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RESUMEN

El término de desordenes gendmicos se utiliza para definir aquellas condiciones
que surgen por inestabilidad en la molécula de ADN y, que ocasionan, rearreglos
cromosomicos que involucran regiones de uno o varios pares de megabases.
Estos rearreglos determinan la pérdida, ganancia o disrupcion de genes cuya
expresion fenotipica varia de acuerdo a la cantidad de secuencia codificante
presente (dosage- sensitive- genes). Estas anormalidades gendmicas surgen
predominantemente durante eventos de recombinacibn no alélica entre
cromosomas homologos (NAHR), aunque otros mecanismos también han sido
descriptos. Los rearreglos cromosomicos ocurren en puntos de quiebra que
concentran regiones inestables de la molécula de ADN como lo son las
secuencias repetidas llamadas LCRs (low copy repeats) que sirven como sustrato
de recombinacion o los sitios palindromicos ricos en adenina- timina.

Entre los desérdenes originados por alteracion en la estructura genémica se cita al
sindrome de delecion/duplicacion 22q11.2, que incluye varios cuadros clinicos con
superposicion de rasgos fenotipicos. Se estima que la variabilidad clinica en estos
pacientes es consecuente con la cantidad de secuencia codificante presente en
relacion al tamano de la delecidn/ duplicacion. El advenimiento de nuevas técnicas
moleculares permite actualmente determinar con precision el segmento
delecionado/ duplicado. Una nueva metodologia conocida como MLPA (multiplex
ligation probe amplification) podria discriminar, para este desorden en particular,
cambios en el numero de copias genomicas responsables de los diferentes
fenotipos. Se considera que la técnica de MLPA es una herramienta de
diagnéstico complementaria, con una alta sensibilidad y especificidad en el

diagnéstico de desérdenes gendmicos, que permite cuantificar microdeleciones/



microduplicaciones no objetivables por otros métodos. Se espera en un futuro que
el conocimiento en cuanto a los complejos mecanismos de produccion de los
diferentes desdrdenes gendmicos permita definir con claridad la existencia de una
relacion genotipo- fenotipo que pueda delinear a aquellas entidades con fenotipos

intermedios.



Introduccién

Tradicionalmente las enfermedades de causa genética ha sido clasificadas
categoricamente en cromosomicas (causadas por aberraciones estructurales o
numeéricas), monogénicas o mendelianas, multifactoriales y de origen
mitocondrial. Esta clasificacion se modifica cuando a través del uso de técnicas de
biologia molecular se descubren patologias que surgen de manera esporadica en
individuos, asociadas a mecanismos complejos que no coinciden especificamente
con los patrones de herencia clasicos. Se cita como ejemplo a las
microdeleciones/microduplicaciones submicroscépicas, las enfermedades por
repeticion de trinucleétidos, las enfermedades de origen epigenético por defectos
de la impronta y las patologias asociadas a cambios en el numero de copias de
secuencia codificante. En cuanto a estas ultimas, se ha acordado utilizar el
término de desdérdenes gendmicos como alternativo para delinear a aquellos
sindromes que surgen de rearreglos en la molécula de ADN y que aparecen de
novo en un grupo familiar o presentan un patrén clasico de herencia mendeliano.’
El concepto de desordenes gendmicos fue introducido por James Lupski en el afio
1998. El término se utiliza para definir aquellas condiciones que surgen por
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inestabilidad en la molécula de ADN y que ocasionan, debido a una compleja
estructura gendmica, rearreglos cromosomicos que involucran regiones de uno o
varios pares de megabases.? Estos rearreglos determinan la pérdida, ganancia o
disrupcion de genes cuya expresion fenotipica varia de acuerdo a la cantidad de
secuencia codificante presente (dosage- sensitive- genes).>* Estas anormalidades
gendmicas surgen predominantemente en eventos de recombinacién no alélica
entre cromosomas homologos (NAHR) Figura 1. Menos frecuentemente se
producen entre cromosomas homologos (HR) y también mediante la union de
terminaciones no homdélogas (NHEJ) presentes en los puntos de quiebra dispersos
en el genoma.® Actualmente, los desérdenes gendmicos y los eventos NAHR se
consideran la principal causa de la mayoria de las enfermedades humanas.®
Comparativamente existen diferencias entre la mayoria de los trastornos de
herencia monogénica (también llamados mendelianos) y los de causa gendémica,
en cuanto al origen y la etapa de produccion de los mismos. Generalmente, los
desordenes monogénicos convencionales se deben a mutaciones especificas
dentro de un gen y surgen por errores en la replicacion o reparacion del ADN. Los
desordenes genomicos, en cambio, reflejan condiciones basadas en un
mecanismo de recombinacion errébneo que involucra grandes segmentos que
incluyen uno o mas genes.>* Debe destacarse sin embargo, que actualmente se
ha descripto que varios trastornos mendelianos se originan en rearreglos
cromosdmicos.® Algunos ejemplos se detallaran a continuacion.

