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ESTUDI DEL QUIMERISME DELS YACS DEL CROMOSOMA 21

Dels YACs que CEPH/Généthon va posar a l’abast públic entre el 1992 i el 1993,

se'n van triar inicialment deu per tal que el HSA21 quedés cobert en regions grans i per a

començar els estudis moleculars de cerca de gens al nostre grup. Degut a la presència de

quimerisme (presència de senyal en més d’un cromosoma, és a dir, contingut de seqüències

diverses en un mateix YAC) en un nombre remarcable d’aquests YACs (cosa que els feien

inútils per al seu ús en els estudis moleculars), va caldre triar-ne més. D’aquesta manera el

HSA21 també va quedar saturat de sondes per a determinar l’abast de cadascuna de les

trisomies parcials que vam caracteritzar (Fig. 8). En total vam estudiar 49 YACs dels quals

en vam trobar 12 de quimèrics i 6 que no estaven al HSA21, sinó que pertanyien a altres

cromosomes. Mitjançant la contratinció amb DAPI, es van poder identificar els

cromosomes en els quals hi havia senyal. Els 6 YACs pels quals no es va veure senyal de

FISH al HSA21, podien ser quimèrics però amb una seqüència tan petita del HSA21

(probablement inferior a 2 kb) que no es va detectar (Taula 7).

Si es comparen aquests resultats amb els que estan publicats a les bases de dades

(http://carbon.wi.mit.edu:8000/cgi-bin/contig/yac_info i http://chr21.rz-berlin.mpg.de/) hi ha alguna

discordança pel que fa al quimerisme. Alguns laboratoris han trobat quimerismes que

nosaltres no hem detectat. Aquests resultats indiquen que un 38% dels YACs són quimèrics

la qual cosa es correspòn amb el valor del 40% que dóna el CEPH.
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Taula 7. Resultats de l’estudi del quimerisme de 49 YACs de 21q mitjançant FISH

     YAC     Localització   Mida (kb) Marcadors 

YACs no-quimèrics
52h4 21q11.1   350 D21S286
124a7 21q11.2   450 D21S120
145e3 21q11.2   800 D21S371

193g12 21q21.1
814c1 21q22.1 1250 D21S1901
232c7 21q22.1   600 D21S213
280b1 21q22.1   375 D21S304
731h10 21q22.1   630 D21S263
103c4 21q22.1   300 D21S261
667b10 21q22.1   410 D21S262
876d4 21q22.1   700 D21S1910
666a5 21q22.1   610 D21S216
a222a12 21q22.1   265 D21S17

860g11 21q22.1-22.2 1130 D21S65
73d10 21q22.2   600 D21S65
72h9 21q22.2   400 D21S211
529c8 21q22.2   880 D21S211
230e8 21q22.2   625 D21S33
743a4 21q22.2   955 D21S167
745h11 21q22.2 1000 D21S1919
238b1 21q22.2   490 D21S55
259h11 21q22.2   700 D21S259
374b8 21q22.2   340 D21S259
221b9 21q22.2   400 D21S259

767b3 21q22.3   450 D21S259
265h12 21q22.3   630 D21S266
552a3 21q22.3   400 D21S266
235d5 21q22.3   550 D21S266
94e4 21q22.3   450 D21S171

YACs quimèrics
330h1 21q11.1/13cen   240 D21S297
185f1 21q11.1/18cen 1400                        D21S308
179b7 21q21.1/19q   240 D21S338
880g3 21q22.1/5p 2000 D21S263
850c6 21q22.1/Xq   850 D21S93
750h2 21q22.1/10q   760 D21S262
812f11 21q22.2/9q 1490 D21S65
916h12 21q22.2/5q 1500 D21S65
806a11 21q22.2/2p 1500 D21S270
826a8 21q22.21/5q 1710 D21S259
152g11 21q22.3/1p   750 D21S15
782d7 21q22.3/22q   550 D21S171

YACs d’altres
cromosomes 831b6 22q 1700      -

770b3 20q 1700      -
849b10 15q 1650      -
861c9 1p   600      -
746b10 Xq 1300      -
841c4 6q   650      -
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Figura 8. Ideograma del cromosoma 21 en el qual s’hi han ordenat de centròmer a telòmer i
per bandes G, tots els YACs estudiats. Al costat dels YACs s’hi han localitzat aquells gens
identificats al Grup de Recerca del Cromosoma 21 del CGMM de l’IRO: DSCR1 (Fuentes i
col., 1995), DYRK1A (Guimerà i col., 1996), ITSN1 (Pucharcós i col., 1999), FTCD (Solans
i col., 2.000), BACE2 (Solans i col., 2000), ADAMTS1, TAK-LIKE, KCNE2 i G3P (K.
Casas, A. Domènech i A. Solans, comunicació personal).
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MAPATGE DELS GENS DSCR1 I MINIBRAIN (MNBH O DYRK1A)
AL CROMOSOMA 21

Tots dos gens van ser clonats al nostre laboratori (Fuentes i col., 1995 i Guimerà i col.,

1996) mitjançant l’estratègia de la PCR “Alu-splice” el primer, i mitjançant selecció de

cDNA (cDNA selection), el segon. Tots dos gens es van mapar per FISH al HSA21,

concretament a les bandes 21q22.1-22.2 essent DSCR1 més centromèric que DYRK1A. El

mapatge cromosòmic ha estat l’única tasca en la qual ha contribuit la doctorant.

.   Mapatge del gen DSCR1 al cromosoma 21

.   Mapatge del gen DYRK1A al cromosoma 21
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Mapatge del gen DSCR1 al cromosoma 21

DSCR1 (Down Syndrome Candidate Region 1) és un gen identificat mitjançant la tècnica

de la PCR Alu-Splice (Fuentes i col., 1995) dins del YAC 72H9. La seqüència complerta té

2.174 pb i presenta una fase oberta de lectura de 513 nucleòtids que codifiquen per una

proteïna de 171 aminoàcids. DSCR1 codifica quatre proteïnes isoformes segons l’ús

alternatiu dels quatre primers exons (Fuentes i col., 1997).

Els diferents trànscrits generats per splicing alternatiu s’expressen tots a cor i a

múscul esquelètic, però en cervell fetal i adult només s’expressa el trànscrit que conté l’exó

1. A placenta i ronyó només s’expressa el mRNA que conté l’exó 4. L’expressió de DSCR1

al cor i al cervell de ratolí es dóna en estadis molt inicials del desenvolupament (Katy

Casas, comunicació personal), la qual cosa fa pensar que DSCR1 pot tenir un paper

important en el desenvolupament d’aquests òrgans. Mitjançant la tècnica del doble híbrid

s’ha trobat que DSCR1 interacciona amb calcineurina (CaNA)  (Fuentes i col., 2000). La

CaNA és l’única serina/treonina fosfatasa sota el control de Ca+2/calmodulina i té un paper

molt important en la regulació de diversos processos fisiològics, com són la

neurotransmissió i l’alliberament d’hormones, la plasticitat sinàptica i la transcripció

gènica. La interacció de DSCR1 amb CaNA inhibiria com a mínim, una via de senyalització

mediada per CaNA. Aquests resultats dels estudis funcionals suggereixen que la

sobreexpressió de DSCR1 en la SD podria estar implicada en el retard mental, en els DCC

(sobretot en la formació dels coixinets endocàrdics) i en la immunossupressió i major

susceptibilitat a les infeccions.

Per al mapatge cromosòmic de DSCR1 mitjançant FISH, es va fer servir el cDNA

complert (1.300 pb) i es va marcar amb biotina mitjançant una reacció de “Nick

translation”. La hibridació es va fer sobre cromosomes d’un individu control. Mitjançant la

contratinció amb DAPI i gràcies a la conversió de bandes que permet l'analitzador

d'imatges Cytovision, es van analitzar 100 cromosomes de 50 metafases. L’eficiència de la

sonda va ser del 84%. Els resultats van assignar DSCR1 a la regió 21q22.1-22.2. (Fig. 9)
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Figura 9. Localització cromosòmica del gen DSCR1. Metafase humana hibridada amb el
cDNA de DSCR1 on es poden veure clarament els senyals d’hibridació als dos cromosomes
21 homòlegs. Els cromosomes apareixen tenyits amb iodur de propidi.
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 Mapatge del gen DYRK1A (MNBH) al cromosoma 21

“Minibrain (MNBH) is a single copy gene mapping to human chromosome 21q22.2”.
Cytogenetics and Cell Genetics (1997)77:182-184
Guimera J, Pritchard M, Nadal M, Estivill X
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ESTUDIS DE CASOS DE SD I  TRISOMIA PARCIAL
DEL CROMOSOMA 21

S'han identificat i estudiat a nivell clínic i molecular sis casos de trisomia parcial del

HSA21 i SD de procedència diversa, nacional i internacional. Els sis casos s'han estudiat a

nivell clínic seguint el protocol d'Epstein (1991). A nivell citogenètic-molecular, l'estratègia

d'estudi que s'ha seguit és la mateixa en tots els casos. Primer s'ha fet una hibridació de

pintat cromosòmic del HSA21 per tal de detectar una possible translocació d'aquest

cromosoma amb un altre cromosoma. A continuació, el procés d'estudi ha estat l'anàlisi

mitjançant FISH dels YACs del contigu del HSA21, fent hibridacions simultànies amb un

YAC de la regió centromèrica i un YAC de la regió telomèrica del braç llarg, de manera

que s'anés cobrint el HSA21 fins arribar al punt de trencament. Aquesta estratègia també ha

permès definir la orientació (directa o invertida) dels segments del HSA21 en trisomia.

Els sis casos estudiats es presenten de manera individual i en ordre cronòlogic d'estudi.

Tres d'aquests casos han estat publicats i es recullen en forma d'article. Els resultats dels

tres casos que no han estat publicats, es descriuen després dels articles. La taula 8 recull els

resultats dels estudis de fenotip dels sis pacients, ordenats segons l'abast de la seva trisomia

(de més gran a més petita),  per tal de facilitar les comparacions.

.  “YAC and cosmid FISH mapping of an unbalanced chromosomal translocation causing

partial trisomy 21 and Down syndrome”. Human Genetics (1996) 98:460-466

M. Nadal, M. Mila, M. Pritchard, A. Mur, J. Pujals, J. L. Blouin, S. E. Antonarakis, F.
Ballesta, X. Estivill.

.  “Down syndrome: characterisation of a case with partial trisomy of chromosome 21

owing to a paternal balanced translocation (15;21)(q26;q22.1) by FISH”. Journal of

Medical Genetics (1997) 34:50-54

M. Nadal, S. Moreno, M. Pritchard, M. A. Preciado, X. Estivill, M. A. Ramos-Arroyo,

.  “Clinical and cytogenetic characterisation of a case of Down syndrome due to a

duplication 21q22.1�qter”. Journal of Medical Genetics, (en premsa).



