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De totes les anomalies cromosomiques, la trisomia del cromosoma 21 (HSA21) o
sindrome de Down (SD) no és tan sols la més coneguda, sin6 que és també la més
estudiada. Les raons d’aixo0 son la seva elevada prevalenga (1 de cada 700 nounats) i alhora
el fet que en la seva causa genética hi estigui implicat el cromosoma huma més petit, el
cromosoma 21. Els esfor¢os esmercats en entendre 1’origen de la trisomia 21, la varietat de
conseqiiencies fenotipiques que comporta, aixi com la contribucié de cadascun dels gens
que s’han identificat en aquest cromosoma, han donat com a fruit la publicaci6 de
nombrosos treballs cientifics que abasten des de 1’ambit clinic, fins el molecular, genétic,
bioquimic, etc. Malgrat tot, encara som molt lluny d’arribar a respondre moltes de les
preguntes que, sobretot els pares dels nens amb SD, es fan. El que si que s’ha aconseguit,
perd, ha estat una millora en la qualitat de vida i les expectatives de les persones amb SD,
aixi com en el diagnostic tan postnatal com, sobretot, prenatal.

Aquest treball és una contribucié a 1’estudi genétic de la SD en el qual s’ha posat a
punt una eina de diagnostic citogenétic molecular que ha permeés si més no, poder oferir un
assessorament genetic acurat a les families amb SD. En I’ambit estrictament de la recerca,
aquest treball ha volgut contribuir a I’estudi genétic de la SD mitjancant 1’estudi de les
trisomies parcials del HSA21 que, un cop caracteritzades, han d’aportar algunes respostes
sobre la participacio de determinats gens d’aquest cromosoma en el fenotip complexe de la
SD.

La Introduccio consta de quatre parts: la primera recull algunes consideracions
generals sobre els aspectes clinics de la SD, la trisomia del HSA21 en les seves diverses
formes possibles i els seus possibles origens. La segona part explica l'estat del coneixement
molecular actual del HSA21. La tercera part exposa els avengos en els estudis de la SD en
models murins. La introduccio es conclou amb un petit apunt sobre la técnica de la
hibridaci6 in situ de fluorescéncia (FISH) en la qual s’ha basat tot el treball que es presenta.

Els Materials i metodes recullen tots aquells protocols que s’han utilitzat per a dur a
terme aquest estudi, tant els que ja estan resumits en les publicacions incloses, com aquells

que no s’hi inclouen, perd que son igualment importants per dur a terme aquest treball.
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La seccio de Resultats consta de quatre parts. La primera part recull els resultats
obtinguts en la posada a punt del cataleg de sondes que ens calia per a ’estudi que es
presenta, basicament els YACs. La segona part recull els resultats dels mapatges al HSA21
dels primers gens d'aquest cromosoma que es van aillar al nostre laboratori. La tercera part
presenta tots els resultats dels estudis citogenétics-moleculars fets als pacients amb trisomia
parcial del HSA21, tant els que han estat publicats com aquells que encara no ho estan.
Finalment, es presenten tots aquells resultats dels estudis fets als models murins, tant el
mapatge de gens ortolegs del HSA21 al ratoli trisomic Ts65Dn, com I’estudi de 1’insercio
de transgens als models murins de sobreexpressio generats al nostre laboratori. Tot i que no
estan directament relacionats amb els estudis de pacients amb SD i trisomia parcial del
HSA21, aquests resultats es presenten en aquest treball per considerar que constitueixen
una contribucié molt important a I’estudi de la SD al nostre laboratori

Finalment, la Discussio és una consideracié global sobre el treball realitzat, on es
comenten tots els resultats obtinguts i es contrasten amb els publicats per altres grups de
recerca del mateix ambit, s'exposen els pros i els contres de les hipotesis vigents sobre la
correlacio genotip-fenotip en la SD i, finalment, es comenta quines son les perspectives de

futur pels estudis de la SD.
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SINDROME DE DOWN

La sindrome de Down (SD) va ser descrita per primera vegada com a entitat
nosologica I’any 1866, pero no va ser fins el 1959 que Lejeune a Franca i Jacobs al
Regne Unit, van associar aquesta sindrome amb la trisomia del cromosoma 21
(HSA21). La terminologia sindrome de Down es dona en honor al metge britanic
J.H.L. Down, que va descriure per primera vegada aquest quadre, el 1866. La SD
afecta un de cada 700 nounats i és la principal causa de retard mental 1 de defectes
cardiacs congénits en humans. Es potser per les caracteristiques facials dels
pacients amb SD i per la seva alta prevalencga, ’alteracié genética més coneguda a
nivell popular i una de les que es coneix millor a nivell genetic.

La trisomia del HSA21 pot ser total o parcial. La trisomia total del HSA21
es produeix per errors en la segregacid equitativa dels cromosomes en la divisio
meiotica (aquella que es produeix en les cel.lules germinals per tal d’assegurar la
conservacio del nombre de cromosomes en la descendencia). Aquesta segregacio
desigual s’anomena no-disjuncié i comporta que les cel.lules descendents d’aquesta
cellula germinal (materna o paterna) portin dues copies del HSA21 enlloc d’una.
La conseqiiéncia de la no-disjuncid és que en fer-se la fusi6 dels dos gametes per a
donar lloc a I’embri6, es produeix una trisomia, en aquest cas, del HSA21 i les
cel.lules del nou individu tenen 47 cromosomes enlloc de 46. Aquest fenomen de
no-disjunci6 s’ha trobat en més alta freqiliencia en les cel.lules germinals femenines
que en les masculines, de manera que el nombre andomal de cromosomes,
aneuploidia o en aquest cas trisomia del HSA21 és, majoritariament, d’origen
matern (Sherman i col., 1991; Petersen i col., 1991; Antonarakis i col., 1992).

La SD abasta un ventall molt ampli de manifestacions fenotipiques que
comparteixen la majoria dels casos estudiats, aixi com una série d’alteracions
cliniques que es troben només en alguns dels casos. Com ja s’ha dit, la SD esta
associada a retard mental i a defectes cardiacs congenits, perd també esta associada
a alteracions gastrointestinals, endocrines, muscul-esquelétiques, oculars,

immunologiques 1 auditives. Aquestes manifestacions cliniques sén una
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preocupacio constant en la SD, ja que si bé moltes poden estar absents en els

primers mesos de vida, algunes aniran apareixent en el decurs del temps.

Gracies als avencos en el coneixement biomedic dels darrers 30 anys, les
alteracions cliniques que es troben en la SD s’han anat caracteritzant a nivell clinic.
Donada la diversitat fenotipica, una de les tasques en les quals els clinics han
esmercat més esforgos ha estat en 1’el.laboracié de protocols per a caracteritzar
amb detall cadascun dels casos de SD. En aquest aspecte, cal esmentar la vigéncia
dels protocols el.laborats per Jackson (1976) i1 per Epstein (1991a). Gracies als
esforgos per a caracteritzar al maxim la patogenia de totes les anomalies cliniques 1
malformacions de la SD, i al coneixement cada vegada més exhaustiu dels gens que
es troben al HSA21 huma i de les seves funcions, ara es poden comencar a establir
correlacions entre el genotip i el fenotip, les quals han de contribuir

substancialment, a un millor coneixement d’aquesta sindrome.

