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RESUMEN

Las distrofias musculares tipos Duchenne (DMD) y Becker (DMB) son desordenes degenerativos del
musculo estriado que se heredan en forma recesiva ligada al cromosoma X. Se caracterizan por debilidad
muscular progresiva, pseudohipertrofia de los gemelos y elevacion en los niveles séricos de la
creatininfosfocinasa (CPK). La DMD se presenta con una incidencia de 1 en 3,500 varones nacidos vivos y
ocasiona la muerte alrededor de la 2° década de la vida, la DMB afecta a 1 en 30,000-40,000 y
generalmente permite una sobrevida mayor. Ambas enfermedades son ocasionadas por mutaciones en el
gen que codifica para’la proteina distrofina (427 kDa), la cual forma parte del citoesqueleto subsarcolémico
de la fibra muscular estriada y cardiaca. El gen consta de 79 exones, abarca 2.4 Mb de la banda Xp21.2 y
transcribe un mMRNA de 13.5 kb. Las mutaciones que afectan este gen son deleciones parciales (50-70%),
duplicaciones parciales {6-8%) y mutaciones puntuales. Las mutacicnes tipo delecién y duplicacion se
generan en dos puntos calientes del gen localizados en 1a region 5' (exones 1-20) y central (exones 44-55).
Existe un consenso que apoya que las mutaciones que conducen a fenotipos DMD ocasionan ausencia totai
de la distrofina, en tanto que en los fenotipos DMB existe una proteina con funcion residual.

Mediante la reaccion en cadena de fa polimerasa (PCR), se logra identificar el 88% de las deleciones
responsables de la enfermedad. Estudios como el Southern blot, el PCR multiple cuantitativo (PCR-MC) y el
analisis del mRNA de distrofina por RT-PCR, permiten la identificacion directa de deleciones y de
duplicaciones en portadoras. La deteccién de portadoras de manera indirecta mediante analisis de RFLPs,

VNTRs o STRs es de utilidad cuando se desconoce el tipo de mutacion presente en ei gen.

Actualmente en el INP acuden 176 familias con DMD/DMB a la consulta externa de Genética, de las
cuales 132 fueron incluidas en el estudio. Con base en los antecedentes familiares fue posible brindar un
asesoramiento genético de certeza al 31.06% (n=41) de las madres, sin embargo éste fue incierto en las
hermanas de los pacientes y en todas las mujeres de las familias restantes. En la presente tesis nos
propusimos; 1) caracterizar las deleciones que afectan al gen de la distrofina en pacientes con datos
clinicos, de laboratorio y gabinete compatibles de distrofinopatia; 2) determinar la frecuencia de las
deleciones y su localizacion; 3) detectar a las portadoras mediante analisis de RFLPs y PCR-MC, 4) conocer
la frecuencia de recombinacion intragénica derivada de los hallazgos conjurios de los analisis de RFLPs y
PCR-MC; 5) establecer un algoritmo diagndstico y 7) conocer la eficiencia diagnostica al utilizar metodologia
molecular para el asesoramiento genético certero de las DMD/DMB.

Para tal fin se cred un banco de DNA de las familias incluidas en el estudio. Se buscd la presencia
de deleciones en los casos indice mediante PCR muitiple de 22 segmentos. A todas las familias y sus
integrantes se les realizé analisis de ligamiento por PCR/RFLPs utilizando dos marcadores intragénicos de la
regién 5' del gen DMD (pERT87.8/Taql y pERT87.15/Xmnf), asi como un marcador tipo VNTR (MP1P) de la

region 3’ no traducible. Se definieran las frecuencias alélicas para cada uno de los polimorfismos, asi como




el indice de informatividad individual y global en las madres de los casos indice. De igual manera, en madres
y en familiares femeninos disponibles para el estudio donde se logré identificar una delecion, se les realizd la

evaluacion de dosis génica mediante PCR-MC para excluir o asignar el estado de portadora.

El 53.8% (n=71) de los casos indice presentd delecidn de uno o mas exones localizados en 10s
puntos calientes del gen, y de éstas el 73.2% correspondieron a la regién central del gen, cifras que han sido
reportadas para otras poblaciones. La correlacién genotipo-fenctipc en los casos indice no mostrd
concordancia con la hipotesis de Ménaco, sin embargo para corroborar esto se requiere de otro tipo de
estrategias no desarrolladas en el presente trabajo. El analisis de polimorfismos o RFLPs evidencid que el
81% de las madres fue informativa para al menos un polimorfismo, sin embargo este analisis s6lo contribuyd
para el asesoramiento genético en un 16.6% de las familias (asignacion/exclusion del estado de portadoras
en hermanas en casos familiares, exclusion de alelo de riesgo en hermanas de casos esporadicos y
deteccion de un solo evento mutacional de novo). En nuestra poblacién se detectdé un ingice de
recombinacion intragénica entre los marcadores de la region 5' y 3’ del 2.7%. La evaluacion de dosis génica
por PCR-MC para deteccién de portadoras permitid el diagnéstico del 100% de madres y hermanas de los
casos Indice con deleciébn. Con nuestros hallazgos no encontramos ninguna familia que sugiriera Ia
presencia de mosaicismo gonadal. La tercera parte de los casos indice con delecién heredaron la mutacion
de una madre portadeora (33.8%) y el resto (66.2%) la adquiri® como mutacion de novo. Este hallazgo

sugiere una alta tasa de mutacion (tipo delecion) en este gen en familias mexicanas.

Nuestros resultados indican que el PCR-MC es un método directo Ut para el diagnostico de
portadoras en familias con DMD/DMB, mientras que el analisis de ligamiento utilizando dos RFLPs y un
VNTR es un método limitado para brindar asesoramiento genético certero en este padecimiento; sin
embargo éste dltimo permitid cbservar fenémenos de recombinacién intragénica y no paternidad en dos
familias. Asimismo, con el establecimiento del DP molecular de las DMD/DMB, es imperativo establecer un

consenso médico, ético v legal que brinde el apoyc necesario a las familias.

Finalmente, con el presente estudio se logrdé incrementar en forma significativa la eficiencia de
deteccitn de portadoras y el asesoramiento genético; este Gitimo se otorgd con certeza en el 70.4% de las
familias. Lo anterior.condujo a la implementacion del diagnostico molecular prenatal en 8 mujeres gestantes
y la deteccion de un producto masculino afectado de DMD.




SUMMARY

Duchenne and Becker muscular dystrophies (DMD and BMD, respectively), are the most common
and lethal striated muscle degenerative disorders in human beings. These diseases are characterized by
progressive muscle weakness predominantly affecting the hip girdle, pseudohypertrophy of calf musclies and
elevated serum creatinine phosphokinase (SCPK). DMD has an incidence of 1:3500 live born males, causing
death by the second decade cf life, while BMD, an allelic milder phenotype, has a lower prevalence (1:30,
000 - 40, 000) and allows longer survival. Both DMD and BMD are inherited as X-liked recessive traits and
there is not a definitive treatment for them.

These so-called dystrophinopathies are originated by mutations in the DMD gene which codes for a
protein named dystrophin (427 kDa), a major component of the subsarcolemmal cytoskeleton found
predominantly in smogcth, skeletal and cardiac muscle. The DMD gene has 79 exons spanning 2.4 Mb in the
Xp21.2, the corresponding mRNA is a transcript of 13.5 kb and gives rise to at ieast seven tissue-specific
isoforms. Most common mutations affecting the BMD gene are partial intragenic deletions {50-70%) and
duplications (6-8%), point mutations and others may rarely be present. Partial intragenic deletions and
duplications often occur at one of two hot spots, which are located in the 5' region (exons 1-20) and in the
central region (exons 44-55). Otherwise, there are several evidences supporting that mutations leading a total

absence of dystrophin are responsibie for the DMD phenotype, whereas mutations leading residual activity of
protein are found in BMD phenoctype.

DMD/BMD diagnoses are currently implemented by molecular analyses of the DMD gene.
Nowadays, up to 98% of large deletions detected by Southern blot analysis are identified by multiplexed
polymerase chain reaction (M-PCR). Carrier status determination in families with an identifiable deletion or
duplication must rely on the calculation of gene dosage from either Southern blot analysis, quantitative PCR
(Q-PCRY) or reverse transcription PCR (RT-PCR). All these studies can accurately identify the heterozygous
status for a deletion or duplication in female relatives. Carrier status in females of DMD/BMD families with
unknown mutations, could be determined by indirect diagnoses through linkage analyses with intragenic
markers. Namely, restriction fragment length polymorphisms (RFLPs), variable number tandem repeats
(VNTRs) and short tandem repeats (STRs), the main types of intragenic markers, are equally useful.

Currently at the Instituto Nacional de Pediatria, S.S. (INP) attends 176 DMD/BMD families at the
Human Genetics Research Department. In this work, we have included 132 families of these families.
However, based on pedigree analysis, we defined the obligate carrier status only in 41 mothers (31.06%), but
not in other female relatives. Thus, the aims of the present work were: 1) characterize DMD gene deletions in
patients fulfilling clinical and laboratory criteria for dystrophinopathy, 2) determine either the frequency of
gene deletions in patients with dystrophinopathy and its location along the DMD gene; 3) determine the
carrier status in female relatives-using gene dosage (Q-PCR) and linkage analyses, 4) find the overall




intragenic recombination frequency out of the results derived conjointly from RFLP and Q-PCR analyses; 5)
establish a diagnostic algorithm in our families based on molecular strategies; 6) evaluate the efficiency of the
molecular methods in the accurate genetic counseling.

In order to reach these objectives, we created a bank of DNA samples collected from all index cases,
their mothers, siblings and some second- and third-degree relatives. intragenic deletions in index cases were
determined analyzing 22 exons through M-PCR assay. Besides, we performed PCR-based linkage analyses
on every member of each family; those analyses were carried out by analysis through two RFLP intragenic
markers from the 5 region, called pERT87 8/Tagi and pERT87.15/Xmni; and ane intragenic biallelic VNTR
marker from the 3' UTR, called MP1P. Allelic frequencies for each marker were caiculated: furthermore, the
individual and global heterozygosity (a measure of informativeness) displayed by each family's mother were
determined. Likewise, all female relatives of index cases in whom a deletion was identified. were tested for
gene dosage through MQ-PCR to define carrier status.

Of the 132 studied index cases, 71 (53.8%) showed several patterns of deletion ranging from one
exon to loss of whole gene. In according with previous data reported in the literature, DMD gene deletions
were found mainly at major hot spot (73.2%). In contrast, phenotype-genotype correlation disagreed with the
Monaco’s hypothesis. On the other hand, polymorphism analyses revealed that 81% of the mothers were
informative for at least one marker; however, such analyses contributed to the genetic counseling of only
16.6% of the studied families (e.g. assignation/exclusion of carrier status for familial cases’ sisters, exclusion
of at-risk allele in sporadic cases’ sisters, and detection of only one de novo mutation event). Employing
genotype results for intragenic markers in the 5’ and 3' regions and even haplotype analysis, we detected
only a 2.7% of an intragenic recombination, Besides, Q-PCR method allows us confirm or exclude the carrier
heterozygous status of all at-risk female index cases’ relatives. None of the families exhibits features of
gonadal mosaicism. Also, we confirmed that 33.8% of the index cases where deletion have been identified,
inherited this mutation from a carrier mother, while the remain {66.2%) acquired the deletion as a de novo
event; then most of these deletions were inherited from non-carrier mothers, suggesting that Mexican
population exhibits a high frequency of DMD de novo deletions.

Our data shown that the Q-PCR is a useful direct method for female carrier detection in DMD/BMD
families, whereas the linkage analyses using two RFLPs and one VNTR turned out to be a strategy less

efficient. Even though, this last approach allowed us to identify intragenic recombination events and two non-
paternity cases.

Finally, within the present study we established a diagnostic algorithm and we were able to improve
the efficiency of carrier detection. By this way, 70.4% of DMD/BMD families received an accurate genetic
counseling. Subsequently, eigth pregnant women at-risk of being carriers were subjected to molecular
prenatal diagnosis; only one DMD male fetus was detected.




INTRODUCCION

Las distrofias musculares (DM) son un grupo de desérdenes primarios del musculo
estriado que cursan con debilidad muscular progresiva (1). Este grupo de enfermedades
muestra degeneracion muscular en pruebas electrofisiologicas (patrén miopatico),
bioquimicas (elevacion de creatininfosfocinasa o CPK, y otras enzimas de escape) e
histopatologicas (cambios distréficos de la fibra muscular) (2,3). Algunos de estos
padecimientos cursan con anormalidades en otros 6rganos de la economia como corazon
(4) y cerebro (5). La severidad clinica varia ampliamente entre las diversas formas, e
incluso dentro del mismo tipe de distrofia muscular se ha descrito variacion intrafamiliar
(6). La severidad va desde formas letales (distrofia muscular congénita, distrofia muscular
de Duchenne o DMD), hasta aquellas que cursan con debilidad de unos cuantos grupos
musculares (7). La forma de herencia de estas enfermedades puede ser recesiva ligada al
cromosoma X o autosomica recesiva o dominante (8). En ocasiones el diagnéstico
diferencial entre los tipos de distrofia muestra dificultades (9). Dado que no existe
tratamiento definitivo para las DM, es fundamental su correcta clasificacién para establecer
el pronostico, el adecuado asesoramiento genético, el diagnéstico prenatal e inclusive el
diagnéstico a nivel de preimplantacion (1,10). Definitivamente el avance en el
conocimiento de la genética y la biologia molecular en las DM ha sido crucial para lograr
estos objetivos.

|. CLASIFICACION DE LAS DISTROFIAS MUSCULARES

La clasificacion de las DM, se ha realizado con base en las caracteristicas clinicas
como la edad de inicio, la severidad de los sintomas y signos, la progresion, los grupos
musculares afectados y el patréon de herencia (7,9). Hasta antes de la década de los
sesentas, s6lo se consideraban cinco grandes grupos de DM: distrofia muscular de
Duchenne /Becker (DMD/DMB), la DM facioescapulohumeral, la DM congénita, la distrofia
miotonica y las DM de cinturas o “limb-girdle” (LGMD) (1). La DMD vy la distrofia miotonica
(MIM #160900), son entidades monogénicas con patrén de herencia mendeliano y cuadro

clinico bien definido, cuyos loci responsables fueron identificados en la década de los



ochenta y principios de los noventa (3,11). En las DM de tipc congénitc y
facioescapulohumeral, se ha reportado heterogeneidad de tipo alélico y no alélico (12,13).
Sin embargo, el grupo que ha ofrecido mayor dificultad para su correcta clasificacion y

deteccion de! defecto genético, corresponde al grupo altamente heterogéneo de las LGMD
(8,14).

A pesar de que la actual clasificacién basada en hallazgos clinicos y moleculares de
las DM contempla una numerosa lista de LGMD y otras DM autos6micas, éstas continGan
siendo mucho menos frecuentes que las DM ligadas al cromosoma X (7,15). La DM de

origen autosomico mas frecuente continda siendo la DM mioténica (1).

Actualmente la evaluacion clinica, genealogica y de laboratorio, acompanada del
estudio histoguimico, inmunofluorescencia 6 inmunohistoquimica e inmuncblot, permiten
llevar a cabo el diagndstico correcto en la mayoria de las DM (16-19). El conocimiento del
gen y su proteina, asi como la disponibilidad de anticuerpos especificos, ha permitido
establecer una clasificacion clinico-molecular de las DM (1,15,17) en: distrofinopatias,
distrofias de cinturas tipos 1 y 2, distrofias de cinturas por sarcoglicopatias, distrofias
congénitas (clasica: MIM #156225; tipo Fukuyama: MIM #253800), DM
facioescapulohumerales (MIM #158900) tipos 1 y 2 y la DM tipo Emery-Dreiffuss (MIM
#310300).

Il. DISTROFIAS MUSCULARES LIGADAS AL CROMOSOMA X

DISTROFINOPATIAS: ESPECTRO CLIiNICO

Dentro de las DM ligadas al cromoscma X se encuentran la DMD (MIM #310200), la
DMB (MIM #300376), la cardiomiopatia dilatada familiar ligada a Xp21 (MIM #302045), los
fenotipos intermedios de la DMD, y otros padecimientos musculares que cursan con CPK
persistentemente elevadas, calambres y/o mialgias cronicos, pero sin debilidad, ni atrofia
musculares (7-9, 20-21). Se estima que las dos primeras constituyen alrededor del 95% de
los todos los casos de DM que afectan a las cinturas pélvica-escapular y que cursan con

cambios distréficos en la biopsia muscular (9). Estas cifras quiza reflejen el alto grado de
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mutabilidad prevalente en el gen DMD (22,23). Asimismo el locus DMD es también
responsable de la forma familiar recesiva ligada al cromosoma X de cardiomiopatia
dilatada que cursa con afectacibn minima del misculo esquelético (24). Las entidades
ligadas a Xp21, actualmente se agrupan en el término de distrofinopatias, y se han

descrito 5 fenotipos atribuibles a este locus (8):

Distrofinopatia | DMD

Distrofinopatia Il DMB

Distrofinopatia 1l Tipo DM de cinturas, fenotipos intermedios o no clasicos
como la miopatia de cuadriceps femoral, miopatia distal, etc.

Distrofinopatia IV Mialgia y calambres musculares, sin debilidad y atrofia.

Distrofinopatia V Cardiomiopatia dilatada sin debilidad muscular.

lla. DMD

La DMD fue descrita inicialmente por Meryon en 1852 y con mayor detalle por
Duchenne en 1868, como una distrofia muscular pseudohipertrofica. Esta enfermedad se
manifiesta alrededor de los 2 afos de edad con trastornos en la deambulacion (marcha de
pato), caidas frecuentes, mialgias, calambres musculares, incapacidad para correr, saltar y
posteriormente para subir escaleras. Los grupos musculares afectados pertenecen
primeramente a la cintura pelvifemoral y posteriormente a la escapulohumeral, con
lordosis compensatoria, escoliosis y contracturas en talén de Aquiles. También se hacen
evidentes la pseudohipertrofia de los gemelos y el signo de Gowers (Fig. 1). Alrededor de
los 11 y 12 afos el paciente pierde la deambulacién y el 90% de los casos fallece durante
la segunda década de la vida como consecuencia de insuficiencia respiratoria cronica y
bronconeumonia (1,3). Se ha reportadc que hasta en un 80% de los casos presentan
grados variables de cardiomiopatia documentada por evaluacion electrocardiografica y
ecografica u otros estudios dinamicos (25,26), sin embargo sélo en un 10% (pacientes que
llegan a la 3% década de la vida) condiciona la muerte (3,4). Los pacientes con DMD tienen
riesgo elevado de desarrollar eventos de hipertermia maligna ante eventos anestésicos
(1,27). En e! 20-30% de los pacientes el coeficiente intelectual se encuentra por debajo de

la poblacion normal (5,9,28). El estudio electromicgrafico revela patrén miopatico. La CPK
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Figura1l. A) Paciente con distrofia muscular tipo Duchenne. Se aprecia la franca pseudohipertrofia de
gemelos y otros grupos musculares femorales. B) Signo de Gowers que evidencia 1a debilidad de las
masas musculares de cintura pélvica y dorsal comin en nifios principalmente afectados por
fenotipos DMD. La posicién en decibito dorsal en un nifio afectado por DMD, pone de manifiesto la
dificultad para adoptar la posicién supina. Clasicamente inicia con la posicién de ambas manos en el
piso para obtener el punto de apoyo inicial, seguido de la elevaciéon de ambas rodillas (segundo

punto de apoyo}; asi el peso del tronco es superado y el individuo puede ponerse en pie.
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se encuentra elevada de 50 a 100 veces sobre el valor normal al inicio de la enfermedad,
pero disminuye progresivamente hacia las etapas finales de la enfermedad como
consecuencia de la disminucion en la masa corporal del tejido muscular (2). La biopsia
muscular presenta cambios distréficos (Fig. 2) aun cuando ésta se realiza en fetos o
necnatos sin sintomatologia (8,18,29). En etapas mas avanzadas o terminales se aprecia
un reemplazo total del tejido muscular por elementos conectivos y tejido adiposo, estado

indistinguible de otros procesos miodegenerativos tardios (1).

Iilb. DMB

Aunque Becker y Kiener en 1955 consideraron a la DMB como una entidad distinta
a la DMD, Zeliweger y Hanson en 1967, lograron definir que se trataba de una variedad
benigna de la forma Duchenne (3). Con el descubrimiento de marcadores genéticos vy la
clonacion del gen se logré afirmar que ambas enfermedades son entidades alélicas (30-
32). La frecuencia de esta enfermedad se ha calculado en 3-5 afectados por 100,000,
ocurriendo diez veces menos que la DMD (1,3). Otros reportes en poblaciones europeas

han calculado una frecuencia mayor (7.2 por 100,000) (33).

En la DMB la progresion de la enfermedad es mas lenta, aunque la afeccion de los
grupos musculares es la misma que en la DMD (1). El inicio y progresién de los sintomas
es muy variable; éstos pueden ocurrir entre los 5 y 15 afios, aungue se han reportado
pacientes que inician el padecimiento entre la 3? y 42 década de la vida (7). Por definicién
los pacientes con DMB pierden la capacidad para deambular después de los 16 afios
(9,15). Aunque algunos de estos casos pueden llevar un patrén de vida normal hasta los
30 o 40 anos e inclusive tener capacidad reproductiva, existe una reduccion en la
esperanza de vida, la cual rara vez va mas alla de los 50 afios a causa de la

cardiomiopatia dilatada caracteristica de los pacientes adultos con DMB (34).

Algunos reportes han manifestado que hasta un 30-40% de los pacientes
masculinos clasificados como LGMD sin historia familiar, realmente son distrofinopatias,

documentadas por el analisis de la distrofina mediante inmunohistoquimica (8,14,35).
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Figura 2. Histopatologia de la biopsia muscular de un paciente con DMD. Nétese la sustitucién del
tejido muscular por elementos conectivos (fibrosis endomisial) y tejido adiposo; asi como la

degeneracidén/regeneracion e irregularidad del didmetro de las fibras musculares.
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llc. FENOTIPOS INTERMEDIOS (DMI)

En 1983, Brooke describié un grupo de pacientes con DMD que tenian un curso
menos agresivo sin llegar a confermar un cuadro de DMB. Estos pacientes iniciaron el
cuadro clinico alrededor de los tres afios conservando la capacidad para deambular en
forma independiente hasta los 12 y 16 afios, sin embargo los pacientes failecian entre los
20 y 30 afos (36). En este tipo de pacientes los hallazgos en la proteina son

Inconsistentes, pero existe una tendencia a conservar una proteina con funcién residual
(8,36).

Ild. CARDIOMIOPATIA FAMILIAR DILATADA

La cardiomiopatia familiar dilatada recesiva ligada al X es una entidad letal, que se
manifiesta generalmente después de la adolescencia (4). Los analisis de ligamiento
condujeron a la asignacion del gen DMD como responsable (24), sin embargo ésta cursa
sin datos clinicos de afeccion muscular esquelética, aunque en ocasiones con niveles de
CPK ligera y persistentemente elevados (1,8,37). Caracteristicamente muestra positividad

de la distrofina en biopsia muscular esquelética, pero ausencia completa de la proteina en
miocardio (14,24).