Resultats   98

M. Nadal, C. Guzmán Vigo, M. I. Melaragno, J.A.D. Andrade, L.G. Alonso, D. Brunoni,

M. Pritchard, X. Estivill

.   Caracterització clínica i citogenètica d’un cas de SD i trisomia parcial del HSA21 deguda

a una translocació (21;21)(p;q22.1).

.   Caracterització citogenètica d’una duplicació 21q22.1�qter en un cas de SD adult.

.   Identificació d’una duplicació intersticial del HSA21 en una pacient amb dos trets de la

SD mitjançant FISH.

.   Compendi dels resultats clínics.

En tots els treballs d’aquesta secció, la doctorant ha contribuit a la caracterització dels punts

de trencament, en l’escriptura del manuscrit i la configuració de les figures dels articles

publicats.
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.   “YAC and cosmid FISH mapping of an unbalanced chromosomal translocation causing

partial trisomy 21 and Down syndrome”. Human Genetics (1996) 98:460-466

M. Nadal, M. Mila, M. Pritchard, A. Mur, J. Pujals, J. L. Blouin, S. E. Antonarakis, F.
Ballesta, X. Estivill.

Nota: Aquest cas serà designat d'ara endavant com SD#1.
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.   “Down syndrome: characterisation of a case with partial trisomy of chromosome 21

owing to a paternal balanced translocation (15;21)(q26;q22.1) by FISH”. Journal of

Medical Genetics (1997) 34:50-54

M. Nadal, S. Moreno, M. Pritchard, M. A. Preciado, X. Estivill, M. A. Ramos-Arroyo,

Nota: Aquest cas serà designat d'ara endavant com SD#2.
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Tal com s'indica en l'article, el cas SD#2 va ser identificat gràcies a que la seva

germana va demanar assessorament genètic a l'Hospital Virgen del Camino de Pamplona.

D'aquesta manera, un cop detectada la trisomia parcial del proband, es va estudiar tota la

família per tal de determinar si la translocació entre els cromosomes 15 i 21 era d'origen

familiar. Els resultats van indicar que el pare (I-1) és portador d'una translocació

equilibrada t(15;21)(q26;q22.1) i que l'havia transmesa de la mateixa manera a dos dels

seus quatre fills (II-2 i II-3) i de manera desequilibrada al proband (II-4). El quart fill no va

poder ser estudiat (Fig. 10). La germana del proband, portadora de la translocació

equilibrada, va sol.licitar diagnòstic prenatal en dues ocasions i ha tingut dos fills, el primer

amb la translocació equilibrada (III-1) i el segon amb un cariotip normal (III-2) (Fig. 11).

            I

II

III

Figura 10. Arbre genealògic de la família del cas SD#2 on es pot veure com segrega la
translocació en la família. El proband s'assenyala amb una fletxa. Els quadres i cercles mig
pintats indiquen la presència dela translocació t(15;21)(q26;22.1) en equilibri. ?, indica que
l'individu no s'ha estudiat.

?
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1

1
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A

B

Figura 11. Resultats de l'estudi de FISH per tal de veure la segragació familiar de la
translocació t(15;21)(q26;22.1) en dos membres de la família del cas SD#2. A/ Pintat
cromosòmic dels cromosomes 15 (verd) i 21 (vermell) en una metafase de la germana del
proband on s'aprecia l'equilibri de la translocació. B/ Doble pintat cromosòmic dels
cromosomes 15 (verd) i 21(vermell) en el primer estudi prenatal fet a la germana de SD#2.
La fotografia mostra com la translocació està en equilibri.
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.  “Clinical and cytogenetic characterisation of a case of Down syndrome due to a
duplication 21q22.1�qter”. Journal of Medical Genetics, en premsa.
M. Nadal, C. Guzmán Vigo, M. I. Melaragno, J.A.D. Andrade, L.G. Alonso, D. Brunoni,

M. Pritchard, X. Estivill

Nota: Aquest cas serà designat d'ara endavant com SD#3.
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.  Caracterització clínica i citogenètica d’un cas de SD i trisomia parcial del HSA21

deguda a una translocació (21;21)(p;q22.1).

SD#4 és una pacient que va arribar a l'Hospital de la Vall d'Hebron (referida des de

l'Hospital Arnau de Vilanova) amb 10 dies de vida i un fenotip característic de SD amb

cardiopatia severa. La pacient és filla única de pares de vint-i-nou anys, tots dos. La

gestació va ser normal de 39 setmanes i el part eutòcic. En néixer, el pes va ser de 2.150 g,

la talla de 45 cm, el perímetre cranial de 33 cm i l'Apgar de 7-9.

L'exploració als deu dies (Fig. 12) va donar com a resultat:

Cara: rodona amb aspecte suggestiu de SD d'expressió moderada.

Boca: llavis fins, filtre marcat amb zona central més estreta. Arcada gingival inferior una

mica irregular i eixamplada.

Ulls: obliqüitat palpebral superoexterna amb epicant escàs. Les parpelles inferiors

mostraven gran pobresa de pestanyes i les superiors gairebé no en tenien. No es van

apreciar taques de Brushfield.

Orelles: petites, hipomodelades amb plegament de l'hèlix dret i hipertròfia de l'antehèlix

esquerre. Longitud de les orelles: 33 mm la dreta i 31 mm l'esquerra.

Mans: clinodactília bilateral del cinquè dit.

Peus: augment de la separació bilateral entre el primer i el segon dit.

Genitals: hipertròfia moderada dels llavis menors.

Dermatoglífics: els triradis axials dels palmells no es van apreciar per hipoplàsia de les

crestes. Equivalent a solc transvers a mà dreta i línia de sidney a la mà esquerra.

Anomalies viscerals: només s'ha detectat cardiopatia complexa: CIV àmplia subaòrtica,

dil.latació d'artèries pulmonars, FOP tipus ostium secundum, conducte arteriós persistent,

coartació-hipoplàsia aòrtica.

La pacient també presentava hipotonia i laxitud lligamentosa. Degut a la seva edat, no es

van poder valorar ni el retard mental ni la dentició.

La pacient va morir als nou mesos d'edat en el postoperatori d'una intervenció quirúrgica

cardíaca.
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Estudi citogenètic de Bandes G

L'estudi citogenètic convencional de la pacient va posar de manifest la presència de

material cromosòmic extra translocat a un dels cromosomes 21. El cariotip que es va donar

va ser:  46,XX,-21,+der(21),t(21p;?). El cariotip dels pares va ser normal de manera que el

reordenament cromosòmic de la pacient es va produir de novo.

Donat que el fenotip de la pacient era clarament suggestiu de SD, es va pensar que el

material cromosòmic extra podia correspondre al mateix cromosoma 21. Per tal de

confirmar aquesta hipòtesi i per a estudiar la translocació amb més detall mitjançant FISH,

es va obtenir una nova mostra de sang perifèrica de la pacient.

Estudi de FISH

Per tal d'identificar l'origen cromosòmic del material translocat al HSA21, es va fer primer

un "pintat cromosòmic" d'aquest cromosoma (Fig. 13A). Els resultats d'aquest primer estudi

va confirmar la hipòtesi d'una trisomia parcial del HSA21 a causa d'un translocació

(21p;21q). Posteriorment, es va procedir a la caracterització del punt de trencament de la

translocació i, conseqüentment, a la definició de l'abast de la trisomia parcial. Això es va

fer mitjançant FISH, utilitzant com a sondes el pannell de YACs contigus del braç llarg del

HSA21.

Els resultats obtinguts indiquen que la trisomia parcial de la pacient implica només el

HSA21 i abasta des del telòmer fins el YAC 814c1 que conté els marcadors: D21S226 fins

D21S303 (Fig. 13B).
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Figura 12. Imatge frontal de la cara de la pacient SD#4 amb SD i trisomia parcial del

HSA21 als 10 dies de vida.

  A B

Figura 13. Imatges de FISH en metafases de la pacient SD#4 amb SD i trisomia parcial del
HSA21. A/ Pintat cromosòmic amb una sonda de tot el HSA21 en una metafase de la
pacient. Es pot veure que la translocació del HSA21 implica només aquest cromosoma la
qual cosa indica l’absència de tota translocació críptica amb un altre cromosoma. B/
Metafase parcial de la mateixa pacient hibridada amb els cosmidis A11 i 28C6 que
pertanyen al YAC 230e8, els quals es troben clarament en triple dosi.
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.    Caracterització citogenètica d’una duplicació 21q22.1����qter en un cas de SD adult

SD#5 va néixer a Itàlia el 1965 i va ser diagnosticada amb SD. Quan va néixer va pesar

3.000 g i va presentar un retard considerable en el desenvolupament psicomotor.

Malgrat que l’aspecte fenotípic facial d’aquesta noia és clarament de SD (Fig. 14), és

remarcable l’absència d’alguns trets considerats típics d’aquesta síndrome. SD#5 presenta

braquicefàlia i fenedures palbebrals però no presenta plec epicàntic ni blefaritis. Té un pont

nasal pobrament desenvolupat i a nivell de boca, no presenta una llengua protruient ni

escrotal i el seu paladar és normal. Les orelles són normals i el coll és curt. Les mans són

curtes i amples amb un dit petit curt i encorbat i un plec simià unilateral. SD#5 no ha patit

leucèmia ni cap tipus de problema cardíac. El seu retard mental és considerat lleu malgrat

que no se li ha evaluat mai el quoficient intel.lectual (QI). Segons les dades clíniques

rebudes, la seva intel.ligència és substancialment superior a la que s’observa de manera més

freqüent en la SD. La pacient va assistir a l’escola primària i secundària.

Actualment SD#5 pesa 66 kg i medeix 150 cm, pateix atacs d’asma de manera recurrent

i sovint presenta bronquitis. De manera remarcable, donada l’edat de 34 anys, SD#5 no

presenta cap simptomatologia de demència senil ni de malaltia d'Alzheimer.

Estudi citogenètic de Bandes G

L'estudi citogenètic convencional de la pacient va posar de manifest que, de manera

consistent, un dels seus cromosomes 21 era més llarg que l’altre. El fenotip va fer pensar en

la presència d’una duplicació del mateix cromosoma dins del braç llarg (21q). El cariotip

que es va donar va ser: 46,XX,-21,+der(21),t(21q?;21qter). Per tal de confirmar aquesta

hipòtesi i per a estudiar la translocació amb més detall mitjançant FISH, es va estudiar una

nova mostra de sang perifèrica de la pacient.