ASPECTES CLINICS DE LA SINDROME DE DOWN

Els trets clinics més evidents del quadre que caracteritza la SD inclouen
diverses petites malformacions o trets dismorfics que es poden reconcixer en el
periode neonatal i que, malgrat no estar sempre presents, constitueixen de manera
conjunta un fenotip caracteristic de la sindrome (Taula 1). En el periode postnatal
I’estatura €s normal, perd després el creixement €s limitat (I'estatura mitjana d’una
persona adulta amb SD no excedeix gairebé mai la d’un nen de deu anys sense SD)
(Rarick i Seefeldt, 1977). El cap de les persones amb SD tendeix a ser petit, rodo i
amb el front inclinat. El coll és curt (Fig. 1A); les orelles son ovals, d’implantacio
baixa i amb lobuls petits (Fig. 1B) (Fischer-Brandies, 1988); els ulls sén
lleugerament oblicus cap amunt i enfora degut a la preséncia d’un plec epicantic
medial que cobreix parcialment I’angle de la fenedura palpebral (Fig. 1C). Sén
caracteristiques les taques de Brushfield que constitueixen unes motes de
depigmentacié gris-blanquinoses a 1’iris. També és molt caracteristica la cataracta
estrellada blava que apareix després dels 10 anys d’edat, aixi com la preseéncia de
blefaroconjuntivitis (Hestnes i col., 1991). El pont nasal és generalment absent o
pobrament desenvolupat. La boca tendeix a mantenir-se oberta amb una llengua

escrotal, grossa i protruient. Les mans son grosses amb un plec transvers unic
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(plec simia) (Reed, 1991); els dits son petits 1 sovint corbats cap endins
(clinodactilia) degut a una segona falange hipoplasica; el dit cinque és corbat 1 entre

els dits primer i segon del peu, existeix una separacié caracteristica (Rex i Preus,

1982). La pell sol ser freda 1 mal irrigada.

Figura 1. Aspectes del fenotip a nivell de cap i coll de persones amb SD.

A/ Persona adulta amb SD: destaquen sobretot el coll curt i ample i les orelles
d’implantacio6 baixa. B/ Detall del pavell6 auditiu d’una nena de 3 anys amb SD per
a mostrar la mida disminuida i el seu plegament. C/ Detall de I’epicant i del pont
nasal absent de la mateixa nena.

Taula 1. Principals caracteristiques fisiques de la sindrome de Down

Tret Percentatge (%)
Fenedures palpebrals obliques (cap amunt) 82
Pell extensible a la base del coll 81
Paladar estret 76
Braquicefalia 75
Hiperlaxitud articular 73
Pont nasal absent
68
Espai entre els dits ler i 2n del peu 68
Mans curtes i amples 64
Coll curt 61
Denticié anomala
61

Epicant 59
Dit petit de la ma curt 58
Boca oberta 57
Corbatura del dit petit 56
Llengua escrotal 55
Plec simia 53
Orelles plegades i displastiques 50
Llengua protruient 47

(Epstein, 1995)
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El retard mental i la hipotonia estan sempre presents (Morris 1 col., 1982) 1
els defectes cardiacs congenits es donen en un 40% dels casos de SD. Les
anomalies gastrointestinals (especialment [’atrésia duodenal i la malaltia de
Hirschsprung) es troben en un 5% dels casos (Knox i Benzel, 1972). La ratio de
mortaldat és més alta durant els primers anys de vida i la mort se sol produir per
infeccions respiratories, malformacio cardiaca (defectes del septe interventricular
amb insuficiéncia) o leucémia (Thase, 1982; Fryers, 1986). Dels pacients amb SD
que sobrepassen la pubertat, molts viuen fins la vida mitja adulta (35 o 40 anys) i
gairebé tots pateixen després una forma de degeneracio cerebral o forma prematura
de la malaltia d’ Alzheimer (Motte i Williams, 1989; Mann i Esiri, 1989).

A la SD es dona una gran variabilitat en les capacitats intel.lectuals 1 del
desenvolupament psicomotor, els quals, en certa manera, poden estar influenciats
per I’entorn o per altres factors genetics (Melyn 1 White, 1973). Les causes
especifiques per al retard mental encara no s’han trobat, perd s’ha descrit una
menor densitat de cel.lules nervioses en regions concretes del cervell (Crome 1 col.,
1966; Ferrer i Gullotta, 1990), canvis en la composicié fosfolipidica de la mielina
(Shah, 1979) i alteracions de determinades propietats electrofisiologiques d’algunes
neurones (Marin-Padilla, 1976; Becker i col., 1986). En tots els pacients amb la SD
després de la tercera deécada de vida apareixen les caracteristiques de la malaltia
d'Alzheimer aixi com un deteriorament progressiu de les facultats cognitives.

Els infants amb SD presenten un risc d’entre 15 i1 20 vegades superior
respecte la poblacid general de desenvolupar leucémia, especialment la leucémia
megacarioblastica aguda dins dels casos de leucémies agudes no limfocitiques
(Robinson i1 Neglia, 1987). S’ha descrit que [’activitat d’alguns enzims dels
eritrocits 1 dels granulocits, que no estan codificats per gens del HSA21, estan
incrementats; per altra banda, també es pot presentar hiperuricémia (Pueschel,
1982).

Els homes amb SD son gairebé sempre infertils, mentre que les dones poden
ser fertils (Johannisson i col., 1983). El creixement longitudinal esta impedit 1 hi ha
una major incidéncia de disfuncions tiroidees en els nounats (Fort i col., 1984).
S'han trobat també anomalies cel.lulars en alguns teixits periférics que inclouen

respostes elevades a interferd i agonistes [3—adrenérgics, i molt possiblement un



Introduccio 15

increment moderat en la sensibilitat a la radiacio, als mutagens quimics i als
carcinogens (Peeters i Poon, 1987).

La principal causa de mort en la SD soén les infeccions, els defectes cardiacs
congenits i el cancer. L’elevada susceptibilitat a les infeccions es pensa que pot ser
deguda a alteracions en el sistema immunitari, especialment en la maduracio i en la
funci6 dels limfocits T (Jacobs i col., 1978). Els darrers anys s’ha incrementat la
longevitat de manera que 1’esperanga de vida dels individus amb SD sense defecte
cardiac congeénit pot arribar a ultrapassar els 60 anys.

No hi ha cap pacient amb SD que presenti tots els trets que s’han descrit.
Un cas rellevant és el cas que van publicar Avramopoulos i col. el 1997 d’un
pacient amb trisomia regular del HSA21 (en sang i en fibroblasts cultivats a partir
d’una biopsia de pell) amb només dos trets (braquicefalia i pont nasal absent) dels
25 proposats per Jackson. El cas invers, ¢és el que van descriure Ahlbom 1 col.
(1996) d’un pacient amb un fenotip indistingible, a nivell clinic, del de la SD i que

no presentava trisomia 21 de cap mena.

Retard mental

De tots els trets associats al fenotip de la SD, potser el que causa més
preocupacio 1 és motiu d’un nombre més elevat d’estudis, ¢és el retard mental,
present, en més o menys grau, en tots els casos. El retard mental associat a la SD
es caracteritza per un retard del desenvolupament, alteracions del llenguatge i de la
memoria 1 defectes cognitius del processament auditiu-verbal (Florez, 1991;
Korenberg, 1995). El quoficient intel.lectual de les persones amb SD varia des de
valors inferiors a 20 fins a superiors a 60 en funci6 de 1’edat, ’entorn de I’individu
1 també de factors genetics encara desconeguts. En general, el quoficient
intel.lectual en la SD comenga a decaure a la infancia i va disminuint durant
I’adolescencia 1 1’edat adulta (Hernandez i Fisher, 1996). La conducta d’alguns

nens amb SD ¢és hiperactiva i de vegades es descriu com una conducta impulsiva

(Pueschel 1 col., 1991).
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Les primeres diferéncies entre el cervell amb SD i el normal ja es comencen a
observar en la segona meitat del desenvolupament embrionari, perd no és fins
després del naixement que aquests canvis es fan molt més evidents (Wisniewski 1
col., 1990). A nivell macroscopic, el pes del cervell amb SD és més petit, de 1’ordre
del 24% segons Florez (1992) 1 en conjunt, hi ha una disminuci6 de la seva mida.
Freqiientment es detecta una hipoplasia dels lobuls frontal i occipital i en la meitat
dels casos, s’ha vist que hi ha una reducci6 de la mida dels 1obuls temporals, de
I’hipocamp i del cerebel (Raz i col., 1995). Alguns autors (Logdberg i Brun, 1993;
Wang i col. 1992) han descrit alteracions en la morfologia del 1obul frontal en la SD
la qual cosa podria tenir una gran implicacio en les dificultats d’aprenentatge i els
problemes de conducta. A nivell histologic, s’ha descrit una disminuci6 en el
nombre de neurones 1 una alteracio
de la seva organitzacio en 1’escor¢a cerebral, I’hipocamp 1 el cervellet (Wisniewski,
1990; Hill i col., 1991), tot 1 que existeix una gran diversitat interindividual. S’han
descrit també disminucid en el nombre dels arbres dendritics 1 en les terminacions

sinaptiques (Wisniewski i col., 1996).

