown et al.,, 2005] para el diagnéstico clinico del SS:
apariencia facial tipica del SS, sobrecrecimiento (altura y/o perimetro cefalico) y
retraso mental de grado variable no progresivo. De ellos, 9 presentan
anomalias detectadas en NSD1. Ocho de 32 presentan también
sobrecrecimiento y retraso mental, pero “gestalt” categorizado como “posible

SS”, y so6lo uno presenta mutacion de NSD1.

Con los datos clinicos completos en el 70% de los pacientes en los que
se detectd una mutacion o delecion, se confirma que los rasgos fenotipicos que

constantes asociados a mutaciones o deleciones en NSD1 son: la apariencia
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facial caracteristica, el retraso en el desarrollo psicomotor y las anomalias
intracraneales. Estas ultimas estan presentes en todos los pacientes con
mutacion, menos 1, aquel cuya apariencia facial fue de “posible SS”. . El
sobrecrecimiento prenatal (perimetro cefalico y/o talla prenatal superior al
percentil 90) estuvo presente en 12 pacientes con anomalias en este gen, el
sobrecrecimiento postnatal en 12 de 14 y la hipotonia neonatal presente en 11
de 13. En ninguno de los pacientes categorizados por su apariencia facial como
“‘escasos rasgos de SS”, se ha encontrado mutacion alguna en el presente

estudio.

La ictericia neonatal, la escoliosis, la edad Osea adelantada, la
hiperlaxitud y/o los pies planos, son hallazgos clinicos presentes en mas de un
50% de nuestra serie de pacientes NSD1 positivos. Hasta la fecha, en nuestra

serie de pacientes no hay constancia del desarrollo de tumores malignos.

Se han realizado tests de Chi-cuadrado (mediante aproximacion
bootstrap con 10.000 réplicas) para determinar la posible relacion entre los
principales rasgos clinicos seleccionados por su relevancia, y la
presencia/ausencia de mutacién. Hemos comparado quince rasgos clinicos:
apariencia facial, perimetro cefalico prenatal (>90%), talla prenatal (>90%)
perimetro cefalico (>97%), estatura (>97%), escolarizacion (normal, con apoyo,
especial), edad Osea adelantada, anomalias cardiacas, anomalias
intracraneales en tomografia computerizada o resonancia magnética,
hiperlaxitud y/o pies planos, hipotonia neonatal, ictericia neonatal, toma
dificultosa en el lactante, escoliosis y convulsiones. Se ha determinado la
existencia de diferencias significativas en siete de estas variables: apariencia
facial, estatura prenatal (superior al percentil 90), estatura (superior al percentil
97), anomalias intracraneales, hipotonia neonatal, ictericia y escoliosis. Todas
estas variables clinicas se asocian con significacién estadistica a la presencia

de mutacion.
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Tabla 17.

No Mutado Mutado
Rasgo clinico N % N % p-valor  significacion
Tipico 4 19% 11 92% 0,0002 *k
Apariencia facial | Posible 11 52% 1 8%
Escasos
rasgos 6 29% 0 0%
Perimetro cefalico | Positivo 10 42% 9 75% 0,0890
prenatal P>90 | Negativo 14 58% 3 25%
Talla prenatal Positivo 8 31% 6 46% 0,0130 *
P>90 Negativo 18 69% 7 54%
Perimetro Positivo 23 T1% 12 86% 0,6910
cefalico Negativo 7 23% 2 14%
Positivo 9 32% 8 73% 0,0353 *
Estatura P>97 . '
Negativo 19 68% 3 27%
Normal 5 18% 0 0% 0,3697
Escolarizacion Con
apoyo 18 64% 5 62%
Especial 5 18% 3 38%
. Positivo 18 72% 4 57% 0,6413
Edad 6sea '
Negativo 7 28% 3 43%
Anomalias Positivo 3 15% 4 36% 0,2069
Cardiacas Negativo 17 85% 7 64%
Anomalias Positivo 6 38% 12 100% 0,0005 *k
Intracraneales || Negativo 10 63% 0 0%
Hiperlaxitud/ | Positivo 17 71% 6 86% 0,6380
Pies planos Negativo 7 29% 1 14%
Hipotonia Positivo 12 40% 11 85% 0,0104 *
Neonatal Negativo 18 60% 2 15%
\ctericia Neonatal Positivo 5 18% 7 54% 0,0276 *
Negativo 23 82% 6 46%
Toma dificultosa | Positivo 3 13% 3 27% 0,3437
lactante Negativo 21 88% 8 73%
Escoliosis Positivo 5 18% 6 67% 0,0104 *
Negativo 23 82% 3 33%
) Positivo 10 36% 3 30% 1,0000
Convulsiones )
Negativo 18 64% 70%
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En los pacientes portadores de una mutacion o deleciéon afectando a
NSD1, cabe mencionar el siguiente espectro de hallazgos adicionales. El
individuo SS2 (microdelecion) presenta hiperlaxitud articular, estrabismo
convergente y mal oclusion dental. En el individuo SS6 (mutacidén patogénica)
se hallaron niveles altos de a feto proteina en rastreo bioquimico realizado
durante el embarazo y un engrosamiento del pliegue nucal en el estudio
ecografico en la semana 12. Tras el parto, presentd hipoglucemia e
hipocalcemia. El individuo SS20 (mutacion patogénica) fue prematuro (35
semanas) por ruptura prematura de membranas, precisdé ser intervenido
quirargicamente para cerrar el ductus arterioso persistente a los 9 meses,
presenta retraso severo del lenguaje, padece hipermetropia y en ecografia
abdomino-renal se ha hallado un quiste hepatico. El individuo SS21 (mutacién
patogénica) presentdé complicaciones durante el parto por procidencia del
cordén umbilical. El individuo SS23 (mutacion patogénica) ha presentado
bronquitis obstructivas recurrentes y disgenesia de septum pellucidum hallado
en tomografia computerizada cerebral a los 8 meses de edad. El individuo
SS24 (mutacion patogénica) ha presentado bronconeumonias, bronquitis
obstructivas recurrentes, infeccién urinaria y sinusitis. El individuo SS31
(mutacién patogénica) presenta bronquiectasia en Iébulo medio (segmento
medial), sufriendo procesos catarrales con fiebre frecuentes, y ha tenido un
episodio de dolor precordial derecho con elevacion de las enzimas cardiacas.
El individuo SS32 (microdelecidén) presenté al nacer un distress respiratorio
importante asociado a una hernia diafragmatica de Bockdalek, lo que llevd a un
fracaso multiorganico neonatal con insuficiencia renal, precisando ventilacion
mecanica. Como secuela, presenta una encefalopatia hipdxico-isquémica y
estrabismo. El individuo SS35 ha padecido faringoamigdalitis frecuentes vy
presenta atrofia cortico-subcortical leve a moderada. En el individuo SS38
(microdelecion) existe un retraso severo del lenguaje, si bien la madre fue
diagnosticada de toxoplasmosis durante el embarazo. El individuo SS41
presentd al nacer una alteracién hepatica y resefiable retraso en la adquisicion
de habilidades motoras. El individuo SS49 ha sufrido dos fracturas de clavicula