Estudi de FISH

Per tal de confirmar que l'origen cromosòmic del material translocat al HSA21 era del

mateix cromosoma, es va fer primer un "pintat cromosòmic" d'aquest cromosoma (Fig.

15A). Posteriorment, i un cop confirmada la hipòtesi de trisomia parcial del HSA21, es va

procedir a la caracterització del punt de trencament de la translocació i, conseqüentment, a
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la definició de l'abast de la trisomia parcial. Això es va fer mitjançant FISH i utilitzant com

a sondes el pannell de YACs contigus del braç llarg del HSA21.

Els resultats obtinguts indiquen que la trisomia parcial de la pacient es deu a una

translocació o duplicació del braç llarg del HSA21 orientada de manera directa, que implica

només el HSA21 i que abasta des del telòmer fins el YAC 814c1, el qual conté els

marcadors:  D21S226 fins D21S303 (Fig. 15B).
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 Figura 14.  Visió frontal de la pacient SD#5. Destaca l’aspecte general de SD malgrat la
seva trisomia parcial del HSA21.

A               B

Figura 15. Resultats de l’estudi de FISH en dues metafases de la pacient SD#5. A/ Metafase
hibridada amb el YAC 280b1, clarament duplicat en un dels HSA21. B/ Imatge d’una
metafase de la pacient hibridada amb el YAC 814c1. S’aprecia que aquest YAC està
present en dues dosis i que, conseqüentment, el punt de trencament és més distal.
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 .   Identificació d’una duplicació intersticial del HSA21 en una pacient només amb

tres trets de la SD mitjançant FISH.

SD#6 és una nena filla única de pares sans no consanguinis i sense antecedents

familiars significatius. La mare té 30 anys i durant la gestació se li va practicar un cariotip

fetal en amniòcits per indicació de cribatge no invasiu. El resultat del cariotip va ser

normal. La gestació va ser normal i el part va ser per cesàrea per manca de dil.latació a les

39 2/7 setmanes. El nadó va pesar 2.840 g, va medir 48 cm i tenia un perímetre cranial de

34,5 cm.

L'exploració neonatal mostrava: buf sistòlic (l'ecocardiograma va demostrar una

CIV de 3 mm), facies lleugerament downiana (Fig. 16) i la presència d'un solc transvers al

palmell dret. No es van detectar altres anomalies i el to muscular era normal. L'exploració

clínica als tres mesos, va demostrar una bona evolució psicomotora i estato-ponderal, així

com una disminució de la impressió downiana facial.

Estudi de bandes G

Degut a la presència dels tres trets clínics suggestius de SD, es va repetir el cariotip

de la pacient per a confirmar que no hi havia cap trisomia del HSA21 constitutiva o en

mosaïcisme. Els resultats dels cariotips de la pacient i dels seus pares van ser normals. Amb

l'objectiu de detectar algun reordenament cromosòmic críptic, es va fer un estudi de FISH

del HSA21.

Estudi de FISH del HSA21

Els resultats del pintat cromosòmic del HSA21 fet en la mostra de sang perifèrica de

la pacient, no va donar cap alteració en aquest cromosoma ni es va detectar la presència de

senyal en cap altre cromosoma (Fig. 17A). Així doncs, un cop descartada la presència d'una

possible translocació, vam començar l'estudi de tots els YACs que tenim del braç llarg del

HSA21. Aquest estudi va ser normal per a totes les sondes excepte per al YAC 876d4 que

presentava claríssimament un senyal doble en un dels HSA21 (Fig. 17B). Aquest YAC es

va tornar a hibridar i el resultat va ser el mateix. Finalment, per a confirmar aquesta
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duplicació intersticial, vam hibridar el YAC 666a5 el qual, segons els marcadors, està

contingut dins del YAC 876d4. També es va estudiar el YAC contigu 246c2. Els resultats

obtinguts van confirmar la sospita d’una duplicació intersticial que abasta només els

marcadors continguts dins del YAC 876d4: D21S216, D21S320, GART  i D21S323. El

mateix estudi es va dur a terme en les mostres dels pares i els resultats van ser normals,

definint la duplicació intersticial com a de novo.
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Figura 16. Vista facial frontal de la pacient SD#6 als tres mesos d'edat.

A         B

Figura 17. Resultats de l’estudi de FISH amb sondes de 21q en metafases de la pacient
SD#6. A/ Pintat cromosòmic del HSA21. Es descarta qualsevol reordenament del HSA21
amb un altre cromosoma. B/ Hibridació del YAC 666a5 en una metafase de la pacient on
s’hi aprecia el senyal doble en un dels HSA21.
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.   Compendi de tots els resultats clínics.
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Figura 18. Representació esquemàtica de tots els reordenaments identificats als pacients amb trisomia parcial
21 i SD (en verd s'indica el segment del HSA21 extranumerari).  Al costat de l’ideograma del HSA21, s’hi ha
posat els marcadors de les regions que contenen els punts de trencament i amb les fletxes verdes s’indica
l’abast de cadascuna de les trisomies.
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SOD1
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D21S261
D21S312
D21S313
D21S314
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D21S319

D21S216
D21S320
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D21S323
IFNAR
D21S58
VNO2
D21S324
KCNE1
KCNE2
ITSN1
DSCR1

AML1
D21S393
D21S211
D21S17
CBR
D21S33
D21S334
D21S396
D21395
D21S167
D21S267
D21S335
D21S336
D21S394
D21S270
DYRK1A
D21S337
D21S55
D21S233
ETS2
D21S3
BACE2
G3P
FTCD

  SD#1  SD#2  SD#3 SD#4 SD#5 SD#6



PACIENTS

t(21;21)(p11;q22.1) dup(21)(q22.1-qter) t(15;21)(q26;q22.1) dup(21)(q22.1-qter) t(13;21)(q32;q22.1) dup(21)(q22.1)
SD#4 SD#5 SD#2 SD#3 SD#1 SD#6

FENOTIPS
origen BCN Itàlia Navarra Brasil BCN BCN
edat 10 dies 34 anys 27 anys 2 anys 11 mesos 14 mesos 3 months
sexe dona dona home home dona dona

IGR (retard creix. intrauterí) + ? ? ? - -
pes naix. (g) 2150 3000 2550 ? 3015 2840

temps gestació (setmanes) 39 terme terme ? 40 39
PGR (retard creix. postnatal) ? + + + + -

alçada (cm) 46,5 150 ? 85 71,5 ?
pes (kg) ? 66 ? ? 7,5 ?

perímetre cranial 33 52 ? 48 42,5 ?
braquicefàlia + + + + + -
microcefàlia ? - + ? -

occiput prominent ? ? - ? - -
línia baixa implant. cabells ? ? ? ? + -
fened. palpebral oblíqua + + + + ? -

epicant + - + + + -
blefaritis, conjuntivitis ? - ? ? ? -
taques de Brushfield - ? - - - -

epicant invertit amunt - amunt - - -
hipertelorisme ? ? ? ? ? -

nistagmus ? ? ? - +'?' -
pont nasal prominent - - - - - -

nas gran - - - - - -
llengua escrotal - - - - - -

fenedura palatina ? - ? ? - -
paladar alt i corbat - - + + ? -

paladar estret - - + + + -
retrognatia ? ? ? ? - -



orella plegada + - ? ? + -
orelles implantació baixa + ? - + + -

coll curt / pell coll laxa + + + - + -

mans curtes i amples + + + + + -
dit petit curt + + + + - -

solc simià transvers + + + - - +
espai entre 1º i 2º dits peu + + ? - + -
defecte cardíac congènit ++ - - - + +'/'?'

buf + - - - +
laxitud lligamentosa + - ? ? - -
hipotonia muscular + - + -'/'+' + -

retard mental ? +''/''-'' ++ ? + ?
cifosi - ? - - - ?

símptomes artro-griposos - ? - - - ?
estatura baixa ? + + + + ?

t´´ palmar ? ? ? ? ? -
sindactília dits peus - - ? - -

hypothenar ulnar loop ? ? ? ? ? -
índex Cummins elevat ? ? ? ? ? ?

atrèsia duodenal - - - - - -
leucèmia - - - - - -

malatia Alzheimer - - - - - -
hipertonia muscular - - - - - -

QI no valorable intel.ligència mitja ? ? 53 ?
criptorquidisme - + - - -

altres anomalies viscerals ? - - hèrnia umbilical - -
hipotiroidisme ? ? - ? - -
hipertiroidisme ? - ? - -

CuZn SOD elevat ? ? ? ? - ?
CuZn SOD disminuit ? ? ? ? - ?

CBS elevat ? ? ? ? ? ?
CBS disminuit ? ? ? ? ? ?

orelles mal posicionades + ? - + + -
facies plana + + + - + -

altres trets clínics - asma sordesa - coag. VIII and X -

Taula 8. Recull de totes les dades clíniques obtingudes en els casos de SD i trisomia parcial del HSA21 estudiats
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ESTUDIS DE FISH EN MODELS MURINS DE LA SD

.   Mapatge dels gens Dyrk1A i Dscr1 al ratolí trisòmic parcial Ts65Dn.

.   Tipatge dels ratolins Ts65Dn mitjançant el mètode de les improntes de teixits:

“A new protocol to type the Ts65Dn mouse model for Down syndrome by FISH

in newborn or embryo tissue imprints”. Technical Tips on Line (T01796)

M Nadal i X. Estivill

.   Estudi de la inserció genòmica de transgens en models murins de sobreexpressió dels

gens Dyrk1A i Dscr1.
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. Mapatge dels gens Dyrk1A i Dscr1 al ratolí trisòmic parcial Ts65Dn

El cromosoma 16 de ratolí (MMU16) conté una gran regió d’homologia amb el

HSA21 humà. El ratolí Ts65Dn és trisomic parcial per a la regió cromosòmica de sintènia

conservada amb el HSA21 humà i es considera un model murí per a la SD. Diversos grups

han demostrat que en aquest model hi ha alteracions conductuals, alteracions en alguns

sistemes de segons missatgers, degeneració depenents de l’edat de les neurones

colinèrgiques del septe-hipocampal i hipertròfia astrocítica. Aquests resultats suggereixen

que una còpia extra de material genetic a la part distal del MMU16 comporta una alteració

conductual i neuroquímica. Dos gens identificats al nostre laboratori, DSCR1 i DYRK1A,

podrien estar implicats en el procés de desenvolupament neuronal alterat, essent candidats

per al retard mental que s’ha descrit en la SD.