Aparell auditiu

Els problemes auditius en les persones amb SD sén especialment importants
pel desenvolupament del llenguatge i per tant, pel desenvolupament de les
capacitats d’aprenentatge. A nivell de 1’oida externa i com ja s’ha comentat
anteriorment, els infants amb SD tenen un pavell6 auditiu marcadament més petit
(fins a més de dues desviacions estandard) que els nadons sense SD. Sovint també
presenten (80% dels casos) un conducte extern molt reduit, que pot arribar a ser
estenotic. Aquest tret clinic €s un dels signes diagnostics més importants de la SD
(Aase i col., 1973). Els infants amb SD presenten de manera caracteristica un alt
risc d’infeccions de les vies respiratories superiors que també es tradueixen en
otitis mitges que poden esdevenir croniques. Es probable que en I’etiopatogénia de
les otitis mitges hi intervingui una certa disfuncio de la trompa d’Eustaqui deguda a

la braquicefalia i a la hipotonia, juntament amb alteracions del muscul tensor del
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paladar. Finalment, a nivell de 1’oida interna s’han descrit unes espirals coclears
més curtes respecte els infants sense SD, que poden causar un efecte de distorsio
en 'audicio (Walby i1 Schuknecht, 1984). En alguns casos també s’han descrit

malformacions estructurals del sistema vestibular (Harada i Sando, 1981).

Aparell digestiu

La incidéncia de les malformacions congénites de 1’aparell digestiu en la SD
s'ha estimat en el 10% (Carter, 1958). Les anomalies d’aquest sistema poden donar
una simptomatologia que va des de vomits cronics fins a restrenyiment també
cronic. De vegades, els quadres es poden complicar si les alteracions
gastrointestinals son multiples. En un estudi retrospectiu de 12 anys, durant els
quals es van estudiar 112 pacients amb SD, vint-i-set (14%) tenien alguna anomalia
greu de I’aparell gastrointestinal: estenosi duodenal (9), reflux gastroesofagic (5),
anus imperforat (5) o malaltia de Hirschsprung (4) (Buchin i col., 1986).

L’anomalia gastrointestinal més freqiient en la SD ¢és I’atrésia o 1’estenosi
duodenal que afecta entre un 5 i un 8% dels infants i €s, després de les anomalies
cardiaques 1 les infeccions, la causa de mort més important en la SD (Knox 1
Benzel, 1972). L’estenosi es tradueix en una obstruccié del duodeé que dona lloc a
vomits 1 deshidrataci6, produit finalment la mort del pacient si no és corregida
quirtrgicament. Aquesta intervenci6 quirtirgica té un alt risc i s’han descrit séries
en les quals la supervivencia total se situa en el 41%, el 38% dels quals tenien la
SD (Puri i O’Donnell, 1981; Levy, 1991). L'elevada mortaldat en aquestes
intervencions en pacients amb SD es pot explicar per la comorbilitat amb les
anomalies cardiaques i per 1’elevat risc d’infeccions que pateixen els infants amb
SD (Buchin i col., 1986).

La malaltia de Hirschsprung o megacolon aganglionar, és una anomalia
congenita deguda a I’absencia de neurones enteriques (o ganglis) a la part distal del
colon i del recte, que produeix la seva contraccid permanent i que es manifesta
durant la infantesa. L’abséncia de neurones es produeix per una fallida de la

migracio de les cél.lules de la cresta neural fins el colon distal durant la gestacio. La
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contraccid permanent del colon produeix una dilatacié massiva abdominal, abséncia
de moviments de I’intesti i una incapacitat per a nodrir-se deguda a 1’obstruccio del
colon. El 5,9% dels infants amb malaltia de Hirschsprung tenen SD (Garver i col.,

1985).

Anomalies cardiaques congenites

Els defectes cardiacs congenits (DCC) afecten 1’1% de tots els nounats.
Aproximadament la meitat dels DCC, els més complexes, comporten la mort
durant els primers mesos de vida. La majoria d’infants afectes que arriben a I’edat
adulta és gracies a les intervencions mediques o quirargiques, o bé perque

’alteraci6 és ben tolerada.

Taula 2. Incidéncia de les 10 cardiopaties congénites més freqiients

Nounats (%)  Nens grans

1 adults (%)
Comunicaci6 interventricular (CIV) 30,5 17
Comunicaci6 interauricular (CIA) 9,8 17,5
Persisténcia del conducte arterios 9,7 14,5
Estenosi pulmonar 6,9 13
Coartacié de Aorta 6,8 7
Estenosi aortica 6,1 5
Tetralogia de Fallot 5,8 15,5
Transposicié de grans vasos 4,2 2
Truncus arteriosus 2,2 2
Atresia tricuspide 1,3 1
Altres 16,7 8,5

(Navarro-Lopez, 1995)

Segons Friedman i Child (1982), els DCC sén, en general, el resultat d’un mal
desenvolupament embrionari d’una estructura normal o de la fallida d’una

estructura de progressar més enlld d’un estadi embrionari inicial o del
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desenvolupament fetal. Les malformacions cardiaques son degudes a causes
genetiques multifactorials o ambientals. Menys del 15% de totes les
malformacions cardiaques es deuen a anomalies cromosomiques reconegudes o
mutacions en gens concrets. De tota manera, una sola mutacié en un gen pot ser
causativa de determinades formes familiars de defecte del septe auricular, prolapse
de la valvula mitral o defecte del septe ventricular, entre d’altres, i dels sindromes
d’Ellis-van Creveld (Ruiz-Pérez 1 col., 2000) i de Kartagener (Witt 1 col., 1999).
Els gens responsables de diversos defectes han estat mapats [ex. la sindrome del
QT llarg (Russell 1 col., 1996) o la de Holt-Oram (Li 1 col., 1997; Basson 1 col.,
1997)] o identificats [ex. sindrome de Marfan (Kainulainen i col., 1990) o la
sindrome de Williams (Meng i col., 1998)]. Els defectes de gens contigus a la regié
cromosomica 22ql1.2 probablement causen malformacions conotruncals en la
sindrome de DiGeorge i la sindrome velocardiofacial (Burn i col., 1995; Wilson 1
col., 1996).

El 1894 Garrod va descriure per primera vegada la relacié entre les anomalies
cardiaques congenites i la SD 1, a partir del 1900, aquestes anomalies ja es van
considerar dins del diagnostic de la SD. Un gran nombre de cardiopaties que es
troben en pacients amb SD, es deuen al mal desenvolupament embrionari dels
coixinets endocardics, que son estructures implicades en la génesi dels tabics entre
els diversos compartiments cardiacs (Spicer, 1984). Als estudis publicats hi ha una
gran variabilitat de percentatges d’afectacié per cardiopaties en la SD (Taula 3), la
qual depén, en gran mesura, de la supervivéncia postnatal dels pacients.
Tanmateix, els darrers estudis fets, tant en pacients com en teixits fetals,
coincideixen a donar una incidéncia d’entre el 40 i el 50% de tots els casos amb SD
(Fabia 1 Drolette., 1970; Gordon, 1990). Les comunicacions auriculo-ventriculars
representen el 60% de tots els DCC en la SD, mentre que en la poblacié general,
son molt infreqlients. Aixo va portar al grup de Korenberg (Wilson 1 col., 1993) a
buscar un possible gen causatiu dins del HSA21 en una familia gran on la
comunicacié auriculo-ventricular es transmet clarament de forma dominant. Els
seus resultats van excloure tota la regid entre els marcadors D21S16 i D21556,

pero no van trobar cap lligament.
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Taula 3. Tipus de cardiopaties més freqiients en la sindrome de Down

Rowe & Uchida Gordon Freeman*

(1961) (1990) (1998)
N° total de pacients 70 63 227
Percentatge de pacients afectes de:
Defecte coixinets endocardics 36 33 -
Defecte tabic interventricular 33 32 80
Ductus arteriosus 10 13 16
Defecte tabic interauricular 9 10 102
Tetralogia de Fallot 1 1 10
Altres 11 11 3

* Aquests valors estan donats al treball original en forma de percentatge i han
estat calculats per a mantenir les mateixes unitats dels altres dos treballs.