ESTRUCTURA GENOMICA.

Se ha postulado que los rearreglos cromosémicos no ocurren al azar, sino que
surgen en secuencias que presentan una estructura gendémica compleja. Los

puntos de quiebra implicados en estos rearreglos se distribuyen principalmente en



regiones pericentroméricas y subteloméricas.® Estos puntos de quiebra concentran
particularmente regiones inestables de la molécula de ADN como lo son las
secuencias repetidas llamadas LCRs (low copy repeats) o los sitios palindromicos
ricos en adenina- timina. 2

Las regiones especificas LCRs han sido conocidas como segmentos duplicados o
duplicones (aunque este término resulta erroneo cuando existen mas de dos
copias repetidas involucradas) y consisten en bloques de ADN de entre 10 a 400
Kb con mas del 97% de identidad de secuencia. Se piensa que su origen se
remonta al proceso de evolucion de los primates y que estan involucrados en la
plasticidad de nuestro genoma.® Los LCRs pueden contener genes, fragmentos de
genes, pseudogenes, secuencias retrovirales endoégenas u otros fragmentos
paralogos. ® La presencia de LCRs le confiere inestabilidad a la molécula de ADN
y predispone a las regiones que los contienen a eventos NARH.?

Para que un evento de recombinacion se produzca es necesario que exista un
segmento compartido de homologia provisto por un sustrato. Los LCRs situados
en cromosomas actlian como sustratos de eventos NAHR.* La suma de estas
secuencias particulares y los eventos NAHR son la fuente de origen de los
principales rearreglos entre los que se incluye deleciones, duplicaciones,
inversiones y translocaciones.® Los eventos NAHR que involucran LCRs que
presentan una misma orientacion, en el mismo cromosoma, dan como resultado
deleciones y/o duplicaciones. Los eventos NAHR ocasionados entre LCRs con
orientacion invertida, en el mismo cromosoma, resultan en inversiones y aquellos
que ocurren entre LCRs localizados en diferentes cromosomas dan como

resultado translocaciones reciprocas (3). Figura 2.
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LOS DESORDENES GENOMICOS PUEDEN MANIFESTARSE COMO RASGOS
MENDELIANOS O DESORDENES CROMOSOMICOS.

Dependiendo del tamafio del segmento genémico involucrado y de la cantidad de
secuencia codificante presente en los genes (dosage sensitive genes) contenidos
en el segmento que sufre el rearreglo, pueden ocasionarse las siguientes
entidades: enfermedades mendelianas, sindromes de genes contiguos o
desérdenes cromosémicos.®

Entre las enfermedades mendelianas se cita como entidades mas frecuentes: la
Nefronoptisis  familiar juvenil de herencia autosdémica recesiva, la
Neurofibromatosis de tipo 1 (NF1) de tipo autosémico dominante causada por

microdeleciones intersticiales en 17q11.2, los casos de Incontinencia pigmentaria



originadas en deleciones dentro del gen NEMO localizado en Xq28 y las
microdeleciones en AZFa dentro de YQq11.2 responsables de los casos de
azoospermia e infertilidad masculina. ®

El sindrome de genes contiguos se origina en rearreglos del ADN (deleciones —
duplicaciones) que encierra varios genes adyacentes en un segmento del genoma.
Entre ellos se incluye: el sindrome de Williams Beuren, los sindromes de Prader
Willi/ Angelman, la enfermedad de Charcot- Marie- Tooth tipo 1 y sindrome de
delecion en 22911.2 que sera detallado a continuacion. *

DESORDENES GENOMICOS ASOCIADOS A DELECION 22q11.2.

Existe una asociacion entre la alteracion del numero de copias gendomicas
localizadas en el brazo largo del cromosoma 22 (22q)° y la manifestacion de varios
sindromes entre los que se incluye el sindrome de DiGeorge (SDG), el Velo-
Cardio- Facial (SVCF), anomalias conotruncales aisladas y esquizofrenia.” El
fenotipo puede variar en este grupo de patologias e incluso superponerse. La
variabilidad fenotipica referida sugiere que ésta probablemente depende del
tamano y localizacion de la delecion de la region implicada, aunque la evidencia
en humanos hasta ahora no es concluyente.?