y presenta oclusion dental defectuosa.
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4.1.4 Analisis evolutivo y de las duplicaciones segmentarias

Se ha genotipado en todos los pacientes y sus progenitores, asi como
en 20 individuos control, el microsatélite marcador de las tres DS y los dos
bloques adicionales en el cromosoma 16p11.2. Los resultados obtenidos
sugieren la existencia de un numero variable de DS entre individuos al menos
para las copias correspondientes al cromosoma 16 (Ver figura 25).
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Figura 25: Genotipado en una familia control del microsatélite SSD2 interno a las DS
en 5935 y los dos bloques adicionales en el cromosoma 16p11.2

Adicionalmente se ha realizado el estudio evolutivo de las DS estudiando
también el marcador microsatélite SSD2 y la PSV SSD3. Para ello, se han

genotipado muestras de chimpancé, gorila, orangutan y macaco.
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4.1.5 Estudio del fragmento de unidn en las deleciones

En los tres pacientes con delecién de todo el gen NSD1: SS2-01, SS32-
01 y SS38-01 se realizaron PCRs para tratar de amplificar el fragmento de
union resultante de la delecion [Visser et al., 2005]. En los pacientes SS2-01 y
SS32-01, se consiguié amplificar un fragmento de 6,9 Kb esperado (Ver figura
26), pero en el paciente SS38-01 no se consiguid amplificar producto alguno,
por lo que probablemente el punto de rotura no se encuentra en la regién de 3

kb considerada como un punto caliente de recombinacion [Visser et al., 2005;

Kurotaki et al., 2005].
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Figura 26: Productos de PCR en los pacientes SS2-01, SS32-01 y SS38-01. La
primera linea corresponde al marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder de
Invitrogen.

Se busco el fragmento de unién mediante secuenciacion de un producto
amplificado mediante PCR anidada, a partir de purificacion de banda del
fragmento inicial de 6,9 kb. Esto nos permitié definir el punto de rotura en
ambos pacientes (Ver figura 27), a partir de la identificacion de las PSVs de

secuencias entre DSSc y DSSt2.
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Figura 27: PSVs halladas en la zona del punto de rotura. Se muestra en azul oscuro
las PSVs correspondientes al bloque centromérico DSSc y en azul claro las PSVs del
segundo bloque telomérico DSSt2. La posicién en pares de bases representa la
distancia desde el oligonucleétido directo SET2. En la parte inferior se muestra el
punto de rotura en ambos pacientes, representandose en gris las PSVs no
confirmadas por secuenciacion.
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4.2 Estudios de otras regiones y genes candidatos para

sobrecrecimiento

4.2.1 Cribado de reordenamientos especificos por MLPA

En 34 casos de nuestra serie de 51 pacientes no localizamos ningun tipo de
alteracion causal del sobrecrecimiento y otros hallazgos clinicos observados en
los estudios llevados a cabo en el gen NSD1. Muchos de estos pacientes no se
enmarcan bien dentro del espectro de hallazgos clinicos del SS o al menos con
suficiente certeza clinica. Ademas, existen otros sindromes y alteraciones con
caracteristicas similares que pueden dificultar el diagnéstico diferencial con el
SS. Por todo ello, a fin de poder identificar la posible presencia de otras
alteraciones en genes y regiones cromosomicas no analizadas, también
candidatas a alterar el crecimiento, emprendimos el disefio experimental para

estudiar dichas regiones.

Como primer punto de este abordaje, estudiamos y seleccionamos
aquellos genes y regiones cromosomicas conocidas por su papel relacionado
con el crecimiento o sindromes en los que existe una alteraciéon de este. Como
resultado de este estudio, selecionamos 19 regiones y/o genes que creimos

podrian tener una mayor relacion con el hipercrecimiento.