** El sumatori dels % ¢és superior a 100 donat que existeix la probabilitat que
els pacients presentin més d’una patologia.

Sistema immunitari

Malgrat tots els avencos dels darrers deu anys en el camp de I'immunologia,
les infeccions continuen sent la primera causa de mort de les persones amb SD
(Ugazio i col., 1990). Els infants amb SD so6n molt més sensibles a les infeccions
respiratories 1 a les malalties infeccioses en general (Oster 1 col., 1975). Aquesta
hipersensibilitat, aixi com el fet que la poblacié SD sigui molt més susceptible a
I’hepatitis B (Madden i col., 1976), encara no tenen una explicacio. Els estudis
publicats fins ara sobre els limfocits B 1 T dels pacients amb SD demostren que hi
ha una alteracio en els limfocits T (Seibel i col., 1984) i que la seva resposta a
estimuladors de la divisio com la fitohemaglutinina, €és inferior (Karttunen 1 col.,
1984). Aix0 podria explicar-se pel fet que el timus de les persones amb SD s’ha
trobat més petit 1 amb anomalies histopatologiques i1 funcionals, la poblaci6é de

limfocits T esta disminuida, hi ha uns limits corticomedul.lars desdibuixats, un
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nombre més gran de corpuscles de Hassall 1 una reduccié de 1’hormona timica
(FTS), entre d’altres (Levin i col., 1987).

Els infants amb SD representen el 2% de tots els nens diagnosticats de
leucemia limfocitica aguda (LLA) i el 13% de tots els nens diagnosticats amb
leucémia mieloide aguda (LMA), la qual cosa representa que aquests infants tenen
entre 10 1 20 vegades més risc de patir aquestes leucémies respecte els nens sense
SD (Krivit i Good, 1957; Robinson i Neglia, 1987; Slordahl i col., 1993). Dins de
les leucemies de tipus LMA, la meitat son del subtipus leucémia aguda no-
limfocitica (LANL) del tipus M7, la qual apareix majoritariament durant els tres
primers anys de vida i és molt poc freqiient en infants no trisomics (Lie i col.,
1996). A més a més, els nounats amb SD i els infants fenotipicament normals,
perd que son mosaics per a la trisomia del HSA21, tenen un risc quatre-centes
vegades superior de desenvolupar una leucémia transitoria (mielopoiesi anormal
transitoria 0 MAT), la qual és extremadament rara en infants euploides (Zipurski
icol., 1987). Per altra banda, el 20% dels casos de MAT desenvolupen una LNLA
durant la infantesa (Shen i col., 1995). Una altra caracteristica de les leucémies en la
SD ¢s la seva mala resposta als tractaments quimioterapics (especialment al
metotrexat) (Peeters 1 Poon, 1987) i el seu mal pronostic. L’associacié entre la
trisomia del HSA21 1 les leucémies també ve donada pel fet que un 14% dels
infants amb un cariotip constitutiu normal que desenvolupen una leucémia, tenen
trisomia 21 en cariotip de moll d’os que desapareix amb la remissio de la leucémia
(Rowley, 1981).

Un estudi recent de Cavani i col. (1998) corrobora els estudis anteriors que
descrivien, mitjancant I’analisi de marcadors polimorfics de tot el bra¢ llarg del
HSAZ21, la prevalenga gairebé exclusiva d’errors de meiosi tipus II 1 un increment
de la homozigositat de marcadors de la regié pericentromérica (Abe i col. 1989;
Niikawa 1 col., 1991; Shen 1 col., 1995). A partir d’aquesta associacio, Niikawa 1
col. (1991, 1996) van proposar un model per a explicar la prevalenca tan alta de
leucémies als infants amb SD. Aquest model proposa que 1’homozigositat
disomica d’un al.lel produiria la pérdua de funcié d’un gen supressor de tumors
que hi hauria a la regié pericentromerica 21q. Aquesta hipotesi va ser corroborada

per Cavani i col. (1998).
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Malaltia d’Alzheimer

La malaltia d’Alzheimer (Alzheimer, 1907) ¢és una sindrome
neurodegenerativa que dona lloc a un demencia progressiva, caracteristicament més
freqiient en dones que en homes. Com a minim, un 15% dels casos es deuen a una
mutacié d’heréncia autosdmica dominant, perd la majoria dels casos son
esporadics. Fins 1 tot els bessons univitel.lins poden presentar una gran
discordanca en 1’edat d’aparicio de la malaltia (Nee i col. 1987). Malgrat aixo, la
malaltia d'Alzheimer presenta un espectre uniforme de trets clinics -deteriorament
progressiu i global de les facultats intel.lectuals- que comenca entre la meitat i
I’altim ter¢ de la vida, juntament amb pérdua de cel.lules neuronals determinades
en estructures cerebrals com el nucli basal de Meynert (Price i col. 1986). Els
primers simptomes de la malaltia d'Alzheimer son la pérdua de memoria a curt
termini 1 la desorientacid temporo-espaial. A mesura que la malaltia avanga, es
produeix una incapacitat progressiva per al raonament. Des del punt de vista
histopatologic, els cervells dels pacients amb la malaltia d'Alzheimer presenten
caracteristicament plaques neuritiques 1 capdells neurofibrilars. Les plaques
neuritiques son lesions multicel.lulars que contenen diposits extracel.lulars de
proteina [3-amiloide (BA), especialment a 1’hipocamp, I’escor¢a cerebral i
I’amigdala, amb neurites distrofiques, microglia activada 1 astroglia reactiva
(Dickson, 1997). Els capdells neurofibrilars sén lesions citoplasmatiques
intraneuronals que es generen per polimeritzacié de la proteina associada a
microtibuls, tau, que es troba hiperfosforilada (Goedert 1 col., 1992). Els dos
esdeveniments son independents; I'acumulaci6 de BA s'ha associat a l'activacio
local de microglia amb [l'alliberament de citoquines i amb resposta inflamatoria
generalitzada (Lue i1 col., 1996; Rogers i col., 1996), la qual podria causar la
degeneracio axonal 1 denditrica, la mort neuronal que es detecta a I'escor¢a 1 que
comporta perdues sinaptiques i conseqiientment, un déficit en els processos de
neurotransmissio els quals, finalment, comporten la pérdua de memoria.

Un patré d’heréncia tipicament autosomic dominant es troba en la malaltia
d'Alzheimer presenil (aquella que es desenvolupa abans dels 65 anys). Per a la

malaltia d'Alzheimer que es desenvolupa a partir dels 65 anys, no s’ha trobat un
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patré d’heréncia clar i es pensa que hi ha factors genctics i ambientals que
influencien la penetracié de la malaltia. L’Apolipoproteina E (ApoE) es va
identificar com un factor genétic de risc per a la malaltia d'Alzheimer, quan es va
trobar en lesions cerebrals de pacients amb malaltia d'Alzheimer. L’ ApoE es lliga
amb una gran eficiéncia a la AP, fent-la menys soluble i conseqiientment, més
facilment dipositable (Strittmatter i col.,, 1993). El gen de I’ApoE es troba al
cromosoma 19 i se’n troben tres al.lels preferents: €2, €3 1 €4, que es corresponen a
tres isoformes diferents. L’al.lel €4 augmenta el risc per la malaltia d'Alzheimer
tant en la forma presenil (van Duijn i col.,, 1994) com en la forma d’aparicio
tardana (Saunders i col., 1993) i el risc encara és més gran per als homozigots de
I’al.lel €4. En canvi, 1’al.lel €2 sembla que podria tenir un efecte protector i per
tant, disminuiria el risc de patir la malaltia d'Alzheimer (Chartier-Harlin i col.,
1994; Corder 1 col., 1994). Aixo és encara motiu de controvérsia, ja que altres
autors han trobat que aquest mateix al.lel €2 també representa un augment del risc
de patir la malaltia d'Alzheimer (van Duijn i col., 1995).