Las caracteristicas clinicas en estos pacientes incluyen: defectos cardiacos
congénitos, anomalias en el desarrollo de timo y paratiroides, rasgos faciales
tipicos y manifestaciones neurolégicas y del comportamiento.’

Se sabe que la presencia de LCRs (low copy repeats) en la region 22g11.2
predispone a diferentes eventos de recombinacion homdloga v,
consecuentemente, a la aparicién de rearreglos cromosomicos siendo la delecién
la anomalia mas frecuentemente hallada. También se describe la apariciéon de

duplicaciones/ microdupliciones aunque en menor proporcion de casos.® Se ha



demostrado que en mas del 85% de los pacientes la regién delecionada
comprende un tamafio aproximado de 3Mb. Este tipo de delecién se denomina
delecién tipica y se expande desde el primer LCR al Gltimo (LCR-A a LCR-D).%™

Figura 3. Se estima que la incidencia de apariciéon del sindrome de delecion

22q11.2 es de 1 cada 4000 recién nacidos vivos.®

Figura 3. Imagen modificacla Fanandez et al. Clinical Genetic (2005). Esquema ue localiza la bana L.
de la regon 1. del brazo large del cromoszoma 22: en la ¢ue =e muestra la cistribucion de zecuencias
repefidas o LORs (low copy repeafs) (ue participan como sustrato de eventos de recombinacion. Puede
observarse tambien la extension delos segmentosmas frecuentemente delecionados.

TECNICAS UTILIZADAS EN EL DIAGNOSTICO DE SINDROMES GENOMICOS.
El numero de desérdenes gendmicos reconocidos hasta ahora aumenta en forma
continua y se han utilizado varias herramientas de estudio a nivel molecular para
ponerlos en evidencia.

Las técnicas citogenéticas mas utilizadas se basan en la tincion cromosomica por
bandas o el pintado cromosdémico completo. El estudio de cariotipo convencional y
por bandeo G (Giemsa) resulta util para el diagnéstico de grandes deleciones/
duplicaciones y translocaciones que afectan los diferentes cromosomas.

La técnica de FISH (fluorescent in situ hibridation) ha sido una de las mas
apropiadas para detectar la presencia o ausencia de secuencia en preparados
cromosomicos hasta un cierto nivel de resolucion. Esta técnica pierde sensibilidad
en la deteccion de pequenas deleciones o duplicaciones (<40 Kb), pudiendo

determinar resultados falsos positivos o dudosos, ya que, en pequeias deleciones



la sonda puede hibridar y mostrar sefial fluorescente como si toda la secuencia en
estudio estuviese presente.’

La electroforesis en gel por campo pulsado (PGFE) y la técnica de FISH extienden
el alcance de deteccion del estudio de cariotipo convencional y resuelven cambios
de 10* a 10° pares de bases. '"'?

La aplicaciéon de array genémicos (chips de ADN capaces de detectar cambios en
el numero de copias de partes especificas del genoma) ha hecho posible la
deteccion de deleciones y duplicaciones gendmicas submicroscoépicas. La técnica
de array CGH (Hibridizacion Gendmica Comparativa) es capaz de resolver
cambios causantes de disbalances gendémicos de entre 10° a 10° pares de
bases."

En tiempos recientes se ha desarrollado la técnica de MLPA (multiplex ligation
probe amplification), como una herramienta de laboratorio util para detectar
deleciones/ duplicaciones de los exones de un gen, asi como el cambio en el
numero de secuencias gendmicas. Esta técnica ha marcado un rumbo
fundamental en la caracterizacion de los desordenes gendmicos, siendo la mas
adecuada para poner en evidencia las microdeleciones/ duplicaciones
responsables de diferentes cuadros clinicos.”®

MLPA COMO TECNICA DE DIAGNOSTICO EN EL SINDROME DE DELECION/
DUPLICACION EN 22g11.2

La técnica MLPA (multiplex ligation probe amplification) demuestra una alta
sensibilidad y especificidad en la deteccién de microdeleciones/ duplicaciones en
22q11.2 no objetivables por las técnicas citogenéticas convencionales y FISH.’
Fernandez y colaboradores publicaron en el afo 2005 una comparacion de

meétodos de laboratorio incluyendo FISH, STRs y MLPA aplicados en el sindrome



de delecién 22911.2, demostrando que esta ultima técnica fue la mas eficiente
para poner en evidencia la delecion en todos los casos en que las otras dos
metodologias mostraron resultados indeterminados.’® Vorstman y colaboradores
publicaron en el aino 2006, que la técnica de MLPA es una herramienta util, con
una sensibilidad y especifidad de 0.95 y 0.99, respectivamente, para el diagndstico
de cambios en el numero de copias en la region 22q11.2. Esto la convierte en un
método de diagndstico rapido y econdmico.”