Decidimos estudiar variaciones en el numero de copia de estas
regiones, dada la inviabilidad de realizar dentro de este proyecto un rastreo
mutacional exhaustivo de todos los genes implicados. Ademas, en mas de
mitad de estos genes y regiones, se han descrito ya alteraciones de numero de
copia como causantes del trastorno asociado a sobrecrecimiento (tetrasomia
12p, trisomia 8, duplicacidon 15q925-ter, duplicacion 5p, duplicacion 4p16,
delecion 9922, delecion 22q13-ter).
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Escogimos la técnica de MLPA para estudiar las 19 regiones
cromosoémicas y genes elegidos para el estudio. Posteriormente, disefiamos un
segundo juego de sondas para los mismos genes y regiones, pero con sitios de
hibridacién distantes del primer juego, ubicados en un exdn diferente y alejado.
El objetivo de disponer de 2 juegos de sondas para el estudio es poder
corroborar los resultados obtenidos en cada caso, y también validar los
resultados positivos con dos sondas diferentes en sitios de hibridacion

distantes, y asi descartar los posibles falsos positivos.

Cada juego contiene dos sondas para genes del cromosoma X no
pertenecientes a la region pseudoautosoémica (GPC3 y FAM51Al), lo que
constituye un buen control interno, ya que segun el sexo del caso analizado
estas sondas estaran duplicadas o delecionadas comparadas con individuos de
sexo contrario. Hemos validado también el correcto funcionamiento de otras
sondas, como las correspondientes al gen NSD1, en las que hemos podido
detectar perfectamente las deleciones que habiamos encontrado en los
pacientes SS2-01, SS32-01 y SS38-01. Utilizamos también la muestra de una
paciente con sindrome de Turner para revalidar el funcionamiento de las
sondas de los genes GPC3 y FAM51A1, y también la del gen SHOX ubicado
en la region pseudoautosémica (presente en el cromosoma X y también en el
Y). También pudimos validar el buen funcionamiento de las sondas del gen
IGF1R, ya que contamos con un paciente con sindrome de Silver Russell con

una delecidn previamente detectada en este gen.

Estudiamos ademas el buen funcionamiento general y posible
variabilidad por presencia de cambios puntuales en el sitio de hibridacion, de
ambos juegos analizando mas de 50 individuos sanos. En ninguno de estos

casos obtuvimos falsos positivos u otros resultados andémalos.

Analizamos también la dispersién y la variabilidad de cada sonda como
una medida de calidad de la misma. En los pacientes y controles analizados, la

sonda del juego 1 correspondiente al gen TGFBR1 mostré una variabilidad
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superior al 25%, debida probablemente a su tamano, ya que esta sonda es la
mas grande del juego, razén por la cual creemos que justifica una amplificaciéon
deficiente en muchos casos, |0 que provoca a su vez una tasa de dispersion
mayor a la admisible. El resto de sondas del juego 1 mostré una desviacion
estandar inferior a 0,2 e inferior a 0,1 en doce de las dieciocho sondas
restantes (GH1, LIT1, NSD1, HRAS, GPC3, PTEN, SHOX, BCAT1, CSDMD1,
FAM51A1, FGFR3 y TGFBR2). En el juego 2, todas las sondas disefiadas
muestran una variabilidad inferior al 20%, siendo la desviacién estandar inferior
a 0,1 en trece de las 19 sondas (TGFBR2, FGFR3, RAI14, TGFBR1, EP300,
GPC3, IGF1R, CSDM1, GH1, LIT1, PTEN, HRAS y BCAT1).

La escasa variabilidad mostrada por nuestras sondas y la
reproductibilidad de los resultados son una medida indirecta del buen
funcionamiento experimental de la técnica. No obstante, en los resultados
positivos, especialmente en aquellos casos no confirmados con ambos juegos
de sondas, es aconsejable que sean analizados y validados por otro método,
debido a la existencia de posibles falsos positivos provocados por alteraciones
puntuales en el sitio de unién de las sondas. Estos cambios pueden ser

detectados por simple secuenciacion.

Una vez analizados todos los pacientes, se encontré en el caso SS16-01
una delecién del fragmento correspondiente a la sonda situada en el gen GPC3
(Xqg26.1) (Ver figura 28), confirmada con ambos juegos de sondas de MLPA.

Esta delecion no se detectdé en ninguno de los dos progenitores.
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Figura 28: Resultados normalizados de las sondas del juego 1 de sobrecrecimiento.
Las barras representan cada region amplificada como una funciéon del numero de
copia. Los valores entre 0,8 y 1,2 se consideran normales, 1,5 duplicacion heterocigota
y 0,5 delecion heterocigota. La sonda situada en el gen GPC3 coloreada en rojo,
presenta un valor cercano a 0,4 lo que indica una delecién en esta sonda.

Ademas de confirmar con ambos juegos de sondas la delecion del gen
NSD1 en los pacientes SS2-01, SS32-01, y SS38-01, logramos localizar una
delecién parcial en el paciente SS46-01 correspondiente a la sonda del juego 1
que hibrida en el exon 5. La sonda del juego 2, cuyo sitio de hibridacion se
ubica en el exdon 17, no mostré alteracién de dosis. Experimentos posteriores
con experimentos con el kit comercial SALSA MLPA kit P026B ® (NSD1)

confirmaron la presencia de una delecion parcial de los exones 1 a 5.

No se ha detectado ninguna otra anomalia en el resto de pacientes
estudiados, descartandose por tanto alteraciones de dosis génicas detectables

con las dos sondas utilizadas para cada gen.