DM TIPO EMERY-DREIFUSS

Este tipo de DM fue descrita por primera vez por Dreifuss y Hogan en 1961, como
una distrofia muscular benigna, con patrén de herencia recesivo ligado al cromosoma X e
incluso llego a considerarse como una variante benigna de la DMD (1,3). Sin embargo el
estudio minucioso de la enfermedad claramente demostré que se trataba de una entidad
distinta caracterizada por contracturas importantes e invariablemente por compromiso
cardiovascular. En la actualidad esta entidad dificimente se confunde con otras DM.
Dentro de los datos clinicos que permiten el diagndstico diferencial con la DMB estan la
afeccion cardiaca consistente en bloqueos de conduccion asociados a un alto riesgo de
muerte subita, contracturas de aparicion temprana post-cervicales, en tendén de Aquiles y

codos, debilidad lentamente progresiva que inicia en cintura escapular y brazos y progresa
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a la cintura pelvifemoral en forma tardia; generalmente no existe pseudohipertrofia de
gemelos y la CPK estd moderadamente elevada (1). En forma adicional, el gen
responsable se localiza en Xq28 y codifica a la emerina expresada en todos los tejidos y
cuya localizacion precisa se ha asignado a la cara interna de la envoltura nuclear de los
miocitos y de otras estirpes celulares, donde quiza cumple funciones de translocacion
nucleo-citoplasma (38,39). También se le ha localizado en relativa abundancia en los
discos intercalares, lo cual correlaciona con la severa afeccién cardiaca de estos
pacientes. Por otro lado, se ha sugerido la existencia de una variedad autosémico
dominante de este tipo de distrofia (40).

lll.  GENETICA DE LAS DMD/DMB

Aunqgue aun no esta claro, parece que la severidad de la enfermedad, y por ende su
clasificacion, dependen del tipo de mutacidn que se encuentre en el gen (41,42). El gen
mutado, presente en los individuos masculinos afectados se puede originar como
resultado de una mutacion de novo (aproximadamente 30%) o puede ser heredado de una
madre portadora (2/3 partes de los casos). Esta proporcidn se establecidé desde 1968 sin
aun conocer el gen y de acuerdo a célculos basados en genética de poblaciones (43,44).
Sin embargo, en algunos estudios (45) incluyendo un reporte derivado de esta tesis
(anexo 2) (46), se sugiere que la cifra de mutaciones de novo debe ser reconsiderada.
Asimismo en algunas poblaciones, se ha reportado un alto niimero de casos aislados, lo

cual sugiere un alto nimero de mutaciones de novo (47,48).

Condiciones como el mosaicismo somatico (49,50) y germinal {51-58) han sido
descritas para las DMD/DMB. Las cifras reportadas para el mosaicismo germinal en
familias con casos Unicos van del 8-14%, aunque es una cifra que ain no se ha definido
por completo (1,55,58). Aparentemente estos datos también varian de acuerdo a la
mutacién presente en el gen DMD. Passos-Bueno y colaboradores (54) sugieren que las
familias con casos unicos con delecion en la region 5’ tienen un 30% mas de riesgo de ser
originados por mosaicismo germinal que aquellos con delecidn central. Estas cifras
pueden reflejar la susceptibilidad del gen a las deleciones en etapas embrionarias

(deleciones en extremo 5 condicionantes de mosaicismo germinal) y en la ovogénesis
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(deleciones centrales de novo) (54). Estas cifras no han sido confirmadas por otros

autores.

Por otra parte, las DMD/DMB pueden expresarse en sujetos femeninos (<8%) (59-
61) bajo condiciones que eliminen al alelo normal, por ej. monosomias de cromosomas
sexuales (sindrome de Turner) (3,59,60), translocaciones cromosoma X;autosoma (62,63),
inactivacion preferencial def X normal (>50% miondcleos) (64-66), disomias uniparentales
(67), etc. Un ejemplo que demuestra el efecto de una inactivacion no aleatoria, es la
presencia de DMD en una de dos gemelas monocigéticas portadoras donde se demostré
que la gemela afectada presenté una inactivacién preferencial del cromosoma X normal
(68). Se ha sugerido que hasta un 10% de las mujeres sin anormalidades citogenéticas y

diagnosticadas como LGMD, en realidad padecen una distrofinopatia subyacente (1,8,35).

La presencia de un alelo DMD mutado en mujeres citogenéticamente normales
(portadoras) puede asociarse en ocasiones, a un cuadro subclinico de DMD/DMB (66,69-
72). Algunos estudios han demostrade que la expresion de la sintomatologia correlaciona
con el nivel de distrofina detectado por inmunchistoquimica o por inmunoblot (73),
mientras que en otros no existe correlacién alguna (71,72). Esto Gltimo puede obedecer
principalmente al X predominantemente inactivado 0 a procesos compensatorios que
ocurren durante el desarrollo post-natal del tejido muscular de las mujeres, donde la
presencia de las fibras no distroficas predomina sobre las distréficas (74). Asimismo, no se
ha reportado correlacién absoluta entre el nivel de distrofina muscular por

inmunohistoquimica o por inmunoblot y la CPK sérica presente en portadoras (18,71,74).

Recientemente se ha observado que las mujeres portadoras de una distrofinopatia
podrian no estar totalmente exentas de una eventual complicacion médica, pues se ha
documentado que hasta un 60% de estas pacientes pueden llegar a desarrollar
cardiomiopatia dilatada de diferente gravedad. Esta complicacion se ha visto que ocurre
durante la 5% o 6° década de la vida por lo que se sugiere un seguimiento cardiolégico una

vez identificado el estado de portadora (75,76).
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IV. EL GEN DMD Y SU PRODUCTO: LA DISTROFINA

En la década de los ochentas se definié que las DMD/DMB son ocasionadas por
mutaciones en el gen DMD (77-79), cuyo producto es ia proteina denominada distrofina
(80,81). El gen de la distrofina se encuentra en el cromosoma X, en la banda Xp21.2 (82)
(Fig. 3). La localizacion del gen DMD se logré por estudios citogenéticos (83-85) y por
analisis de ligamiento genético (30-32,86). El diagnostico clinico de las DMD/DMB
actualmente puede ser complementada hoy en dia por el analisis molecular del gen
(1,7.8). El gen DMD abarca aproximadamente 2.4 megabases (Mb) de la banda Xp21.2
(87-89). El control de la transcripcion del gen DMD es complejo (1,90-96). Existen
descritos hasta el momento, 7 promotores responsables de la expresion celular
constitutiva y tejido-especifica de la distrofina (97). En la figura 4 se muestra la
localizacién de los 5 principales promotores que controlan la expresién de las diferentes
isoformas de la distrofina, al menos 3 de ellos controlan las isoformas muscular, neurconal
y cerebelosa de las distrofinas de 427 kilodaltones (kDa) (90-94). Los exones adyacentes
a P4 y P5 conducen el splicing de los exones 63 y 56 respectivamente, generando en
correspondencia, proteinas de 71y 116 kDa. El ex6n 79 codifica los ultimos aminodcidos y
contiene una regién 3' no traducible de tamano considerable. Recientemente se han
descrito dos promotores adicicnales, localizados en los intrones 29 y 44, los cuales dirigen
la transcripcion de un mRNA traducido a las isoformas 260 (retina) (98) y 140 (cerebro-
riidn) de distrofina (96), respectivamente, las cuales carecen del extremo N-terminal de
union a actina y de porciones variables del dominio “rod”.

El gen consta de 79 exones y se transcribe en un mRNA de 14 kilobases (kb)
(77,99,100). Se ha demostrado que la transcripcion y splicing cotranscripcional del mRNA,
requiere de 16 horas para completarse (101). Este gen se expresa predominantemente en
musculo esquelético y cardiaco (90), aunque también se han demostrado transcritos y
distrofinas especificas en tejido neuronal (91-93) y en células de Purkinje de cerebelo (94),

los cuales se generan a partir de promotores exclusivos de estos tejidos.
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Figura 3. Ubicacién del gen DMD en el cromosoma X de humanos. A) Mapa citogenético del brazo
corto del cromosoma X. B) Posicién de las primeras sondas estrechamente ligadas al locus DMD y C)
Posicion de los primeros marcadores genéticos asignados a Xp21.2. Destacan los marcadores
DXS206 (sondas pXJ) y DXS164 (sondas pERT87), como los primeros en los que se demostré el
estrecho ligamiento con DMD/B. D) Las 2.4 Mb del gen DMD. E) Representacién del cDNA de 14 kb. F)
Las principales sondas empleadas en el estudio de Southern blot en deleciones/duplicaciones
presentes en DMD/B que analizan la totalidad de la secuencia codificante y su ubicacién con

respecto a las diferentes regiones del cDNA.
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Figura 4. Principales promotores (P1-P5) en el gen DMD, que controlan la expresion de las diferentes
isoformas de la distrofina y los sitios de splicing alternativo. Cada uno de los promotores P1-P5 esta
localizado en un exén, y dentro del mismo existe un sitio ATG de inicio de traduccién en el transcrito.
A) Localizacién de los promotores P1-P5: Las regiones obscuras de cada promotor incluyen tas
regiones 5' UTR, mientras que la region sombreada corresponde a la secuencia codificante. P1, P2 y
P3 producen un transcrito maduro que carece de exén 2 (eliminado por splicing) y son los
responsables de las tres principales isoformas de alto peso molecular (+/- 427 kDa) que varian en
pocos aminoacidos. B) Splicing alternativo: Se esquematiza la eliminacion del exén 68 o del 78, que
ocasionan el corrimiento del marco de lectura y las proteinas resultantes carecen del extremo C-
terminal; y el splicing alternativo en forma individual o colectiva de los exones 71-74 que no altera el

marco de lectura, pero generan una proteina con un extremo C-terminal modificado.
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La distrofina de 427 kDa pertenece al grupo de proteinas de unién a actina, de la
superfamilia de las espectrinas. Esta proteina conforma el 5% de la proteina total del
citoesqueleto subsarcolémico y el 0.001% de la proteina total de la fibra muscular estriada
(102). La distrofina contiene 4 regiones "bisagra” (H1-H4) ricas en prolina, a las cuales se

les atribuye la flexibilidad de la molécula, asi como otros 4 dominios:

El dominio N-terminal presenta tres sitios de unién (a.a. 14-240) para filamentos de
actina en la linea Z y M del sarcomero; el dominio "rod" (a.a. 278-3080) consiste en una
serie de 24 secuencias repetitivas de 109 aminoacidos, que dan la conformacion de triple
alfa hélice y ademas se ha sugerido que podria fungir como sitio alternativo para la unién a
actina (103,104); el dominio rico en cisteinas (a.a. 3080-3360) est4 involucrado en la unién
con el P-distroglicano del complejo glicoproteico asociado a distrofina (DGAC) y por
altimo el dominio C-terminal, el cual esta altamente conservado en aves y mamiferos
(105) y ademas es Unico en la distrofina y en la utrofina, ésta ultima codificada en el
cromosoma 6 (106). Los 4 dominios suman un polipéptido altamente hidrofilico de 3,658

aminoacidos, con extremos globulares y una longitud de 175 nm (Fig. 5) (102).

En el misculo esquelético, la distrofina se localiza en las estructuras denominadas
costameros, que consisten en conexiones transversas entre las miofibrillas y el sarcolema,
principalmente a nivel de la linea Z. La posicion estratégica de los costameros junto a las
lineas Z, conduce a un "plegamiento” ordenado de la membrana, paraleio a la contraccién
de la sarcomera. Este mecanismo protege al masculo del efecto de la contraccion (107).
Por ofra parte la distrofina se ancla al citoesqueleto de actina F y al sarcolema mediante el
DGAC, que a su vez se ancla con la matriz extracelular (Fig. 6), por lo que sirve de puente

entre éstos, favoreciendo asi la mecanica de la contraccion (104,108).
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3,658 a.a

Figura 5. Esquema de la organizacién por dominios de la isoforma muscular de 427 kDa de distrofina.
1) Extremo amino terminal, 2) dominio "rod"” con los 24 repetidos triple alfa hélice, 3) dominio rico en
cisteinas y 4) Extremo carboxilo terminal Gnico en utrofina y distrofinas completas. H: regiones
bisagra ricas en prolinas, responsables de la flexibilidad de la molécula. Actualmente se considera
que los dominios rico en cisteinas y de unién a actina (extremo N-terminal y posiblemente algunas

regiones del dominio "rod”) son indispensables para prevenir el fenotipo Duchenne.

22




MATRIZ
EXTRACELULAR

MEROSINA

ESPACIO
EXTRACELULAR

F

LICANG

ESPACIO
INTRACELULAR

DISTROFINA

Figura 6. Organizacién del complejo distrofina/DGAC (complejo glicoproteico asociado a distrofina)
en tejido muscular estriado. Se muestra la merosina en la matriz extracelular y su unién especifica
con el a-distroglicano, el cual a su vez interacciona con el complejo glicoproteico insertado en el
sarcolema (adhalina o «-SG DAG, p-distroglicano, B-SG, §-SG, y-8G, e-SG y la 25 DAP). Las evidencias
apoyan que el p-distroglicano interacciona con el dominio rico en cisteinas de la distrofina, que en su
extremo N-terminal lo hace con el citoesqueleto de F-actina. Con ello se cierra el anclaje entre el
citoesqueleto, el sarcolema y la matriz extraceluilar. Ademas en al extremo C-terminal de la distrofina
se unen tres tipos de proteinas denominadas sintrofinas a y B, y distrobrevina cuyo papel aiin se
desconoce, aungque podrian estar estabilizando la unién de la éxido-nitrico sintetasa y la proteina
Grb2 (no representadas).
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V. COMPLEJO GLICOPROTEICO ASOCIADO A DISTROFINA

ElI DGAC esta constituido por al menos 7 polipéptidos denominados a-sarcoglicano
o adhalina (50 kDa), B-sarcoglicano (43 kDa), e-sarcoglicano (50 kDa), §-sarcoglicano (35
kDa), y-sarcoglicano (35 kDa), sarcospan o 25DAP, B- y a- distroglicano; este uditimo
heterodimero se une a la laminina (108,109). En una asociacién menos estrecha se
encuentran las a-, B1- y B2-sintrofinas, la distrobrevina (103), proteinas de la familia de las
caveolinas y la oxido-nitroso sintetasa (110} (Fig. 6). Con base en la topologia de cada
uno de estos componentes, el DGAC se ha dividido en tres sub-complejos: el complejo de
distroglicanos, &l complejo de sarcoglicanos (SG) y el complejo citosélico, que comprende
a sintrofinas, distrobrevina, caveolinas y la oxido-nitroso sintetasa (nNOS) (104,111).
Existen diferencias en la organizacion y composicion de! DGAC y distrofina en el
sarcolema de placa neuromuscular y la unidbn miotendinosa, cuyo significado ain se
desconoce (1). En la actualidad, por inmunohistoquimica es posible realizar una
evaluacion integral de cada uno de estos componentes implicados en la génesis de
algunos tipos de LGMD (3,112-114) (Fig. 7). Cabe mencionar, que los pacientes con DMD
presentan una desorganizacion del DGAC, asi como una disminucién evidente de los

complejos sarcoglicano y distroglicano (112).

Debido a la estrecha relacion que existe entre los componentes del DGAC con la
distrofina y la merosina, la alteracion de estas ultimas o de alguno de los componentes del
DGAC conducen a cambios distroficos de la fibra muscular y a una redistribucién
secundaria de los componentes del DGAC (112,114,115). En la actualidad, gracias a las
estrategias de clonacién posicional con familias seleccionadas y la identificacion del
producto proteico, ha quedado claro que la existencia de mutaciones en los genes de
alguno de los componentes de sarcoglicano y algunos componentes citosélicos asociados
al DGAC (p. ej. disferlina, caveolina-3, calpaina) conducen a fenotipos de distrofia
muscular, inclusive con un curso clinico incapacitante, letal y dificilmente distinguible de
las DM ligadas a Xp21.2 (1,113,115,116).
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Figura 7. Patron por inmunofluorescencia de la distrofina y cuatro SG en seis formas autosémico
recesivas de LGMD: LGMD-2A (15q15, deficiencia de calpaina-3), LGMD-2B (2p13, deficiencia de
disferlina), LGMD-2C (13q12, deficiencia de y-SG), LGMD-2D (17q21, deficiencia de «-SG), LGMD-2E
(4912, deficiencia de B-SG), y LGMD-2F (5933, deficiencia de 5-8G). En todas ellas se encuentra
preservada la distrofina y con datos de variabilidad en el diametro de las fibras musculares. En los

subtipos 2A y 2B, los cuatro sarcoglicanos se encuentran presentes y sin alteraciones en su
distribucion.
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VI. PATOGENESIS DE LA DMD/DMB Y LAS DM DE CINTURAS

Actuaimente hay suficientes evidencias experimentales para demostrar que la
ausencia total o parcial o la deficiencia funcional de la distrofina, asi como de alguno de
los componentes del DGAC, ocasiona ruptura del sarcolema durante la contraccion y
relajacion muscular (108,117). Asi pues, la degeneracién muscular es sin duda el
resultado mas relevante de esta anormalidad. La sustitucion de este tejido por

componentes conectivos y adiposos (fibrosis endomisial) forma parte de la fisiopatologia
de la enfermedad (82,118).

La correlacion entre el dominio dafiado de la distrofina y el fenotipo DMD o DMB ha
sido un tema controversial (8,9,119-123). El Unico consenso predictivo gue relaciona el
tipo de alteracién en la distrofina con el fenotipo es dependiente de! marco de lectura
(124). En los pacientes con DMD, las mutaciones presentes en el gen generan un cambio
en el marco de lectura, mientras que en pacientes con DMB éste no se altera. Asi, la
eliminacion de exones que corren el marco de lectura, condicionan un fenotipo grave tipo
Duchenne, mientras que aquellos gue no ocasionan corrimiento, se correlacionan
frecuentemente con fenotipo leve o Becker (1,8). Este consenso apoya la hipétesis de
Moénaco (124), la cual propone que las deleciones que no provocan corrimiento del marco
de lectura producen una proteina con funcion residual asociada a fenotipos Becker, que
idealmente se corrobora analizando el marco de lectura de los fragmentos de unién
resultantes de los exones conservados en el franscrito maduro (125-128). Para la
correlaciéon entre lo observado en el estudio de la proteina y el fenotipo observado, el
analisis del transcrito es altamente informativo, ya que en el se pueden valorar aspectos
de splicing alternativo aberrante en un gen DMD que en muchos casos explica la
discrepancia en los hallazgos de la proteina y el marco de lectura (127). Asimismo, se
considera que la delecién completa del gen o por translocaciones X:autosoma,

condicionan siempre fenotipos DMD (1).
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Se ha propuesto que algunas excepciones a la hipotesis de Ménaco, como
pacientes con DMD y presencia de distrofina (129) o pacientes con DMB con expresién de
distrofina por debajo del 10% (130) o severamente dafada con un 45% menos de su
secuencia (131,132), pueden deberse a la funcionalidad residual de dominios de la
proteina (N-terminal y dominio rico en cisteina), que participan en funciones claves tales
como dirigir correctamente la localizacion de la distrofina hacia el subsarcolema y su
correcto ensamble de los componentes del DGAC, que le permiten mantener una union

estable con éste y finalmente conservar la vida media de la propia distrofina (108,131).

En las DM de cinturas aun no se tienen datos suficientes para integrar la correlacién
fenotipo-genotipo: por ejemplo, la sarcoglicopatia mas frecuente (deficiencia de o-SG)
alcanza a estar presente apenas en el 5-10% de los pacientes con DM distrofina positivos
(133) y se sospecha fuertemente |a presencia de genes modificadores, debido a que en
ciertas DM de cinturas autosémico recesivas, se ha observado que el estado homocigoto
para una misma mutacién sin sentido, ocasiona fenotipo grave en algunos individuos y
leve en otros (134,135), en tanto que un estado homocigoto para una mutacién con
sentido erroneo se ha asociado con fenotipos menos severos (136,137). Asimismo, se ha
reportado un caso con distrofia congénita con un cuadro clinico moderado y positividad de
merosina en la biopsia muscular. Sin embargo pudo documentarse que uno de los alelos
afectados presentaba una delecién que mantenia el marco de lectura, produciendo una

proteina con funcién residual, tal como ocurre para los fenotipos Becker (138).

VII. GENESIS Y TIPO DE MUTACIONES EN EL GEN DMD.

La tasa de mutacion del gen DMD es alrededor de 10 veces mayor en comparacion
con otras genes (3.5-10.5x10°° mutaciones por locus por generacion) (22). Las deleciones
intragénicas de tamario variable son las responsables de aproximadamente el 60% de los
casos con DMD/DMB (139) (Tabla 1). Las duplicaciones parciales intragénicas estan
presentes en el 6-8% (139,140) de los pacientes y en la Gltima década, también se han
caracterizado un numero importante de mutaciones puntuales con diversos efectos sobre

la expresion del gen (141).

27



Tabla 1. Frecuencias de deleciones reportadas en diferentes grupos étnicos (*).

R 17| Pacientes’ | % delecianes en exones
Autor(es) | pafs. xonhes analizados .~ .| .con. SRR £} CEE R
Cooeofosl oo e T s el deleeién . |- (punto caliente central) | -
Immoto y cols. 1993, Todo el cDNA 53/88 47.2% Southem blot
Japén 60%
Tsukamoto y cols. cDNA de exones 12/28 75.1% PCR y Southemn blot
1991, Japon 4,8,12,17,19,44,45 48 y51. 48%
Sugino y cols. Todo el cDNA 18/42 MPRC Southem blot
1989, Japbn 43%
Yang y cols. Exones 15/41 NM PCR multiple
1994, China 1,3,6,8,13,17,43,47,50,52 y 60 37%
Soong y cols. Todo el cDNA 13/29 50% Southem blot
1991, China 45%
Ballo y cols. Exones 52/128 65% PCR muttiple y
1994, Sudafrica 3,468,13,19,42,44 45 48,50- 40% Southern blot
53, 60. Sondas para cDNA de
exones 1-19 y de 44-60
Hodgson y cols. Todo el cDNA 163/287 NM Southern blot
1989, Reino Unido 57%
Covone y cols. Pr neurcnal y muscular, exones 96/152 NM PCR miultipte
1992, lialia 1,3,4,6,8, 1213,16,17,19- 63%
22,29,32,34 41-52 y 60
Den Dunnnen y cols., Todo el cDNA 116/119 MPRC Southern blot
1989, Noruega 59%
Kadasi y cols. Sondas cf56a, cf56b, 1-2a,2b- 14/32 NM Southern blot
1991, Checoslovaquia 3,4-53,5b-7y 8 44%
Niemmann-Seyde y Pm(1),3,4,6,8,12,13,17,19,43- 35/56 57.5% PCR multiple
cols. 52 y 60 62.5%
1992, Alemania
Baranov y cols. Pm(1),6,8,12,17,19 42- 49/119 73.5% PCR miiltiple y
1993, Rusia 45,47,48,60,52 41% Southem blot
Gillard y cols. Todo el cDNA 109/181 NM Southem blot
1989, Canada 60%
Chamberain y cols. Exones 4,8,17,19 44 45 48 51 3461745 NM PCR multiple
1992, EUA (46%)
(estudio muiticéntrico)
Baumbach y cols. Todo el cDNA 90/160 69% Southern blot
1989, USA 56%
Darras y cols. Todo el cDNA 21/32 MPRC Southern blot
1988, USA (66%)
Vainzof y cols. Sondas cf 562 y cf 56b 19/47 NM Southern blot
1991, Brazil (40%)
Coral-Vazquez y cols. Exones 21/40 86.3% PCR multiple
1993, México Pm(1),4,8,12,13,17,19,43,44 45 52.5%
(178) 48,50, 51,52
Banerjee y cols. Pm(1),3,4,6,8,12,13,17,19- 103/160 69.7% PCR miiltiple
1997, India {139) 22,34,42-44 46-53,55, 60 64%
Alcéntara y cols. Pm{1),6,8,12,13,16,17,19,43,45 3776 78.4% PCR muiltiple
1997, México (46) ,47,48-55 48.7%

NM: No mencionado
MPRC: La mayor parte de las deleciones fueron en regién central.
{(*): Tomado y madificado de Banerjee M, Verma IC. Are there ethnic differences in deletions in the
dystrophin gene?. Am. J. Med. Genet. 1997; 68:152-7 (139).
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Las deleciones en el gen DMD son muy heterogéneas, pueden eliminar desde un
exon hasta el gen completo (77,139) e incluso ocasionar sindromes de genes contiguos
(142,143). Multiples estudios han demostrado dos sitios del gen altamente susceptibles
(puntos calientes) para sufrir deleciones parciales. Unc de ellos abarca los primeros 20
exones, en tanto que el otro se encuentra entre el intron 44 y los exones 53/55 (144).

Menos del 3% de las deleciones se originan hacia el extremo 3' {(1,77,145).