Potser una de les claus per a entendre I’etiologia de la malaltia d'Alzheimer es
troba en el fet que tots els pacients amb SD que viuen més de 30 o 40 anys
desenvolupen alteracions neurologiques indistingibles, en esséncia, de la malaltia
d'Alzheimer classica 1 alguns presenten demencia (Olson 1 Shaw, 1969; Glenner i
Wong, 1984; Wisniewski i col., 1988). La hipotesi €és doncs, aparentment senzilla:
hi ha d’haver algun gen al HSA21, la sobreexpressio del qual sigui capag¢ de produir
la malaltia d'Alzheimer. Per una banda, gairebé tots els malalts d'Alzheimer
desenvolupen algun tipus de diposit amiloid en arribar a la senectud, possiblement
idéntic al que es troba als pacients amb malaltia d'Alzheimer i a les persones amb
SD. ElI 1987 quan els grups de Goldgaber, de Kang, de Robakis i de Tanzi van
localitzar el gen de la Proteina Precursora Amiloide (4PP) al HSA21, es va establir
el primer model especific per a lligar la malaltia d'Alzheimer i1 la SD. Dos fets
posteriors van implicar encara més el gen APP com a candidat per a la malaltia
d'Alzheimer: d’una banda, el fet que algunes families amb malaltia d'Alzheimer
mostraven lligament al HSA21 (St. George-Hyslop i col., 1987), i de I’altra, que el
gen APP es trobés sobreexpressat en la SD (Tanzi 1 col., 1987; Neve i col., 1988).

El 1989, Rumble i col. van proposar que un augment de I'APP produiria una



Introduccio 24

sobreexpressio i un increment dels diposits de la AP, i que aixo es correlacionaria
amb la clinica de la malaltia d'Alzheimer. Dos anys més tard, es va demostrar que
mutacions al gen APP en membres afectes, cosegregaven amb la malaltia
d'Alzheimer familiar (FAD) d’aparici6 temprana (Goate i col., 1991). Malgrat tot,
no s’ha pogut establir mai que la trisomia del gen APP predisposi a la malaltia
d'Alzheimer, entre altres raons pel fet que els casos de trisomia parcial del HSA21
amb SD que hagin arribat a la tercera o quarta década de la vida sén molt rars.
Només hi ha un cas a la literatura (Prasher i col., 1998), en el qual un pacient de 78
anys amb SD 1 trisomia parcial del HSA21 que no incloia el gen APP, no
presentava la malaltia d'Alzheimer. Malgrat tot, aquest estudi no és concloent ja
que aquest pacient era homozigot per 1’al.lel €2 de I’ ApoE 1 I’abséncia de demencia
del pacient tampoc no es va poder associar a I’abséncia de ’al.lel €4.

Un altre motiu per a pensar en I’implicaci6 del HSA21 en la malaltia
d'Alzheimer ¢s el fet observat que les families en les quals hi ha una segregacio
autosomica dominant de la malaltia d'Alzheimer tenen un nombre més elevat de
descendents amb la SD (Heston i Mastri, 1977; Heston i col., 1981).

Cal esmentar tamb¢ 1’estudi que van publicar Rowe i col. (1989) en qué van
detectar la preséncia de cellules trisomiques pel HSA21 en sang periferica de
pacients que havien desenvolupat la malaltia d'Alzheimer als quaranta anys.
Aquests pacients mosaics per a la trisomia 21, no tenien cap dels trets clinics de la
SD. Els mateixos autors van postular arran d’aquesta troballa, que potser 1’edat
d’inici de la malaltia d'Alzheimer es podria correlacionar amb el percentatge de
cel.lules trisomiques. Potser, fins i tot, el mosaicisme de cel.lules trisomiques pel
HSA21 seria tan baix en algun casos que no es podria ni detectar. A més a més,
s’ha pogut constatar que el teixit que generalment s’estudia -els limfocits en sang
periférica- presenta un grau de mosaicisme inferior respecte a altres teixits
estudiats (Pagon i col., 1979; Ford i col., 1981). Finalment, cal parlar del model que
va proposar Potter (1991) pel qual tant la forma familiar com ’esporadica de la
malaltia d'Alzheimer es poden explicar per 1’acumulacié de cel.lules trisomiques
pel HSA21 durant la vida del pacient. D’aquesta manera, les cel.lules trisomiques
pel HSA21 s’anirien acumulant i desenvoluparien la malaltia a una edat més

tardana degut a un efecte produit pel mosaicisme.
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Els darrers anys I’estudi de la malaltia d'Alzheimer ha demostrat que
mutacions en dos altres gens, la presenilina 1 (PS1) 1 la presenilina 2 (PS2),
localitzats als cromosomes 14 i 1 respectivament, son suficients per a causar la
malaltia d'Alzheimer presenil (Sherrington i col., 1995; Levy-Lahad i col., 1995),
perd en cap d’aquests dos casos no hi ha alteracions cromosomiques o
reordenaments com en el cas de la hipotesi de la proteina Af. L’acumulaci6 de
I'AB al cortex cerebral és un esdeveniment invariable que es produeix aviat en la
patogénia de la malaltia d'Alzheimer. El pas final en la generacio de 1'Af des de
I'APP ¢s, probablement, una proteolisi intermembranosa duta a terme per la Y-
secretasa. Mutacions als gens de les presenilines 1 i 2 alteren 1’activitat de la y-
secretasa, de manera que s’incrementa la produccié de la isoforma A42, que és

altament amiloidogénica.

TRISOMIA DEL CROMOSOMA 21

E1 95% dels casos de SD es deuen a una trisomia total del HSA21 (trisomia
regular), el 5% restant de casos son deguts a la preséncia en mosaicisme de trisomia
regular (1%), o a una trisomia ocasionada per una translocacid desequilibrada
(Robertsoniana o no Robertsoniana) (4%) (Taula 4). Dins del darrer grup s’hi
inclouen les trisomies parcials del HSA21 que representen un percentatge minim

(inferior a I’1%), perd gens menyspreable, dels casos de SD (Epstein, 1995).

Translocacions Robertsonianes

Les translocacions Robertsonianes (Rob) son aquelles que es donen quan hi
ha una fusi6 de bracgos llargs sencers -a nivell de centromer o de bragos curts- entre

dos cromosomes acrocéntrics. Aquest tipus de reordenaments son les
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translocacions més freqiients en humans (1 de cada 1.000 nounats) (Therman i col.,

1989).

Taula 4. Freqiiencies d'alteracions cromosomiques i translocasions
Robertsonianes que donen lloc a trisomia del cromosoma 21

Anomalia citogenética freqiiencia (%)
47421 89.3 - 93
47,+21/46 mosaic 1.0 - 3.7
Translocacions Rob
46,-14,+ Rob(14;21) 1.5 - 34
46,-21,+ Rob (21;21) 1.6 - 2.1
46,-15,+ Rob (15;21) 02 - 0.6
46,-13,+ Rob (13;21) 0.1 - 0.6
46,-22,+ Rob (21;22) 0.1 - 03
Translocacions reciproques 02 - 03

(Thuline i Pueschel , 1982; Hook, 1982)

Segons Giraud 1 Mattei (1975), entre el 40 1 el 50% de les translocacions
Robertsonianes que es donen en la SD entre el HSA21 i un cromosoma del grup D
(13, 14 o 15) son d'origen familiar, és a dir s'originen per la transmissié en
desequilibri d'una translocaci6 Robertsoniana parental equilibrada. Per una altra
banda, només un 4% dels casos de translocacions Robertsonianes que impliquen
un cromosoma acrocéntric del grup G (21 o 22), son d'origen familiar. De les deu
combinacions possibles entre els 5 cromosomes acrocentrics en humans que
resulten en translocacions Robertsonianes no-homologues, n’hi ha dues que sén
molt més freqlients que les altres: Rob(13q;14q) 1 Rob(14q;21q) (Taula 4). Una
possible explicacid per a aquest fenomen la donen els estudis de punts de
trencament a les regions centromeriques, els quals donen per a aquestes dues
translocacions, un sol punt de trencament (Page i col.,, 1996). Finalment, cal
esmentar que moltes de les translocacions considerades inicialment com a
Robertsonianes (21q;21q) han hagut de ser requalificades com isocromosomes

1(21q) de novo, originades per una mala divisio del centromer. Aix0 s’ha pogut
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determinar mitjangant estudis de polimorfismes de DNA a les regions

pericentromeriques (Antonarakis i col., 1990; Robinson i col., 1994).