4.2.2 Rastreo gendmico global por array-CGH

Con objeto de profundizar en la busqueda e identificacién de nuevas

alteraciones de dosis de copia génica, se seleccionaron algunos pacientes con
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sobrecrecimiento claramente documentado, para someterlos a un analisis

gendmico global mediante técnicas de array-CGH.

Estos estudios nos han permitido buscar alteraciones de copia en genes
candidatos, y a su vez estudiar duplicaciones y deleciones en otras regiones

que podrian llevar a identificar nuevos loci responsables del fenotipo asociado.

Los estudios de Array-CGH realizados a algunos pacientes con criterios
clinicos de SS, en los que no se detectaron mutaciones afectando al gen
NSD1, permitieron detectar 4 alteraciones de copia no identificadas
previamente, ademas de multiples variantes de numero de copia (CNVs) ya

descritas.

En los pacientes estudiados hemos encontrado las siguientes CNVs ya
descritas en otros estudios y listadas en la base de datos Human Variation

Database (http://projects.tcag.ca/variation/):

En el paciente SS13-01 se detectd una duplicacion en la region
cromosémica 6p21.32, coincidente con la variante 0599 que solapa con una
duplicaciéon segmentaria y que incluye los genes RDBP, DOM3Z, C4B, C4A,
SKIV2L y STK19. Asimismo, se detecté una delecién de aproximadamente 17
kb que no afectaba a ningun gen en la regidon 2g27.3, que solapaba con con
una region de CNVs reportada por varios autores (variante 2429, variante 0032,

variante 3411, variante 0694, variante 7257, variante 8028 y variante 8286).

En el paciente SS17-01 se localizdé una pérdida de numero de copia en
la region Xp22.31 coincidente con la variante gendmica conocida 5361, que
ademas solapa con varias duplicaciones segmentarias e incluye los genes VCX
y PNPLA4.

En el paciente SS9-01, se observdé una ganancia de numero de copia

correspondiente al clon RP11-706113 en la region cromosomica 5p14.1, que

solapa con la variante gendomica 3549 e incluye al gen CDH9.
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En el paciente SS15-01 se detectd perdida de numero de copia del clon
RP11-335G20, correspondiente a la region 1p36.11, que solapa con dos
duplicaciones segmentarias, incluye los genes RHD, TMEM50A y RHCE, vy las
siguientes varias variantes reportadas (variante 2047, variante 0381, variante
0680, variante 4217, variante 6821 y variante 0257). En el cromosoma 7 se
observé una ganancia de numero de copia del clon RP11-410M8 que solapa
con las variantes genomicas 3681 y 4538 en la region 7q11.1, sin genes
conocidos. En la regién 8q12.1, se perdio el clon RP11-513017, en una zona
sin genes y que solapa con numerosas variantes (variante 3736, variante 4594,
variante 6621, variante 7694, variante 0634, variante 0635). Se detect6 perdida
del clon RP11-25J23 en la region 13q31.1, parcialmente solapante con la
variante 4812 y que incluiria parte del gen NDFIP2. Por ultimo, se detecto una
perdida en la regién 14922.1 del clon RP11-589E15 que no incluye genes y

solapa con la variante 4836.

En el paciente SS37-01, se encontré una perdida de numero de copia
del clon RP11-697E15 de la region 329 que solapa con muchas variantes
(variante 2064, variante 2491, variante 3472, variante 0696, variante 7399,
variante 4366, variante 1383, variante consistente en inversion 568, variante
7969, variante 8111 y variante 6299) y que incluye dos duplicaciones
segmentarias y los genes MUC20 y MUCA4. En la regidén 5p14.1, se ha visto una
perdida en el clon RP11-706113, que solapa con la variante 3549 e incluye el
gen CDH9. Se encontré perdida en el clon RP13-49115 de la regién 10926.3
que solapa con numerosas CNVs (variante 2896, variante 3829, variante 4721,
variante 4722, variante 4723, variante 5270, variante 5272, variante 5273,
variante 8262 y variante 5271) y que incluye los genes VENTX, ADAMS8 y
TUBGCP2. En el cromosoma 19 se detecto ganancia del clon RP11-749K3 de
la region 19q13.42 que solapa con una duplicacion segmentaria y varias CNVs
(variante 3200, variante 4088, variante 5344, variante 5345, variante 7222,
variante 5447, variante 5117, variante 7220, variante 2248, variante 0809,
variante 1302, variante 7221 y variante 8282), incluye los genes LILRB4,
KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL3, KIR2DL1, KIR3DL1, KIR2DL4, KIR2DS4 vy
KIR3DL2. En la region 20p12.1 se detectd perdida en el clon RP5-855L24 que
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solapa con las variantes 5449 y 3209, y que incluye parte del posible gen
C200rf133.

En el paciente SS51-01 se observé una perdida de numero de copia en
la regién 1p21.1 que solapa con varias variantes descritas (variante 3302,
variante 4238, variante 6767, variante 2048, variante 0012 y variante 0681),
que incluye varias duplicaciones segmentarias y los genes RNPC3, AMY2B,
AMY2A y AMY1A. En la region 8q12.1 correspondiente al clon RP11-513017,
se observo una ganancia de dosis, esta region no contiene genes identificados
y que solapa con varias CNVs (variante 3736, variante 4594, variante 6621,
variante 7694, variante 0634 y variante 0635). En el cromosoma 9 se detecto
perdida de numero de copia del clon RP11-490H9, de la region 9921.2, que no
incluye genes y que solapa con la variante 3771. Por ultimo se encontrd
disminucién de dosis de la regién 13q31.1 correspondiente al clon RP11-

25423, que solapa con la variante 4812 y que incluye el gen NDFIP2.