El mapatge dels dos gens es va fer en cromosomes metafàsics obtinguts a partir del

cultiu de sang perifèrica d’un ratolí Ts65Dn tal com es descriu en la secció de Materials i

Mètodes. Per a Dscr1, es va fer servir un producte de PCR de 1.6 kb, obtingut a partir de

DNA genòmic total de ratolí (Fig. 19A). Per a Dyrk1A es va fer servir un P1 8(pAd10-

SacBII), que conté seqüències de Dyrk1A (Fig. 19B). Com a sonda control es va fer servir

un clon genòmic de 9 kb del gen Ets2 (R. Reeves).

Els resultats del mapatge dels gens Dscr1 i Dyrk1A van confirmar la seva presència

en l’intèrval APP – MX1 i la seva presència en trisomia en el ratolí Ts65Dn. Aquests

resultats també confirmen la localització de Dyrk1A que es va fer utilitzant el pannell 2

BSS (BSS backcross panel 2) dels laboratoris Jackson (resultats que no es mostren).

Finalment, els resultats del mapatge d'aquests gens confirma la conservació de grans

regions cromosòmiques entre home i ratolí.
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    A       B

Figura 19. A/ Metafase d’un ratolí Ts65Dn hibridada amb un producte de PCR de Dscr1.
S’observa la trisomia del gen Dscr1 mitjançant tres senyals fluorescents (vermells) als dos
cromosomes homòlegs MMU16 i al cromosoma marcador derivat del MMU16. B/
Metafase i nucli interfàsic d’un ratolí Ts65Dn hibridats amb un PAC que conté seqüències
de Dyrk1A. Es pot veure el senyal fluorescent en els dos cromosomes MMU16 homòlegs i
en el cromosoma marcador cosa que indica la presència en triple dosi d’aquest gen. Al nucli
interfàsic s´hi distingeixen també tres grups de senyals.

Nota: Aquests resultats van ser presentats al 7th International Workshop on Human

Chromosome 21, Berlin (Alemanya), setembre de 1997 amb el títol: “FISH mapping of

Dscr1 and Mnb to the trisomic region of mouse chromosome 16 in Ts65Dn”. (M.Nadal, M.

Dierssen, JJ. Fuentes, J. Guimerà, C. Fillat, WJ. Song, DM. Kurnit, X. Estivill, M.

Pritchard).
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. Tipatge dels ratolins Ts65Dn mitjançant el mètode de les improntes de teixits

“A new protocol to type the Ts65Dn mouse model for Down syndrome by FISH

in newborn or embryo tissue imprints”.  M. Nadal i X. Estivill (1999) Technical Tips on

Line (T01796).

Aquest treball representa una eina metodològica per al tipatge dels ratolins trisòmics

parcials Ts65Dn. El mètode suposa una bona alternativa al sistema utilitzat fins el moment

basat en el cariotipatge. Aquest mètode té l’avantatge que no cal fer cultius de cap mena

permetent el tipatge d’embrions i de ratolins nounats.
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.   Estudi de la inserció genòmica de transgens

 .  Ratolí transgènic que sobreexpressa el gen DSCR1: un model per a estudiar

algunes anomalies de la SD

El gen DSCR1 que va ser aïllat al nostre laboratori (Fuentes i col., 1995), es troba a

la regió 21q22.1-22.2 i alguns trànscrits tenen un nivell d'expressió alt a cervell fetal

(Fuentes i col., 1997). L'estructura del gen fa pensar que pot estar implicat en processos de

regulació de la transcripció i/o transducció de senyal. L'elevada expresió de Dscr1 als

cervells de rates joves respecte rates adultes, suggereix un possible paper d'aquest gen en el

desenvolupament del sistema nerviós central. Amb l'objectiu d'estudiar les conseqüències

de la sobreexpressió al cervell, es va generar un ratolí transgènic amb el gen humà de

DSCR1. Per tal d'assegurar la sobreexpressó del gen al cervell, es va construir un gen

quimèric PDGFB/DSCR1  el qual va ser microinjectat a ous fecundats de ratolí

(C57BL6/SJL) i es van obtenir quatre línies de ratolins transgènics. El promotor PDGFB

dirigeix l'expressió de gens foranis cap el cortex cerebral, l'hipocamp, el cerebel, el tronc de

l'encèfal i el bulb olfactori, regions en les quals també s'hi expressa el Dscr1 endògen.

A partir del cultiu d’una mostra de sang extreta per la cua del ratolí, cultivada

segons el protocol de Davisson i col. (1987), es van obtenir extensions cromosòmiques

sobre les quals es van fer els estudis de localització. Mitjançant FISH, fent servir com a

sonda la mateixa construcció o transgen amb el qual es va fer la microinjecció, es va

determinar que la integració dels transgens en les línies 81 i 73 s'havia produït en

cromosomes independents. Mitjançant l’opció que ofereix l’analitzador d’imatges

Cytovision de transformar les bandes DAPI en bandes G, vam poder determinar que la

integració del transgen en la línia 83 es va produir al cromosoma MMU3, a la regió mitja

proximal (Fig. 20A); de la mateixa manera, en la línia 73, el transgen es va integrar al

cromosoma MMU11, prop de la regió telomèrica (Fig.  20B).

Aquestes línies transgèniques s’estan estudiant al nostre laboratori a nivell de

neurodesenvolupament postnatal, morfològic i conductual.
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  A B

Figura 20. Estudi de la inserció del transgen de DSCR1 en el model murí de sobreexpressió.
A/ Metafase del ratolí transgènic de la línia 83 TsDSCR1-83 en la qual es pot veure un únic
senyal d’hibridació al cromosoma MMU3, en la regió mitja proximal. B/ Metafase del
ratolí transgènic de la línia 73 TsDSCR1-73 en la qual es pot veure una única integració al
cromosoma MMU11, prop del telòmer.

Nota: Aquests resultats van ser presentats al 47th International Meeting of the

American Society of Human Genetics, Baltimore (USA), novembre de 1997, amb el títol:

“Transgenic mice overexpressing the human DSCR1 gene: a model to study Down

syndrome-like abnormalities”. (C. Fillat, M. Dierssen, M. Oset, C. Martínez-Cue, IF.

Vallina, C. Baamonde, M.Nadal, M. Pritchard, JJ. Fuentes, J. Flórez, X. Estivill).



  Resultats 141

.  Ratolí transgènic que sobreexpressa el gen DYRK1A: un model per a estudiar

anomalies que es troben en la SD

Amb l’objectiu d’estudiar el paper del gen DYRK1A (minibrain) al cervell, al

desenvolupament neuroconductual i de la memòria, es van generar ratolins transgènics que

sobreexpressen el gen Dyrk1A  de rata sota el control del promotor induïble de la

metalotioneina (MT), el qual pot dirigir l’expressió de gens heteròlegs a diversos teixits

fetals i adults dels ratolins transgènics. El gen quimèric sMT/Dyrk1A es va microinjectar en

ous fecundats de ratolins (C57B6/SJL) i es van obtenir quatre línies de ratolins transgènics.

Per mapar el punt d’integració del transgen de Dyrk1A, es va marcar i hibridar la

mateixa construcció que s’havia microinjectat. L’estudi es va fer en cromosomes metafàsics

obtinguts a partir d’una mostra de sang perifèrica extreta per la cua del ratolí. Es va

analitzar la línia 31, per la qual els estudis de Southern blot suggerien que hi podia haver

una doble integració. Els resultats de FISH van confirmar aquesta sospita i es va trobar que

en aquesta línia el transgen s’havia integrat en dos cromosomes independents. Un

cromosoma podia ser, per la seva mida i patró de bandes, el cromosoma MMU1. Donat que

disposàvem d’una sonda d’aquest cromosoma (de la Fuente i col., 1999), vam fer una doble

hibridació i vam confirmar que la integració s’havia produit al MMU1 (Fig. 21). Per a

identificar l’altre cromosoma, vam convertir el patró de bandes DAPI en bandes G i els

resultats van indicar que el segon lloc d’integració s’havia produit al cromosoma MMU5.

Una altra observació que es va poder fer mitjançant l’estudi de FISH, va ser que el nombre

de còpies integrat al cromosoma MMU1 era molt superior al del MMU5, ja que el senyal

fluorescent era, en el primer cas, molt més gran i intens. Posteriorment es va estudiar la

descendència d’aquest doble transgènic amb la finalitat de separar les dues sublínies i

obtenir així dues línies transgèniques independents.

Aquests ratolins s’estan estudiant a nivell de desenvolupament embrionari i

postnatal, conductual i morfològic, al nostre laboratori.
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F0

TG8 TG14

Figura 21. Estudi de la línia amb doble integració del transgen de Dyrk1A i de les línies
filials. F0 presenta dos llocs d’integració, als cromsomes MMU1 (el senyal verd correspon
al transgen i el vermell a la sonda control  CD84 (de la Fuente i col., 1999)) i MMU5
(verd). L’estudi de les línies filials mitjançant FISH i la sonda del transgen, permet segregar
dues línies amb un sol lloc d’integració: la línia TG8 presenta un senyal al cromosoma
MMU5 i la línia TG14 presenta també un senyal per a la sonda del transgen al cromosoma
MMU1.
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L’objectiu principal d’aquest treball ha estat la caracterització dels punts

de trencament del HSA21 en pacients amb SD deguda a trisomia parcial d’aquest

cromosoma. D’aquesta manera, es volia intentar establir una correlació entre el

genotip i el fenotip i contribuir així, al mapa fenotípic del HSA21 humà. Per a

assolir aquest objectiu final, s’han seleccionat i posat a punt sondes no

quimèriques de tipus YAC. A partir de sang perifèrica dels pacients, s'han definit

els reordenaments cromosòmics causants de la trisomia parcial, s'han trobat els

punts de trencament  al HSA21 en cadascun dels casos. Finalment, s'han integrat

les dades clíniques, citogenètiques i moleculars per tal d’establir les possibles

correlacions entre el genotip i el fenotip.

Abans d'iniciar aquest treball, ja s’havien descrit pacients amb SD i

trisomia parcial del HSA21. Els punts de trencament havien estat caracteritzats

bàsicament mitjançant eines de genètica molecular de quantificació de dosi de

marcadors (Southern blot) i en alguns casos també, mitjançant FISH (Delabar i

col., 1993; Korenberg i col., 1994). L’estudi de dosi de marcadors mitjançant

Southern blot és una tècnica quantitativa que comporta l’anàlisi de molts

marcadors, ja que les sondes que s’hibriden són, generalment, més petites que les

que es fan servir en FISH i la regió genòmica que es cobreix en cada hibridació

és, conseqüentment, petita. Els mètodes de genètica molecular desenvolupats més

recentment, com la PCR fluorescent quantitativa comporten l’anàlisi d’un gran

nombre de marcadors i en aquest cas, els resultats depenen de la seva

informativitat. El treball realitzat aquí ha utilitzat una estratègia citogenètica-

molecular, la FISH, la qual no comporta cap de les limitacions esmentades i

permet una anàlisi de regions cromosòmiques més grans. Aquesta estratègia, ha

permès caracteritzar de forma ràpida i precisa els punts de trencament del HSA21

en sis pacients amb SD i trisomia parcial del HSA21.