La aplicacién de la misma en el sindrome de delecién 22q11.2, a través del Kit
P023 MRC- Holland, ha comenzado a demostrar la complejidad de los rearreglos
intracromosdmicos responsables de este desorden gendmico. Recientemente se
ha descripto ademas, la existencia de cuadros clinicos menos graves que el
sindrome de DiGeorge tipico, determinados por duplicaciones de partes de la
secuencia localizados en la misma region dando origen a un nuevo sindrome
llamado microduplicacion 22q11.2."® Esta complejidad molecular demuestra la
necesidad de incrementar los estudios de este tipo para identificar las alteraciones
especificas del ADN que determinan las diferencias fenotipicas.

El Kit de estudio P023 MRC- Holland para este grupo de entidades incluye primers
de PCR para 39 loci especificos, de los cuales 11 estan localizados en el brazo
largo del cromosoma 22. Estos estan estratégicamente distribuidos entre las
regiones flanqueadas por LCRs A al D y también dentro de las secuencias LCRs
citadas. Se incluye en el Kit la presencia de marcadores en 28 loci diferentes que
actuan, a manera de control, localizandose en diferentes posiciones
cromosémicas (cromosomas 4, 7, 8, 10, 17 y 18).

Cada locus amplificable por PCR consiste en dos hemisondas, cada una de las

cuales contiene la mitad de la secuencia target. Dependiendo de la disponibilidad



de secuencia codificante presente estas hemisondas son ligadas y su
amplificacion posterior genera fragmentos de longitud variable. Los fragmentos
producidos son separados luego por electroforesis capilar y analizados en un
secuenciador automatico, pudiéndose estimar la cantidad de producto obtenido
mediante la emisién de un pico de sefal. Los resultados son analizados mediante
el software Gene Marker 1.6. El area de senal de intensidad de pico de los
productos de PCR puede ser medido, permitiendo inferir la cantidad de secuencia
presente. Una disminucion del area de sefial indica delecion y un aumento

duplicacion.®” %" Figura 4.
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Figura 4 Ramirez. ¢ al Téenica de MLPA. electrofaomamay de pacdentes con diagmogtico clinico de
delecion 22¢11.2. La imagen a cornesponde al paciente confrol. en el que no se detecto delecion por la tecnica
de MLEA Laimagen b muestra el electroferogama de un paciente cen delecion tguca de 3 Mb que abarca las

zecuencias farget HIRA- LZTRL. La imagen ¢ pafenece a un pacienfe con miaoduplicacion de la secuencia
farget FLTL4360.

Conclusiones

El conocimiento de nuevos desérdenes gendmicos avanza conforme el tiempo. La
mayoria de estos desoérdenes surge como consecuencia de deleciones/
microdeleciones. Sin embargo, la existencia de sindromes que responden a
duplicaciones/micro-duplicaciones ha comenzado a evidenciarse, con mas
frecuencia, en las Ultimas décadas.?

La aplicacién de nuevas técnicas de biologia molecular permite descifrar los
mecanismos subyacentes en estas enfermedades, cada vez, con mayor precision.
La utilidad de estas técnicas no s6lo se basa en brindar un diagndstico certero al
paciente, sino que permite conocer la etiopatogenia y brindar el asesoramiento

familiar correspondiente.'®



La técnica de MLPA es una técnica complementaria, sensible y especifica en la
deteccion de cambios en el numero de copias genomicas, no detectados por los
métodos convencionales de laboratorio.’

Si bien la evidencia actual no es concluyente, se sabe que existe una relacion
entre el numero de copias gendmicas presentes y la expresion fenotipica en varios
sindromes. Actualmente se considera que, muchos fenotipos intermedios podrian
estar relacionados con microduplicaciones/microdeleciones que son sub-
diagnosticadas clinicamente o que no pueden incluirse en ningun sindrome
genético especifico por falta de criterios. Se espera en un futuro, que el
conocimiento del genoma humano permita establecer una clara relacion genotipo-
fenotipo que permita identificar a este grupo de pacientes y delimite los criterios de

inclusion para estos cuadros sindromaticos y otros nuevos.
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