Ademas de identificar estas CNVs en el grupo de pacientes estudiados,
también hemos detectado otras alteraciones no halladas previamente en otros
estudios. Como analizamos a continuacion algunas son probablemente

patogénicas y otras de significado clinico desconocido.

El paciente SS37-01 mostré6 ganancia del clon RP5-1060P11 del
cromosoma 19 que incluye varios genes de la familia KIR de células “natural
killer” que juegan un papel destacado en la respuesta inmune. No obstante,
este clon no ha sido todavia correctamente asignado en el ensamblaje
“assembly” actual, por lo que podria estar incluido en alguna region de CNVs.
Es conocida ademas la abundancia de este tipo de genes que participan en la
respuesta inmune en CNVs. No obstante, la alteracidon de dosis de estos
genes, por su funcién, no invita a pensar en un papel destacado en el

crecimiento y, por ende, responsable del fenotipo observado en este paciente.

El paciente SS9-01 mostré una perdida de dosis en la regiéon 18q12.3
(clon RP11-339F17) que incluye el gen SYT4 (synaptotagmin 4). Este gen se

expresa principalmente en astrocitos y su funcién parece contribuir a la
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memoria dependiente del hipocampo. En ratones mutantes para este gen,
estos presentaban una pobre coordinacion motora y problemas en el
aprendizaje y en la memoria dependiente del hipocampo. Por ello, es posible
que, aunque este gen pueda jugar un papel relevante en el fenotipo
neurolégico de este paciente, no parece que sea el responsable de

sobrecremiento manifiesto observado en él.

El paciente SS17-01 mostré una perdida de numero de copia, para un
clon que incluye el gen NSD1. Posteriormente, por estudios de MLPA, se
confirmd una delecidn parcial del gen NSD1 que afecta a los dos primeros

exones del gen.

El paciente SS13-01 mostré una ganancia de dosis en la regién 3921.1

(ganancia en 5 clones) posteriormente confirmada por estudios de MLPA.

4.2.3 Estudios de confirmacion y validacion de hallazgos

4.2.3.1 Duplicacion parcial en el cromosoma 3

El paciente SS13-01, de acuerdo a nuestra clasificacion inicial en
funcién de los criterios clinicos principales, se englobaria dentro de los SS
seguros, ya que presenta sobrecrecimiento prenatal, apariencia facial
caracteristica y retraso del desarrollo psicomotor. Otras caracteristicas clinicas
adicionales son edad o&sea adelantada, hiperlaxitud, pies planos vy

convulsiones.

En este paciente, con objeto de estudiar la duplicacion detectada en el
cromosoma 3 en los estudios de rastreo gendmico global mediante array-CGH,

se disefiaron 6 sondas de MLPA especificas de la regién 3g21.1

En el experimento se utilizaron también 4 sondas pertenecientes al
juego 1 de sondas de sobrecrecimiento (NSD1, BCAT1, FBN1 y FGF3), con
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lugares de hibridacion en otros cromosomas para utilizarlas como controles
externos. Las 6 sondas especificas de la region 3g21.1 mostraron todas una

desviacion estandar inferior a 0,1.

Los experimentos realizados con este juego de MLPA de 10 sondas, 6
de ellas especificas para la region 3921.1 duplicada en el paciente SS13-01,
han permitido acotar la duplicacion. Esta incluye todo el gen PTPLB y al menos
la mitad 3’ del gen ADCY5, no estando duplicado su extremo 5’ ni tampoco la
parte mas centromérica del gen MYLK en el otro extremo de la zona duplicada

(ver figura 29).

Estos estudios han permitido también detectar la misma duplicacion en
la madre del paciente y en la abuela materna, que no presentan
sobrecrecimiento ni otros rasgos clinicos destacables hasta nuestro

conocimiento (Ver figura 29).

Los estudios de FISH realizados en el paciente han permitido determinar

que la duplicacién se produce en cis sobre el mismo cromosoma

Esta duplicacion no esta presente en el padre, ni en el hermano del
paciente, ni en dos hermanas maternas. Tampoco se encontré alteracion
alguna en otros pacientes con sobrecrecimiento ni en 210 individuos controles,

estudiados con la misma técnica de MLPA.
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Figura 29: Analisis MLPA de la familia SS13 en la region 3g21.1, El paciente SS13-01 y la
madre SS13-12 presentan una duplicacion de las sondas del gen PTPLB y de 2 de las tres
sondas del gen ADCYS5 (las sondas duplicadas se representan coloreadas en naranja).
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4.2.3.2 Estudios en el cromosoma X

4.2.3.2.1 Pacientes

En tres pacientes de nuestra serie, se hallaron alteraciones en el
cromosoma X. Se detectd por estudios de MLPA una delecién parcial en el
cromosoma X en el paciente SS16-01, cuyo cariotipo fue informado como
normal. Adicionalmente, se estudiaron dos pacientes con alteraciones
citogenéticas ya detectadas, resultantes en ganancias de material genético no
identificable por citogenética, cada una de un brazo diferente del cromosoma X,

y efectos contrarios en el crecimiento.