Translocacions reciproques i no reciproques

Les translocacions no Robertsonianes reciproques o en equilibri del HSA21
son aquells intercanvis de material cromosomic que es donen entre el HSA21 i
qualsevol altre cromosoma, autosoma o cromosoma sexual. Aquestes
translocacions poden no tenir cap conseqiiéncia fenotipica, perd en alguns casos,
pot quedar interromput un gen a causa del reordenament la pérdua de dosi del qual
produeixi una alteracidé. Quan les translocacions reciproques es transmeten a la
descendéncia és quan existeix la probabilitat de produir un desequilibri cromosomic
(una monosomia o una trisomia parcials). Aixo es produeix quan no es transmeten
junts els dos cromosomes que han intercanviat el material. Les probabilitats de
segregacio de cadascun dels cromosomes translocats no €s a 1’atzar, sindé que depen
de la formacid dels quadrivalents en la fase de paquité de la meiosi, condicionant la
seva segregacio a les cel.lules filles. Segons els criteris de Jalbert (1980), aixo esta
intimament relacionat amb la grandaria dels fragments intercanviats, ja que el tipus
de segregacio que s’afavoreix €s aquell que produeix un desequilibri més petit de
material cromosomic. Segons els estudis publicats sobre aquests reordenaments
cromosomics, quan son viables tenen conseqiiéncies fenotipiques diverses, pero la
majoria dels casos presenten retard mental en un grau més o menys elevat (Fryns,
1979; 1986). Aquestes translocacions en desequilibri també es produeixen de novo

per un mecanisme encara desconegut.

Trisomia del cromosoma 21 en mosaic

El mosaicisme cromosomic és el fenomen que es dona quan la dotacio
cromosomica (estructural o numeérica) no ¢és la mateixa en totes les cél.lules d’un
mateix individu.

La trisomia del HSA21 en mosaicisme pot ser conseqiiencia d'una no-

disjuncié meiotica o mitotica. En el primer cas, la no-disjuncié es produeix poc
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després de la fecundacio, de tal manera que es generen dues poblacions cel.lulars,
una trisomica i I'altra monosomica (aquesta es perd, probablement durant el mateix
desenvolupament embrionari). En el segon cas, el HSA21 extranumerari d’una
cel.lula, es perd poc després de la fecundacio (Fig. 2). Segons Richards (1974), un
20% dels mosaics identificats fenotipicament, son d'origen mitotic. També s'han

trobat mosaics pels reordenaments cromosomics que produeixen trisomia del

HSA21.
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Figura 2. Representacid esquematica de dos possibles mecanismes de generacio de
mosaicisme de la trisomia del HSA21. A/ La no-disjuncié mitotica es produeix
després de la fecundaci6 1 la linia cel.lular 45,-21 s’acaba perdent. B/ La no-
disjunci6 és meiotica I i en les divisions posteriors, es produeix la pérdua d’un
HSA21 donant lloc a dues poblacions cel.lulars diferents.

Els casos de trisomia en mosaic s'identifiquen generalment per tres vies: 1/
Estudis citogenétics convencionals dels casos amb fenotip de SD; 2/ estudis
citogenéetics de pacients amb trets suggestius de SD, de pacients amb un retard
mental lleu o pacients amb trets dismorfics sense un diagnostic clar; 3/ estudis
citogenétics d'aquells pares que han tingut més d'un fill amb SD. Un problema
important en el diagnostic dels mosaics, especialment en aquells casos en que el
nombre de cél.lules trisomiques és molt baix, és establir el llindar del mosaicisme, ja
que, no només el grau de mosaicisme variaamb el temps (Taysi i col., 1970; Uchida 1
col., 1980; Wilson i col., 1980), sin6 que en limfocits de sang periferica sol ser

inferior al de fibroblasts cultivats del mateix individu (Richards i col., 1974).
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El fenotip associat al mosaicisme del HSA21, és molt variable 1 les
temptatives d'establir correlacions entre el retard mental i el grau de mosaicisme en
limfocits o fibroblasts no han tingut éxit (Kohn i col., 1970; Fischler i col., 1974).
El que encara no s'ha pogut estudiar és aquesta correlacié en teixits com el cervell.
El fenotip dels casos de mosaicisme ¢€s extraordinariament variable, des de casos
"tipics" de SD fins a casos amb petites dismorfies i retard mental, no havent-se
descrit casos de mosaicisme amb defectes cardiacs congenits (Kohn 1 col., 1970).
Agafats en conjunt, els casos de SD en mosaic tenen un coeficient intel.lectual
entre 10 1 20 punts superior respecte als casos de SD no mosaics (Fishler 1 col.,
1976). En el que si que hi ha consens, és en qué la preséncia de mosaicisme no té
valor prognostic (Carlin 1 col., 1978). Un altre aspecte important del mosaicisme
per la trisomia 21 pot ser la que ja s'ha comentat anteriorment per a la malaltia

d'Alzheimer, perd aquest aspecte no esta encara prou estudiat.

NO-DISJUNCIO DEL CROMOSOMA 21 1 EDAT MATERNA

Les aneuploidies poden tenir diversos origens: no-conjuncid, no-disjuncio,
defecte de la divisié del centromer, una réplica extra dels cromosomes, o una
perdua d’un cromosoma. Tots aquests fenomens, excepte la réplica extra dels
cromosomes, han estat demostrats en organismes experimentals. El fenomen fins
ara més estudiat i que comporta la formaci6 de zigots trisomics, ha estat el de la
no-disjuncio.

S’ha descrit una gran influéncia de 1’edat materna en els casos de trisomia del
HSAZ21. La incidéncia de SD creix en un ordre de magnitud en dones majors de 37
anys, comparat amb les dones de 20 anys. De tota manera, gairebé el 80% dels
infants amb SD neixen de mares més joves de 35 anys, ja que I'increment de la
incidéncia amb ’edat es compensa per la taxa elevada de naixements de mares joves
(Hook , 1983a). Ja des de I’any 1960 en que¢ Polani i col. van postular que la no-
disjunci6 podia resultar de la persisténcia del nucléol durant la profase meiotica,
cosa que comportaria el no aparellament dels cromosomes acroceéntrics petits en

I’00cit vell, s’ha intentat trobar una explicacid per a I’efecte de I’edat materna en la
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no-disjuncio, pero la majoria de les hipotesis, inclosa la de Polani, han acabat sent
rebutjades.

L’origen parental dels cromosomes es pot determinar mitjancant técniques de
genética molecular de marcadors polimorfics (estudi de microsatel.lits, entre
d’altres) 1 aixo ha permes estudiar I’origen dels tres cromosomes 21 en casos de
SD. De la mateixa manera, s’ha pogut determinar que en el 95% dels casos, el
fenomen de la no-disjunci6 és d’origen matern. Aquest mateix tipus d’estudis ha
permes estudiar en quina fase de la divisio cel.lular (meiosi I, meiosi II o mitosi)
s’ha produit la no-disjuncié (Taula 5) 1 també s’ha pogut determinar que, dins dels
errors de no-disjuncié d’origen matern, el 77% dels casos es deuen a un error de

no-disjuncio en meiosi I (Sherman i col., 1994).