Los mecanismos de delecion pueden explicarse con base en fenomenos de ruptura
atribuibles a mecanismos de recombinacion o algun rearreglo especial del gen en la
cromatina (146,147). Estos eventos pueden tener lugar durante la meiosis o durante la
mitosis en etapas tempranas de la embriogénesis (148). La presencia de dos sitios
calientes entre los exones 1y 20 y del 43 al 55, sugiere la presencia de una caracteristica
especial que predispone a estas zonas a fendmenos de ruptura y pérdida; por ejemplo, el
intrdbn 44 (+/-170 kb), posee secuencias ricas en A-T y secuencias polimorficas de
repetidos CA (posiblemente involucradas en la recombinacion) {(42,144,149), e incluso un
elemento tipo transposon (150}; este Ultimo se encontrd en los sitios de ruptura de varios
casos de DMD. La presencia de deleciones/duplicaciones parciales intragénicas en la
region 5' del gen se ha asociado a casos debidos a mosaicismos germinaies, en tanto que
los eventos mutacionales en el extremo 3' y el punto caliente central del gen se asocian a
mutaciones de novo generadas con mayor frecuencia en linea germinal materna (54,148).
Las duplicaciones obedecen a los mismos mecanismos que dan por resultado deleciones,
aunque aun esta en discusion si éstas se generan en linea germinal paterna a través de
intercambios de cromatides hermanas (42,58,146,151,152).

Menos de la tercera parte de los pacientes con DMD/DMB son debidos a
mutaciones puntuales que conducen al corrimiento del marco de lectura, creacién de
codones de terminacién, eliminacioén de sitios de splicing, inactivacién o disminucién de la
funcién promotora y mutaciones de sentido erréneo (141). Al momento se tienen descritas
mas de 150 mutaciones con diversos efectos en la proteina; la mayoria de ellas conducen
a la creacion de codones sin sentido y la afeccion de los sitios de splicing y del “pranch

point”, asi como creacion de sitios cripticos de splicing (1,141,153-156) (Tabla 2). Existen
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Tabla 2. Mutaciones de tipo puntual y pequefas inserciones/deleciones reportadas en el
gen DMD y sus efectos sobre la proteina (*).

Paciente Cambio de Exon afectado Efecto del cambio
nucleétido

MUTACIONES QUE CREAN CODON DE PARO

1 Cce32T 8 Glu = term
2 C2510T 19 Arg = term
3 G2522T 19 Glu = term
4 G2999T 21 Glu = term
5 G3677T 28 Glu = term
6 C5759T 39 Gin = term
7 C7163T 48 Gluy = term
8 GG7609/10 =2 AT 51 Leu = term
9 C91252T (CpG) 60 Arg = term
10 C10316T (CpG) 70 Arg = term

DELECIONES CON CORRIMIENTO DEL MARCO DE LECTURA

11 AC2568 19 CML
12 AGS360/11 2T 48 CML
13 AT10662 74 CML

INSERCIONES QUE OCASIONAN CORRIMIENTO DEL. MARCO DE LECTURA

14 T1654 ins T 12 CML

ALTERACIONES QUE OCASIONAN ANULACION DE LOS SITIOS DE splicing

15 52 pb deletadas en  Exon 19 se elimina en splicing CML
exén 19

16 5 pb deletadas en Ex6n 44 se elimina en splicing CML

sitio donador de

splicing

17 Cambio en sitio Exon 57 se elimina en splicing CML

aceptor AG =2 AC
18 Cambio en sitio Exo6n 68 se elimina en splicing CML
donador de splicing

GT =2 GA

CML: Corrimiento en el marco de lectura.
(*) Tomada y modificada de Scriver y cols. (1) y Prior TW y cols. {141).




suficientes datos para afirmar que la mayoria de las mutaciones puntuales se originan en
la espermatogénesis (42,148,154). Cabe mencionar que no existe un sitio caliente para las
mutaciones puntuales (141), aunque recientemente se ha propuesto que existen algunas
regiones con caracteristicas particulares en la secuencia primaria que condicionan

mutaciones puntuales generadas en forma no aleatoria (141,154,155).

Otras mutaciones raras reportadas incluyen a un caso de DMD causado por la
insercion de un elemento retrotransponible L1 en el exdn 44 del gen DMD (157), y dos
casos familiares debidos a inversiones, una pericéntrica (158) y otra paracéntrica (159);

que involucraban la banda Xp21.2.
GENESIS Y TIPO DE MUTACIONES EN LAS DM DE CINTURAS.

La posicién de los genes responsables de las LGMD son: LGMD-1A: 5q22.3-g31.3,
LGMD-1B: 6, LGMD-1-C: 3p25, LGMD-2A: 15q15, LGMD-2B: 2p13, LGMD-2C: 1312,
LGMD-2D: 17921, LGMD-2E: 4912, LGMD-2F: 5q33-q34, LGMD-2G: 17q11-q12. Los tipos
2-C al 2F, se conocen también comao sarcoglicopatias, debidas a mutaciones en los genes

de gamma, alfa, beta y delta sarcoglicanos (SG), respectivamente (1,14-17,111-115).

Se han descrito un numero variable de mutaciones responsables. Se sabe que la
mayoria consisten en mutaciones puntuales, pequeias inserciones y deleciones. Algunas
de éstas conducen a eliminaciéon de sitios de splicing o disrupciéon de la funcion de
elementos promotores (112,114). Especialmente en las LGMD con patrén de herencia
autosdmico recesivo, ocasionadas por mutaciones que crean un coddén de terminacion,
cursan con un cuadro clinico mas severo, principalmente si esos tipos de mutaciones
estan en estado homocigoto (14-17,112,114). Debido a lo anterior estudios de la proteina
y del gen, pueden tener utilidad diagnéstica y predictiva y asi establecer la correlacion
fenotipo-genotipo.

Estudios en poblaciones altamente endogamicas han revelado mutaciones
ancestrales que se encuentran en desequilibrio de ligamiento y ademas con alta

prevalencia en estas poblaciones. Por ejemplo, la LGMD-2C anteriormente englobada
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dentro de las SCARMD, cuyo gen responsable es el y-SG, es un padecimiento
relativamente comudn en una poblacién gitana. Se ha determinado que en esta poblacion,
existe una elevada prevalencia de alelos mutantes asi la mutacion 525delT cosegrega con
el alelo 122 pb de un STR (D138232); en tanto la mutacién Cys283Tyr, se encuentra en
desequilibrio con el alelo STR D135232 de 112 pb (160).

Al igual que para las DMD/DMB, el abordaje diagndstico de estas entidades se
realiza por estudio molecular e inmunohistoquimico (7,15-17,112).

EVALUACION INMUNOHISTOQUIMICA DE LA DISTROFINA Y COMPONENTES DE
DGAC EN BIOPSIAS MUSCULARES. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

Desde la caracterizacidon de la distrofina como el producto del gen DMD, se
confirmo que los pacientes con fenotipos Duchenne mostraban ausencia de la distrofina,
en tanto que los fenotipos Becker presentaban una proteina de menor tamafio o muy
reducida en cantidad (18,19,130,161,162) (Fig. 8).

La evaluacion de la distrofina por inmunohistoquimica y por inmuncblot, se
considera fundamental para la correcta clasificacion de una DM (1,3,7,15,18,121). El
diagnostico de distrofinopatia se descarta cuando la distrofina se preserva cualitativa y
cuantitativamente normal. En ocasiones !a cantidad de distrofina puede resuitar disminuida
en DM de cinturas AR severas (16-18,111,112), sin embargo la distrofina conserva su
peso normal y se confirma la ausencia de alguno de los componentes del DGAC
(14,16,112,115). Por otra parte la ausencia total o la presencia de una distrofina mutada,
condiciona una disminucién e incluso redistribucién citosélica de todos los componentes

del DGAC y el resto de las proteinas subsarcolémicas asociadas (14,112,163).

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE DMD/DMB.

E! Southern blot fue la técnica utilizada en los 80s e inicioc de los 90s, para el
diagnostico de las DMD/DMB. Este analisis requiere 7-12 sondas que abarcan la longitud
total del cDNA (77,79,140) (Fig. 3) para detectar duplicaciones parciales y deleciones en
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INMUNOFLUORESCENCIA
SUJETOS SANOS DMB DMD

Distrofina | 427 kDa
1387 kDa
(mutante)
Miosina

INMUNOBLOT

(*) PORTADORAS SINTOMATICAS

Figura 8: Estudio de inmunofluorescencia en biopsias musculares que valoran la presencia o la
ausencia de la distrofina (anticuerpos anti-dominio “rod”) en sujetos con las dos distrofinopatias mas
comunes. Notese que el individuo control sano, muestra fibras de tamaiio regular, ausencia de fibrosis
endomisial y una clara sehal en la periferia de cada una de las fibras musculares. Los mionucleos se
contrastaron con el colorante DAPI. En el inmunoblot, se evidencia una proteina normal de 427 kDa. En
tanto, la biopsia muscular del paciente con DMD muestra ausencia total de distrofina, lo cual
correlaciona con los hallazgos del inmunoblot y con el fenotipo mas agresivo de las distrofinopatias. El
paciente con DMB, muestra fibras de tamafo irregular, con fibrosis endomisial, pero algunas fibras
musculares muestran senal “en parches” y el estudio de inmunoblot revela una cantidad disminuida de
distrofina mutante de menor tamaiio (387 kDa), pero de la cual se supone una funcion residual que
condiciona el fenotipo Becker. En ocasiones, las mujeres portadoras de fenotipos DMB, durante la
infancia pueden presentar en la inmunofluorescencia un patrén en parches similar al encontrado en
varones con DMB. Asimismo el inmunoblot, puede mostrar ambas isoformas {normal y mutante). A
mayor edad, estas manifestaciones van desapareciendo debido al reemplazo de las fibras distroficas

por fibras normales que no inactivaron el alelo normal.
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pacientes y portadoras (78,164,165). En 1985 se clonaron fragmentos aledafios a la region
Xp21 incluyendo un fragmento de DNA que contenia una pequefia parte del gen DMD
conocido como pERT87 (1,42,166). Utilizando este fragmento como sonda en el Southern
blot se lograron detectar deleciones en el 10% de los casos con DMD (166). El Southern
Blot ha sido sustituido en gran parte por {a técnica de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), mediante la cual se puede amplificar mas de un exdn por reaccion
(PCR multiple; PCR-M). La razén de éste desplazamiento se basa en el menor costo,
trabajo, tiempo, cantidad y calidad de DNA utilizado en el analisis por PCR-M
(1,8,82,167,168).

La técnica de PCR-M aplicada al diagndstico molecular de DMD/DMB, fue disefiada
por Chamberlain y cols. en 1989 (167) y complementada mas tarde por Beggs y cols. en
1990 (168). Con esta técnica se pueden evidenciar hasta e! 98% de las deleciones
intragénicas y completas del gen detectadas por Southern biot (8,168). Una de las
agrupaciones en PCR-M de exones mas utilizadas es aquella que analiza 13 exones y el
promotor muscular en 2 reacciones por separado (9-plex y 5-plex) (167,168) o la de 2
reacciones de 9 exones cada una (1) (Fig. 9). Los exones incluidos en el estudio por PCR-
M, abarcan regiones del extremo 5' y la regién central del gen. Los exones amplificados,
incluyen toda la secuencia codificante del exén, los sitios de splicing y algunas bases de
los bordes intrénicos (168). Debido a su tamafrio (diferencias entre 50 y 100pb), los exones
amplificados, son facilmente visualizados en un gel de agarosa tedido con bromuro de
etidio (169).

El analisis del mRNA del gen DMD por RT-PCR (actividad de reverso transcriptasa
acoplada a PCR), tiene la ventaja de analizar completamente la secuencia codificante de
14 kb sin necesidad de tomar biopsia muscular, ya que se analizan transcritos "ectopicos”
(mRNA de linfocitos periféricos) (171). Mediante esta técnica se analizan regiones no
estudiadas por un PCR-M, y también es til en la deteccidén de portadoras (172}. La
desventaja son los falsos positivos reportados en algunos casos debido al splicing
alternativo realizado en tejidos no musculares (173). Asimismo, para la identificacion de
mutaciones puntuales se ha realizado RT-PCR acoplada a analisis de heteroduplex, de
restriccion o de proteina truncada (156,164,170,174).
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Figura 9. Analisis del gen DMD por PCR multiple ampliada (9-plex y 9-plex) de acuerdo a una
modificacion de la técnica original de Beggs y cols. (168) realizada por Worton RG y cols. (1): A)
amplificacion de exones 45, 48, 19, 17, 51, B, 12, 44, 4; B) exones Pm1, 3, 43, 50, 13, 6, 47, 60, 52. El
carril (+) corresponde a un control masculino sano. En A) se observa delecién en los carriles 5
(exones 48-51), 6 (exones B-12), 7 (exones 48-51), y 8 (exones 4-19). De igual manera, el panet B), se
aprecian deleciones en el carril 1 (exén 50), 4 {exén 50}, 5 (exén 50-52), 6 (exén 13), 7 {exon 50-52),
carril 8 (exones 3-13). Asi el paciente del carril 7 presenta una delecion que abarca al menos del exén
48 al 52, pues no se analizé el exén 53 y el paciente del carril B presenta una gran delecién que

involucra al menos desde el exdn 3 hasta el ex6n 19, desconociéndose el estado de los excnes 2 y
20.
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DETECCION DE PORTADORAS Y DIAGNOSTICO PRENATAL EN DMD/DMB

La correcta identificacion de una DM en una familia debida a una distrofinopatia y ta
caracterizaciéon de la mutaciéon responsable en el gen DMD, es de gran utilidad para
brindar un consejo genético adecuado a través de la deteccidbn de portadoras y el
diagnostico prenatal en aquellas familias donde existan portadoras o riesgo de mosaicismo
germinal (1,42,53,-56,78,175). Con base en el analisis bayesiano, genética de poblaciones
y mediciones de CPK sérica en madres de casos afectados, se ha descrito que las
mutaciones de novo conforman una tercera parte de los casos (42-44,176,177). En la
actualidad, esta cifra parece no ser aplicable a todas las poblaciones (45 46), ya que en un
estudio previo realizado en 75 familias mexicanas con DMD/DMB por PCR miultiple
cuantitativo se demostré un predominio (2/3 partes) de las mutaciones tipo delecion
originadas de novo (46). Asimismo en la mayoria de los estudios, incluyendo dos
casuisticas nacionales, existe un franco predominio de casos aislados (45-
47,54, 140,164,178).

En la actualidad aiun no se dispone de un tratamiento curativo y los esfuerzos a
nivel mundial se enfocan al aspecto preventivo mediante la deteccién de portadoras y el
diagnodstico prenatal e incluso a nivel de preimplantacion (10,43,175,179). La deteccion de
portadoras mediante los métodos tradicionales de diagnéstico tales como la medicion de
CPK sérica o evaluacion inmunohistoquimica en biopsia de musculo, generan resultados

inconsistentes (72,74,176) y se consideran muy poco confiables (71). Asimismo, mediante

analisis de distrofina por inmunohistoquimica, se ha reportado que la biopsia

endomiocardica es concluyente para el diagnostico de certeza de portadoras, sin embargo
presenta graves riesgos (75,179). Se calcula que sblo un 50-60% de las portadoras
conocidas presentan elevaciones diagnosticas de CPK, por lo que los falsos negativos son
desventajas importantes del empleo de esta técnica (43,176). Igualmente la evaluacion de
distrofina por inmunohistoquimica resulta normal en la mayoria de las mujeres en etapa
reproductiva. Solo las mujeres sintomaticas de DMD o antes de la 1? década de la vida

presentan datos caracteristicos en la inmunohistoquimica de la biopsia muscular (74).
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Actualmente el andlisis basado en DNA es el que brinda los resultados mas
consistentes (1,3,8,175). E! abordaje para la deteccién de portadoras cuando se
desconoce la mutacién responsable, se basa en el andlisis de ligamiento (tipo indirecto)
utilizando marcadores intragénicos del tipo RFLPs, VNTRs y STRs, permitiendo un
seguimiento del alelo mutado o en riesgo en la descendencia y en ocasiones fungiendo
como un analisis de tipo directo evidenciando eventos de delecién o duplicacion en casos
indice y/o portadoras (180-184). Existen tres limitantes importantes en la aplicacion del
analisis de ligamiento, la primera consiste en contar con una estructura familiar adecuada
(familia extensa o casos familiares), la presencia del caracter de heterocigocidad en al
menos un marcador en la madre del propésito y la alta prevalencia de fenomenos de
recombinacién intragénica que conduce a falsos positivos o negativos en el 5-12% de los
casos (1,182), especialmente cuando se utiliza un nimero limitado de marcadores y con
distancias genéticas menores a 1cM (184). Este porcentaje de error puede solventarse en
gran medida (sin llegar al 100%) utilizando marcadores altamente polimoérficos (STRs)
ubicados a distancias superiores a 1 cM, es decir localizados en la regién &', central y 3’
del gen DMD (185).

Para deteccién de portadoras de grandes rearreglos deleciones/duplicaciones han
sido de utilidad los estudios como el Southern blot cuantitativo (186), la PCR multiple
cuantitativa (187-191), el andlisis de transcrito por RT-PCR (172) y el estudio de FISH
(192-194). Este tipo de analisis dirigido a la caracterizacion de dichas mutaciones, se
considera un método directo, de entre los cuales se encuentran el Southern Blot
cuantitativo, el PCR-M cuantitativo, el RT-PCR, andlisis de heteroddplex, restriccion de
exones amplificados, etc.) (1,3).

Posterior a la optimizacion del PCR-M en DMD, el propio Chamberlain y cols.,
propusieron que si la reaccion de PCR-M permanecia en la fase exponencial de la
amplificacion, una vez conocida la delecién/duplicacion del caso propésito (169), la técnica
podria hacerse cuantitativa (PCR-MC) y ser util para la asignacién de dosis génica en
portadoras. A partir de entonces se han disefiado varias metodologias, que permiten

evaluar la eficiencia del amplificado utilizando la radioactividad (195), la fluorescencia
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(103,107 TM), o hasta el simple bromuro de etidio (188-191), siendo los primeros menos
utiizados ya que la tendencia actual es eliminar la medicion directa o indirecta de la
radioactividad acoplada al amplificado (190) y porque los métodos que utilizan iniciadores
("primers") marcados con fluorocromo, aunque tienen una sensibilidad del 100%,

requieren equipos de medicion y reactivos sumamente costosos (189).

En la busqueda de optimizacion y simplificacion de las técnicas de PCR-MC para
determinar dosis geénica, Abbs y cols. en 1992 (187), crearon una reaccion de PCR-MC no
radioactiva, no fluorescente, sencilla, confiable, sumamente barata, directa y cuantitativa a
relativamente bajo numero de ciclos (23 ciclos); esta técnica se considera muy dtil en la

determinacién de dosis génica (196,197).

Se ha sugerido con la finalidad de evitar el error de asignacion o exclusiéon de
portadoras por mosaicismo germinal en casos (nicos con mutacion conocida se debe
descartar el estado de portador en las hermanas, y realizar diagnéstico prenatal en la
madre aunque ésta haya si‘do diagnosticada como no portadora (53,56). En familias con
casos unicos con DMD/DMB, el riesgo de recurrencia en subsecuentes embarazos es del
7-18%, adicional al riesgo de portadora calculado para la madre de un caso tnico (60%),
si dicho producto ha heredado el mismo haplotipo que el hermano afectado sin mutacién
caracterizada (1,54). Asimismo, Pegoraro y cols. en 1994 reportaron que el 90% de los
alelos mutados en casos Unicos provenia del abuelo materno, sugiriendo la posibilidad de
que las madres pudieran ser portadoras de una mutacién puntual originada durante la
espermatogénesis (198), por lo que en aquellas familias con casos Gnicos donde la
mutacién no corresponde al tipo delecion, el riesgo de que la madre sea portadora se ve
tncrementado (148,177,198,199).

Existen estudios donde la combinacién de estrategias directas basadas en PCR-MC
e indirectas como los RFLPs o STRs, dan por resultado un 100% de eficiencia en el
otorgamiento de asesoramiento genético en familias con DMD/DMB (182,184,185).
Respecto al diagnéstico prenatal, este puede realizarse desde el primer trimestre de la
gestacion, utilizando amniocitos obtenidos a las 16 semanas de gestacién (SDG) o a
traves de células trofoblasticas obtenidas a las 8-10 SDG (1,78,180-182).
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JUSTIFICACION

Las DMD/DMB son los padecimientos musculares hereditarios mas frecuentes a
nivel mundial y tienen un caracter invalidante y letal en el individuo. Hasta la fecha no
existe un tratamiento definitivo para este tipo de padecimientos y en nuestro pais la
deteccion de portadoras se basa en métedos tradicionales indirectos, tales como:
determinacion de CPK (200), electromiografia y recientemente por RFLPs y STRs (201).
La importancia de la biologia molecular en este campo estriba en su alta sensibilidad y
especificidad para conocer la distribucién y las caracteristicas de las mutaciones, no solo
en los casos, sino también en las mujeres portadoras. La aplicacién de estas herramientas
es indispensable para otorgar un asesoramiento genético de certeza y con ello |a

oportunidad de prevenir estos padecimientos invalidantes y letales.

A la consulta externa de Genética del Instituto Nacional de Pediatria, S.S., acuden
132 familias con DMD/DMB, sin embargo sélo 41 de ellas tienen antecedentes
heredofamiliares para la enfermedad. En estas familias la madre fue diagnosticada como
portadora obligada; sin embargo en las hermanas y otros familiares femeninos el estado
de portadora fué incierto, al igual que et resto de las madres y hermanas de los 91 casos
indice sin historia familiar de la enfermedad. LLa mayoria de estas mujeres potencialmente
portadoras se encuentran en etapa reproductiva; por lo que en ellas es indispensable

conocer su estado de portadora, para realizar un asesoramiento genético de certeza y
brindartes el beneficio del diagndstico prenatal.

En forma adicional, el empleo de un numero mayor de marcadores intragenicos
mejoraria la eficiencia del asesoramiento genético mediante analisis de ligamiento,
ademas de que no existen datos de la poblacidon mexicana sobre el indice de

recombinacion intragénica en este locus.
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OBJETIVO GENERAL

Caractenzar las mutaciones responsables de las DMD/DMB a través del estudio
molecular del gen DMD, y de manera paralela establecer el diagndstico de portadoras y el

diagndstico prenatal en una muestra de poblacion mexicana.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar las mutaciones (deleciones) responsables de los fenotipos Becker y
Duchenne.

2. Correlacionar el fenotipo clinico con el genotipo encontrado.

3. Determinar la frecuencia de mutacicnes de novo en los pacientes mexicanos con
DMD/DMB.

4. Determinar la frecuencia de recombinacion en el gen DMD de pacientes mexicanos y
compararla con la reportada en la literatura.

5. Determinar si existen “puntos calientes” de recombinacion en el gen DMD y su
correlacion con los puntos calientes para las deleciones.

6. Detectar a las portadoras de las distrofias musculares tipos Duchenne y Becker.

7. Conocer la utilidad por separado y en forma conjunta, de los analisis de ligamiento
(RFLPs) y por PCR-MC para el diagnéstico certero en familias con DMD/DMB.

8. Determinar la frecuencia de mosaicismo germinal.

9. Proponer un algoritmo diagnéstico fundamentado en biologia molecular para familias
con DMD/DMB, el cual incluya diagnostico prenatal.




MATERIAL Y METODOS

Clasificacion del estudio: Observacional, transversal, descriptivo y clinico.

|. Estrategia general.

A todos los integrantes de las 132 familias no relacionadas (132 pacientes
masculinos, sus respectivas madres, y sus familiares de primer y segundo grado) se les
realizé extraccion de DNA gendmico a partir de leucocitos de sangre periférica mediante la
extraccion fenol-cloroformo (169) con lo cual se constituy6 el banco de DNA. El analisis

molecular del gen DMD empleado en las 132 familias fue:

DETECCION DE DELECIONES EN LOS CASOS INDICE DMD/DMB/DMI: A todos los
pacientes con DMD/DMB se les realiz6 el andlisis de deleciones por PCR multiple del
promotor muscular/exon1y 21 exones (exones Pm-1, 3, 6, 8, 9, 12, 13, 16, 17, 19, 44, 45,
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 y 60), los cuales se amplificaron en 4 reacciones

separadas. Los exones analizados representan a las regiones mas frecuentemente
deletadas en el gen DMD.