ESTUDI DEL QUIMERISME DE YACS DEL BRAÇ LLARG DEL HSA21

Inicialment, aquest estudi va comportar el desenvolupament de sondes de

pintat cromosòmic a partir del DNA del pannell de línies amb cromosomes

humans específics i posar a punt un contigu de sondes de tipus YAC del HSA21
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(Chumakov i col., 1992b), tots mitjançant Alu-PCR. Aquests YACs havien de

servir tant per als estudis de FISH, com per a la cerca de gens al HSA21 que s’ha

fet al laboratori durant els darrers cinc anys. Els cromosomes artificials de llevat o

YACs contenen un insert de mida gran (humà en aquest cas), cosa que fa que les

pèrdues del DNA clonat degut a processos de recombinació siguin molt freqüents.

Els YACs també poden contenir seqüències d’altres cromosomes (YACs

quimèrics) o no contenir seqüències del cromosoma originari (HSA21, en aquest

cas). Aquests YACs no són útils per als estudis moleculars ni per a la cerca de

gens al HSA21. El valor de quimerisme que dóna el CEPH pels seus YACs és del

40%. Dels 49 YACs que s’han estudiat, se n’han trobat 18 (38%) de quimèrics.

Per a la cerca de gens i per a la construcció de contigus de cosmidis, es van triar

cinc YACs no quimèrics: 72h9, 336g11, 238b1, 221b9 i 552a3 (Guimerà i col.,

1996). Tota aquesta tasca es va iniciar a finals de l’any 1993, època en la qual el

projecte de seqüenciació del genoma humà, i concretament del HSA21, no estava

tan avançat com ara. Actualment, el procés de seqüenciació del HSA21 ja ha

acabat (Hattori i col., 2000) i la seqüència es troba a l’abast públic a través de les

bases de dades. També en aquests darrers cinc anys, la informació sobre el

quimerisme dels YACs s’ha anat fent molt més precisa gràcies a les eines

moleculars noves, i als estudis de la presència o absència de marcadors que s’han

identificat. Això ha suposat que quimerismes que no s'havien detectat mitjançant

FISH, degut a la limitació que suposa la mida de la diana i la gran condensació de

la cromatina als cromosomes, ara han quedat resolts. Si es consulten les bases de

dades (http://carbon.wi.mit.edu:8000/cgi-bin/contig/yac_info, http://www.rzpd.de/general/cgi-

general) i es comparen els resultats, es conclou que dels 49 YACs que s’han

estudiat, n’hi ha 18 de quimèrics (quimerismes confirmats posteriorment per altres

laboratoris). D’aquests 18 YACs quimèrics, n’hi ha 6 que tenen un grau de

quimerisme tan gran, que mitjançant FISH no es va detectar la seqüència del

HSA21. D'altra banda, els estudis presentats han donat com no quimèrics 4 YACs

que sí que han resultat ser-ho (probablement la seqüència quimèrica és massa

petita per ser detectada mitjançant FISH). Contràriament, s’ha detectat

quimerisme en un YAC que apareix a les bases de dades com no quimèric (segons

l’estudi presentat, el YAC 746b10 conté seqüències del cromosoma X). La

discrepància es podria explicar, en aquest cas, per una contaminació de la soca
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(Taula 4). Aquests resultats dónen una eficiència de detecció de quimerisme

mitjançant FISH del 92%.

A banda dels plasmidis i cosmidis que permeten inserir fragments de DNA

d'entre poques bases fins a 40 kb, recentment s’han generat altres tipus de vectors

per a clonar fragments grans de DNA genòmic humà, que resolen els problemes

del quimerisme dels YAC. S’han generat els BACs (cromosomes artificials

bacterians) i els PACs (cromosomes artificials de P1) que, tot i que contenen

inserts de 100 a 300 kb, no presenten els problemes d’inestabilitat i  quimerisme.

Malgrat tot, pels estudis de FISH com el que s’ha presentat en aquest treball, els

YACs no quimèrics continuen tenint validesa ja que, en contenir fragments de

DNA molt llargs, permeten detectar el punt de trencament d’una manera més

ràpida. Els cosmidis i els plasmidis, tal com ha quedat reflectit al cas SD#1,

serveixen per a caracteritzar de manera més precisa el punt de trencament dins del

YAC, sempre i quan es tingui aquest YAC subclonat en aquests vectors.

Així doncs, els avantatges globals que presenta una tècnica com la FISH

per a l’estudi de trisomies parcials, comparat amb estratègies estrictament

moleculars com poden ser els estudis de microsatèl.lits o de quantificació de dosi

mitjançant Southern blot, són la informativitat total de les hibridacions. Sigui quin

sigui l’origen de la trisomia (meiòtica I o meiòtica II), els resultats no depenen de

la informativitat dels al·lels ni de la presència de tres al·lels. Per altra banda, la

FISH no presenta els inconvenients del Southern blot d’haver de densitometrar els

fragments obtinguts amb cada sonda per a quantificar les hibridacions.

Ara que tota la informació de la seqüenciació del HSA21 és a l’abast, es

podran definir molt millor els punts de trencament. Així que es coneguin tots els

gens del HSA21 es podrà determinar, no només quins són els gens que es troben

en triple dosi i es sobreexpressen en pacients amb SD, sinó si n’hi ha cap que hagi

quedat interromput a causa del reordenament cromosòmic en les trisomies parcials

i si això pot arribar a tenir cap conseqüència concreta al fenotip de cada cas. Els

estudis de FISH en aquests casos de trisomies parcials del HSA21 tindran un

paper molt important, probablement en combinació amb sistemes de microarrays,

en els que es disposi de sondes genòmiques de la totalitat del HSA21.
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DADES EPIDEMIOLÒGIQUES

La identificació d'alguns casos de trisomia parcial del HSA21

–concretament dels casos SD#1, SD#2, SD#6-, ha estat fruit de la caracterització

citogenètica molecular de pacients que presentaven un fenotip de SD i un cariotip

de bandes G aparentment normal. En els altres casos, el cariotip de bandes G va

detectar un reordenament cromosòmic (concretament, la presència de material

cromosòmic extra), el qual, juntament amb un fenotip de SD, van suggerir

directament l’existència de la trisomia parcial del HSA21 que calia confirmar i

caracteritzar mitjançant FISH.

Pel que fa a les característiques de la mostra i tal com ha quedat reflectit a

la secció de Resultats, dels sis pacients estudiats, només tres pertanyen al territori

de Catalunya (SD#1, SD#4 i SD#6) i un d’ells (SD#1) és d’origen pakistanès. A

banda dels casos presentats en aquest estudi, només hi ha documentat un cas de

trisomia parcial i SD del nostre territori (Serés-Santamaría, 1999). Actualment, la

natalitat a Catalunya és d'uns 50.000 naixements per any. Si es dóna per bona la

prevalença de SD de 1 de cada 700 nounats, hi hauria aproximadament 71 casos

de trisomia del HSA21 anuals i per tant, la probabilitat que un d’aquests nadons

fos trisòmic parcial, seria baixíssima, menys de l’1%. Tanmateix, els càlculs no es

poden fer de manera tan senzilla ja que cal revisar les prevalences oficials de la

SD que contemplen paràmetres tan importants com l’edat materna. En consultar la

prevalença de la SD a la base de dades de l’EUROCAT (el registre Europeu

d’anomalies congènites o European Registry Of Congential Anomalies and

Twins, http://iph.fgov.be/eurocat), es troba que, dins l’àmbit de Catalunya, només hi

ha dades de la ciutat de Barcelona i de la comarca del Vallès. A Barcelona, la

incidència total (es compten nounats, morts fetals a partir de la vintena setmana de

gestació i les interrupcions voluntàries de l’embaràs) de la SD en el període 1980-

1994, és de 44 per 10.000 naixements per any i al Vallès és de 34. Si es tenen en

compte les edats maternes, per a mares de menys de 30 anys, el mateix valor és de

11 a Barcelona i 10 al Vallès, mentre que per a mares de més de 35 anys, els

valors són 23 i 15, respectivament. Pel que fa només als nounats, la xifra que dóna

l’EUROCAT és de 21 a Barcelona i de 16 al Vallès. El que reflexen aquestes

dades és que el major nombre de casos de nounats amb SD correspon a les mares



Discussió  151 
                                                                                

amb menys de 30 anys, cosa que es pot explicar pel fet que el diagnòstic prenatal

és menys freqüent en aquest segment de la població. També es dedueix que tot i el

diagnòstic prenatal que comporta que gairebé el 48% de les parelles que esperen

un SD (27% de les mares més joves de 30 anys i el 89.5% de les mares més grans

de 35 anys) interrompeixen l’embaràs, a Barcelona de cada 700 nounats en neix

més d’un amb SD. Segons Cuckle (1999), en aquest tipus d’estudis

epidemiològics, hi ha molts esbiaixaments possibles, sobretot degut a l’edat

materna i al nombre mínim de naixements que s’han de contemplar per a poder fer

aquests estudis (la xifra idònia mínima és de 100.000 naixements). Els resultats

dels estudis demogràfics, que han comparat les prevalences de diferents

poblacions i grups ètnics, han arribat a la conclusió que l’únic factor de risc, a part

de les translocacions familiars i de la presència de mosaïcisme gonadal, és l’edat

materna; no existeix cap risc ambiental, ni geogràfic, ni racial. Només s’ha trobat

una incidència de SD més elevada en una població jueva d’origen no europeu a

Israel (Hook i Harlap, 1979) i en tres estudis de poblacions californianes d’origen

hispànic (Wilson i col., 1992; Bishop i col., 1997; Hook i col., 1999).

Per tal de fer una estimació del número de casos de SD a Catalunya amb

trisomia parcial del HSA21, caldria saber quantes persones vives amb SD hi ha a

Catalunya i quantes n’hi ha que hagin estat estudiades citogenèticament. La

Fundació Catalana Síndrome de Down informa que no hi ha cap cens oficial de

persones amb SD a Catalunya, cosa que es confirma als registres epidemiològics

de la Generalitat de Catalunya. Així doncs, l’única dada que es pot considerar és

la de les 1.300 persones amb SD a les quals la Fundació dóna suport. Per les xifres

que s’han donat, a Catalunya hi hauria d’haver al voltant d’una desena de casos

deguts a trisomia parcial del HSA21, però només n’hi ha quatre de documentats.