Taula 5. Origen parental i localitzacié de I’error de no-disjunci6 en la
divisio0  cel.lular d’individus amb trisomia 21 segons estudis de marcadors
de DNA

Origen parental del Localitzacio Numero de Edat parental %
HSA21 extranumerari de I’error casos (anys + SD)
Controls - 179 27,2+ 6,0 -
Materns 571 88
MI 382 31,1 + 6,1
MII 133 32,4+ 6,8
Paterns 51 : 8
MI 13 26,2+ 6,0
MII 21 26,1 +5,7
Mitotics 20 27,7+4.8
3
Matern 11 25,8+4,0
Patern 9 29.9+49

(Lamb i col., 1996)

* Inclouen els casos en els quals la localitzacié de 1’error ha estat impossible de
determinar
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Aquesta taula posa de manifest que la majoria de no-disjuncions del HSA21 en
la SD s6n d’origen matern i es produeixen en meiosi I. Es en aquest estadi de la
divisié cellular on s’ha demostrat la influéncia de 1’edat materna en aquest
fenomen de no-disjuncid. Malgrat que encara no es coneix quina és la causa
biologica que produeix aquest fenomen, les hipotesis han estat moltes.
Recentment, s’ha proposat que en molts casos de gametes femenins amb disomia
del HSA21, hi ha una disminucid global a tot el seu genoma de la recombinaci6
(Brown 1 col., 2000).

L’estudi dels casos de no-disjunci6é d’origen matern i en meiosi I, ha permes
trobar la primera correlacié entre la no-disjuncié de cromosomes humans i una
recombinaci6 anomala. Lamb i col. (1997) van generar mapes de lligament genétic
del HSA21 a partir de trisomies MI i MII d’origen matern i van trobar que el mapa
de trisomia MI materna és substanciosament més curt que el mateix mapa de dones
normals, cosa que implica una reduccio de la recombinacié. Aquests autors també
van veure que la distribuci6 dels fenomens de recombinacio al llarg del brag llarg del
HSAZ21 és anomal en aquesta poblacid. La reduccid es troba, sobretot, a les regions
proximals del cromosoma i la majoria dels intercanvis es localitzen a la regio del
telomer. Per altra banda, aquest grup també va trobar que el mapa MII matern és
significativament més llarg respecte al de les dones normals i1 per tant, la
recombinacié en aquest cas s’incrementa sobretot prop del centromer. Algunes
configuracions quiasmatiques doncs, semblaria que confereixen un major risc de no-
disjuncié. Aquestes configuracions s’inicien a MI i poden segregar malament tant a
MI com fins a MII, fins i tot possiblement a totes dues divisions. Donat que en
condicions normals la preséncia d’un sol quiasma (independentment de la seva
localitzacid) és suficient per a la segregacidé cromosomica normal, existeix la
hipotesi que amb 1’edat materna, I’ovari envelleix 1 pot donar-se un descens o falla
de I’aparell meiotic (com poden ser un component del fus o una proteina de
cohesi6 de cromatides) i destorbar el procés meiotic. Els resultats d’aquests
mateixos autors indiquen que les tétrades meiodtiques susceptibles de no-disjuncio

estan associades a la distancia entre el centromer 1 I’intercanvi meiotic més proper.
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Els intercanvis pericentromerics sembla que predisposen la tétrada cap a una no-
disjuncio de tipus MII mentre que si ’intercanvi més proper ¢és prop del telomer,
s’estableix una susceptibilitat de no-disjuncié MI. Existeixen diversos models per a
explicar I’increment d’intercanvis proximals observats en cromosomes que
segreguen en una no-disjuncié de tipus MIIL. Possiblement quiasmes proximals
predisposen a una incapacitat per a qué se separi el bivalent i passi intacte a la
placa metafasica Il de manera que a través de la divisio MII, el bivalent es divideix
reduccionalment 1 resulta un gameta disomic amb centromers ideéntics. Aixi, la
recombinacio proximal, un fenomen que es dona a MI, es resol 1 es visualitza com
un error a MIIL. Un model alternatiu per a explicar el mateix fenomen, proposa que
la resolucié dels quiasmes proximals porten a una separacidé prematura de les
cromatides germanes just abans de I’anafase I (Koehler i col. 1996). La resolucio
d’un quiasma comporta I’alliberament de la cohesio de les cromatides germanes,
distal al lloc on s’ha produit ’intercanvi (Hawley 1 col. 1994). Els intents per a
separar quiasmes molt propers al centromer podrien resultar en una separacid
prematura de les cromatides.

Sigui quin sigui el model auteéntic, tots els autors coincideixen en que per a la
no-disjuncié es necessita la suma de determinats esdeveniments meiodtics abans que
no es doni la no-disjuncié. Malgrat que determinats patrons d’intercanvi siguin
susceptibles de no-disjuncio, aquests patrons per si mateixos no séon suficients per
a resultar en una mala segregacidé cromosomica. Algun tipus d’’agitacié” meiotica
addicional com pot ser la formaci6é anomala del fus, I’alliberament prematur de la
cohesid entre les cromatides germanes o un desequilibri hormonal, €s necessari per
a la no-disjuncio i és aquest factor el que depén de 1’edat materna.

Tanmateix, existeix un subgrup de poblaci6é trisomica amb un nombre de
tetrades 1 localitzaci6 normal de quiasmes. En aquesta poblacio, la no-disjuncio es
podria explicar per circumstancies concretes en 1’odcit, no relacionades amb la
recombinaciod, i que podrien ser responsables d’una mala segregacié cromosomica.
En aquest cas, cal esmentar el model d’Avramopoulos i col. (1996) que estudiant el

possible paper de determinats al.lels de I’ApoE en el desenvolupament de 1’o0cit,
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van trobar un augment en la freqiiéncia de 1’al.lel €4 en mares joves amb una no-
disjuncié MII. Els portadors d’aquest al.lel tenen un nivell més alt de colesterol en
plasma i aix0, per un efecte en cascada, portaria fins un canvi de pH intracel.lular
de l'oocit que reduiria la mida del fus mitotic la qual comportaria alhora, un
desplacament i una no-disjuncio.

No s’ha descrit fins ara cap factor ambiental que influeixi en el fenomen de la
no-disjuncio. El diagnostic prenatal és possible mitjancant estudis citogenétics en
mostres de liquid amniotic o de vellositats corials o amb la determinacié dels
nivells materns d’a-fetoproteina, gonadotropina corial o d’estriol no conjugat.

Finalment, cal esmentar en aquest capitol els nombrosos estudis que s’han
fet des de I’any 1963 quan Lejeune va suggerir que hi podia haver un efecte
intercromosomic (ICE, Interchromosomal Effect) en I'origen de la trisomia del
HSAZ21 i en altres aneuploidies. Aquesta hipotesi ha estat molt estudiada pero els
resultats no soén encara concloents. Sembla que hi ha efectivament, un ICE en
alguns casos determinats pero que aixo dependria dels cromosomes implicats en el
reordenament i de la mida dels fragments implicats (de la qual cosa depen
directament la formacidé dels bivalents en la meiosi, del tipus de segregacio
cromosOmica que es donard). Aquest tipus d’estudis han suposat un gran pas
endavant amb I’aplicaci6 de la técnica de FISH en estudis de disomia (en aquest cas
del HSA21) en caps d’espermatozoides d’individus portadors de translocacions
reciproques, substituint aixi els estudis complicats de cariotips de cel.lules

germinals mitjangant fusions amb cél.lules de hamster (Blanco i col., 1996, 1998).
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CROMOSOMA 21 HUMA

El HSA21 és I'autosoma més petit del genoma huma; és acroceéntric, medeix
46 megabases (Mb), representa 1’1,7% de tot el genoma haploid huma i es calcula
que conté entre 250 i 400 gens. Es considera que és la sobreexpressié d’una
fraccio de gens del HSA21 la responsable dels trets fenotipics caracteristics de la
SD. Fins avui només es coneixen 127 d’aquests gens (Taula 7) i la seqiienciacid
d’aquest cromosoma ha estat recentment acabada (Hattori i col., 2.000), predint
l'existéncia d'altres 98 gens. El coneixement de tots els gens del HSA21, ha de
contribuir d’una manera eficag¢ a la comprensio de les alteracions cliniques de la
SD i facilitar el desenvolupament de mesures terapeutiques per les malalties que
conté.