Caso 1 (delecion parcial Xq)

El paciente SS16-01 fue incluido en el estudio mutacional de NSD1, si
bien, segun nuestra categorizacién era un caso de “no SS”, ya que no
presenta una apariencia facial caracteristica, y sélo presenta sobrecrecimiento
cefalico. Entre otras caracteristicas clinicas, cabe destacar la hiperlaxitud, pies
planos, hipotonia neonatal y escoliosis. La citogenética de este paciente fue
informada como normal. En este paciente, mediante nuestros estudios previos
de MLPA, se encontré6 una delecion del gen GPC3 confirmada con ambos

juegos de sondas de sobrecrecimiento.

Caso 2 (duplicacién parcial Xp)
Era una hija de padres sanos, de estatura e inteligencia normales y no
consanguineos. El peso, altura y perimetro cefalico de recién nacida fueron

superiores al percentil 95.

La paciente presentd un retraso del desarrollo con hipotonia. A la edad
de 4 afios, sus parametros de crecimiento seguian por encima del percentil 90.
El examen fisico revela numerosas caracteristicas dismoérficas incluyendo
dolicocefalia, macrocefalia, frente alta y prominente, con implantaciéon hacia
atras de la linea del cabello, fisuras palpebrales antimongoloides, mentén
prominente, paladar alto y estrecho, asimetria en los pabellones auditivos, pies
y manos alargados. En examen radiolégico, también se detecté una edad désea

adelantada. Se categoriz6 como “posible SS”.
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Caso 3 (duplicacién parcial Xq)

En este caso, se trataba de la primera hija de padres no consanguineos,
de inteligencia y estatura normales. A las 35 semanas de gestacion, se detecto
un retraso del crecimiento intrauterino. La paciente nacio por cesarea a las 37
semanas debido a una detencion en el crecimiento fetal. Longitud, peso y

perimetro cefalico fueron inferiores al percentil 5.

Después del nacimiento, sus parametros de crecimiento siguieron
permaneciendo por debajo del percentil 5. En examen fisico la paciente
presentaba una plagiocefalia moderada, rostro triangular, pliegues epicanticos
y nariz prominente, asi como moderada asimetria en las medidas de manos y
pies. Estos rasgos clinicos llevaron a un diagnéstico posible de Sindrome de

Silver-Russell.

4.2.3.2.2 Caracterizacion molecular de las anomalias
Caso1 (delecion parcial Xq)

En este paciente, mediante nuestros estudios anteriores de MLPA, se
encontré una delecién del gen GPC3 confirmada con ambos juegos de sondas
de sobrecrecimiento. Con el fin de ratificar esta delecién en el cromosoma Xy
profundizar en el conocimiento de la misma, se procedi6 al estudio de varios
marcadores microsatélites polimérficos. Los resultados derivados revelaron que
la delecion afectaba a todo el gen GPC3 y regiones adyacentes, extendiéndose
hasta el teldbmero Xqg. La paciente no habia heredado el alelo paterno de los
marcadores DXS1047 (Ver figura 30), DXS1227, DXS8091 y DXS1073, siendo
heterocigota para el marcador DXS8055. Esto supone una delecion de al

menos 24,58 Mb desde |la banda citogenética 925 a qter.
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Figura 30: Genotipado en la familia SS16 (SS16-11: padre; SS16-01: paciente; SS16-
02: hermana; SS16-12: madre) del mlcrosatellte DXS1047, donde se observa una
perdida de herencia en la paciente SS16-01 del alelo paterno.

Adicionalmente, se realizaron estudios de inactivacion del cromosoma X
utilizando el protocolo estandar del experimento HUMARA [Allen et al., 1992],
que revelaron una inactivacion selectiva del cromosoma paterno portador de la

delecién parcial.

Caso 2 (duplicacion parcial Xp)
El analisis citogenético mostr6 un cromosoma X normal y otro con
material extra en Xp. Mediante painting cromosémico, se demostré que el

material extra procede también del cromosoma X

El analisis de los microsatélites marcadores DXS1214 y DXS1068,
localizados en el intervalo duplicado, reveld el origen paterno de una
duplicacién de la region que afectaba al menos desde Xp21.2 a Xp11.4 (Ver

figura 31).
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Los estudios de inactivacion mostraron un porcentaje de metilacion
idéntico de ambos alelos, paterno y materno, en ADN de linfocitos de sangre
periférica, lo que indica que ambos cromosomas en la paciente estan

inactivados aleatoriamente.

Para establecer con mayor definicion el intervalo duplicado se realizé un
array CGH del cromosoma X, resultando que un total de 187 clones
consecutivos, correspondientes a Xp, mostraron una ganancia en el numero
de copia (log2ratio > 0,3), consistente con una duplicacion de unas 20,4 Mb
(25,755 Mb a 46,125). El punto de rotura proximal se ubica en la banda
Xp21.3, dentro del clon genémico RP11-48A16 y el punto de rotura distal
estaria en el clon gendmico RP11-649P8, localizado en la banda

citogenética Xp11.3 (Ver figura 32 A).

Caso 3 (duplicacion parcial Xq)
Los estudios citogenéticos de este paciente mostraron un cariotipo
femenino con un cromosoma X normal y otro cromosoma X con material

adicional en Xq.

En el analisis de 5 microsatélites marcadores polimoérficos se detectd la
duplicacién en uno de ellos (DXS8057). La comparacion visual de la altura
entre los picos del alelo materno y el paterno, mostré evidencias del origen

paterno de la duplicacion (Ver figura 31).

Los estudios de inactivacién con el experimento HUMARA [Allen et al.,

1992] revelaron una inactivacion al azar de ambos alelos, paterno y materno.