Aquesta informació no és només important pel que fa als estudis de correlacions

entre el genotip i el fenotip, sinó que també ho és des de la vessant de

l'assessorament genètic per a les famílies. Un exemple de la necessitat d’estudiar

els casos de SD i trisomia parcial, queda reflectit en la família de SD#2 en la qual

la translocació entre els cromosomes 15 i 21 és d’origen familiar. La translocació

és recíproca en el pare i segrega de la mateixa manera en un dels fills i en l’única

filla, i de manera desequilibrada en SD#2. Gràcies a l’estudi citogenètic i

molecular de la família, es va poder oferir assessorament genètic i diagnòstic
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prenatal a la germana de SD#2 qui ha tingut un fill portador de la translocació

recíproca i un fill amb un cariotip normal. La translocació en el cas SD#1 també

és d’origen familiar. La translocació entre els cromosomes 13 i 21 és equilibrada

en el pare. En aquest cas, però, no es va poder tenir accés a la germana gran de la

nena amb SD ni a cap altre membre de la família. Malgrat tot, es va poder oferir

assessorament genètic als pares.

Per tal de poder establir comparacions entre els casos estudiats, calia que

el protocol d'avaluació clínica fos el mateix per a tots ells i que aquesta fos el més

detallada possible en cada cas. Per aquest motiu, es va demanar a cada equip

clínic que omplís un formulari que es va traduir estrictament a partir del protocol

d’Epstein (1991a). Els trets dismòrfics van ser els menys difícils de recollir, si es

compara amb l’avaluació d’altres manifestacions com el retard mental,

bàsicament perquè la majoria dels pacients són molt petits. Cal remarcar l’esforç

dels equips mèdics participants al projecte per tal de facilitar les dades que se’ls

van demanar, especialment quan les exploracions requerien la intervenció de

serveis clínics no estrictament genètics com els serveis de cardiologia,

d’oftalmologia, d’endocrinologia, etc.

En alguns casos, el problema que va sorgir va ser que un cop fet el

diagnòstic i el consell genètic, les famílies van deixar de ser participatives. Aquest

fet, a banda de produir un cert desencís, ha fet impossible el seguiment clínic del

pacient i per tant, impossibilita avaluar manifestacions clíniques que, com ja s’ha

dit, poden anar apareixent en el decurs del temps. Això és especialment important

en aquells pacients als quals se’ls va fer un diagnòstic quan encara eren molt petits

per a poder valorar el retard psicomotor, el retard mental, etc., però també és molt

important per a les correlacions d’aquelles manifestacions clíniques que apareixen

més tard com la malaltia d'Alzheimer.
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MAPA FENOTÍPIC DE LA SD: CORRELACIONS GENOTIP-FENOTIP

Hi ha dos fets fonamentals que dificulten la construcció de mapes

fenotípics en síndromes causats per aneuploïdies. D'una banda, cal tenir en

compte les penetracions de cadascun dels trets clínics que es volen estudiar.

L’absència d’un determinat tret clínic es pot deure tant a la no trisomia del gen o

gens, com a la manca de penetració i d’expressivitat del tret en aquell pacient

determinat. És per això que a l’hora d’intentar definir una regió o grup de gens

responsables d’una característica clínica de la SD, és indispensable basar-se en

fenotips presents, mai en la seva absència. Només hi ha dues excepcions a aquesta

regla: en primer lloc, quan el grup de pacients és prou gran i el tret no és present

en cap d’ells i en segon lloc, quan la penetració d’aquell tret és del 100%. Només

en aquests dos casos, l’absència d’una manifestació clínica es pot considerar

conseqüència de la dosi euploide d’un gen o d’un grup de gens.

L'altre aspecte molt important que cal tenir present en aquest tipus

d’anàlisis és la implicació d’altres cromosomopaties presents en el pacient amb

SD i trisomia parcial del HSA21. Un exemple és la correlació entre el retard

mental (present en tots els casos de SD) i la trisomia parcial del HSA21. Si la

trisomia parcial es deu a una translocació no recíproca entre el HSA21 i qualsevol

altre cromosoma, sempre hi ha implicada una monosomia parcial d’aquest segon

cromosoma la qual, entre d’altres trets clínics, és gairebé segur que comporta

algun tipus de retard mental. Els casos SD#1 i SD#2 són exemples dels possibles

efectes d’una monosomia concomitant amb la trisomia parcial del HSA21. SD#1

presenta un defecte dels factors VIII i X de la coagulació que mapen a la regió

monosòmica de 13q del pacient generada per la translocació. Defectes en aquests

factors hemostàtics han estat associats a delecions de q13-qter. SD#2 té unes

extremitats molt curtes que es podrien relacionar amb la monosomia de 15q26

deguda també a la translocació. A 15q26 hi ha el gen IGFRI (Insulin-like Grow

Factor Receptor I) que s’ha descrit que pot estar associat a retard del creixement

(Fryns i col., 1979). Així doncs, la hipotonia del nounat seria un fenotip menys

complicat d’assignar a una determinada regió del HSA21, ja que també té una

penetració del 100% en la SD i no està descrita en totes les altres
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cromosomopaties. Segons el mapa fenotípic del grup de Korenberg (1994), aquest

tret es deu a la trisomia de les bandes 21q21.1-q22.2. Dels estudis presentats en

aquest treball es podria acotar més aquesta regió excloent-ne el segment comprès

entre els marcadors D21S216 i D21S323, ja que el cas SD#6 té una duplicació

intersticial que abasta aquesta regió i no presenta hipotonia.

De tota manera, les assignacions dels fenotips a les diferents regions del

HSA21 no estan indiscutiblement determinades, perquè si ens basem en aquest

mateix cas (SD#6), els dos trets clínics de SD que presenta són el solc simià i la

comunicació interventricular. Aquests dos trets van ser assignats per Korenberg i

col. (1994) a la regió més distal del braç llarg del HSA21, regió que en SD#6

tampoc no està triplicada. Aquesta discrepància es pot explicar només de dues

maneres: per la incidència de tots dos trets en la població general (en tots dos

casos, la incidència és de l’1% i podrien ser considerats esdeveniments

independents de la trisomia parcial), o bé perquè hi ha més d’una regió del

HSA21 la trisomia de les quals produeixen el mateix fenotip. Podria el gen GART,

únic gen conegut en la regió trisòmica d'aquesta pacient, ser responsable dels seus

trets clínics? GART codifica per una proteïna trifuncional implicada en la síntesi

de purines. Els nucleòtids purínics funcionen com precursors de la síntesi de RNA

i de DNA, de coenzims, de molècules transferidores d'energia i de factors de

regulació. Els nivells elevats de purines que es detecten en la SD (Brodsky i col.,

1997) han estat associats al retard mental (Jaeken i Van Den Berghe, 1984), no a

la comunicació interventricular ni a les alteracions dels dermatoglifs.

Els sis casos de SD i trisomia parcial del HSA21 estudiats presenten quatre

regions trisòmiques diferents (Fig. 18, Taula 8). SD#2 i SD#3 comparteixen la

mateixa regió en trisomia, des del marcador D21S302 fins el telòmer; SD#4 i

SD#5 presenten trisomia des del marcador D21S226 també fins el telòmer; SD#1

té una regió trisòmica més petita, des de CBR fins el telòmer; i SD#6, presenta

una duplicació intersticial des del marcador D21S216 fins el D21S323. Totes

aquestes dades indiquen d'una banda, la possible existència de punts calents de

trencament (hot spots) al voltant dels marcadors D21S302 i D21S226 i d'altra

banda, permeten establir comparacions entre els fenotips dels pacients. SD#4 i

SD#5, els dos pacients amb la trisomia parcial del HSA21 més gran, presenten,

gairebé tots els trets fenotípics de la SD excepte la llengua escrotal, les taques de
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Brushfield, la boca permanentment oberta i el paladar alt i estret. D'altra banda,

els casos SD#2 i SD#3, també presenten gairebé tots els trets clínics de la

síndrome, excepte les taques de Brushfield, la llengua escrotal i el paladar alt i

estret. En conseqüència, les taques de Brushfield i la llengua escrotal serien els

dos trets clínics absents en tots quatre casos i, segons aquests resultats, haurien de

mapar entre el centròmer i el marcador D21S226. Si s'estableix una correlació

d'aquests quatre casos amb el cas SD#1, la llengua escrotal i les taques de

Brushfield continuen estant absents, cosa que corroboraria la hipòtesi plantejada.

Aquests resultats són en part coincidents amb els de Delabar i col. (1993) i

Korenberg i col. (1994), però més restrictius ja que la regió que aquí es defineix

és molt més petita. D’altra banda, els resultats presentats confirmen que les

regions més proximals del braç llarg del HSA21 tenen una participació menys

substanciosa al fenotip final de la SD.

Si es comparen els trets clínics estudiats en tots sis pacients i segons el

mateix protocol, es veu que si es consideren tots els casos en conjunt, es donen

tots els trets clínics de la SD excepte els esmentats anteriorment, l’estenosi

duodenal i la leucèmia, els quals no es presenten en cap d’ells. La incidència de

l’estenosi duodenal en la SD, ja s’ha dit que és del 4-7% i això podria explicar

l’absència d’aquesta alteració en els tres casos esmentats ja que Korenberg i col.

(1992), van mapar aquest tret entre els marcadors D21S8 i D21S15, en trisomia en

tots tres casos. Pel que fa a les leucèmies, cal tenir en compte que els pacients

SD#1, SD#3 i SD#4 són encara menors de 16 anys, pel que tenen un risc d’entre

10 i 18 vegades superior respecte la població general de desenvolupar aquesta

malaltia, mentre que els casos SD#2 i SD#5 tenen un risc menor ja que són majors

de 16 anys (Miller, 1970; Evans i col, 1972). Així doncs, l’absència d’aquestes

dues malalties en aquests tres pacients tampoc no es pot afirmar que es deguin a la

diploïdia de la regió proximal al marcador D21S302.