DETECCION DE PORTADORAS DE DELECION: A fodas las madres y familiares
femeninas de los pacientes con mutacién caracterizada, se les sometié a una evaluacion
de dosis génica por una version no isotopica de PCR-MC; esta técnica fue la base mas
importante del proyecto para la deteccion de portadoras de deleciones en el gen DMD.
Este andlisis consistié en la coamplificacion de al menos un exén no deletado en el caso
indice (control interno) y un exon problema (deletado en el caso indice), asi como el
analisis paralelo de tres controles: un sujeto masculino sano, una mujer sana y un control
negativo. Los productos amplificados fueron sometidos a electroforesis en geles de
poliacrilamida y posteriormente a densitometria. La densitometria, documento la dosis
génica en las mujeres estudiadas, de tal manera que cuando ésta fue del 50%, la mujer se
diagnosticd como portadora de la delecion, de lo contrario, si ésta era del 100%, se

catalogd como una mujer no portadora.
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DETECCION DE PORTADORAS POR AL: Todos los integrantes de las 132 familias,
fueron sometidos al analisis de tres marcadores polimorficos del gen DMD: pERT87.8/Taql
(intrén 13, tipo RFLP), pERT87.15/Xmnl (intron 17, tipo RFLP) y MP1P (regién 3’ no
traducible, tipo VNTR bialélico). El analisis se llevo al cabo por PCR y posterior restriccion
con la endonucleasa especifica, a excepcidn del marcador MP1P. Se integraron 9
haplotipos posibles y se identificaron los casos de recombinacion, la segregacion de los

alelos DMD mutados y/o de riesgo en las familias, asi como su utilidad para brindar AG.

DIAGNOSTICO PRENATAL: Aquellas mujeres con riesgo elevado de recurrencia del
padecimiento (portadoras de una delecidon o de un alelo de riesgo caracterizado por
haplotipos y con el fin de descartar mosaicismo gemminal), fueron asesoradas
genéticamente. Quienes solicitaron el estudio, fueron programadas para la realizacion de
amniocentesis antes de la semana 16 de la gestacion. Al analisis molecular del gen DMD
se agregd la determinacién de sexo, la cual consistié en la amplificacién mediante PCR de

secuencias heterocromaticas del brazo largo del cromosoma Y (DYZ1).

Con base en los datos generados se determind: la frecuencia y localizacion de las
deleciones; frecuencia de portadoras de las mutaciones; frecuencia de los polimorfismos
intragénicos, porcentaje de recombinacidon intragénica, ocurrencia de mutaciones de novo
y la utiidad de los marcadores y la PCR-MC para otorgar asesoramiento genético y

diagnéstico prenatal a las familias con DMD/DMB.

En la figura 10 se representa el diagrama de flujo seguido en el disefio
experimental de esta tesis.
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AL GORITMO METODOLOGICO

Diagnéstico Clinico, de laboratorio/gabinete e histopatolégico de DMD/DMB

U

Creacion del banco de DNA

U

Busqueda de deleciones por PCR-M de 22 exones en el caso indice
Analisis de ligamiento
(PCR/RFLPs: pERT87.8/Taql y pERT87.15/Xmn! y VNTR: MP1P) en cada familia

U U

Delecion presente Delecidon ausente
PCR-MC a familiares femeninos. Analisis de ligamiento {(RFLPs)
Evaluacién dosis génica conjuntando Excluir o asignar alelo de riesgo en
hallazgos de RFLPs hermanas, evidenciar recombinacion
(DIAGNOSTICQO DE CERTEZA) intragénica 6 mutacion de novo.

(DIAGNOSTICO INDIRECTO)

U U

Frecuencia y localizacién de deleciones en el gen DMD
Deteccion de portadoras
Diagnostico Prenatal
Obtencion de frecuencias alélica de polimorfismos
Frecuencia de recombinacién intragénica
Frecuencia de mutaciones de novo.
Eventos de no paternidad.
Eficiencia diagnostica para asesoramiento genético por PCR-MC y RFLPs

U

ASESORAMIENTO GENETICO

Figura 10. Algoritmo metodolégico.
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Il. Poblacion objetivo y estudio clinico.

Se incluyeron en el estudio un total de 132 familias no relacionadas captadas en el
Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Pediatria, S.S., todas
constituidas al menos por un paciente afectado de DMD/DMB y su madre. Todos los
abuelos paternos y maternos del caso indice nacieron en México. Para fines de andlisis,
solo se incluyeron a 372 individuos (169 varones y 203 mujeres) pertenecientes a las 132
familias; de éstos, 132 fueron casos indice masculinos con DMD/DMB, 132 madres, 11
padres, 71 hermanas, 26 hermanos (10 de ellos con DMD/DMB). Cabe mencionar que en

algunas familias se analizaron muestras de primas y primos hermanos, sobrinas (0s),

abuelas, tias y tios por rama materna.

El diagnastico de DMD/DMB/DMI fue realizado por el servicio de Genética Médica
con base en la historia clinica completa con elaboracion de arbol genealégico (anexo 1),
determinacién sérica de CPK, electromiografia y andlisis histopatologico de rutina en
biopsia muscular. La clasificaciéon de los pacientes en fenotipos DMD, DMI 6 DMB, se
realiz6 con base a la gravedad del cuadro clinico, tomando en cuenta la edad de inicio,
evolucion y edad de la pérdida de la deambulacién. Asi, los pacientes que dejaron de
caminar antes de los 15 afos se clasificaron como DMD, mientras que los pacientes con
pérdida de la deambulacion después de los 16 afios se consideraron como DMB. Los

pacientes con fenotipo intermedio perdieron la capacidad para deambular a los 13-15

anos.

De igual manera, se realiz6 el diagnéstico prenatal a partir de una muestra de
liguido amnidtico provenientes de 7 madres (2 portadoras de delecién, 4 no portadoras de
delecién y 1 portadora probable de mutacién no caracterizada) y 1 hermana {portadora
probable de una delecién en regién 5). Todas ellas contaban con previa caracterizacion
molecular, a excepcion de la hermana quién acude a diagnéstico prenatal a las 14 SDG

por antecedente de DMD en uno de sus hermanos.



Itl. Criterios.

Inclusion:

1. Pacientes masculinos diagnosticados por el Servicio de Genética Médica del Instituto
Nacional de Pediatria, S.S. como distrofia muscular tipo Duchenne o Becker o con
fenotipo intermedio y que cuente con electromiografia, valores de CPK sérica elevados
y biopsia muscular con datos distréficos.

2. Familiares de 1er. grado.

Exclusion:

1. Familias que no cuenten con madre y caso indice disponibles para el estudio clinico, de
laboratorio, de gabinete y molecular.

2. Familias cuyo caso afectado sea mujer y no se cuenten con datos de herencia recesiva
ligada al cromosoma X.

3. Familias con caso afectado cuyo diagnéstico clinico, de laboratorio y gabinete sea de
una distrofia muscular no debida a distrofinopatia (distrofia muscular congénita, DM
facioescapulochumeral, DM tipo Emery-Dreiffus, DM mioténica, DM tipo Fukuyama).

4. Temporalmente, pacientes transfundidos en un lapso menor a tres meses.
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IV. Estudio molecular.

IV.a. Extraccion de DNA.

Se obtuvieron 7-15 ml de sangre periférica en tubos Vacutainer con EDTA o ACD,
los leucocitos se separaron por centrifugacion a 2,500 rpm, se lavaron con amortiguador
para células rojas y se lisaron con proteinasa K. Se eliminaron las proteinas por extraccién
fendlica y el exceso de fenol fue retirado con 2 lavados de cloroformo:alcohol isoamilico
24:1. ElI DNA se precipitdé con NaCl y etanol a -20°C, se lavo con etanol al 70% a
temperatura ambiente y posteriormente se resuspendit en 200-300 pl de amortiguador TE
pH 8.0. Para la cuantificacion del DNA se realizé una dilucion de 1:250 de DNA
genomico:agua bidestilada y se cuantificé en un espectrofotémetro a una densidad 6ptica

(D.0.) de 260 nm mediante la siguiente férmula:

[ DNA] pg/ul = (DO2s0)(F)(Factor de dilucion)
donde:
DOz = Densidad éptica a una A de 260 nm
F= Constante equivalente a 0.05 (1 D.0.) = 50 ug de DNA

Factor de dilucion: Equivalente a 1:250 p

El criterio de pureza de fenol y proteinas, se obtuvo calculando el cociente entre las
lecturas obtenidas a 240 nm (fenol) y 280 nm (proteinas) y la lectura a 260 nm (DNA); el
cociente por encima de 1.6 se consider6 adecuado para estudio. La integridad del DNA se
evalué en electroforesis en geles de agarosa al 0.7% a 100V por 30 minutos.
Posteriormente se tifid con bromuro de etidio y se visualizd en un transiluminador con luz
UV. La integridad del DNA se consider6 como dptima cuando se observé 1 banda nitida

de alto peso molecular (>23 kb del marcador de pesos moleculares fago A/Hindlll).
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IV.b. Sintesis de oligonucleétidos iniciadores F y R.

Los oligonucledtidos se prepararon utilizando el método de fosforoamidita en un
cligosintetizador (Pharmacia) y se purificaron en columnas de Sephadex G-25. La
secuencia de los 22 exones y los 3 polimorfismos (pERT87.8/Taql, pERT87.15/Xmnl,

MP1P) y el peso de los productos respectivos se muestran en la Tabla 3.

IV.c. Reaccion de PCR-M.

La estrategia utilizada en nuestro laboratorio, puede amplificar 21 exones y el
promotor muscular-exén 1 en 4 reacciones separadas (datos no reportados). La bisgueda
de deleciones en los 132 casos indice con DMD/DMB/DMI, se llevd al cabo con los 22

pares de oligonucleotidos sintetizados previamente. Se formaron 4 grupos de reacciones:

GRUPOA | GRUPOB | GRUPOC | 'GRUI
Exdn 45 Exén 1y Pm Exon 48 Exén 19
Exdén 43 Exén 12 Exon 51 Exon 3
Exén 49 Exén 17 Ex6n 54 Exon 8

Exon 44 Exo6n 55
Exén 16 Exén 50 Ex6n6 Exo6n 13
Exén 60
Exén 47 Exon 52 Exén 53
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Tabla 3. Secuencias de oligonucleé6tidos.

SEG.DMD SECUENCIA PRIMER TAMANO DEL AMPLICON (pb)

PCR MULTIPLE DE 22 SEGMENTOS

Pm1 F: GAAGATCTAGACAGTGGATACATAACAAATGCATG 535
R: TTCTCCGAAGGTAATTGCCTCCCAGATCTGAGTCC

EXON3 F: TCATCCATCATCTTCGGCAGATTAA 410
R: CAGGCGGTAGAGTATGCCAAATGAAAATCA

EXONS6 F: CCACATGTAGGTCAAAAATGTAATGAA 202
R: GTCTCAGTAATCTTCTTACCTATGACTATGG

EXON 8 F: GTCCTTTACACACTTTACCTGTTGAG 360
R: GGCCTCATTCTCATGTTCTAATTAG

EXON 12 F: GATAGTGGGCTTTACTTACATCCTTC 331
R: GAAAGCACGCAACATAAGATACACCT

EXON 13 F: AATAGGAGTACCTGAGATGTAGCAGAAAT 238
R: CTGACCTTAAGTTIGTTCTTCCAAAGCAG

EXON 16 F: TCTATGCAAATGAGCAAATACACGC 290
R: GGTATCACTAACCTGTGCTGTACTC

EXON 17 F: GACTTTCGATGTTGAGATTACTTTCCC 416
R: AAGCTTGAGATGCTCTCACCTTTTCC

EXON 19 F: TTCTACCACATCCCATTTICTTCCA 459
R: GATGGCAAAAGTGTTGAGAAAAAGTC

EXON 43 F: GAACATGTCAAAGTCACTGGACTTICATGG 357
R: ATATATGTGTTACCTACCCTTGTCGGTCC

EXON 44 F: CTTGATCCATATGCTTTTACCTGCA 268
R: TCCATCACCCTTCAGAACCTGATCT

EXON 45 F: AAACATGGAACATCCTTGTGGGGAC 547
R: CATTCCTATTAGATCTGTCGCCCTAC

EXON 47 F: CGTTGTTGCATTTGTCTGTTTCAGTTAC 181
R: GTCTAACCTTTATCCACTGGAGATITG

EXON 48 F: TTGAATACATTGGTTAAATCCCAACATG 508
R: CCTGAATAAAGTCTTCCTTACCACAC

EXON 49 F: GTGCCCTTATGTACCAGGCAGAAATTG 439
R: GCAATGACTCGTTAATAGCCTTAAGATC

EXON 50 F: CACCAAATGGATTAAGATGTTCATGAAT 271
R: TCTCTCTCACCCAGTCATCACTTCATAG

EXON 51 F: GAAATTGGCTCTTITAGCTTIGTGTTTC 388
R: GGAGAGTAAAGTGATTGGTGGAAAATC

EXON 52 F: AATGCAGGATTTGGAACAGAGGCGTCC 113
R: TTCGATCCGTAATGATTGTTCTAGCCTC

EXON 53 F: GGCTCTGGCCTGTCCTAAGAC 100
R: CAGAACCGGAGGCAACAGTTGA

EXON 54 F: AGGATTCAGAAGCTGTTTACGAAGT 329
R: AATCCTCATGGTCCATCCAGTTTCA

EXON 55 F: ATGAGTTCACTAGGTGCACCATTCT 303
R: TGTTCAATTGGATCCACAAGAGTGC

EXON 860 F: AGGAGAAATTGCGCCTCTGAAAGAGAACG 139
R: CTGCAGAAGCTTCCATCTGGTGTTCAGG

RFLPs

pERT87.8 F: GTCAGTTGGTCAGTAAAAGCC A1: 145

Tagl R: CAGATCAGTCGACCAATTAAAACCACAGCAG A2:71/74

pERT87.15 F: GACTGGAGCAAGGGTCGCC A1l: 740

Xmnl R: CTGATGAACAATTTCCCTTTCATTCCAG A2:520/220

VNTRs

MP1P F: ATGATCAGAGTGAGTAATCGGTTGG A1.60

MP1P R: ATATCGATCTAGCAGCAGGAAGCTGAATG A2: 56




Para los 4 grupos se mezclaron de 250-500 ng de DNA genomico con una solucion
que contenia: amortiguador para el fragmento Stoffel® de la Tag polimerasa (10mM Tris-
HCI, pH 8.3, 50 mM KCI), 200 uM de dNTPs, 0.1-0.25 uM de oligonucledtidos iniciadores F
y R, 3 U de Taq polimerasa y 6.8 mM de MgCl,, a un volumen final de reaccion de 50 pl.
Como control de cada reaccion se agregé un tubo conteniendo todos los reactivos excepto
DNA. El volumen de reaccién se cubrid con 25 ul de aceite mineral grado molecular para

evitar la evaporacion de la muestra.

Las reacciones de amplificacion se llevaron al cabo en un termociclador (DNA
Thermal Cycler 480 de Perkin Elmer) bajo los siguientes parametros: desnaturalizacién
inicial a 94°C por 5 min seguida de 26 ciclos constituidos por: desnaturalizacién a 94°C por

50 segq, alineaciéon a 55°C por 1 min. y extensidn a 68°C por 4 min, con una extension final

de 72°C por 5 min.
IV.d. Electroforesis de los productos de la PCR-M en geles de agarosa.

Las muestras amplificadas (15 p!) se corrieron 30 minutos a 100 V en un gel de
agarosa al 3.0%. Los productos de PCR se visualizaron y se fotografiaron en un
transiluminador con luz UV con pelicula Polaroid 667. Se corroboraron los pesos
moleculares de cada amplificado por su migracidn y con respecto a un marcador de pesos

moleculares de 100 pb.
IV.e. Reaccion de PCR-MC.

La técnica de PCR-M, cuando se modifica para hacerla cuantitativa, se puede
aplicar a la detecciéon de duplicaciones, mutacion no detectable por simple PCR-M

(167,169). Asimismo ésta se aplica a la determinacién de dosis génica en la deteccion de
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mujeres portadoras {(187-191). Se analizaron las muestras de las madres y hermanas de
los pacientes en los que se encontraron deleciones mediante la técnica de PCR-M. En
este procedimiento se asegurd que todas las reacciones se hicieran con la misma cantidad
de DNA (125 ng) y se utilizaron las condiciones descritas para PCR-M, excepto por la

utilizacion de una concentracion de oligonucledtidos a 0.5 uM.

Las condiciones para ia amplificacion se ajustaron de la siguiente manera:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min seguida de 23 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 48 seg alineacion a 56°C por 48 seg, extension a 68°C por 3 min con
incrementos de 5 seg en cada ciclo, seguidos de una elongacion final de 3 min a 68°C.
Para cada familia en particular se analizaron uno o dos de ios exones afectados en el
paciente y se utilizaron como control intramuestra uno o dos de los no deletados.
Asimismo se corrieron en forma simultdnea las muestras de un sujeto femenino y

masculino normales como controles intermuestra, y el control blanco sin DNA.
IV.f. Electroforesis de los productos de la PCR-MC en geles de poliacrilamida.

Las muestras de los amplificados obtenidos por PCR-MC se corrieron en geles de
poliacrilamida al 5% durante 45 min a 75 V para lograr una visualizaci‘én Yy un registro
fotografico de la intensidad de las bandas generadas por cada uno de los amplificados. El
peso de cada amplificado se corroboré con base en su migracion con respecio a un
marcador de pesos moleculares de 100pb. El gel se tiidé en una solucién de bromuro de
etidio (100ug/100ml en solucidon acuosa) por 10 minutos y posteriormente se quitd el
exceso de bromuro de etidio por inmersién del gel en agua bidestilada. Los productos
amplificados se visualizaron en un transiluminador con luz UV y se fotografiaron con

pelicula Polaroid 665 (ASA300), con positivo y negativo.
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IV.g. Determinacién de dosis génica.

El negativo fotografico obtenido del paso anterior se analizé en un densitémetro
automatico (Cliniscan™). Se obtuvieron los picos maximos para muestras problemas y en
cada una de las reacciones se incluyeron muestras controles de hombres y mujeres
normales y se calcularon los valores promedio para cada una de las bandas. Se considero
ademas la variacion intramuestra que resulta de la comparacion de la intensidad generada
por la amplificacién en el mismo individuo, tomando como referencia la eficiencia de
amplificacion de los mismos exones en sujetos normales (controles). La variacién en
cuanto a eficiencia de amplificacién para cada uno de los exones fue un hallazgo
reproducible en los ensayos por duplicado de todas las muestras. Este fendomeno de
amplificacion desigual intramuestra en todos los segmentos analizados se debe
basicamente al tamafio de cada uno de los amplificados, a las diferencias sutiles de las
Tm optimas respectivas de ios oligonucleétidos iniciadores, a fa concentracién ideal de
Mg++ libre para cada uno de los amplificados y finalmente al porcentaje de G-C en cada
uno de los exones (169,187,188). Asi, al igual que en otros reportes, los exones con alta
eficiencia de amplificacién producen picos mayores en el analisis densitométrico con
respecto a los de menor eficiencia, atn en estudios que utilizan fluorocromos (187-190),

sin embargo esto no interfiere con la asignacion de dosis génica, ya que incluso los

amplificados de mayor eficiencia de ampiificacion muestran doble dosis en los controles

femeninos con respecto a los masculinos.

Asimismo consideramos la variacién intermuestra a aquella que resultd de la
comparacion de la intensidad generada por cada exén en un individuo (problema y control)
y con base en ellc se determiné la dosis génica de las muestras problemas. Las relaciones
resultantes se obtuvieron a partir de dicha comparacién (1:2:1, hombre normal : mujer

normal : mujer portadora de delecién, respectivamente).
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Asi la dosis génica atribuida a cada muestra se interpretd como sigue:

* Una sola dosis: varén normal o mujer portadora de delecion segun sea el caso: 50% =1.

* Doble dosis: mujer normal: 100% =2.
IV. h. Analisis de RFLPs / VNTR (pERTB87.8/Taql, pERT87.15/Xmni y MP1P).

Para esta parte del estudio se incluyeron las 132 familias. Se estudiaron mediante
PCR, 3 sitios polimorficos intragénicos del locus DMD, ampliamente utilizados para
consejo genético en otras poblaciones (180,202): pERT87.15/Xmn/ (X) y pERT87.8/Taq/
(T) y MP1P (P/M). La amplificacion de estos sitios polimérficos se llevo al cabo mezclando
100-250 ng de DNA gendmico en una solucion con amortiguador para el fragmento
Stoffel® de la Taq polimerasa (10mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI), 2.0 Ul de AmpliTaq
fragmento Stoffel®, 0.1uM de cada oligonuclettido iniciador, 150uM de dNTPs, 1.5 mM de
MgClz, 5% de DMSO (unicamente para Xmn/), en un volumen de reaccion final de 50 pl.
En el caso de Tag/y MP1P, la reaccién se llevé al cabo bajo las siguientes condiciones: se
inicio con una desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacién a 84 °C por 50 seg, alineacion a 55 °C por 50 seg y extensién a 70°C
por 3 min y una elongacion final a 70°C por § min. Para Xmn!, fueron 26 ciclos bajo las
mismas condiciones exceptuando la temperatura de extension que fue a 68°C. La
restriccion se llevé al cabo mezclando el amplificado con 3UI de Taqg/ o 12Ul de Xmni a
65°C y 37°C respectivamente, durante toda la noche. Los productos de restriccién de Tag!
y Xmnl se corrieron en geles de agarosa al 3.0% bajo las condiciones ya descritas. La
interpretacion de los alelos MP1P se realizé6 mediante electroforesis (120V / 45 min) en
geles de poliacrilamida al 9% (C.L. 3.3%) para posteriormente ser tefidos, visualizados y

fotografiados de la manera previamente descrita para los geles de poliacrilamida de la
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dosis génica. En todas las reacciones de amplificacion/restriccion se corrieron en forma
paralela muestras con genotipos conocidos (controles) para cada una de las

combinaciones posibles de RFLPs.

V. i. Diagnostico prenatal molecular de DMD/DMB.

Mediante amniocentesis realizada a las 16 SDG se obtuvieron de 15-20 mi de
liquido amniético (LA). De 5-10 mi de la muestra obtenida se centrifugd a 2500 rpm a
temperatura ambiente con la finalidad de separar a los amniocites. En tres de los
diagnésticos prenatales realizados, el 50% del volumen del LA fue destinado para estudio
citogenético. Los amniocitos se procesaron mediante la técnica de fenol-cloroformo para la

obtencién de! DNA gendmico total.

La busqueda de deleciones se realizé mediante la amplificacion por PCR-M 2-10
exones seleccionados dependiendo de la delecién presente en la familia. Siempre se
incluyd un exén no deletado en la familia como control interno, asi como un control
masculino y negativo de la reaccion. De igual manera la muestra problema se corri6 por
duplicado en todos los ensayos. La PCR-M se llevé al cabo con 50-100 ng de DNA
gendmico, con una solucién que contenia: amortiguador para la Taq polimerasa AmpliTaqg
Gold® (10mM Tris-HCI, pH 9.0, 50 mM KC!), 200 uM de dNTPs, 0.1-0.25 uM de
oligonucledtidos iniciadores F y R, 2 Ul Taq polimerasa AmpliTaq Gold® y 4 mM de MgCl,,
a un volumen final de reaccién de 50 pl. El volumen de reaccion se cubrié con 25 ul de

aceite mineral grado molecular para evitar la evaporacion de la muestra.

Las reacciones de amplificacién se llevaron al cabo en un termociclador (DNA
Thermal Cycler 480 de Perkin Elmer) bajo los siguientes parametros: desnaturalizacion

inicial a 95°C por 8 min seguida de 30 ciclos constituidos por: desnaturalizacion a 95°C por
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1 min, afineacion a 56°C por 1 min y extension a 68°C por 4 min, con una extension final
de 72°C por 5 min. La electroforesis, visualizacion y registro de los productos de

amplificado, se realizo de la forma antes descrita.