Los estudios de array-CGH mostraron una ganancia de numero de copia
para un total de 187 clones en Xp (log2ratio > 0,3), por lo que el tamafio de la
duplicacién es de unos 25,6 Mb (104,134 Mb a 129,706). El punto de rotura
centromérico se localiza en el clon genémico RP11-625L5 en la banda

citogenética Xq22.3 (contiene parte del gen IL1RAPL2) y el punto de rotura
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telomérico estaria en el clon genémico RP11-63011 (contiene parte del gen
COVA1), asignado a la banda citogenética Xq25 (Ver figura 32 B).

A DXS1214 B DXS8057
W OW W W MM M

L L Il L 5 1 1

288 272 276 280 284 2BB 292 295 300 304 308 312 W) W ON W W WM
i i i 1 i i i i i i i i L 1 3 L 1 B I

2400 | 40
1800 |

800 |

Padre

ua —/\Jﬂ/v -
1800 |

Paciente

*
1200 | Padre
80D | | l
400 | iy
0 40

1600
2400 | o0 A
1600 | ] b ) )
800
] Paciente
0 -
Hermano 240
| 1800
2000 | .

1500 | 1200 I\ 1
1000 \ \
" M

U | 0 _/u'" ’ &
Madre Madre

Figura 31: Analisis de microsatélites para definir el origen parental de la duplicacion.
A) Genotipos de marcador DXS1214 en la familia del caso 1. B) Genotipos del
marcador DXS8057 en la familia del caso 2. Un asterisco rojo identifica el alelo
duplicado, en ambos casos correspondiente al alelo de origen paterno.
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5.1 Base genética 'y molecular del SS

La causa genética del SS fue descubierta en el 2002 por el doctor
Naohiro Kurotaki y colaboradores, a raiz de la identificacion de un nifio con SS
con la siguiente translocacién: 46, XX,t(5;8)(q35;q24.1) [Imaizumi et al., 2002],
se identifico en gen NSD1 en el punto de rotura en 5q35. Hallando alteraciones
de este gen en 24 de 42 individuos estudiados con diagnéstico clinico de SS
(57% de los casos). De estas alteraciones el 83% fueron microdeleciones en
hemicigosis y el 17% restante mutaciones puntuales en heterocigosis.
Estableciéndose asi la haploinsuficiencia del gen NSD1 como principal causa
del SS. [Kurotaki et al., 2002],

Desde ese articulo se han publicado varios estudios en poblacion
europea, encontrandose alteraciones de este gen habitualmente en mas del
50% de los pacientes investigados. En la mayoria de estos casos, la alteracién
predominante del gen son mutaciones puntuales (aproximadamente el 90%) en
lugar de microdeleciones afectando a todo el gen (alrededor de un 10 %).
Estudios posteriores en poblacion japonesa cifran la tasa media de

microdeleciones en alrededor del 50% de las alteraciones encontradas.

Las funciones de NSD1 no se comprenden aun totalmente. La proteina
consta entre otros, de dos dominios de interaccién receptor nuclear (NR), estos
dominios de interaccion se localizan en proteinas que pueden actuar tanto
como co-represores como co-activadores [Huang et al., 1998]. Se ha postulado
que la proteina funcionaria como un receptor nuclear capaz de actuar como co-
represor y como co-activador interactuando con los dominios de unién-ligacién
de los receptores hormonales nucleares, se piensa que funciona como un
factor intermediario transcripcional capaz de actuar bien activando o inhibiendo
la transcripcidn, dependiendo del contexto celular [Kurotaki et al., 2002].
Ademas la presencia y combinacion de los dominios SAC y SET sugiere que
NSD1 posiblemente esté implicado en la modificacién de las histonas y la

regulacion de los estados de la cromatina. El hecho de que Ila
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haploinsuficiencia de NSD1 provoque hipercrecimiento implica que NSD1 actua

Como un co-represor de genes que promueven el crecimiento.

Después de la publicacion del articulo de Kurotaki, nosotros hemos
investigado alteraciones afectando al gen NSD1 en pacientes espafoles con
sospecha clinica de SS. Estudiando un total de 51 pacientes con sospecha
clinica de SS y 2 pacientes adicionales con diagndstico clinico de sindrome de
Weaver dado el cierto grado de solapamiento clinico entre ambos sindromes,
ademas en algunos estudios anteriores se han encontrado mutaciones en

NSD1 en pacientes con sindrome de Weaver [Rio et al., 2003].

Habiendo realizado analisis mutacionales completos y de microdelecion
en nuestra serie de pacientes, hemos encontrado 16 casos (31%) con
mutaciones patogénicas con alteracion de NSD1. En todos estos pacientes
estas alteraciones se han producido de novo, siendo siempre los padres

normales.

Tres de estas alteraciones identificadas (19%) son microdeleciones
afectando a todo el gen NSD1, 2 son deleciones parciales (12%) afectando

solo a algunos exones del gen y 11 (69%) son mutaciones puntuales.

Dentro de las 11 mutaciones puntuales halladas 9 no han sido citadas
previamente y 2 han sido descritas anteriormente, por lo que tienen una cierta
recurrencia: la mutacion ¢.1894 C>T en el exdn 5 ha sido descrita por Cecconi
et al. (2005) y la mutacién ¢.2576-2577 del 2nt (AT) también ha sido descrita en
otro paciente por Douglas et al. (2003). Todas las mutaciones a excepcién de
una son “sin sentido”, dando lugar a codones de stop prematuros que

probablemente originan proteinas truncadas.