La malaltia d'Alzheimer en els casos de SD es deu a la trisomia del gen

APP -que es troba prop del marcador D21S386-, fora de la trisomia parcial en tots

els casos. Els dos casos estudiats amb edats superiors als 30 anys donarien suport

a aquesta hipòtesi donat que SD#2 té actualment 30 anys, SD#5 en té 34 i cap dels

dos no ha desenvolupat trets clínics de la malaltia d'Alzheimer. No obstant, per a

confirmar això caldrà esperar com evolucionen en els propers anys.
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Després de les consideracions que s’han fet aquí, el que és clar és que per a

establir les correlacions genotip/fenotip, cal disposar de molts casos de trisomies

parcials del HSA21 i tenir-los ben caracteritzats des del punt de vista clínic i

molecular per tal de poder fer comparacions vàlides. Amb aquest objectiu, el

1996, J. Delabar va crear una base de dades accessible a través d’internet que vol

recollir tots els casos d’aneuploïdies parcials del HSA21

(http://www.infobiogen.fr/services/aneu21/). Actualment hi ha recollits 52 casos dels

quals 9 són monosomies parcials, 34 són trisomies parcials i 6 són translocacions

robertsonianes o isocromosomes del HSA21. Dintre de les trisomies parcials hi ha

15 casos que no impliquen cap altra cromosomopatia. Aquesta base de dades

resulta útil per a poder comparar casos similars de trisomies parcials, malgrat que

el llistat de punts de trencament al HSA21 és, en molts casos, incomplerta o fins i

tot, absent. D’aquesta base de dades s’han extret dos casos de trisomia parcial (DL

i SOL) amb punts de trencament similars als dels casos que s’han estudiat aquí i

així s’han establert les comparacions que s’han presentat a la secció de Resultats.

Possiblement, si els estudis de marcadors fossin més complerts, es podrien

comparar un nombre més gran de casos. Tanmateix, amb el nombre de trisomies

que s’ha descrit fins ara, n’hi hauria prou per a establir les correlacions si la

informació clínica, molecular i funcional del HSA21 fos complerta.

CONTRAST ENTRE DUES HIPÒTESIS PER A EXPLICAR EL FENOTIP DE LA

SD I LA TRISOMIA DEL HSA21

Per tot el que s’ha exposat fins aquí, és clar que els estudis exhaustius

clínics i moleculars dels casos de trisomia parcial del HSA21 i SD no han estat tan

informatius com en un principi s’esperava. Tanmateix, segons la hipòtesi de

l’efecte de la dosi gènica (gene dosage effect) que aquí es defensa, continua sent

lícit l’estudi detallat d’aquests casos, ja que si bé la SD no serà el resultat de la

sobreexpressió de tots els gens del HSA21, sí que n’hi haurà alguns que, essent

dependents de dosi, contribuiran de manera molt important a algun dels trets que

presenta la SD, com per exemple, la implicació del gen APP en la malaltia

d'Alzheimer. Es defensa aquesta hipòtesi en contrast a la hipòtesi de l'amplificació
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de la inestabilitat durant el desenvolupament (amplified developmental instability)

postulada per Hall (1965) i àmpliament defensada per Shapiro (1971, 1975, 1983,

1989, 1997, 2000). Bàsicament, aquesta segona hipòtesi desvincula la

sobreexpressió de qualsevol dels gens del HSA21 que es trobi en trisomia amb els

trets fenotípics de la SD. Per a aquesta asseveració, aquest autor es basa en la

similitud fenotípica entre totes les síndromes causades per aneuploïdies i en la

informativitat de vegades controvertida que han aportat fins ara els casos de SD i

trisomia parcial del HSA21 (Aula i col., 1973; Niebuhr i col., 1974; Williams i

col., 1975; Wahrman i col., 1976; Poissonnier i col., 1976; Raoul i col., 1976;

Sinet i col., 1976; Pfeiffer i col., 1977; Cantu i col., 1980; Mattei i col., 1981;

Pellissier i col., 1988; McCormick i col., 1989; Rahmani i col., 1989; Korenberg i

col., 1990 i 1994; Delabar i col., 1993; Daumer-Haas i col., 1994, Nadal i col.

1996; 1997 i 2000). Dins del marc de la defensa de la hipòtesi de Hall, Shapiro

també planteja errors conceptuals, per nosaltres, probablement, només lèxics.

Segons Shapiro (1997, 2000), en primer lloc cal recordar que, donat que

encara no s’ha trobat la implicació directa de cap dels gens identificats al HSA21

amb cap de les manifestacions clíniques de la SD, és inadequat parlar de

penetració i d’expressivitat, ja que aquests dos termes es refereixen a la funció

d’un determinat gen i no al contingut genètic d’un segment cromosòmic. D’altra

banda, tampoc no resulta del tot legítim parlar de “Regió crítica” quan es

defineixen diverses regions d’un mateix cromosoma. “Regió crítica”, en sentit

estricte, es refereix a aquella regió mínima de gens que, en trisomia en aquest cas,

causen el fenotip final, i per a la SD es parla gairebé de tot el braç llarg del

HSA21. També, segons aquest autor, és qüestionable la voluntat d'assignar a un

determinat gen o grup de gens un conjunt d’alteracions del fenotip que, en cap

cas, és exclusiu de la SD, al contrari, per separat, totes les alteracions es troben en

altres anomalies cromosòmiques. És per aquest motiu també que tampoc no és

estrictament correcte parlar de “mapa fenotípic”. Finalment, parlar de la SD com

una “síndrome de gens contigus” (Korenberg i col., 1994) quan el significat

d’aquesta expressió es refereix a determinades manifestacions causades per

microdeleció i (de manera teòrica) microduplicació de dos o més loci consecutius

que resulten en diversos efectes fenotípics, no seria tampoc aplicable a la SD. Per

fer aquestes darreres afirmacions, Shapiro es basa en el cas descrit per Daumer-
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Haas (i la pròpia J. Korenberg) (1994) d’una tetrasomia parcial del HSA21 i

fenotip de SD que exclou justament tots els marcadors inclosos al mapa fenotípic

de Korenberg. Això qüestiona, doncs, la presumpció d’una síndrome de gens

contigus i de que determinats loci configurin la majoria de les alteracions descrites

en la SD. Segons la hipòtesi defensada per Shapiro, el fenotip de la SD seria la

conseqüència de la interacció dels productes gènics en excés durant el procés de

desenvolupament. És a dir, no seria la sobreexpressió de determinats gens el que

causaria el fenotip de la SD, sinó l’excés de material genètic durant el

desenvolupament. L’autor es basa en què totes les aneuploïdies comparteixen trets

fenotípics i excés de material genètic, però el que no explica, és perquè la SD

s’associa a un fenotip tan clarament distingible del d’altres aneuploïdies.

 Des de mitjans dels anys 70 s’està intentant trobar un segment concret del

HSA21 que, en trisomia, sigui responsable de totes les manifestacions clíniques

de la SD. La idea inicial es basa en el fet que regions cromosòmiques riques en

gens, estan associades citogenèticament a bandes G negatives. En aquest cas, el

HSA21 tindria al voltant de la banda 21q22, una regió rica en gens. Concretament,

s’havia arribat a definir la regió al voltant del marcador D21S55 com aquella que

contindria la majoria dels gens que, en triple dosi, causarien el fenotip de SD.

Després, tal com s’ha documentat tant en la Introducció com en aquesta mateixa

secció, aquesta hipòtesi va anar perdent força a favor d’aquella que postula que no

hi ha una regió única, sinó que hi hauria diverses regions a tot el braç llarg del

HSA21 que participarien al fenotip final de la SD i que, per tant, cap gen del

HSA21, independentment de la seva localització, queda descartat per a contribuir

al fenotip SD.

En resposta a Shapiro, cal dir que parlar de “penetració” i d’”expressivitat”

per a referir-se a la presència o absència d’una determinada manifestació clínica,

potser sí que no és estrictament correcte però en cap cas no es fan servir aquests

dos termes per a referir-se a un determinat gen. Pel que fa a l’anomenat “mapa

fenotípic” que considera diverses regions del HSA21 com a directament

responsables de determinades manifestacions clíniques, definida de manera

explícita per Korenberg (1994) com “la definició molecular d’una regió física que

presumiblement conté el o els gens la sobreexpressió dels quals és finalment

responsable de part del fenotip”, pensem que en base a aquesta definició, sí que
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l’expressió “mapa fenotípic” és legítima. Finalment, si s’entén que el que es busca

són regions cromosòmiques que continguin gens contigus la triple dosi dels quals

sigui responsable d'un fenotip determinat, es pot entendre que es pugui parlar de la

SD com una síndrome de gens contigus. D’aquesta manera, pensem que en part,

tot pot ser un problema lèxic i, en això estem d’acord amb Shapiro, si es fa servir

una terminologia que no és totalment estricta, cal especificar-ho.

Si bé és cert que tots els trets clínics que es descriuen en la SD estan

presents també en altres síndromes causades per aneuploïdies, també és cert que la

combinació final d’aquests trets és específica de cada síndrome. Probablement,

molt d’aquests trets clínics comuns, són un mateix resultat final de diferents

alteracions (causades per gens en diferents cromosomes) que alteren una mateixa

via de desenvolupament. També és cert que fins ara, degut a la limitació de les

eines diagnòstiques, alteracions diferents han quedat englobades dins del mateix

grup, com poden ser el retard mental o les alteracions cardíaques. Cada vegada

més, es poden distingir les diferències entre fenotips antigament classificats com

iguals (Pritchard i Kola, 2000).

Pel que no hi ha una resposta satisfactòria és per aquells casos en què hi ha

una trisomia del HSA21 i no hi ha fenotip de SD (Avramopoulos i col., 1997), ni

per aquells en què, no havent-se detectat la trisomia del HSA21 en sang perifèrica

ni en fibroblasts, el pacient té un fenotip indistingible de la SD (Petersen i col.,

2.000). Totes dues situacions es podrien explicar per un quimerisme de la trisomia

en els diferents teixits: en el primer cas, la trisomia es podria perdre durant els

estadis més inicials del desenvolupament sense afectar llinatges crucials, però sí

ser detectada en sang perifèrica. També podria explicar-se aquest cas pel fet que el

HSA21 extranumerari es trobés “inactivat” d’alguna manera o perquè existissin en

la SD casos aïllats de fenocòpies. Una altra explicació seria l'existència de

variants o inactivacions de les còpies addicionals de poc gens que serien

responsables del fenotip SD. En el segon cas, hi podria haver dues explicacions

possibles: o bé també hi ha un quimerisme que en aquest cas no afecta ni sang

perifèrica ni fibroblasts, o bé hi ha una trisomia parcial críptica. En tots dos casos,

caldria fer estudis de trisomia en altres teixits i un estudi molecular complert dels

HSA21.
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Els estudis de les trisomies parcials del HSA21 han de contribuir al

coneixement global del HSA21 i tindran una participació important als estudis de

la SD. Probablement, la clau de les manifestacions clíniques de la SD es trobarà

així que es dilucidi quin és l’efecte de cadascun dels gens en triple dosi durant els

processos embrionaris de morfogènesi i sobretot, quina és la interacció entre els

productes gènics, excessius o no, de manera que es puguin trobar i definir les

conseqüències finals en el pacient amb SD. Probablement la resposta no es trobarà

només amb la informació continguda al HSA21, sinó que s’hauran de trobar les

xarxes d’interacció entre molts dels gens del genoma i els seus productes,

independentment del cromosoma on es trobin. Això pot acabar explicant les

diferències de fenotip entre persones amb SD i un mateix tipus de trisomia del

HSA21. Caldrà veure també quin efecte “tamponador” tenen alguns gens sobre

d’altres gens o regions cromosòmiques en trisomia, tant durant els processos de

desenvolupament, com en el decurs de la vida de la persona nascuda amb SD, i

quin factor té més pes en el fenotip final, la sobreexpressió dels gens del HSA21 o

la presència de material cromosòmic extra per se. En qualsevol cas, les crítiques

de Shapiro no invaliden els plantejaments dels estudis de les trisomies parcials tal

com s’ha fet aquí.