De manera paralela a la PCR-M, se realizo la determinacion rapida de sexo a través
de la amplificaciéon de secuencias Y-especificas denominadas DYZ1, localizadas en la
region heterocromatica del cromosoma Y (Yq12) (203). La reaccion de PCR incluyd 50 ng
de DNA gendmico, buffer para la Taq polimerasa AmpliTag Gold® (10mM Tris-HClI, pH 9.0,
50 mM KCi}, 200 pM de dNTPs, 0.1 uM de oligonucledtidos iniciadores F ¥ R, 1Ul de Tag
polimerasa AmpliTag Gold® y 2.5 mM de MgCl,, para un volumen final de reaccion de 50
pl. El programa de PCR empleado consistio en una desnaturalizacién inicial a 95°C por 8
min, seguida de 25 ciclos con desnaturalizaciéon a 95°C por 30 seg, alineacion a 58°C por
1 min y una extension a 72°C por 2 min, finalizando con una extensién de 72°C por 10 min.
La muestra problema se analizé por duplicado y se incluyeron a un control masculino
(presencia del producto de PCRY), un control femenino (ausencia de producto de PCR) y un
control blanco sin DNA. La electroforesis, visualizacién y registro de los productos de PCR
Y-especificos fue la descrita para los polimorfismos Xmn/ y Taql. Cuando el amplicon
indicaba la presencia de un cromosoma Y, éste era compatible con un complemento

sexocromosémico XY y por ende el producto era del sexo masculino.

IV. j. Diagnostico molecular para la exclusién de paternidad.

Debido a la incongruencia de genotipos de los polimorfismos Xmnl y Tag!
encontrados en algunas familias, fue necesario aplicar el estudio de un marcador
altamente polimorfico con la finalidad de descartar la paternidad en algunos de los
integrantes de dichas familias, pues la no paternidad puede conducir a errores de

asignacion/exclusion del diagnéstico de portadoras a través del analisis de ligamiento.



Para tal efecto se procedi6 a amplificar mediante PCR un marcador autosémico del tipo
VNTR, multialélico (27 alelos posibles con una unidad basica repetitiva de 16 pb)
denominado D1S80 (1p36.3) (204). La reaccion inciuyd 10 ng de DNA genomico, con
buffer para la Tag polimerasa AmpliTag Gold® (10mM Tris-HCI, pH 9.0, 50 mM KCl), 250
uM de dNTPs, 0.01 pM de oligonucledtidos iniciadores F y R, 1Ul de Taq polimerasa
AmpliTag Gold® y 1.5 mM de MgCl,, para un volumen final de reaccién de 50 ul. El
programa de PCR empleado consistio en una desnaturalizacion inicial a 95°C por 8 min,
seguida de 29 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 1 min, alineacién a 65°C por 1 miny
una extensién a 72°C por 1 min, finalizando con una extensiéon de 72°C por 10 min. Los
productos de PCR (5 pl) provenientes de los integrantes de una familia, junto con un
marcador de pesos alélicos conocidos para D1S80, se sometieron a electroforesis vertical
en geles no desnaturalizantes de 32 cm tipo secuenciacion de poliacrilamida al 7.5% (C.L.
2.0%), a 50 watts y 90 minutos de corrimiento. Los geles se tifieron con nitrato de piata
(204). La interpretacién de los alelos se realizé comparando el peso del amplicon respecto
al marcador de pesos alélicos y siempre se buscé la presencia obligada de alguno de los

dos alelos paternos en la descendencia en cuestion.

La misma metodologia fue empleada para indagar posible contaminacion con

células maternas en LA que presentaban aspecto hematico.

V. Correlacion fenotipo-genotipo.

Este analisis se realizé de acuerdo a la hipotesis de Mdnaco (1,124), donde se
propone con base al numero de nucledtidos en el extremo 3’ del exén que antecede al
deletado (1, 2 o 3 nucledtidos) y de los nucleétidos 5’ del exon siguiente a la delecidn, se
puede inferir pérdida o no del marco de lectura. Este efecto sobre el marco de lectura se

dedujo del conocimiento de la secuencia y los limites de cada exon y de empalmar los
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limites de los exones que quedaban contiguos por el efecto de la eliminacién del o los
exones (1,99). Este tipo de analisis solo puede hacerse cuando se conocen los limites

precisos de la delecidon y exones restantes.
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RESULTADOS

Del total de las 132 familias, 102 (77.3%) presentaron fenotipo Duchenne, 26
(19.7%) fenotipo Becker y 4 (3%) fenotipo intermedic. Asimismo, 91 de ellos (68.93%)
fueron familias con casos unicos, en tanto que el resto (n=41 familias, 31.06%) tenian
historia familiar positiva de DMD/DMB (23 con fenotipos Duchenne, 16 con fenotipos
Becker y 2 con fenotipos intermedios). Las madres portadoras obligadas de estas 41
familias, tenian antecedentes de hermano, tio o primo por rama materna con DMD/B u otro

hijo afectado por la misma patologia.

En la totalidad de los sujetos analizados se obtuvo DNA genomico de buena calidad
y cantidad (Fig. 11).

l. Caracterizacion de las deleciones en pacientes DMD/DMB mediante PCR-M.

En todos los casos indice se realizé PCR-M y mediante esta metodolegia fue posible
detectar o descartar delecion del gen DMD de cuaiquiera de los 22 segmentos analizados
(Fig. 12).

En todos los fenotipos (intermedios, Becker y Duchenne), se documentaron
deleciones de tamario variable en la region 5’ o en la regi6n central. El 53.8% (n=71
pacientes) de los casos presentaron deleciones en el gen de la distrofina; el 84.5% (n=60)
fue DMD, el 11.3% (n=8) DMB y el 4.2% (n=3) DMI. El 73.2% de las deleciones (n=52
pacientes) se localizé en la region central (exones 43 al 55) o punto caliente mayor y el
19.7% (n=14 pacientes) en el punto caliente menor o regién 5’ (Pm-exon 1 al 19) (Fig. 13).
El resto de éstas correspondieron a grandes deleciones que abarcaron de la region 5' a la
region central (1.4%, n=1 paciente), de la regién central a la regién 3' (1.4%, n=1 paciente)
0 delecion completa del gen (n=3, 4.2%) que fue evidenciada por la ausencia de
amplificacion en los 22 segmentos analizados (Fig. 14). En uno de estos Gltimos

pacientes, se logré amplificar s6lo el Pm1.
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23.1 kb DNA
‘ gendmico

Figura 11: Gel de agarosa al 0.7%, que muestra el patrén electroforético del DNA gendmico obtenido a
partir de leucocitos de sangre periférica de ocho individuos. N6tese una séla banda que comigra con el
fragmento de 23.1 kb del fago AHindill.
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Figura 12: Ensayo de PCR-M de 22 exones del gen DMD. MPM: marcador de pesos moleculares, escalera
de 100 pb. Carril 1: pacientes DMD sin delecién de los exones analizados; carril 2: paciente DMD con
delecion del exén 48 (region central) (Grupo C), nétese que los exones 47 y 49 estin intactos (Grupo A);
carril 3: paciente DMD con delecién del exén 8 al 19 {region 5°) (Grupo D: 8, 13, 19; grupo A; 16, grupo B:
12 y 17) se desconoce la integridad de los exones 7 y 20; carril C: control masculino sano; carril {-):
blanco.
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REGION REGION 5' OTRAS
CENTRAL

Figura 13: A) Frecuencia de las deleciones en los 132 casos indice estudiados por PCR-M de 22 exones.
B) Distribucién de las deleciones encontradas en 71 casos indice; se observa una aita ocurrencia de

éstas en el punto caliente central del gen DMD.

60




GRUPO “A” GRUPO “B” GRUPO “C”

MPM 1 2 3 CM () 1 2 3CM () 1 2 3 CM (-

500 ph

100 pb

Figura 14. Anilisis de PCR-M de 17 exones en tres pacientes DMD con grandes deleciones. Carril 1:
paciente con defeciéon del exdn 12 {regién 5’) al 44 (regi6én central); carril 2: paciente con delecién
completa del gen, evidenciada por la ausencia del producto de PCR desde el Pm-exén 1 hasta el exén
60; carril 3: paciente con delecion del exon 49 (region central) al exén 60 (regién 3'). CM: control

masculino sano; (-), blanco de las tres reacciones. MPM: marcador de pesos moleculares escalera de
100 pb.
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Los pacientes con delecion completa del gen, de la region 5 a la regién central
(exones 12 al 44) y de la region central hasta la region 3’ (exones 49 al 60), manifestaron
siempre fenotipos Duchenne (Figs. 13 y 14), incluso en uno de los pacientes con delecion
total se dedujo aneusomia segmentaria expresada como un sindrome de genes contiguos
ya que ademas de manifestar DMD, presenté caracteristicas clinicas de insuficiencia
adrenal, sugiriendo que la delecion afecta al menos al gen DMD vy al gen de la hipoplasia

adrenal congénita, cuyos loci estan contiguos.

Las deleciones de los exones 3 al 6 (se desconoce el estado de los exones 2 y 7),
12 al 19 (se desconoce la integridad de los exones 11 y 20), 48 al 55 y 45 al 53 sdlo
estuvieron en pacientes con DMB (n=5), dichas deleciones se encuentran fuera de marco,
con excepcion de la que involucra a los exones 3 y 6. La delecion de los exones 45-48, 45-
47 y 6, estuvieron presentes tanto en los tres pacientes restantes con DMB, como en
algunos pacientes con fenotipo DMD y de hecho en las mutaciones de la region central se
documento la integridad de los exones 44 y 49, por lo que se deduce un corrimiento del
marco de lectura. La delecion del exén 6 mantiene el marco de lectura abierto, incluso se
pudo documentar en dos familias (casos familiares extensos) la coexistencia de pacientes

con fenotipos DMB y DMD (variacién intrafamiliar) (Fig. 15) que portaban deleciones del
exon 6y 45 al 48.

Tres de los 4 pacientes con DMI, también presentaron deleciones (2 en region
central y 1 con delecién en region 5°). Las deleciones centrales de los exones 48-50 y 47-
51 (sin conocer integridad de exdn 46) también estuvieron presentes en pacientes con
DMD; solo la delecion de la region 5’ (exones 3-12, sin conocer integridad de exén 2) fue
exclusiva del tercer paciente DMI con delecion y de hecho el defecto condiciona

corrimiento del marco de lectura.

Si bien fue cierto que la mayoria de las deleciones de la region 5' o central de los
pacientes con DMD condicionaron corrimiento del marco de lectura o eliminaron grandes
extensiones del gen DMD, hay deleciones que no concordaron con la Hipotesis de
Moénaco, pues en teoria no se alter6 el marco de lectura, pero condicionaron fenotipos

DMD; un ejemplo de ello fueron 2 pacientes con eliminacién de los exones 48-49 (exones
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47 y 50 integros) y 51 (exones 50 y 52 integros), donde ambas deleciones mantuvieron el

marco de lectura.
Il. Deteccion de portadoras.
lla. Dosis génica en familias con delecion: Analisis con PCR-MC

De acuerdo con los datos obtenidos por genealogia de las 132 familias, fué de
flamar la atencion que soélo el 31.06% de eilas contd con antecedentes familiares,
presentandose un alto nimero de familias con casos dnicos (68.93%, n=91 famiiias). Las
madres de los casos (nicos y las hijas de portadora obligada (PO) fueron catalogadas
como portadoras probables (PP). Todas las madres de los casos (inicos con delecién,
independientementé de ser PO o PP, fueron sometidas a evaluacién de dosis génica de
segmentos del gen DMD mediante PCR-MC (Figs. 16,17,18). En el 100% (n=19) de las
PO donde se detect6 delecidn en el caso indice se logré confirmar su estado de portadora;
mientras que de las madres de casos Unicos con delecién (n=52), sélo el 9.6% (n=5), se
detectd como portadora de delecion. Asi, ias deleciones heredadas a través de una madre
portadora se observaron en 24 de las 71 familias con delecion (33.8%) (Fig. 19), ninguna
de las madres sin delecién fue asignada como PO por genealogia, por lo que se descartd
la presencia de mosaicismo germinal. En el 66.2% (n=47 madres) de las familias la
delecion fue generada por un evento de novo en linea germinal, aunque en ellas no se

pudo descartar mosaicismo germinal.

De igual manera, todas las hermanas, hijas de madres portadoras de delecion se
sometieron a PCR-MC para descartar o asignar con certeza el estado de portadora. Dos
mujeres portadoras manifestaron diferentes grados de compromiso muscular; una de ellas
fue heterocigota de una delecion de los exones 53-54 confirmada por PCR-MC manifest6
un cuadro clinico leve con hipercreatininfosfocinemia de 2,034 Ul/dl, Gowers negativo y
caidas aparentemente frecuentes. Mientras que la otra portadora de una mutacion
desconocida, manifesté un fenotipo Becker, quedé confinada a silla de ruedas a los 25
anos y muri¢ a causa de una cardiomiopatia dilatada que la llevé a insuficiencia cardiaca a

los 30 arios.

64




-2 12 13 1l-3 MPM

Figura 16: Dosis génica en mujeres de familias con antecedentes DMB, atribuible a una delecién del los
exones J al 6. A) La PCR-MC demostr6 reduccion de la dosis génica para el exén 6 en 1-2, 1-3, II-2 y 1I-3;
CF: control femenino; CM: control masculino; MPM: marcador de pesos moleculares, escalera de 100
pb. B} La densitometria muestra reduccion del 50% de la dosis génica para el exén 6 en 1-2, |-3, I-2 y II-
3, respecto al CF; en tanto la dosis génica para los exones controles, conserva la doble dosis respecto
al CM.

Las flechas en la fotografia del gel del gel de poliacrilamida y en el anélisis densitométrico
indican el exén afectado.
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A) I O,

A45-47 A45-47

B)

Exén 45

Exdn 43

Dimeros de primer

-2 -3 CF CM

Figura 17: Utilidad de la PCR-M en la deteccion de portadoras en una familia con DMB por delecion de
los exones 45-47. A) Por genealogia la madre (I-2) del caso indice es PO. B) Nétese en el anilisis
densitométrico la reduccién de la dosis génica al 50% del ex6n 45 (flechas) en la madre (I-2), respecto al
control femenino normal (CF). La media hermana del caso indice (ll-3), mostré una dosis normal para el
exdn 45, lo cual indica que heredé el alelo normal y por ende no es portadora del padecimiento. CM:
control masculino sano.
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A)

1 /A12-442

MPM I-2 li-1 CF CM )

Figura 18: Analisis de dosis génica en una familia DMD por deleci6n de la regién 5’ y central. A) Arbol
genealogico que muestra un caso unico. B) PCR-MC donde se estudiaron los exones Pm1i y 50 como
controles, y los exones 12 y 17 como problema. C) Densitometria: Nétese la doble dosis génica normal
para todos los exones analizados en la madre y an la hermana (I-2 y lI-1), Los resultados obtenidos
indican que la delecion de los exones del 12 al 44 encontrada en el caso indice (lI-2), fue originada como

un evento de novo.CF y CM, controles femenino y masculino sanos.
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de novo MADRE
PORTADORA

Figura 19: Origen de las deleciones en pacientes mexicanos con DMD. La mayoria de estas mutaciones
(66.2%) se originaron como evento de novo en linea germinal materna.
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lIb. Analisis de ligamiento (deteccidn indirecta de portadoras)

En todas las familias se investigaron las frecuencias alélicas obtenidas para tres
marcadores intragenicos bialélicos del gen DMD (pERT87.8/Taql/, pERT87.15/Xmnl y
MP1P), la informatividad de cada uno de ellos, la utilidad de estos para la asignacion o
exclusion del estadoc de portadora y la frecuencia de eventos de recombinacion
evidenciables. Las estandarizaciones de los marcadores de pERT87.8/Taq! (intron 13),

pERT87.15/Xmnl (intrén 17) y MP1P (region 3' no traducible) se muestran en las figuras
20y 21.

El polimorfismo tipo RFLP pERT87.15/Xmnl fue el marcador mas infromativo con un
total de 54.54% de madres heterocigotas (n=72), mientras que el marcador menos
informativo de los tres fue el VNTR MP1P (38%, n=50 madres). E! indice de
heterocigocidad global fue del 81% (n=107 madres heterocigotas para al menos un
marcador). A pesar del alto indice de informatividad observado, el AL sélo pudo asignar o
descartar el estado de portadora en el 16.6% (22/132) de las madres (Figs. 22 y 23). Con
el uso del AL y el PCR-MC se lograron documentar 8 eventos de recombinacién (Fig. 24)
en 294 meiosis analizadas (2.7%) con una distribucién del 50% tanto para la region
central, como para la regién 5. Sélo uno de los ocho eventos de recombinacién no tuvo
implicaciones negativas para el asesoramiento genético, pues se tenia caracterizada una

delecién central resolviendo el estado de portadora mediante PCR-MC.

En 4 familias con delecion de la regién 5’ (que involucraran a los exones 12 al 19),
los marcadores pERT lograron descartar directamente el estado de portadora en las

madres por su caracter heterocigoto, hallazgo interpretade como integridad de ambos

alelos maternos.

Asimismo, la integracidn de los haplotipos y el analisis de segregaciéon en la
descendencia permitié evidenciar la no paternidad en dos familias, condiciéon confirmada
por el analisis del marcador D1S80 (Fig. 25); en ambos casos se guardd la

confidencialidad de los resultados. Estas familias presentaban antecedentes familiares
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Figura 20. Analisis de los polimorfismos MP1P, pERT87.8/Tag/ y pERT87.15/Xmnl. A) Amplificado de
pERTS7.8/Taql/ (145 pb). Carril 1 y 5: marcadores de pesos moleculares (MPM) (fago AJHindlll y escalera
de 100 pb); carril 2 y 3: sujetos normales masculino y femeninof carril 4: blanco. B) Patrones de
restriccion del amplificado pERTS87.8/Tagl. Carril 1: MPM (fago AJ/Hindill); carril 2: alelo T2 (hombre);
carril 3: alelo T1 (hombre); carril 4: alelos T2/T2 (mujer); carril 5: alelos T1/T2 (mujer) y carril 6: blanco. C)
Producto de amplificado pERT87.15/Xmn{ (740 pb). Carril 1: MPM (escalera de 100 pb); carriles 2-7:
sujetos normales masculinos y femeninos; carril 8: blanco. D) Patrones de restriccién de
PERT87.8/Xmnl. Carril 1: MPM (escalera de 100 pb); carril 2: alelo X2 (hombre); carril 3: alelos X1/X2
(mujer); carril 4: alelo X2 {(hombre); carril 5: alelos X1/X2 {mujer); carril 6: alelos X2/X2 {mujer); carril 7:
alelos X1/X2 (mujer); carril 8: alelo X1 (hombre) y carril 9: blanco. E) Separacion de los alelos MP1P.
Carriles 1-4, 6, 7 y 11: alelos M (56 pb); carriles 8, 10, 12 y 13: alelos P (60 pb). Las flechas muestran a
mujeres heterocigotas P/M, en las cuales incluso se aprecia la existencia de heterodiplex de cadenas
P/M como artificio de a técnica.

70




FRECUENCIAS ALELICAS pERT87.8/Taq! FRECUENCIAS ALELICAS pERT87.8/Xmnl

(282 alelos: 132 madres y 18 padres) (282 alelos: 132 madres y 18 padres)
59.2% 51.77%
(n=167 alelos) (n=146 alelos)
M —_— 47 .51%
o, 4 o7
60.00% 40.07% i 60.00% (3:134 alelos)
50.00%1"Kn=113 alelos 50.00%- T
40.00% 40.00% 1]
11 o7, 4]
30.00% 30.00% 0.71%
1 W
20.00% 20.00% (n=2 alelos
10.00%- 10.00%1"] deletados)
0.00%- - 0.00% '
T T2 DEL X1 X2 DEL

FRECUENCIAS ALELICAS MP1P
(282 alelos: 132 madres y 18 padres)

73.1% (n=206 alelos)
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Figura 21: Frecuencias alélicas de tres marcadores en la poblacién mexicana. DEL: alelos que carecen
del polimorfismo por estar involucrados en una delecion de la regién 5’ que elimine a los intrones 13 y
17.
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MPM T2 4 12 B2 TIM2 T1 (9

T1 (145 pb)

T2 (11474 pb)

Figura 22: Exclusion de alelo en riesgo en una familia con DMD con caso Unico sin delecién. La hermana
del caso Indice (ll-1) es homocigota T1. Con ello se puede descartar el estado de portadora en >90%,
pues existe una posibilidad de error en la exclusién debido a los eventos de recombinacién. En especial
en esta familia, la madre fue también informativa para Xmnl, pero homocigota para MP1P, con lo cual no
se puede descartar que la hermana haya heredado un haplotipo recombinante. Carril T1: varén control
hemicigoto T1, carril T1/T2: mujer control heterocigota; carril T2: mujer control homocigota T2.
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Figura 23: Asignacidn y exclusién del estado de portadora en un caso familiar de DMB sin mutaci6én
caracterizada. 1-2, es PO del padecimiento, por poseer antecedentes familiares de DMB y un hijo
afectado. La madre del caso indice fue informativa para el marcador Taql, por lo que se procedi6 a
identificar el alelo que cosegrega con la mutacién desconocida. Asimismo debido a la informatividad de
I-2 en el marcador MP1P, se logré visualizar eventos de recombinacién. Aquellas hijas que son
heterocigotas T1/T2 {lI-1 y I-3) son portadoras del padecimiento practicamente con una probabilidad del
100%, pues heredaron el alelo T1 (presente en el caso indice} de la madre y el T2 del padre (I-1) y no se
evidencid recombinacién con MP1P. Las hijas homocigotas T2 (ll-4 y 1I-5) no son portadoras de DMD
con una probabhilidad del 100%, pues tampoco se evidencid recombinacién con el marcador MP1P. El DP
mediante AL es plausible en las hijas portadoras (ll-1 y 1I-3), pues se tiene caracterizado a todo el
haplotipo de riesgo.
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Figura 24: Esquema que muestra dos de los eventos de recombinacién detectados en nuestro estudio.

A) AL en un caso familiar de DMB sin delecién. La madre del propésito (I-1} fue informativa para los tres
marcadores analizados; ambhas pacientes (lI-1, 11-2) presentaron el mismo haplotipo, sin embargo su
hermana 1I-3 presenté un haplotipo recombinante (entre los marcadores pERT y MP1P). Los efectos
desfavorables de este fenémeno se explicaron en el asesoramiento genético con relacion a recurrencia,
decidiendo someterse a técnicas de fertilizacién asistida para seleccién de sexo. B) Familia con caso
unico de DMD. El estudio de PCR-M tampoco demostré deleciones en el paciente lI-1. Debido a 1a
existencia de un hermano sano, se busco identificar al menos si la mutacion era de novo, si es que el
hermano sano portara el mismo alelo. La madre del caso indice fue informativa en los tres marcadores,
pero también se observan diferentes haplotipos en ambos hermanos a causa de una recombinacion
central. Con ello no se puede aseverar o descartar a 1-1 como portadora de DMD.
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para DMD y DMB, el caso indice de la familia con DMD mostrd integridad en los 22
exones analizados, por lo que el analisis de ligamiento fue fundamental para la asignacion
de portadoras; mientras que la familia con historia de DMB, presentaba una delecién de
los exones 3 al 6, por-lo que la evaluacién de la dosis génica pudo establecer el
diagndstico de portadoras.

Hl.  Asesoramiento genético y diagnéstico prenatal.

La evaluacion de la dosis génica por Ia'PCR-MC permitio la identificacion certera de
portadoras en el 53.8% (71/132) de las familias incluidas en este estudio. A pesar de que
los tres marcadores utilizados fueron altamente informativos en las 132 madres, el AL sélo
contribuy6 en un 16.7% (n=22 familias) en ia asignacion de certeza sobre el estado de
portadora. Las figuras 26 y 27 muestran los resultados conjuntos del AL y PCR-MC para

brindar asesoramiento genético.