La mutaciéon c.1894 C>T presente en dos de nuestros pacientes (sin
relacion familiar) y ya descrita anteriormente se produce en un dinucleétido
CpG, en general los dinucledtidos CpG son areas de mayor frecuencia de
substitucién nucleotidica, lo que puede ser una causa para explicar esta

mutacioén recurrente.
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En la mutacion ¢c-2576-2577 del 2nt (AT) recurrente (presente en uno de
nuestros casos y descrita en la literatura con anterioridad), los dos nucledétidos
delecionados son centrales a un palindromo de 10 nucleotidos, lo que es
sugerente de que pueda predisponer de alguna manera no explicada a la

mutacion.

La mutacion c. 5117 A>T presente en uno de nuestro pacientes produce
un cambio aminoacidico en la proteina (N16371), esta alteracion ha sido
producida de novo y no se ha podido identificar la presencia de esta mutacién
en mas de 200 individuos controles estudiados. La alteracion se localiza en el
exon 14 del gen y afecta a uno de los motivos funcionales de la proteina, uno
de los 5 homeodominios de plantas (PHD) de que consta, esta clase de
dominios PHD se encuentran en proteinas que actuan a nivel de la cromatina.
Por todo ello creemos que esta alteracion puede tratarse de una mutacion de
cambio de sentido que afecta a la funcionalidad de la proteina teniendo una

caracter probablemente patogénico.

Hasta la fecha ya han sido publicadas mas de 200 mutaciones puntuales
diferentes [Kurotaki et al., 2002; Douglas et al., 2003; Nagai et al., 2003; Rio et
al., 2003; Turkmen et al., 2003; Hoglund et al., 2003; Kamimura et al., 2003;
Kurotaki et al., 2003; de Boer et al., 2004; Melchior et al., 2005; Cecconi et al.,
2005; Tatton-Brown et al., 2005; Van Haelst et al., 2005; Tei et al., 2006]. Las
mutaciones parecen distribuirse por toda la region codificante del gen NSD1 sin
que existan puntos calientes claros, pese a la existencia de algunas
mutaciones con cierta frecuencia de recurrencia como reflejan nuestros
resultados y los de otros estudios, existiendo algunas mutaciones que se han
identificado en mas de 4 individuos no emparentados. La mayoria de nuestras
mutaciones (7/11) se localizan en el exdn 5 del gen, también en los estudios
publicados este exdn contiene una fraccion muy importante de las mutaciones
identificadas (mas del 35%), por otro lado el exdn 5 es el mas largo de los 23
exones de este gen, lo que explica esta mayor tasa de mutaciones. La gran
mayoria de las mutaciones producen proteinas truncadas originadas por un

codon de stop prematuro, resultante de pequefias inserciones/deleciones
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nucleotidicas que desvian la pauta de lectura generando un coddén de stop
prematuro o bien por una sustitucion nucleotidica que origina un codoén de stop
directo. Este tipo de mutacion se ha identificado a lo largo de todo el gen.
También se han identificado algunas mutaciones sin sentido afectando casi
todas ellas a dominios funciones del gen (~25%), este tipo de mutacion estan
agrupadas hacia el extremo 3’ del gen pero no existen puntos calientes
mutacionales. En una menor proporcion también se han encontrado algunas
mutaciones que afectan al “splicing” de la proteina (~5% de las mutaciones).
Finalmente las deleciones parciales del gen suponen aproximadamente el 5%
de las anomalias de NSD1 detectadas, la mayoria implican a los exones 1y 2,
como ocurre en uno de nuestros casos, probablemente debido a la alta
densidad de elementos Alu flanqueando estos exones. Algunas deleciones
génicas parciales se generan mediantes recombinacion homéloga no alélica
entre repeticiones Alu mientras que en otros casos parecen mas
probablemente originadas por union de terminales no homologos [Douglas et
al., 2005].

Casi todas las mutaciones, en las que se ha podido estudiar muestras
parentales, se han producido de novo, con excepcion de los menos de 20
casos familiares en los que se ha documentado una transmision del fenotipo
desde el progenitor afecto [Douglas et al., 2003; Hoglund et al., 2003; Kurotaki
et al., 2003; Tatton-Brown et al., 2005; Cecconi et al., 2005; Van Haelst et al.,
2005; et al., 2006]. Las causas por las cuales las tasas de transmision vertical

son tan bajas no han sido completamente elucidadas.

Las tablas inferiores recogen todas las mutaciones intragénicas

reportadas.
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Tabla 18. Mutaciones intragénicas reportadas en la literatura

Mutacién Proteina Herencia Referencia

2 896delC Frameshift Familiar [3]

4 1130G>A W377X [4]

4 1171delC Frameshift De novo [2]

5 1266delA Frameshift [10]

5 1283delC A428G [2]

5 1306-1307insTG Frameshift [12]

5 1310C>G S437X De novo [1]

5 1318C>T R440X [11], [6], 2x [12]
5 1357G>T E453X [12]

5 1363-4insA Frameshift [12]

5 1427T>A L476X [9]

5 1492C>T R498X [5]. [2], [12]
5 1648-9insGG Frameshift [12]

5 1697delG Frameshift [11], [12]
5 1727delA Frameshift 2x [2]

5 1727insA Frameshift [11], [12]
5 1730-1insAC Frameshift [12]

5 1807delT Frameshift [4]

5 1810C>T R604X 