Quan es van iniciar els estudis i les caracteritzacions de les trisomies

parcials en la SD l’any 1989, va semblar que això donaria la resposta a preguntes

que d’altra manera, no es podrien respondre fins que el projecte de seqüenciació

del HSA21 no estigués acabat i es conegués la funció de cadascun dels gens que

el componen. Això, tal com queda reflectit en aquest treball, no ha estat així,

principalment pel problema afegit de les penetracions de cadascuna de les

manifestacions clíniques que composen aquesta síndrome. Si bé a priori ja se

sabia que dins del grup de persones amb SD i trisomia regular del HSA21 hi havia

una gran variabilitat en la incidència de determinades manifestacions clíniques i

una diversitat interpersonal molt gran, s’esperava que els casos de trisomies

parcials omplirien moltes de les llacunes del coneixement clínic i molecular

d’aquesta síndrome. Tal com afirma S. Antonarakis (1998), els progressos han

estat moltíssims i potser, a nivell genèric, la conclusió és que cada persona amb

SD és diferent degut a la seva càrrega genètica particular. Una clau per veure si

una trisomia del HSA21 produeix una sobreexpressió d’altres gens a tot el
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genoma, l’hauran de donar els estudis de sobreexpressió de RNAs mitjançant la

tècnica del SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) (Velculescu i col., 1995) o

(potser més factible des del punt de vista tècnic), els estudis amb microarrays

(Pinkel i col., 1998).

VALIDESA DELS MODELS MURINS EN L’ESTUDI DE LA

SÍNDROME DE DOWN

Una altra pregunta que cal fer-se és si el ratolí és un bon model per als

estudis de la SD i si les conclusions que es treuen de les alteracions dels models

murins són extrapolables a l’espècie humana. Aquesta pregunta ja va sorgir així

que els estudis en models murins es van començar a publicar. Els avantatges i els

inconvenients que comporta treballar amb models murins han estat plenament

discutits, però cal tenir en compte que per a l’estudi de determinats aspectes de la

síndrome –especialment perquè moltes de les conseqüències de les aneuploïdies

als humans es donen durant el període de la morfogènesi- el ratolí suposa, si més

no, un model vàlid ja que conserva regions cromosòmiques de mida considerable

amb gens que es conserven intactes i estructuralment similars entre els humans i

els ratolins (Nadeau i col., 1984). Un altre avantatge és que existeix un mapa de

sintènia molt complert entre totes dues espècies (http://www.jax.com/)

L’estudi del retard mental en la SD suposa un desafiament a tots els nivells

ja que les anomalies que s’han descrit a les àrees cognitives, com són les

deficiències que impliquen alteracions en la memòria a curt termini i una

incapacitat per als processos globals, són molt diferents de les que es troben en

altres aneuploïdies, com per exemple la síndrome de Williams (Paterson i col.,

1999). Els estudis en models animals per a la SD de Reeves, Holtzman i

Escorihuela potser poden respondre algunes d’aquestes preguntes. La informació

que està aportant l'estudi de les alteracions dels models animals transgènics de

sobreexpressió (Tg SOD1, Tg Ets2, Tg Sim2 i Tg DYRK1A, entre d'altres), és molt

important per a arribar a conèixer la funció d'aquests gens del HSA21 i la seva

contribució al fenotip de la SD i recolzen la hipòtesi de l'efecte de dosi discutida

anteriorment. Les eines de les quals es disposa a nivell de definició fenotípica són
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avui prou bones com per a definir molt bé quines són les alteracions

morfològiques en cadascuna de les àrees cerebrals i establir conseqüències

funcionals en aspectes cognitius concrets. Pel que fa a les altres característiques

clíniques de la SD, l’avenç en les eines diagnòstiques també ha estat notable de

manera que, per exemple, les cardiopaties es poden definir molt millor. Una dada

important obtinguda del model murí Ts65Dn és que no presenta cardiopatia

(Davisson i col., 1987). D'altra banda, la comparació entre aquest model i el

trisòmic parcial Ts108Cje, indica que existeixen diferències entre els dèficits

cognitius que presenten els dos models.

La informació que ja estan donant els models murins de sobreexpressió de

gens del HSA21 és valuosíssima per a entendre la funció de tots aquests gens i el

paper que juguen en els processos de desenvolupament, tant prenatals com

postnatals. El creuament entre els diferents models modificades genèticament per

a l’estudi de la SD, serà una font molt important d'informació fenotípica i per als

assajos terapèutics. Finalment, els models murins de la SD han permès constatar

que l'impacte fenotípic que presenten depèn del seu fons genètic. Això podria

donar arguments per a explicar la variabilitat fenotípica que es troba en els

pacients amb SD.

PERSPECTIVES DE FUTUR DELS ESTUDIS DE LES TRISOMIES PARCIALS

DEL CROMOSOMA 21

Aquest any en fa quaranta-un que es va trobar l’associació entre la trisomia

del HSA21 i la SD (Lejeune, 1959; Jacobs, 1959). Des de llavors, els avenços en

el coneixement tant de les característiques de la pròpia síndrome com, sobretot,

del HSA21, han estat remarcables. Potser ara que la seqüència nucleotídica

d’aquest cromosoma s'ha enllestit i que és a l’abast de tothom, que es disposa de

mapes precisos i que es coneixen ja uns quants casos de trisomies parcials del

HSA21 ben caracteritzats, seria un bon moment per a fer una integració de totes

les dades acumulades. D'aquesta manera, de tota la informació recollida en podria

sorgir la resposta a moltes de les qüestions que queden per resoldre, algunes de les

quals han quedat paleses en aquest treball.
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Considerem que una informació molt important per a la correlació

genotip/fenotip en la SD, la donaran els casos de monosomies parcials del

HSA21, ja que aquests casos han de contribuir a dilucidar la funció de cadascun

dels gens del HSA21. Això no serà senzill, tal com passa per exemple en el cas

del gen PMP22, la sobreexpressió del qual causa la malaltia de Charcot-Marie

Tooth, mentre que la pèrdua de la seva funció per deleció produeix la Neuropatia

Hereditària de Paràlisi per Pressió o HNPP. Serà molt vàlida la troballa de

mutacions puntuals en gens del HSA21 i la seva associació a determinades

malalties, perquè donaran una informació addicional sobre la possible funció dels

gens in vivo. En aquest camp els progressos són també remarcables i fins ara han

estat la clau per a determinar la implicació en determinades malalties de gens com

el gen  AIRE que causa la malaltia APECED, el gen SOD1 associat a l’esclerosi

lateral amiotròfica familiar, del gen CBS associat a l’homocistinúria, l’AML1

interromput per translocació en alguns casos de leucèmia amiloide o de l’APP

associat a formes familiars de la malaltia d'Alzheimer, entre d’altres gens i

malalties.

Un altre aspecte que cal tenir en compte quan es valoren els estudis de les

trisomies parcials del HSA21, és l'assessorament genètic que permet oferir a les

famílies. Cal tenir present que els reordenaments cromosòmics són, sovint,

d’origen familiar i que la seva caracterització és indispensable per a poder oferir

assessorament genètic a les famílies afectades. Aquesta raó ja és suficient per a

justificar els esforços dedicats a l’estudi de les trisomies parcials del HSA21.



Conclusions
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.  L'estudi de trisomies parcials del HSA21, mitjançant FISH i utilitzant sondes de tipus

YAC, és una estratègia ràpida i eficient que, malgrat les limitacions de resolució, presenta

avantatges respecte estratègies estrictament moleculars.

. La caracterització dels punts de trencament al HSA21 en casos de trisomia parcial i SD,

juntament amb els estudis clínics detallats, és una aproximació necessària per a establir

correlacions entre el genotip i el fenotip, fins que no es desenvolupin mètodes basats en

microxips del HSA21.

. Els gens DSCR1 i DYRK1A mapen al HSA21, a les bandes 21q22.1-22.2, essent el primer

més centromèric que el segon.

. Els mapes fenotípics de la SD defineixen regions cromosòmiques molt àmplies, que poden

ser restringides amb la caracterització detallada de nous casos de SD deguts a trisomia

parcial del HSA21:

- La llengua escrotal mapa a la regió del HSA21 compresa entre el centròmer i el

marcador D21S302.

- L'estenosi duodenal queda restringida a la regió compresa entre els marcadors

D21S59 i D21S302.

- La dosi euploide del gen APP en tots els casos estudiats, confirma que per a

l'aparició de la malaltia d'Alzheimer, aquest gen ha d'estar en trisomia.

. La majoria dels casos de SD i trisomia parcial del HSA21, presenten la regió 22q22.1-qter

en  trisomia, lloc on es concentren el major nombre de manifestacions clíniques i de gens.

. Les discordances en les correlacions entre el genotip i el fenotip, probablement

s'explicaran per l'efecte redundant de gens de la mateixa família al genoma, pel fet que un

mateix tret fenotípic estigui causat per la sobreexpressió de diversos gens del HSA21, i per

les conseqüències de la sobreexpressió de gens sobre el global del genoma, amb diferències

a nivell individual.
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. La detecció i caracterització de trisomies parcials del HSA21 en casos de SD, és

indispensable per a l'assessorament genètic.

. Els gens Dscr1 i Dyrk1A mapen al MMU16 i es troben en trisomia al ratolí Ts65Dn.

. El tipatge de ratolins Ts65Dn mitjançant FISH en improntes, representa una alternativa al

cariotipatge clàssic i té l'avantatge respecte aquest, que no necessita cap cultiu cel.lular,

essent possible tipar teixits, embrions i nounats.

. L'estudi mitjançant FISH de la incorporació de transgens en ratolins transgènics de

sobreexpressió, permet la seva localització cromosòmica i determinar-ne el nombre de llocs

d'inserció.
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