A todas las parejas en etapa reproductiva donde se logré caracterizar la mutacién o
el alelo de riesgo en el caso indice se brindé ia posibilidad de DP. Asimismo para evitar
falsos negativos en la asignacion de portadoras por mosaicismo germinal, e! diagnostico
prenatal se planted a las madres no portadoras de casos indice con delecién caracterizada

y/o angustia materna y/o edad materna avanzada.

En siete madres y una hermana sometidas a DP, se obtuvo DNA genémico a partir
de amniocitos y en todos ellos no hubo complicaciones post-procedimiento, ni presencia
de aneuploidias por edad materna avanzada, este Uitimo rubro sélo se documentd
prenatalmente por citogenética en tres de las madres. El aspecto de los LA fue normal, sin
embargo uno presentd aspecto hematico. Ante la sospecha de contaminacién con células
maternas, se sometit al analisis del marcador D1S80, el cual sélo reveld presencia de dos
alelos de intensidad similar, evidenciando la no contaminacién con DNA matemno.
Tampoco en el resto de los 7 LA se apreciaron datos de contaminacidon con DNA
gendmico materno.

Las siete madres sometidas al DP contaban con estudio molecular previo y

genelogia conocida; asi, se estudiaron dos mujeres portadoras obligadas de una delecion,
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Figura 25: Documentacion de no paternidad en un caso familiar de DMB. Nétese la ausencia del alelo
paterno obligado T2 {I-1) en -2 (homocigota T1/T1). Abajo se muestra la exclusién de paternidad
mediante el analisis del marcador D1S80, el cual corroboré los hallazgos Taq/, pues el padre putativo (I-
1) es homocigoto para el alelo 17 y 1I-2 es heterocigota para el alelo 19 y 24, este ultimo heredado de I-2.
La media hermana del caso indice (1I-3) acudié con nosotros cursando un embarazo de 14 SDG {lll-1) y
fue una de las 8 pacientes sometidas a DP, pues conociamos la delecién en I1-1 (exones 3-6). Carriles T1,
T1/T2 y T2 controles de genotipos Taqg/ conocidos; carril (-), control blanco de la reaccion; carril MPM,

marcador de pesos moleculares escalera de 100 pb; carril MPA, marcador de pesos alélicos D1580. 4
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Figura 26: Eficiencia diagnostica de la PCR-MC y el AL para el otorgamiento de un asesoramiento
genético de certeza. La técnica que demostré ser mas util fue la evaluacién de la dosis génica, pues en
todas las madres de casos indice con delecién, se llegé a excluir o asignar inequivocamente el estado
de portadora de delecion.
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EVALUACION DE LA DOSIS GENICA
MEDIANTE PCR-MC

¥
2 <
o Nk =
-= 0 Q
Taql 4 19
(intrén 13) | = = e A 3
[ J VPR - 55
Xmnl : .
(intrdn 17)

PLUS
MINUS

-2 1I-2 CF CM

Figura 27: Se muestra el abordaje conjunto del AL y la PCR-MC en una familia, cuyo caso anico presenta
DMD atribuible a una delecién de la regién 5’ (exones 8 al 19). La delecion involucra a los dos sitios
pERT, condicionando la no amplificacion de los sitios en el caso indice (ll-1). EI AL muestra
heterocigocidad de los tres polimorfismos en la madre (I-2), lo cual indica la Integridad de ambos alelos
al menos en sangre periférica, siendo esto una condicién compatible con el estado de no portadora.
Este hallazgo posteriormente es corroborado mediante la PCR-MC, donde se demuestra una dosis
normal tanto en |-2, como en |l-2 para los exones control {19 y 55) y problema (19). Lo anterior, indica
que la mutacién ocurri6 como evento da novo y queda descartada al menos en II-2 la posibilidad de
recurrencia atribuible a mosaicismo germinal. CF y CM, controles femenino y masculino sanos,

respectivamente.
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una mujer portadora probable que era madre de un caso Unico sin delecidn, pero en la que
se logrd caracterizar el alelo de riesgo y cuatro mujeres no portadoras de delecion. En
estas ultimas mujeres, se consideré6 como indicacion de DP el riesgo de mosaicismo
germinal, edad materna avanzada (3 de ellas) y angustia materna. La octava muestra de
LA provenia de una hermana de un caso indice de una delecion del exéon 3 al 6,
catalogada como portadora probable por ser hija de una PO, la cual llegd con nosotros

para iniciar estudic molecular ya con un embarazo de 14 SDG.

Los resultados de los ocho DP se enlistan en |a tabla 4. La figura 28 muestra tres
de los DP realizados. Solo un producto masculino de una de las dos portadoras obligadas
de delecion (caso 1), se diagnosticd como producto masculino afectado de DMD (Fig. 29).
Este estudio fue publicado en Annales de Génétique 2001 (205) (anexo 3).

El andlisis de las muestras siempre fue por duplicado, encontrado en todos los
casos resultados repreducibles.

El producto de la madre portadora probable fue un varén quién heredé el alelo de
riesgo. En la evaluacion clinica postnatal del paciente no ha mostrado manifestaciones de
distrofinopatia, por lo que, tomando en cuenta que no se puede descartar por completo los

eventos de recombinacion, existe una probabilidad del 90% que la madre no sea portadora
de DMD.

Cabe mencionar que el estudio molecular permitio realizar el DP en un lapso menor
a 36 hrs. El lapso de entrega es por mucho gracias a la caracterizacién previa de los alelos
de riesgo o mutados en las familias con DMD/DMB.

Finalmente, la combinacién de las diferentes metodologias empleadas (PCR-MC y
analisis de ligamiento) permitié brindar un AG de certeza al 70.4% de las familias
DMD/DMB/DMI hasta ahora captadas.
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Tabla 4. Resultados del diagnostico prenatal molecular de DMD/DMB.

, MUTACION P 7 . . CEm T
NO.| ANTECEDENTES PREVIAMENTE ' |  'HALLAZGOS ENELDP DIAGNOSTICO. .
CARACTERIZADA |~ ' o
1 Portadora obligada A12-19 UpYzi: (+) PRODUCTO MASCULINO
Caso familiar DMD AlL:Ausencia de Xmnl/Taql AFECTADO
O pCR-M: A12-19 (Fig. 29)
2 No portadora A 47-48 DYZ1: {+) PRODUCTO MASCULINO SANO
de delecidn central PCR-M: Normal
3 No portadora A 45-53 DYZ1: (+) PRODUCTO MASCULINO SANO
de delecién central PCR-M: Normal
4 No portadora A19 DYZ1: (+) PRODUCTO MASCULINO SANO
de delecién 5’ PCR-M: Normal (Fig. 28)
5 No portadora A 49-52 DYZ1: (+) PRODUCTO MASCULINO SANO
de delecién central PCR-M: Normal (Fig. 28)
6 Portadora probable No delecidn DYZ1: (+) PRODUCTO MASCULINO CON
AL: Identificacién de haplotipo ALELO DE RIESGO.
de riesgo SANO POR SEGUIMIENTC
{3 afios de edad)
7 Portadora obligada A 3-6 DYZ1: (-) PRODUCTO FEMENINO
de delecién 5’ PCR-MC: Normal SANA Y NO PORTADORA
Caso familiar DMB
B Portadora probable A38 DYZ1: (+) PRODUCTO MASCULINO SANO
de delecién 5’ PCR-M: Normal (Fig. 28)

Caso familiar DMB

" pyz1: Se indica fa presencia (+) o ausencia (-) de las secuencias Y-especificas.

Y peR-M: Indica la integridad de los exones problema {normal: sin delecion).
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MPM DP DP CM (9

MPM DP DP CF CM ()

MPM DP DP CM () DP DP CM {}
MPM DP DP CM CF ()

45
49
43
16

MPM DP DP CM {1} MPM DP DP CM CF (J

DYZ1

Figura 28: Diagnéstico prenatal en tres productos masculinos (ver tabla 4). A) Caso No. 2. B) Caso No. 3.
C) Caso No. 4. Los PCR-M pueden tener madificaciones dependiendo de la delecién presente en el
paciente DMD/DMB. MPM: marcador de pesos moleculares, escalera de 100 pb. CM y CF, controles

masculino y femenino, respectivamente.
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CTL.MASC,

IH

B)

DYZ1 (154 pb)

C) Pm1
12
17
50

Figura 29: A) Diagnéstico prenatal de DMD en caso familiar sin disponibilidad de individuos afectados
(caso No. 1). B) La determinacién prenatal de sexo en el producto (lll-2). La presencia de secuencias
DYZ1 indicé un producto masculino. C) PCR-M de grupo B en el producto. La reacciéon analizé exones
deletados (12 y 17) y no deletados (Pm1 y 50}, prevaiamente estudiados en I-1 y 1l-1. La ausencia de los
productos de PCR de los exones 12, 17 confirmaron el diagnéstico de producto masculino afectado de
DMD. EI DNA genémico del producto tampoco mostré amplificacion de los exones 13, 16 y 19, ni de los
dos polimorfismos pERT (imagenes no mostradas). Esto Gltimo confirmé sin lugar a dudas la delecién
de la regién 5’ en el producto.
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DISCUSION

Las DMD/DMB son enfermedades degenerativas progresivas que, principalmente la
tipo Duchenne, conducen a la muerte antes de los 20 afos (8). La aportacion mas
importante de la biologia molecular en este tipo de distrofias ha sido la posibilidad de
identificar las alteraciones moleculares en pacientes y mujeres portadoras (41,77,78).
Este gran avance ha revolucionado los métodos de diagnéstico y ha abierto la posibilidad
de proporcionar un asesoramiento genético de certeza (175), de diagndstico prenatal
(78,180) e incluso de diagndstico preimplantacién en blastémeros {10,206,208). A la fecha
no existe un tratamiento definitivo para estas enfermedades (82), por lo que actualmente
los principales esfuerzos estan encaminados a la prevencion del padecimiento {1,175).
L os ensayos de terapia génica han tenido un éxito relativo en modelos animales DMD
(208,209) utilizando vectores in vivo (209-211), sin embargo alin existe una enorme

brecha para su aplicacién en humanos (212-215).

En México no se tienen datos de la frecuencia de estas enfermedades, aunque los
datos indican que no existen diferencias significativas entre grupos étnicos (139). En ia
actualidad diversos grupos dedicados al estudio molecular de las DMD/DMB, realizan la
deteccion de deleciones en casos indice por diversas variantes de la PCR-M, vy la
deteccion de portadoras se realiza en el mejor de los casos con base al analisis de
ligamiento (diagnodstico de portadoras de tipo indirecto) (201). Este ultimo presenta
limitaciones serias tales como la alta frecuencia de casos Unicos y el fenémeno de
recombinacion. Cabe sefialar que en nuestro pais, la mayoria de los Centros de atencién
médica de 2do. y 3er. nivel, el diagnodstico de portadoras continta basandose en la historia
familiar y en lés determinaciones de CPK (200). Es bien sabido que esta ultima presenta
un alto grado de variabilidad entre portadoras y que no existen valores patognoménicos

para identificar a las portadoras (1,71,176).
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En el servicio de Genética Médica del Instituto Nacional de Pediatria, se presentan
mensualmente alrededor de 3 familias con DMD/DMB. En este trabajo se estudiaron 132
familias de las cuales sélo 41 (31.06%) tuvieron antecedentes familiares positivos, lo que
pone de manifiesto la necesidad de aplicar estrategias de biologia molecutar. El alto
numero de familias (n=91, 68.94%) con caso Unico observado en este estudio, es superior
a lo reportado en otras series (47,140,182,186) (50-60%), lo que sugiere un nimero mas
elevado de mutaciones generadas como eventos de novo. A pesar de estas
observaciones, en otras Instituciones el asesoramiento genético se basa en el arbol
genealdgico, el riesgo de recurrencia empirico y el andlisis bayesiano, sin embargo en
este trabajo esta problematica ha sido superada gracias al empleo de técnicas de DNA
recombinante, logrando definir el estado de portadora en el 70.4% de las familias

DMD/DMB (46).

Para cumplir el objetivo principal de este estudio que fue caracterizar las
mutaciones responsables de las DMD/DMB, y de manera paralela establecer el
diagnoéstico de portadoras y el diagnostico prenatal en familias DMD/DMB, se analizaron
las muestras de DNA por la estrategia de PCR-M, previamente reportada en la literatura,
incluyendo ademas un exon representativo de la region 3’ (exén 60) (145,168,216) (Fig.
12). La mayoria de las PCR-M no analizan este segmento del gen, pues menos del 3% de
las deleciones involucran esa region (42,140,165). Con ello, podriamos asumir que la
eficiencia de deteccion de deleciones es comparable al estudio de Southern blot (>98%),
sin embargo este Gltimo es una técnica mas costosa, laboriosa, y que requiere mayor
cantidad y calidad de DNA gendémico y mayor cantidad de tiempo {168), parametro
especialmente limitante para su aplicacién en el diagnéstico prenatal. Con la amplificacion
de 22 exones mediante PCR-M se logré la caracterizacion de grandes rearreglos tipo

delecion que son responsables del cuadro clinico de DMD/DMB en el 53.8% de las




familias estudiadas. La localizacion de las deleciones correspondio en su mayoria al punto
caliente central (76.3%) (Fig. 13), similar a lo reportado en otras poblaciones (139,140), lo
cual sugiere que los eventos mutacionales para el gen DMD no dependen del origen
étnico de las poblaciones, como sucede en otras entidades monogénicas (fibrosis quistica,

hemocromatosis y otras enfermedades con efecto fundador).

A diferencia de otras patologias genéticas, en la DMD/DMB no existe evidencia de
la participacion del medio ambiente y de genes modificadores, caracteristica que colocaria
a las DMD/DMB como un buen modelo para llevar al cabo una correlacion precisa det
genotipo con el fenotipo; sin embargo la correlacién entre el genotipo-fenotipo (7,52,124)
aun no esta clara. Aunque en el presente estudio se realizd esta correlacién utilizando
come criterio la hipotesis de Ménaco, sélo dos de las 8 deleciones encontradas (del exon 6
y del 3 al 6) en pacientes con fenotipo Becker mantuvieron el marco de lectura, y dos de
las 60 deleciones encontradas en pacientes DMD conservaron el marco de lectura
(exones 48-49 y del exon 51). Estas excepciones a la Hipotesis de Monaco, han sido
previamente reportadas en la literatura y posiblemente esto se deba a la ausencia de la
delimitacién precisa de los bordes intron-exén en el gen DMD (127). Aunque con el
desciframiento de ia secuencia completa del cDNA y de los bordes intrén-exén de los 79
exones del gen DMD (77,99), se ha logrado una valoracién mas exacta del emplame en
marco de lectura de los exones delimitantes de una delecién, adn asi existen pacientes
que son excepciones a la Hipotesis de Ménaco (9,127,125). A mediados de los 90’s, se
enfoco el interés a definir el efecto de la mutacién (delecién o duplicacion) en el
procesamiento post-transcripcicnal del mRNA. Con el descubrimiento de secuencias
intrénicas y exonicas regulatorias de splicing, los sitios altamente conservados del
“branch-point” y el tracto de polipirimidinas indispensable para Ia primera
transesterificacion del splicing dirigida por U2, entre otros, es de suponerse que el analisis

del marco de lectura para predecir el fenotipo de una distrofinopatia, tendria que hacerse
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en el transcrito mutante. Roberts y cols. (126) fueron los primeros en analizar transcritos
mediante RT-PCR y secuenciacion directa del cDNA del gen DMD proveniente de diversos
pacientes con deleciones. Se evidenci6 que el patron de splicing en aigunos pacientes era
distinto al predicho simplemente por comparar los sitios de empalme en los exones
conservados del gen. Asi una delecidén que estuviera fuera de marco de lectura asociada a
fenotipos Becker, podria restaurar su marco de lectura si el proceso de splicing saltaba
exones integros a nivet de gen o a la inversa, un fenotipo Duchenne condicionado por el
mismo mecanismo pese a existir una delecidbn en marco a nivel de DNA (125-127). Esta
vision, se complica aun mas por la sofisticada regulacioén de la expresion génica del gen
DMD (multiples promotores tejido-especificos, intenso splicing alternativo) (Fig. 4).
Inclusive, hoy en dia se asume que las fibras musculares revertantes (con positividad a
distrofina y con muy poco patron distréfico) encontradas frecuentemente en pequeiias
agrupaciones, pueden ir mas alla del procesamiento post-transcripcional, argumentando la
presencia de un segundo evento mutacional somatico que restaura la capacidad de Ia fibra

muscular para sintetizar distrofina (9,217,218).

AUn mas, la delecién del exén 6 encontrada en un caso con fenotipo Becker, estuvo
presente en una familia donde sorprendentemente coexistieron fenotipos Duchenne y
Becker (Fig. 15). Estos hallazgos hacen pensar en la posibilidad de que factores
epigenéticos o ambientales si pudieran tener influencia en los fenctipos DMD/DMB. En
apoyo a esta aseveracion, recientemente a través de estudios en ratones mdx, se ha
sugerido que un gen modificador de las DMD/DMB, podria ser el locus de utrofina (219),
proteina altamente homodloga a distrofina y con la cual comparte el mismo extremo
carboxilo terminal. Se postula que la funcion de la utrofina probablemente sea el retardo
de la degeneracién muscular, pues ratones mdx “knock-out” para utrofina, presentan un
cuadro rapidamente progresivo y letal por cardiomiopatia (220,221). Estudios ulteriores en

humano, quiza de SNPs en utrofina, podrian confirmar si es un gen modificador de las

86




distrofinopatias. Cabe sefalar que la correlacion en nuestros pacientes, necesitaria de la
aplicacion de metodologias que indaguen la integridad del marco de lectura a nivel de
transcrito, caracterizar la variante mutacional mas abundante en la fibra muscular
mediante RT-PCR (127) y finalmente la valoracion de distrofina muscular por inmunoblot
y/o inmunohistoquimica (19,47,48). La misma técnica de RT-PCR en forma adicional
permitiria la deteccidn de duplicaciones (125,126), un tipo de mutacion no analizada en el

presente estudio, pero que es responsable de la enfermedad en un 6-8% de los casos

(58,140,151).

Por otro lado, en 61 de los pacientes no se logré caracterizar la mutacién, aunque
es posible que existan deleciones en <1% de estos pacientes (Fig. 13), ya que las
deleciones que ocurren en los exones 20 al 42 s6lo se han descrito de manera anecdotica.
Asi, lo mas probable es que los pacientes sin delecién presenten duplicaciones parciales o
mutaciones puntuales (42,141,156). La deteccidbn de las mutaciones puntuales o
microinserciones / microdeleciones podria realizarse mediante el analisis de conformacion
de cadena sencilla de DNA, analisis de heteroduplex o ensayo de proteina truncada. Dado
el tamario del gen las dos primeras técnicas de tamizaje deberan llevarse al cabo en cDNA
(166,170), aunque las mutaciones que alteran el splicing o la regulacién de la expresion
génica son dificiles de estudiar por esta via (173). La estandarizacién en nuestro
laboratorio del PCR-MC podria ser una alternativa para la deteccién de duplicaciones en

un futuro (187).

De acuerdo con la literatura, hasta e! 8% de las mujeres portadoras pueden
manifestar un grado variable de compromiso muscular, gue va desde la elevacién
asintomatica de CPK, hasta cuadros completos de DMD (1,59,66,198). En nuestro
estudio, s6lo 2 hermanas del total de las mujeres captadas presentaron compromiso

muscutfar. Aunque en ninguna de las dos se realiz6 cariotipo, podemos aseverar que el
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cuadro clinico, en al menos una de elias, se debia al estado heterocigoto de una delecién
de la region central que involucra a los exones 53-54, Las manifestaciones clinicas de esta
mujer heterocigota, podria ser debido a inactivacién del cromosoma X normal, ya que la
PCR-MC documenté el 50% de dosis génica en los exones afectados y del doble en los
exones normales descartando una monosomia del cromosoma X y de manera adicional, el
cuadro clinico de la paciente fue DMB mientras que en su hermano y su tio se manifesto
con DMD excluyendo translocacién del cromosoma X. La segunda paciente sintomatica,
presentaba fenotipo Becker y fallecio a causa de CMD a la edad de 30 afios. En ella sin
embargo no fue posible la realizacion de estudio citogenético, post-mortem o analisis de
laboratorio y gabinete, por lo que la monosomia del cromosoma X y otras aberracicnes
estructurales no pudieron ser descartadas en esta familia. Esta familia también ejemplifica
la variabilidad intrafamiliar pocas veces encontrada en familias DMD/DMB (222), pues su
hermano a pesar que conservd la capacidad para deambular independientemente hasta
los 15 afios, presentd una CMD de temprana aparicion (13 afios) y con progresion rapida.
El estudio post-mortem confirmé los hallazgos clinicos de DMB y CMD. La presencia de
deleciones en esta familia DMB con CMD, no pudo ser documentada por M-PCR, lo cual
podria corresponder a algunas familias reportadas con mutaciones puntuales localizadas
en el promotor muscular que eliminan la expresioén del mRNA de distrofina especifico de
musculo condicionande CMD con compromiso variable de musculo esquelético (37,223-
228). Se sabe que la deficiencia de la isoforma muscular de 427 kDa, puede ser
compensada a nivel de musculo esquelético por la expresion del gen DMD a través de los
transcritos de las isoformas neuronal y de las células de Purkinje (224), en cambio los
cardiomiocitos y el sistema de conduccién, no pueden llevar al cabo este cambio
compensatorio, originando asi la CMD (223,225). Por otra parte, la delecion u otras
mutaciones del Pm (225-228) no siempre se asocian a CMD, incluso en nuestra serie
captamos a dos pacientes con fenotipos DMD clasicos sin CMD. Como ya se menciond, la

utrofina como posible gen modificador podria también participar en la evolucién de la CMD
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del humano (confirmada en ratones transgénicos mdx) (221) y con ello dar mas

argumentos para la explicacion de estas incongruencias genotipicas de las CMD.

Por otro lado, la identificacidn de secuencias polimérficas en el gen DMD, ha

facilitado la deteccion de portadoras a través del andlisis de segregacion, estudio

especialmente util cuando no se logra caracterizar la mutacion responsable (181,182,185).
Con el propésito de conocer la frecuencia de recombinacion, la utilidad de fos
RFLPs//NTR en la deteccion de portadoras y el asesoramiento genético, asi como las
frecuencias alélicas de los polimorfismos, en el presente trabajo se analizaron tres
regiones del gen DMD correspondientes a la regidon 5' pERT87: pERT87.8/Taql vy

pERT87.15/Xmnl (intrén 12 y 17 respectivamente) y la region 3’ no traducible: MP1P (Fig.
20).

Uno de los puntos clave en nuestro estudio fue el de evaluar la eficiencia de los
RFLPs y el VNTR como estrategia molecular de tipo indirecto en el asesoramiento
genético. Para la aplicacion de éstos se consideré lo siguiente: 1) que la madre fuera
informativa para uno o ambos polimorfismos, 2) la posibilidad de excluir el alelo en riesgo
en hijas y otras mujeres emparentadas en familias con caso esporadico, 3) la posibilidad
de asignacion o exclusion del alelo mutado en las hermanas y otras muijeres
emparentadas en familias con madre PO informativa, 4) Un 5-10% de error en la
asignacion o exclusion de portadoras, especiaimente si la madre presentaba un genotipo
homocigoto MP1P (falsos positivos o falsos negatives) debido a la alta frecuencia de
recombinacion intragénica. Esta desventaja se explicé en forma detallada a las 22 familias
{16.6%) que tuvieron a los RFLPs/VNTRs como Unico recurso. Esta muestra no presenté
familias con consanguinidad, aunque 6 familias provenian de poblaciones con menos de
100,000 habitantes, por lo cual no se puede descartar. La poblacion de estudio se

considera representativa de nuestra poblacién y como se observa en la Tabla 5 existen
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diferencias significativas en cuanto a distribucion entre los diferentes grupos étnicos (229-

234),

La comparacion de nuestros hallazgos con otras poblaciones étnicas, mostrd
similitud para el polimorfismo Tagl, entre nuestros resultados y los obtenidos en la
poblacion hindu (232). Las otras poblaciones asiaticas (229,231) no guardan semejanzas
con la poblaciéon estudiada para este polimorfismo, ya gue sus distribuciones estan
invertidas en frecuencia (1 mas frecuente). La poblacién caucasica y africana
{230,232,233), guarda una proporcién mayor de T2. La poblacion japonesa (231) muestra
una distribucion similar en Xmnl, con respecto a nosotros. En el resto las distribucionés
para X no fueron similares. El analisis de frecuencias de ambos RFLPs-VNTR es el
primero documentado para una muestra de poblacién mexicana. El andlisis de haplotipos
utilizando estos 3 marcadores, fue util especialmente en el andlisis de segregacion de
alelos para evidenciar recombinacion (Fig. 24), evento que no se logra observar con el
analisis de los polimorfismos en forma aislada. Desafortunadamente el marcador MP1P
distante a los dos RFLPs, fue el marcador de menor informatividad (37.8%, n= 50 madre
heterocigotas), lo cual condiciona que no podamos identificar un evento de recombinacidn
por la homocigocidad de dicho marcador. Asi, la frecuencia de recombinacién encontrada
(2.7%, B eventos en 294 meiosis) puede estar subestimada y por ello nuestra cifra difiere
con la mundialmente aceptada (5-12%). De hecho, en un estudio previo con 75 familias
(46), nuestro grupo documentd apenas un 0.3% de eventos de recombinacion mediante el
empleo de los dos RFLPs Taq/ y Xmnl situacibn esperada para dos marcadores
separados por una distancia <1 cM; asi podemos inferir que el empleo de MP1P mejord

discretamente la identificacién de recombinaciones.

Siete de los ocho fendmenos de recombinacion tuvieron implicaciones negativas en

el asesoramiento genético, pues no presentaban delecion y se dependia del AL para
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Tabla 5. Frecuencias alélicas de los polimorfismos pPERT87.8/Taql y pERT87.15/Xmnl

en diferentes poblaciones.

POBLACION ™ T2 - X1 X2
__(ref.) (%) (%) (%) (%)
CHINOS (229) 98/145 (0.68) 47/145 (0.32) | 123/206 (0.60) | 83/206 (0.40)
GALES (230) ‘(no esp)0.26 (no esp.)0.74 | (noesp.)0.32 (no esp.)0.68
JAPONESES (231) | 80/114(0.70} 34/114(0.30) | 93/170(0.55) 77/170(0.45)
INGLESES (232) 42/150(0.28) 108/150(0.72) ND ND
CAUCASICOS 27/105(0.26) 78/105(0.74) >75(0.32) >75 (0.68)
HIND{jgg)(232) 24/57(0.421) 33/57(0.579) ND ND
 NIGERIANOS (232)| 6/28(0.214) 22{28(0.786) ND ND
TURCOS (234) 28/117(0.24) 89/117(0.76) | 32/122(0.26) 80/122(0.74)
MEXICANOS (*) | 113/282(0.4007) | 167/282(0.592) | 134/282(0.475)| 146/282(0.517)

(") El presente estudio.
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definir a las portadoras. La famitia donde ocurrio el 8° evento de recombinacion,
pertenecia a un caso familiar y ademas presentaba una delecion en ia regién central, por
lo gue la disponibiiidad de la PCR-MC descartd con certeza el estado de portadora en la

hija independientemente del resultado del AL.

La estimacion real de la frecuencia de recombinacion podria llevarse al cabo
mediante el estudio de marcadores microsatélite de la regién central y 3, los cuales tienen
un indice de heterocigocidad >90%, la desventaja del analisis de microsatélites, es la gran
proporcion de bandas inespecificas producto del “patinaje” de la Tag polimerasa, lo cual
puede conducir a errores de asignacién de genotipos; sin embargo una vez estandarizada
la metodologia, contando con individuos control con genotipos conocidos y con el empleo

de secuenciado'res automaticos, la asignacién de genotipos es precisa (181,184,185).

Consideramos que la determinaciéon de la frecuencia de recombinacién podria
mejorar con el empleo de microsatélites; por otra parte, posiblemente el asesoramiento
genético de las familias podria no verse beneficiado en gran parte. Ello estaria
condicionado por el elevado nimero de casos Unicos sin delecién (n=39 familias, 29.5%
del total de familias) y la estructura familiar; si no contamos con un mayor nimero de
hermanos varones sanos y afectados, padres y hermanas, el tener un alto indice de
informatividad no ayudaria significativamente a elevar la eficiencia en su asesoramiento
genetico. Existen 22 familias con antecedentes familiares DMD/DMB sin delecion, las
cuales si podrian beneficiarse mediante el empleo de microsatélites, pues podria definir
con exactitud el haplotipo que cosegrega con la mutacion, sin el riesgo de falsos positivos

0 negativos en la asignacion/exclusién de portadoras y el diagnostico prenatal.

Un estudio detallado de la-distribucion de alelos DMD (deletados / no deletados)

con los haplotipos resultantes y su segregacion desde los abuelos maternos pudiese
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brindar algun argumento para la explicacién de la génesis de mutaciones, aunque en este
tipo de padecimientos genéticos debidos a un alto numero de mutaciones ocurridas a nivel
germinal, se espera no encontrar diferencias significativas en la frecuencia de haplotipos
entre la poblacién general y la poblacién afectada, puesto que todos los alelos tienen la
misma probabilidad de mutacién y con ello se disminuye la probabilidad de ligamiento
entre marcador y mutacion (182). Sin embargo, Pegoraro y cols. (198) opinan que en si la
utilidad del AL detallado en tres o mas generaciones, podria brindar mas argumentos para
estimar el riesgo de recurrencia empirico ante un haplotipo que proviene del abuelo
materno, lo cual conferiria a la madre de un caso Unico sin delecién, un riesgo elevado de

ser portadora de una mutacion puntual originada en espermatogénesis (148).

La naturaleza de las mutaciones en el gen DMD de sujetos afectados, permitio
implementar métodos directos de diagnéstico de portadoras, ya que del 50-70% de las
deleciones se localizan en dos regiones perfectamente definidas en el gen DMD (144). En
nuestro estudio las siguientes razones avalaron el uso de la evaluacion de dosis génica
por PCR-MC: 1) el comportamiento de estas mutaciones fue el mismo que a nivel mundial,
2) 52 de las familias con delecion, acudian con caso Unico y la madre se encuentra en
etapa reproductiva, 3) existencia de hermanas en casos familiares asociados a delecién y
con resultados por RFLPs, pero en donde idealmente se debia corroborar en forma directa
la ausencia o presencia del alelo deletado y asi superar el error por recombinacion, 4) la

baja eficiencia global de los RFLPs.

La evaluacion de dosis génica mediante PCR-MC es una metodologia ampliamente
utilizada para indagar en forma directa el estado portador de mujeres emparentadas a
casos indice con delecion o duplicacion en el gen DMD (174, 187-191). En la actualidad se
han logrado utilizar metodologias fluorescentes sumamente sensibles pero también muy

costosas (188,189). La estandarizacion en nuestro laboratorio de una versién disefiada
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para evaluar rapida y eficazmente dosis génica utilizando bromuro de etidio y analisis
densitometrico en negativo fotografico (187) (Figs. 16-18), nos permitié incrementar
notablemente el nimero de familias a las que se les pudo brindar consejo genético de
certeza (Fig. 19). La técnica por si sola permitié el esclarecimiento del estado portador/no
portador de las madres en el 100% de las familias (n=71) con delecién caracterizada.
Interesantemente el estudio molecular documenté un alto numero de mutaciones de novo
en éstas familias que acudieron como casos unicos (90.4%, 47/52); en el resto (n=5), el
caso indice y Unico habia heredado el alelo mutado de una madre portadora. Estos casos
familiares asociados a delecion mostraron que solo el 33.8% (n=24) de las deleciones
fueron heredadas de una madre portadora y las ofras dos terceras partes (66.2%, n=47)
fueron mutaciones de novo (Fig. 19), probablemente ocurrida de acuerdo a la literatura,
durante la maduracion de linea germinal materna (148). Estos hallazgos se contraponen a
la aseveracion de que una tercera parte de las mutaciones son de novo (1,3,43),
probablemente esta discrepancia se deba a que anteriormente no se contaba con el
diagndstico molecular (33,44-46) y por lo tanto no se refiere a una mutacién en particular o
a diferencias étnicas. Estos resultados han sido apoyados por un estudio reciente en
poblacion hindd el cual mostré el mismo comportamiento que nuestra poblacién (45). Por
otro lado, un estudio en poblacion brasilefia (54) mostré la probabilidad de recurrencia en
familias con casos Unicos con delecidn en la regién central es del 4%, lo cual habla a favor
de que la mayoria de éstas se deben a eventos de novo. La mayor ocurrencia de
deleciones centrales de novo concuerda con el indice de recombinacidn meidtica que
ocurre en el intron 44, indice que es 12 veces mayor con respecto al genoma en general,
es decir que el indice de recombinacién presente entre !os exones 44 y 45 alcanza los
14cM/Mb, cuando el indice de recombinacion promedio para el cromosoma X es de
1.2cM/Mb (42,144). Nuestros resultados sugieren que las mutaciones de novo tipo

deleciones se encuentran presentes en 2/3 partes de nuestra poblacion (46) y esto puede




deberse al elevado indice de rearreglos por recombinacién homoéloga en los dos puntos

calientes durante la maduracién de la linea germinal materna (148,152).

Se menciona que la eficiencia de la PCR-MC no alcanza el 100% debido a la
probabilidad aunque remota, de mosaicismo somatico (madre o hijo) o germinal (madre)
reponadds en la literatura como causas de dificultad diagnéstica en DMD/DMB y cuya
frecuencia en familias con caso dnico es del 8 al 12% (53). Passos-Bueno y cols. (54)
mencionan en sus resultados que las deleciones proximales se encuentran hasta en el
80% de los casos asociados a mosaicismo germinal. Sin embargo, ninguna de nuestras 14
familias con delecién proximal, ni las 52 restantes con delecion central, hicieron sospechar
mosaicismo germinal. Aunque de acuerdo con nuestros resultados, la condicion de
mosaicismo germinal no pudo ser detectada con PCR-MC, la deteccién de esta condicion
se busco en forma intencional por el analisis detallado de polimorfismos, dosis génica en

hermanas y genealogia.

Una de las relevancias de este trabajo estriba en el hecho de que se logr6
incrementar substancialmente la deteccion de portadoras. La combinacion de diferentes
técnicas moleculares con la genealogia, logré asignar el estado de portadora o no
portadora a mujeres en riesgo en el 70.4% (53.8% de fa PCR-MC y 16.4% del AL) de las
132 familias. Esta cifra en otras palabras, significa que de cada 10 familias que se
estudian en nuestro servicio, 7 de ellas reciben un asesoramiento genético de certeza,
situacion que no se logra con los métodos tradicionales, tales como la valoracion de CPK
sérica o la biopsia muscular. Asi, un paciente que demuestre una delecién del gen DMD
en leucocitos de sangre periférica o incluso con tan sélo 10 bulbos pilosos, ello confirmaria

el diagnéstico clinico de distrofinopatia.
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Por otro lado estos resultados permitieron crear una base solida para emprender el
diagnostico prenatal (Tabla 4, Figs. 28-28). Es de tomar en cuenta que el diagnéstico
prenatal a través de vellosidades corionicas seria el de mayor riesgo de contaminacion
con DNA materno, ademas de conferir un riesgo mayor de complicaciones para el
producto (22,169). Es por ello, que en este trabajo se emple6 a la amniocentesis como el
método de diagnostico prenatal. Los procedimientos se manejaron de manera
multidisciplinaria y con estrecha colaboracion entre el Instituto Nacional de Perinatologia,
S.S. Ello redituo en diagnésticos prenatales molecuiares de certeza en la totalidad de
procedimientos realizados (n=8) y sin complicaciones, las cuales estan calculadas en 1 en
1000 amniocentesis (0.1%). El estudio molecular de amniocitos no mostré contaminacién,
fue rapido, y la toma de la muestra permiti6 el estudio citogenético a la par, ademas fue
reproducible y mostré una alta sensibilidad y especificidad. Asi la determinacién molecular
de sexo a traves de la amplificacién de secuencias DYZ1 (203) es un procedimiento muy
sensible, pero no definitivo, pues la técnica no identifica aberraciones numéricas y/o
estructurales de los sexocromosomas y la identificacion definitiva del complemento
cromosomico debera ser en la medida de lo posible, confimada por el estudio
citogenético. Esta confirmacién se realizo en tres de los diagnosticos prenatales y en
ninguno hubo discrepancia con el estudio de secuencias DYZ1. El estudio ultrasonogréafico
de otros 4 diagnésticos prenatales, también estuvo acorde con la asignaciéon de sexo
molecular. La contaminacion de la muestra de LA es un riesgo presente en cada
amniocentesis. La contaminacién con DNA genémico materno (dermis, musculo, sangre,
etc.) puede dificultar la interpretacién de los resultados, sin embargo esta se evita con las
medidas de cambio de aguja y jeringa durante la puncion y la obtencion del LA. Sélo uno

de los LA tenia aspecto hematico, pero el estudio del marcador D1S80, mostré dos

bandas de intensidad similar y acorde a un estado heterocigoto, sin la aparicion de una

tercera banda ajena al producto y de origen materno. Ello sin embargo, no excluye por

completo la contaminacion. Asimismo, la intensidad de las bandas de los productos de
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PCR en especial de los exones problema, no mostraron diferencias en las muestras
analizadas por duplicado en 2 reacciones de 12 exones. Se acepta que mas del 90% de
los diagnbsticos prenatales realizados a nivel mundial son normales, resultados

concordantes con nuestro estudio (22).

La confiabilidad de nuestro estudio para la realizacion del DP se documenté en los
productos sanos que han llegado a término {n=7), sélo en la familia 8 no se logré confirmar
el resultado prenatal dado que no tuvimos acceso al producto. Asi, la confirmacion de los
hallazgos moleculares en los productos, como se ha hecho para otras metodologias (p. €j.

DP citogenético), es indispensable para constituir la sensibilidad y especificidad real del

estudio.

La incongruencia de la paternidad biol6gica en el asesoramiento genético de las
familias e incluso en estudios de ligamiento para caracterizar genes responsables de
enfermedad, es un factor adverso que condiciona errores de asignacion en los riesgos de
recurrencia. En nuestro estudio, los marcadores Xmnl y Tagl, que son poco polimdrficos y
posteriormente con un marcador autosomico altamente polimérfico, excluyeron la
paternidad biologica de dos hijas en 2 casos familiares de DMD. Estos resultados fueron
corroborados por interrogatorio de la madre. En una de estas familias no habia mutacion
caracterizada (Fig. 25). La segunda familia, presentaba una delecién caracterizada, por lo
que la evaluacidon de dosis génica solventé la asignacion de portadoras. Por fortuna, la
incongruencia de paternidad biolégica en si no dificulté el asesoramiento de estas familias,
tal como puede suceder en otras entidades monogénicas (p. ej. autosdémico dominantes).
Las consecuencias en la familia ante una paternidad biolégica incongruente y que ha
pasado desapercibida en el interrogatorio, en la cual se depende el uso del AL con
marcadores bialélicos del gen DMD (Taql/Xmnl) para asignar portadoras de casos

familiares y sin mutacion caracterizada, puede dar lugar a errores graves en la asignacion
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o la exclusidon del estado de portadora en la descendencia femenina (pues e€s la unica que
hereda obligadamente el cromosoma X del padre). Cabe mencionar que en sdlo en una de
las dos familias, se nos advirtié previo al estudio molecular la posibilidad de la no
paternidad, por lo que debemos hacer hincapié a través de un interrogatorio dirigido,
conservando la confidencialidad y brindando una explicacién previa detallada de las
consecuencias adversas de esta situacibn en la deteccidbn de portadoras. Se ha
argumentado (182), que la eficiencia en la identificacion de no paternidad en las familias
DMD/DMB y en otras patolegias mendelianas, puede incrementarse mediante el empleo
de marcadores intragénicos mas polimérficos (STR's), los cuales ademas dan el beneficio
de los aspectos ya mencionados en el asesoramiento. La prueba definitiva ante la

sospecha de un alelo no concordante, debera ser mediante el perfil de DNA.

Es indispensable hacer énfasis en la necesidad de poner al alcance de las familias
la posibilidad de un diagnostico de certeza. Desafortunadamente en México, la cultura de
la genética molecular empieza apenas a hacerse patente, condicionando que en nuestra
experiencia hayamos observado numerosas familias con mujeres en etapa reproductiva y
donde no existe la disponibilidad de casos afectados, pues nunca se considero la
preservacion de alguna muestra biolégica {cabellos, sangre, piezas post-mortem, piezas
dentarias, etc.) para el estudio molecular de portadoras. Estas muestras han demostrado
tener un papel preponderante en algunas familias reportadas (235). En las DMD/DMB, el
caso indice afectado es indispensable para la caracterizacion de la mutacién o del alelo de
riesgo; sin la muestra de dicho paciente dificilmente se puede ofrecer un AG de certeza,
aunque puede haber excepciones (205) (Fig. 29). Debido al caracter estable de la
molécula de DNA, la conservacidn de la muestra no requiere metodologias tan
sofisticadas, tal como lo ejemplifica la colocacion de 4 gotas de sangre en la tarjeta de
Guthrie la cual conserva al DNA genomico por afos, siempre y cuando se mantenga en un

entorno anhidro (236).
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Es evidente que el nimero de familias beneficiadas con el estudio moiecular es
superior al que se obtiene con los meétodos tradicionales de diagnéstico. La
implementacion de nuestras metodologias brindan mayores argumentos para el
asesoramiento en subsecuentes familias no sélo pertenecientes a nuestra Institucion, sino
a las referidas de otras instituciones de salud. Asimismo, es importante la implementar
metodologias que permitan caracterizar a las mutaciones del tipo puntual o duplicacion, lo
cual mejoraria aun mas el nidmero de familias caracterizadas y aumentaria nuestro
conocimiento acerca de la fisiopatologia de la enfermedad. Finalmente con los resultados
obtenidos, proponemos una metodologia molecular para seguir una estrategia molecular

de las familias mexicanas con DMD/DMB (Fig. 30).
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ALGORITMO DIAGNOSTICO EN DMD/DMB

PACIENTE CON PATOS DE DM

l

Hallazgos clinicos
Niveles de CPK sérica
Electromiografia

Otras DM

Datos sugestivos de
distrofinopatia

Obtencion de DNA 3 partir de
leucocitos
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Delecion (+) Sin delecién

Obviar biopsia muscular
PCR-MC
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Biopsia muscular
(inmunohiostoquimica)

Distrofinopatia

Otras DM

Anilisis de ligamiento
Bisqueda de otro tipo de
mutaciones

ASESORAMIENTO GENETICO
Diagnostico de portadoras
Diagnéstico prenatal

Figura 30. Algoritmo metodolégico propuesto para el estudio molecular de las familias DMD/DMB.

|

100



CONCLUSIONES

1. La proporcion de familias captadas con caso unico de DMD/DMB/DMI fue similar a las
reportadas para otras poblaciones (alrededor de 2/3 partes de los casos totales).

2. la frecuencia y localizacién dé las deleciones en nuestra muestra fue similar a las
reportadas en la literatura.

3. La correlacion fenotipo-genotipo, presentd excepciones a la hipétesis de Monaco.
Dicha correlacién, requerira del empleo de otras metodologias.

4. La alta incidencia de deleciones ocurridas como eventos de novo, se contrapone a las
cifras clasicamente reportadas, con excepcién de lo encontrado en poblacidn hindu.

5. La frecuencia de recombinacién intragénica 5 observada fue baja (2.7%), aunque
puede ser una cifra que no refleje el indice de recombinacién real, tanto por el nimero
limitado de marcadores, como por su caracter bialélico. Aun, asi es un factor negative
que debera tenerse en cuenta en el asesoramiento genético.

6. La estrategia de PCR-MC demostré ser un método rapido, reproducible, de bajo costo
y confiable en la asignacién de portadoras en el 100% de !as famitias con DMD/DMB
causadas por una mutacion tipo delecién.

7. La utilidad de los RFLPs y el VNTR para el asesoramiento genético de las familias con
DMD/DMB/DMI, presentd limitaciones debido a la alta frecuencia de casos (nicos y a
estructura familiar inadecuada.

8. El beneficio de la aplicacién de PCR-MC y AL, fue del 70% de las familias analizadas.

9. Con las estrategias empleadas y la genealogia presente en las familias, el mosaicismo
germinal o somatico son condiciones que no pueden ser descartadas como causa de
DMD/DMB.

10. £l trabajo finca las bases de un algoritmo diagnéstico aplicable a las familias
DMD/DMB, el cual mejora las perspectivas para el asesoramiento genético y establece
condiciones para el diagnostico prenatal.

11. La deteccion de familias con paternidad biclégica incongruente en nuestro estudio,
podria indicar ia existencia de familias adicionales con la misma condicion, pudiendo
llegar a ser un factor seriamente adverso en el asesoramiento genético de certeza en
las familias con DMD/DMB.
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High frequency of de novo deletions in
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Duchenne muscular dystrophy (DMD) 15 the most common lethal
hereditary neuromaoscular disease. As there is no effective treatment.
accurate carner defection is cssential Tor genctic connseling and preven-
tion. Although linkage analysis has been widely used for this purpose.
being an indirect woalysis it hay several Tantlations. Using linkage anal-
ysis for carrier detection, we found sericus limitations, mainly because
B2.9%4 of all proposita were isolated cases. We used quantilative poly-
merase chain reaction for direct carrier detection in families with exon
deletions and found a igher than expected frequency of de novo dele-
tions (62.2%). Furthermore, only 20.7% of the mothers of isolated dele-
tion DMD/Becker muscular dystrophy (BMD) patients were found to
be carriers, This result suggests that the Mexican population has a high
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frequency of de ravo DMD muzations.

Duchenne muscular dystrophy (DMD) 1s the most
common lethal neuromuscular genetic disease af-
fecting approximately 1/3500 males (1). Boih
Duchenne and the miider allelic form Becker mus-
cular dysirophy (BMD) are inherited as X-linked
recessive disorders, caused by mutations of the
dystrophin gene located at Xp21 (2). Approxi-
mately 50--60% of the affected individuals have a
deletion of one or more exons clustered at wo
hotspots: 30% at the proxmal and about 70%4 at
the central region of the gene, and approximately
6% of the patients have cxon duplications (3 -7).
The frequency and distribution of deletions und
duplications apparently show no ethnic variance
(8): however, this issue has been a matter of con-
troversy (9-15).

So far, therc s no effective treatment for the
disease. Therefore, determination of carrier status
% of uimost importance for genetic counseling
and prevention. Although linkage analysis is a
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common approach for carrier detection, there is a
bigh recombination rate across the gena (12%)
(16), and the non-~carrier state of mothers of ise-
lated cases can only be determined if they are
heterozygous for an intradeletion polymorphism.
Other techniques such as quantitative Southern
blot and multiplex yuantitative polymerase chain
reaction {(MQ-PCR) have been successfully used
to quantify gene dusage for the dircct identifica-
lion of gene deletion/duplication carriers (15, 17-
19); and variations of quantitative PCR have been
thoroughly assessed indicating that the technique
mny completely discnminate between deletion car-
riers and normal females (20).

We studied the frequency and distribution of
gxon deletions i 76 Mexican DMD/BMD pa-
tients, and used the yuantitative PCR procedure
described by Abbs and Bobrow (17) lor carrier
detection, finding a high fraquency of de noro
deletions.
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Materials and methods
Subjects

Seventy-six Mexican DMD/BMD families were in-
cluded in the study, 67 were DMD and 9 were
BMD>. The patients were diagnosed at the Neurol-
ogy and Genetics Departments of our Instinle.
Chinical diagnosis was based on physical examina-
tton and family history, including serum creatine
phosphokinase (CPK) levels, clectromyography,
and muscle biopsy. Serum CPK levely were also
measwred in all first-degree female relatives (at
least twice) and were considered as elevated when
> 150 U/t (notmal range 96150 U/l). Distinction
between DMD and BMD was carried out on the
basis of progression of disease, age of ambulation,
and confinement o wheel chair (21). Blood sam-
ples were drawn from a total of 231 individuals: 76
index cases and 155 first-degree relatives, including
76 mothers of DMD patients, 70 sisters. and 9
healthy males. DNA was extracted from peripheral
blood leukocyles uccording to  conventional
protocols.

Deletion screening by multiplex PCR

All patients were screened fer deletions of 19 exons
by multiplex PCR using previously described
oliganucleatides (22, 23). A thermal cycler (Perkin-
Elmer 92600 Corp.. Norwalk, CT, USA) was used
for DNA amplification. We used 250 ng of DNA;
100-200 nM of each primer; 200 nM of each
dNTP, 3 U Sioffel fragment of Amplitaq DNA
polymerase™ {Perkin-Elmer Cetus Roche Molecu-
tar Systems, Inc., Branchburg. NJ, USA), 6.7 mM
MgCl, in a reaction buffer at a final concentration
of 10 mM Tris-HCI, 10 mM KCl at pH 8.3, all in
a final volume ol 50 yl. Amplification was carried
out with an initial denaturation at 94°C 5 min,
followed by 26 cycles of 1 min denaturation at
94°C, 1 min annealing 55°C, 4 min exiension 68°C
and a 5 min final extension at 68°C PCR. Products
were resolved 1n a 5% polyacrylamide gel.

Carrer identification

RFLPs analysis. Two intragenic polymorphic sites
were analyzed using the primers described by
Roberts et al. (24). One-fifth of the products of
amplification were digested with 5--10 U of either
Xmnl or Tagl for 1 h at appropriate temperatures
and then analyzed electrophoretically.

Gene dosage by MQ-PCR. All first-degree female
relatives at risk for carrying exon deletions were
tested for gene dosage by MQ-PCR as described

De novg deletions in Mexican DMD/BMD patienis

by Abbs and Bobrow (17). DNA concentration
was measured spectropholometrically in triplicate.
PCRs were performed under conditions of expo-
nential relationship between template DNA and
the amount of PCR product obtained to facilitate
gene dosage. Then, 125 ng DNA was added ta
each reaction (ube containing 500 nM of ecach
oligonucleotide primer, 500 nM dNTPs, 6.7 mM
MgCl.. 3 U Stoffel fragment of Amphtag DNA
polymerase™, and (he buffer described above. The
thermal cycler conditions were: 5 min initial de-
naturation at 94°C, followed by 23 cycles of 94°C
denaturation for 50 s, 55-356°C annediing for 50 s,
68°C extension for 3 min, and final elongation at
70°C for 3 min. Reaction mixtures were elec-
trophoresed in a 3% polyacrylamide gel at 75 v
during 45 min. ANl samples were tested in dupli-
cate, and gene dosage was assessed by densitomet-
ric analysis in a Cliniscan device {Helenn
Laboratonies, Beaumont, TX). We used non-
deleted exons as intrasample controls, and healthy
male and female individuals as intersample con-
trols. For patients with whole gene deletions and
their female relatives, the intrasample controls
used were stretches of DNA of a non-DMD gene
(intron 18 sequence for RFLP Dl of (he factor
VHI gene) (25).

Stalistical anatysis

The statistical analysis was performed with an
EPI6 program. The families were divided in 1wo
groups according to the propositus’ M-PCR analy-
sis (37 deleted families and 39 non-delsted). A
comparative analysis was made using the
Kruskal-Wallis test for non-Gaussian distributed
continuous varables, and chi-square analysis for
categorical variables. Statistical significance was
considered when p < 0.05.

Sensitivity and specificity were estimated ss de-
scribed by Sacket et al. (26). Sensitivity and specifi-
city of serum CPK levels were calculated to predict
carrier state with a4 2 x 2 table, using genc dose as
gold standard. Patients having elevated serum
CPK (> 150 Ufl) and 0.5 gene dose as compared
to the DNA measure of a healthy female control
were considered as true positives. Finally, to detect
if the propartion of deletion carriers in the present
study differed from the expected, we used the chi-
square of proporiions test,

Rasults

The analysis of family pedigrees showed that only
13/76 {17.1%) mothers were obligate DMD/BMD
catriers and the remainder 63 cases (82.9%) were
isolated. Deletions removing portions of the DMD
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gene were found in 37 index cases (48.7%; 95% CI.
37-60%); 29 deletions {78.4%) occurred in the cen-
tral region of the gene. § (16.2%) at the 5 region,
| patient apparently had a whole gene delction,
and in | more patient the promotor amplified, but
not the other exons tested. Only 8 of the deletions
cases (22%) and 5 of the non-deletion cases (13%)
had a positive family history for DMD/BMD
(g =509, p=0.47).

Carrier detection using pERT  polymorphisms
showed 80% of the mothers were informative for at
least one of these RFLPs, but we found scrious
limitations for carrier detection: first, 82.9% of all
proposita were isolated cases; second, we found a
high intragenic recombination frequency (data not
shown); and third, these polymorphisms were in-
tradeletional in only three families. To improve the
efficiency of carrier detection, we used MQ-PCR to
test all first degree female relatives of patients with
cxon deletions (37 familics). We analyzed all obli-
gate deletion carriers and healthy females with no
family history of X-linked muscular dystrophy in a
blind fashion, and we were able ta unequivocally
assign the carrier or non-carrier statc in all of
them. Fig. | shows the case of 4 DMD patient with
a deletion from exon 45-54. Exons 6. 5! and 53

Fig. 1 ldentification of DMD carriers by MQ-PCR. The up-
per part shows the pedigree of a DMD family. The target
DNA (exons ST and 53) was amplified together with the
control DNA (¢xon 6) as a reference. Lane 1: Melecular weight
warker HindllI-digested lambdz DNA; lane 2: index case; lape
X patient’s sister; lane 4: patient's mother; fane 5 normal
female conttol. The bottom part shows the densitometric anal-
ysis of cach sample. The patien! had the cxons 51 and 53
deleted; tho mother and the sister had half of gene dosage to
thase same exons comparing with the mtrasampla control
(exon 6) and the intersample control (normal female),
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werte amplified in the same reaction. The exons
amplified in the mother and sister, although exons
51 and 53 showed lesy intensity than exon 6 on
electrophoresis. The densitometric analysis con-
tirmed that both the mother and sister were dele-
tion carriers based on the peak area ratios.

One patient was found to have a deletion of all
exons tesied. His mother was found to be a non-
carner, as she was heterozygous for both Taql and
Xmnl polymorphisms, and gene dosage was Tound
10 be normal (using a stretch of intron 18 of the
factor VIIT gene as an intrasample controf), One
mare patient had a deletion of all exons tested
except for the prometor. Although his mother was
homozygaus for RFLP Xmnl, she was het-
erozygeus for RFLP Tagl, proving that both alle-
les were present. Furthermore, using the amplified
promotor as intrasample control for densitometric
analysis, we confirmed that she was a non-carrier.

MQ-PCR allowed us to assign the carrier or
noa-carrier state in ali female relatives of the 37
deletion patients. The deletion was inherited from
the mother in only 14 cases (37.8%) (although
family history was positive in only 8 cases). Thus,
the frequency of de noto deletions was 62.2% (23/
37) (95% CT: 45--78%), which was significantly
higher than the expected frequency of de novo
mutations (33%) (27) (x* =9.5, p < 0.001).

Serum CPK levels were elevated in 4/37 mothers
of the deletion group and in 4/39 mothers of the
non-deletion group. In the deletion group, all
mothers with elevated CPK were confimed as
cartiers by MQ-PCR. Estimated sensitivity and
specificity of CPK for carrier detection were 36
aond 1M, respéctively.

Discussion

Serum CPK levels have been of value for carrier
detection, altbough in carrler females the range of
values overlaps the normal range, making the tes(
less than definitive (1). In the present series, serum
CPK levels showed a low sensitivity (36%), al-
though all deletion mothers with imcreased CPK
were found to be deletion carriers by DNA analy-
sis. More recently, linkage analysis has been widely
used for carrier detection and prenatal diagnosis
{27). However, this indirect approach is limited by
the hjgh intragenic recombination frequency, and
the high frequency of new mutations (28). Since
82.9% of our patienty were isolated cases, we also
found serious limitatjons nsing linkage analysis.
Therefore, we used MQ-PCR, which considerably
improved carrier detection and allowed the un-
equivocal assignment of carrier status in all fe-
male relatives of the deletion cases. Although the
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reaction conditiozs in quantitative PCR have to be
strictly controlled, our bliud study proved that the
results can be very reliable, as has been assessed by
other authors {15, 20). In addijtion, the technique is
easy and (ast to perform. Therefore, we consider
gquantitative PCR is currently the best and most
reliable method for carrier detection in DMD/
BMD families with deletions or duplications. Fur-
thermore, gonadal mosaicism may be evidenced if
the deletion is found in other offspring of an
apparently non-catrier mother. This phenomenon
has been found o ocour in up to 20% of the
mothers of apparontly isclated DMD deletion
cases {29, 30). We also analyzed all sisters and
brothers of isolated deletion patients, but did not
find evideoce of gonadal mosaicism in any of our
cases. Of course, this does not rule out ponadal
mosaicism, and prenatal diagnosis was offered to
all these families. Some researchers have suggested
there are ethnic varialions in the trequency and
distribution of deletions (911, 13, 14). Banerjee
and Yerma (8) suggested that population differ-
ences o the frequency of delstions can be ex-
plained by a smaller sample or by analysis being
restricted 10 a lower number of exons. We found
exon deletions in 48.68% of DMD/BMD patients.
located at two mutation hotspots: 78.4% in the
central and 16 2% at the proximal regions, which
was not sigoificantly different from reports of
Buumbach el al. (3}, Gillard et al. (4), Koenig et al.
{5), Cooke ct al. (6), and Upadhyaya et al, (7).

Other possible ethnic differences in DMD/BMD
hiave been observed, such ax a high frequency of
duplications in the Japanese population {(12); a
higher incidence of DMD among Asian Indian
immigrants in the UK as compared to White peo-
ple, Black people. and Pakistanis (31); population
differences in the distribution of breakpoints by
intron (32); and a high frequency of de novo dele-
tions in North Indians (15). Our findings were very
similar to those of Sinha et al, (15). We alse found
a high frequency of de novo deletions (62%; 95%
ClL: 48-75%), while only 20.7% of the mothers of
isolated deletion patients were found (0 be carriers.
Moreover, the frequency of familial cases was only
17%. Our results suggest that this population may
also have an ethnic predisposition to new
mulations.

Nevertheless, we must point out that Sinha's
study and our own results reporting 2 high fre.
quency of de nouo mutations analyzed only dele-
tion families, and the frequency of new deletions
‘may be different from that of new point mutations.
In this regard, the mother of an isolated DMD/
BMD case has a theoretical 67% risk of being a
carrier, provided that the overall mutation rate is

De nove deletions in Mexican DMD/BMD patients

equal in male and female gametes (33). Several
studies have confirmed this de nove mutation rate
(27, 34 36}, although they do not cousider the
nature of the mutation. As deletions/duplications
are probably the conscquence of non-equal cross-
ing over caused by various homologous sequences
within the dystrophin gene (37), they would arise
during mitosis or meiosis only in female cells.
There is evidence that the vast majority of dele-
fions arise in ovogenesis, while most point muta-
tions stem from spermatogenesis (38). Thus, the
mother of an isolated DMD patient with no appar-
ent structural anormaly of the gene would theoreti-
cally have a higher fisk of being a carrier than the
mother of an isolated deletion/duplication case.
This may explain the high frequency of de nova
deletions found by us and Sinha et al. (15). How-
ever, we would expect a higher frequency of famil-
ial cases among non-deletion families, but the

‘proportion. of familial cases was similar in non-

deletion (13%) and deletion (22%) families (p =
0.47). The sample studied here is relatively small,
3o that accurate carrier detection in  greater num
ber of DMD/BMD families including non-dele-
tion/duplication cases will be necessary to confirm

_this. Thus, recurrence risks in isolated cases may

have 1o be reestimated according to the nature of
the mutation.
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Abstract - In this paper we report a famity where the affected DMD patients were not available for stady and a molecular strategy was used
for female carricrs detection and for prenatal diagnesis. Linkage analysis was performed with two markers within the DMD gene, in all
farnily members sercencd. DMD markers used (pERT87,8/Togql and pERTE7.15/Xmnl) accmed not to be informative boouuse the
proposita's mother (11-2) was homozygous for the nuinor allele at each marker (T2 and X2), however, the proposila and one sistér camied
anly the major allele, which was inherited from the father. These results suggested that a deletion involving both harkers could be. present,
and was inherited from the mother to both daughters. Quantitative multiplex PCR confirmed the-deletion in female carriers, involving at least
exons 12 1o 17. DNA studies of cultured amniotic Hluid cells at |4 weeks gestation, by amplification of specific Y-chromosome sequences,
followed by multiplex PCR, lead to the diagnosis of a male fetus affecled by DMD. & 2001 Editions scientifiques et médicoles Elsevier

SAS

Duchenne Muscalar Dystrophy / Prenatal Molecolar Diagnosis

1. Introduction

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a lethal
X-linked recessive disorder affecting 1 in 3,500 male
births [19]. Tt is coused by mutations in the DMD
gene, located on Xp21.2, which encodes a protein of
the membrane cytoskeleton in skeletal musele (dys-
trophin) [9). Mutations in the DMD gene, result 1n a
progressive muscle degeneration and early death.
Most of the affected individuals have a deletion of one
or more exons clustered in two hat spots located in the
proximal and central regions of the gene [4]. Approxi-
mately one-third of the DMD patients carry de novo
mutations, although in some populations de novo
mutations accounts for 66% [21]. The absence of
etfective treatments has led to develop new ap-
proaches for carrier detection and prenatal diagnosis
{11]. Linkage analysis using intragenic or extragemc

* Correxpondence and reprints.
E-mail address: lorozco@buzon.mzin.conacyt.mx (L. Orozcn).

markers, such as RFLPs, VNTRs, or STRs, have been
used for carrier détection when DMD gene mutdtion is

not characterized |14}; however, the high rate of

intragenic recombination, small family size, and early
death of DMD patients, bave lintited the uss of Uicse
markers {13, 14]. To date, the direct mutation identi-
fication in DMD female relatives is possible using
guantitative Southern blot [15], multiplex exon ampli-
fication by PCR [12], RT-PCR [18], FISH [71], and
immunohistochemical muscle dystrophin studies [6).
Al a fime that a female carrier is detected, prenatal
molecular diagnosis may be done [8] with certainty in
DMD families.

Here, we report a family where the affected DMD
patients were not available for study and thé molecu-
lar strategy let to the detection of female carriers and
prenatal diagnosis. ’
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2. Materials and methods
2.1, Family

The proposita (II1 4) was a 27 year-old woman
with two relatives who died of DMD: a brother (111-3)
and a maternal uncle (II-4) (figure I). She was referred
for genetic counseling to the Genetic Department of
the National Pediatric Institute because of a preg-
nancy, even though she had a healthy 8-year-old son.
Her carrier status was determined and prenatal mo-
tecular diagnosis of the second pregnancy was done.
Her mother (11-2), a healthy brother, three possible
carrier sisters, and her son, were also included in this
study.

2.2. DNA samples

Genomic DNA was extracted from peripheral
blood leukocytes of 11-1, 11-2, Ti1-1, III-2, Iil-4, 11I-6,
IN-7, IV-4 and amniotic fluid cells (IV-5) according to
standard protocols [20].

2.3, Linkage study

Linkage analysis was performed using lwo in-
tragenic DMD  markers: pERT87.8/faq/ and
pERT87.15/Xmnl, which are RFLPs, located in in-
trons 13 and 17 of the DMD gene respectively [17].

2.4. Quantitarive Multiplex PCR {QM-PCR}

Carrier status detection was performed by QM-
PLR in one plex, as previously described [1]. PCR
was performed with 125 ng of genomic DNA, 0.5 uM
of each primer, 200 pM of each dNTP, 3 IU Taq
polymerase (Stoffel fragment™, Perkin Elmer Roche,
CA), 6.7 mM MgCl,;, 10 mM Tris-HCI, 10 mM KC]
(pH 8.3) in a final volume of 50 pl. Thermdl cycling
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Figure 1. Pedigree of 1he family pregnant proposita.

was carned oul by the following steps: samples were
heated to 95°C for 5 min., followed by 23 cycles at
95°C for 50 sec., 55°C for 50 sec. and 68°C for 3 min.
A final elongation step at 70°C for 3 min. was done.
Fifteen pl of the PCR product was clectrophoresed in
a 5% polycrylamide gel, stained with ethidium bro-
mide, and pictures were taken under ultraviolet light
with Polaroid™ film mod. 663, ISO 300, B/W nega-
tive for densitometric analysis. Genetic dosage tests
were performed by densitometric analysis, measuring
each PCR product, including healthy control subjects
(intersample variation). DMD non-deleted exons were
used as infrasample controls. All samiples were tested
in duplicate and gene dosage was assessed by densi-
tometric analysis in a CliniScan™ device {(Helena
Laboratories, Beaumont, TX).

2.5. Fetal DNA analysis

To screen specific Y-chromosome sequences by
PCR, the DNA from amniocytes (IV-5) was amplified
under reported conditions, using two primers designed
for the highly repetitive and heterochromatic DYZ1
sequences (Yql2) [10]. DNA from a normal female
and a male were used as controls. Amplification
products were resolved in a 2% agarose gel.

Multiplex PCR (M-PCR} [5] was performed with
150-250 ng of genomic DNA, 0.1 uM of each priroer,
200 pM of each dNTP, 2.5 IU Taq polymerase (Stoffel
[ragment™, Perkin Elmer Roche, CA), 6.7 mM
MgClL,, 10 mM Tris-HCI, 10 mM KC! (pH 8.3),in a
total volume of 50 pl, Samples were amplified under
the cycling conditions described above. The DNA of a
healthy male control was used as a control, PCR
products (15 1il) were electrophoresed in a 3% agarose
gel.

3. Resulis

The DMD markers used (pERT87.8/Tag/ and
pERT87.15/Xmnl} were not to be informative because
the proposita’s mother (1I-2) was apparently homozy-
gous for the minor allete at each miarker (T2 and X?2).
The father (II-1) showed the minor allele X2 at the
Xmn! locus and the major allele T1 at the Tagf locus.
Unexpectedly, the proposita and one. sister carried
only the major allele, which was inherlted from the
father (figure 2). These results suggested that a dele-
tion inyolving both markers could te present, that was
inherited from the mother to both daughters. To
confirm this, we proceeded to look for the presence of
the deletion using QM-PCR for exons 12 and 17,
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Figure 2. Partial pedigree of
the family showing the linkuge
analysis using pERTE7.8/Tagl
RFLP marker. The proband’s
father (1-1) camies the T
marker and the mother shows
homocigocity for T2 muarker.
The proband’s sisters 100-1 and
111-6 inherited the T1 allele
from the father and the T2
allele from the wother. The
proband (111-4) and her sister
QL-7) shuw peeudu-
homocigocity for T1, suggest-
ing a deletion,
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Exon 50 was amplified in the same reaction as an
internal control. PCR products and densitometric
analysis revealed a genetic dosage reduction of exons
12 and 17 in the obligate carrier mother (1-2), the
proposita (I11-4) and one of her sisters (I0-7) (figure
3). This analysis confirmed the deletion involving at
least exons 12 to 17 and the carrier status of the
proposita and one vl her sisters.

Once the carrier status of the proband was estab-
lished, prenatal diagnosis was performed by screening
specific Y-chromesome sequences and by using mul-
tiplex PCR from amniotic fluid cells DNA. PCR of
DZY1 heterocromatic sequences from fetal genomic
DNA analysis, showed a 154 bp band, indicating the
prosence of Y specific sequences (figure 4a). The
RFLPs analysis also showed the absence of both Tag/
(figure 4b) and Xmnl (data not shown) markers in the
fetus. In order to confirm the presence of the deletion
in the fetus, M-PCR was done including sequences of
the 5 region (Pml, 8,12,17,13 and 19) and non-
deleted exons (50 and 55). M-PCR test showed a
pertial intragenic dolction in 57 region (figurc 4¢),
involving at least exons 12 to 19 leading to the
diagnosis of a DMD affected male. Contamination
from maternal DNA was not found in the amplifica-
tion teactions.

4, Discussion .

DMD is the most commen lethal neuromuscular
genctic disorder in males. There is no effective treat-

.

ment for the disease, therefore, the determination of
carrier status and prenatal diagnesis are of utmost
importance for genelic tounseling. In Mexico, most
medical centers are using pedigree analysis, CPK
tests, and Bayesian analysis for statistical prediction

MWM -2 I 7 182 BT U8 FEM MALE (3

-2 -4 -7 fl-2

LY i

FEMALE MALE

-1 -6

Figure 3. Densitometric ‘analysis is showed, confirming genetic
dosage reduction at 50% of exons 12 and 17 in family members 11-2,
-4 and TM-7, Genetic dosage was normal for €xon 50. Subjects
1I-1 and -6 showed normal genetic dosage. Genomic DMA from
a normal male and a normal female were used as cantrols for genetic
dosage.
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Detection of Y specific
sequences (DYZ1)
154bp

A

Analysis of pERT87.8/Tagl

Pm1 (535 bp)
c 17 (416 bp)
12 (331 bp)
50 (271 bp)

of carrier status [3). Advances in molecular studies
have allowed the characterization of mutations re-
sponsible for DMD and the accurate identification of
female carriers, as well as prenatal diagnosis. Al-
though linkage analysis is a common approach for
carrier detection, there are several limitations of its
use: a) there is a high recombination rate within the
gene (12%); b) (he carrier status of mothers of isolated
cases, can only be determined if they are carriers of an
intragenic deletion polymorphism,; c} the carrier status
of females in families where all affected DMD males
are deceased, can only be determined if they bear an
intradeletion polymorphism, or if they have a normal
brother or son for identification of the normal allele.

Recently, technigues such as quantitative Suuthein
blot and QM-PCR have been used successfully to
quantify gene dosage for the direct identification of
gene deletion/duplication carriers [12, 13]. Previously,
we have reported the identificalion of deletions in
index cases by M-PCR, as well as the discrimination

Figure 4. A. Sex determina-
tion of the femis (1V-5). The
presence of DYZI sequences
indicates 2 male product, B.
Amplificatinn amed restriciion
analysis of the intragenic
marker involved in the fami-
ly's deletion, demostrates that
the male product is affected by
the same deletion. C. Fonher
amplification by multiplex
PCR of deleted and non-
deleted exons in feimales rela-
tives. confirms the deletion in
the male fetus.

between carriers and normal fcmales by QM-PCR [2].
In the DMD family reported herein, all affected males
were deceased; however, the proposita’s mother was
an obligate carrier and a normal brother wag alive
(figure 1), suggesting that it would bhe possible to
define the normal allele by linkage analysis, However
in this family, the proposita’s mother appeared to be
non-informative for both pelymorphisms used and
consequently the normal brother’s analysis was not
useful. On the other hand, the loss of the maternal
Tug! polymorphism in the proposita and in ene of her
sisters {figure 2) suggested several options: a) non-
malernity, that was discarded by confidential and
direct interrogation, b) uniparental disomy, as a rare
geuetic aberration ocewring i bolh sisters;. however,
they did not show any clinical manifestation as has
been reported in other cases {16], and <) a deletion
involving the polymorphic sites. The presence of the
deletion was confirmed by QM-PCR and densitomet-
ric analysis in the mother, the proposita and her sister,

115




M.A. Alcdntara et al. } Aun. Génél, 44 (2001) 149-153 153

by amplifying exons (12 and 17} which flank both
polymorphisms (figure 3). These results allowed us,
unequivocally, 1o establish the carrier status in each
family member and Lo give accurate genetic counsel-
ing. Once these results were obtained, prenatal diag-
nosis was done in a fetus aged 14 weeks, leading to
the diagnosis of a male affected with DMD (figure 4).
We want to emphasize that in spite of adverse situa-
tions, such as the absence of living affected males, a
careful molecular evaluation of all DMD families may
lead to carrier detection and prenatal diagnosis.
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