El brag curt del HSA21 medeix entre 10 i 15 Mb (Morton, 1991) i acaba en
una regio satel.lit de mida variable. Prop del satel.lit hi ha la constriccid
secundaria que, com les regions organitzadores nucleolars (NOR), conté multiples
copies de gens ribosomals (Henderson i col., 1972) i es tenyeix amb plata. El brag
curt del HSA21 esta fonamentalment constituit per seqiiéncies repetitives
ordenades en tandem o distribuides de forma aleatoria (Choo i col., 1988; Greig i
Willard, 1992; Vissel i Choo, 1992). Aquestes seqiiéncies comparteixen un grau
molt elevat d’homologia amb les regions p dels altres cromosomes acrocentrics,
concretament, I’homologia és altissima amb 13p, de manera que la generaci6 de
sondes especifiques d’aquestes dues zones cromosomiques ha estat dificil.
Donada 1’abséncia de gens, ’interés en la caracteritzacié genomica d’aquesta
regid ha estat escas i molt pocs grups han construit mapes de la regié (Nizetic i
col., 1994; Korenberg i col., 1995; Wang i col., 1999).

El centromer és fonamental per a 1’aparellament i segregacid de les
cromatides germanes durant la mitosi en la metafase. Com tots els centromers dels
cromosomes humans, esta format per seqiiencies de DNA repetides en tandem
(Choo, 1990). Aquestes seqiiencies repetitives del HSA21 estan formades per
DNA satel.lit dels tipus I, IT i III. Es creu que aquestes families de seqiiéncies
repetitives, poden estar implicades en ’associaci6 de les regions satel.lit dels

cromosomes acrocéntrics durant la mitosi 1 en la formacid dels nucléols durant
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I’interfase (Matsumoto i col., 1989). Ha estat motiu de controveérsia cientifica el
postulat que un fenomen d'aquest tipus (associaci6 de satél.lits) podria contribuir a
la no-disjunci6 meiotica i que en pares de nens amb SD, hi ha una freqiiéncia més
elevada de cromosomes acroceéntrics amb NOR dobles (ANOR) (Hansson i col.,
1978; Jackson i col., 1985).

Tots els gens coneguts fins ara al HSA21 (tret dels ribosomals) es localitzen
al brac llarg (q), que té el seu patro de bandes caracteristic. Les translocacions
Robertsonianes que comporten la pérdua del bra¢ curt d’un dels cromosomes

translocats, no tenen cap efecte fenotipic.

MAPES GENOMICS DEL CROMOSOMA 21

En el decurs de I'estudi del HSA21, s’han generat una serie de mapes
obtinguts per diferents técniques, tots amb la finalitat de caracteritzar al maxim el
contingut del HSA21 i de poder ordenar els gens que s'han anat identificant. El
mapa final suposa la integracié de tots els mapes que s’han generat. Per al HSA21
els mapes que s’han generat son els de punts de trencament, d’hibrids de radiacio,

de lligament genctic, de clons solapats, de gens i de fenotips.

Mapa de punts de trencament

Un dels primers mapes del HSA21 que es van generar va ser el de punts de
trencament (també anomenat mapa d’hibrids somatics) que consisteix en la
generaci6 d’hibrids somatics que contenen segments del HSA21, provinents
d’aberracions cromosomiques identificades citogenéticament. Aquests hibrids
permeten la localitzacié de qualsevol fragment de DNA del HSA21. El gran
inconvenient d’aquest tipus de mapa €s que durant el creixement de les linies
cel.lulars hibrides es poden produir reordenaments que causin la pérdua de
I’alteracio (Patterson, 1993). Pel HSA21 existeix un pannell de linies cel.lulars
hibrides que delimiten prop de 30 intervals del cromosoma (Gardiner i col., 1988;

Patterson, 1991).
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Mapa d’hibrids de radiacio

Aquest mapa esta basat també en 1’obtencié d’hibrids somatics que
contenen segments del HSA21 generats, en aquest cas, per la radiacio prévia del
cromosoma. Es tracta de subclonar els diferents segments generats (entre 8 i 10
Mb) per la radiaci6 en diferents linies hibrides de manera que es tingui un conjunt
de linies amb tot el cromosoma representat. Aquests mapes utilitzen per a medir la
distancia 1’unitat anomenada centiRays (cR), la qual depén de la dosi de radiacié
que han rebut els cromosomes i de la mida dels fragments retinguts en els hibrids.
El mapa d’hibrids de radiacié té el mateix inconvenient que l'anterior, el
reordenament del material genétic de les linies cel.lulars, perd també cal tenir en
compte que la radiacié pot haver produit mutacions als segments del HSA21. El
mapa de radiacio del HSA21 medeix 650 cR on 1 cR equival a 68 kb (Cox i col.,
1990; Burmeister i col.,1991).

Mapes de lligament genétic

Son mapes que es basen en la recombinacido meiotica. Com més propers
estan dos marcadors, més elevada és la probabilitat de que segreguin junts després
de la recombinacié meiotica. Aquests mapes, indiquen la distancia que hi ha entre
dos loci determinats. Com més polimorfics siguin els marcadors que s’estudiin,
més senzilla és la seva localitzacid, ja que la informativitat és més elevada i les
recombinacions es poden detectar més facilment. La unitat de distancia que
utilitzen aquests mapes ¢€s el centiMorgan (cM), on 1 ¢cM equival a una freqiiéncia
de recombinaci6 de 0,01 i a una distancia fisica mitjana de 1 Mb. L’equivaléncia
entre distancia fisica i genctica depén de cada cromosoma i de cada regid
cromosomica, ja que existeixen punts calents (hot spots) de recombinaci6 on la
distancia genética és for¢ca més gran que la fisica. Mentre que la distancia fisica és
la mateixa entre homes i dones, la distancia genética és variable. Els cromosomes
femenins tenen més recombinacid que els masculins excepte als telomers, on el
fendomen succeeix a I’inrevés. Les bases moleculars d’aquests fenomens encara no
es coneixen (Laurie i Hulten, 1985). Els mapes de lligament genétic han estat molt

utils, ja que han permes la localitzacié de gens implicats en malalties abans que
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aquests no fossin identificats, facilitant 1’estudi genetic de les malalties i
I’assessorament genctic. S’han construit molts mapes de lligament del HSA21
(Mclnnis 1 col., 1993; Bosch i col., 1994; Buetow i col., 1994; Gyapay i col.,
1994; Cox i col., 1994), essent el més complert el de Cox i col. (1994).

Mapes de clons solapats

Per a la seqiienciacié de tot el genoma i en concret del HSA21, és
indispensable disposar de tot el DNA genomic en fragments contigus i solapats
(contigs). Per a clonar fragments grans de DNA gendmic s’han utilizat els YACs
(cromosomes artificials de llevat, yeast artificial chromosomes), els quals poden
contenir inserts de 100 a 2.000 kb i tenen el gran avantatge que permeten obtenir
un mapa sencer amb molt pocs clons, si es compara amb els plasmidis i els
cosmidis (Nizetic i col., 1991). El mapa de YACs del HSA21 més complet és el
que va construir el CEPH/Généthon a partir d’una linia d’hibrids somatics que
contenia com a Unic cromosoma huma el 21. Per a aillar els clons especifics del
HSA21 es van utilitzar les seqiiéncies repetitives A/u que sén especifiques del
genoma huma i estan altament representades (cada 4 kb com a mitjana).
Mitjancant aquesta estratégia es va construir el primer mapa de clons solapats del
HSA21 (Chumakov i col., 1992a) i, juntament amb el mapa del cromosoma Y,
van ser els dos primers mapes cromosomics sencers d’aquestes caracteristiques.
El gran inconvenient del clonatge en YACs ¢s 1’alta freqiiéncia de clons que
contenen fragments de DNA inserit no contigus (YACs quimeérics) o que tenen
reordenaments produits durant el seu creixement reiterat (Schlessinger, 1990). Per
aquest motiu, s’han generat posteriorment altres vectors de clonatge per a
fragments de DNA, que sense ser tan grans com els YACs, son més estables: els
PACs (cromosomes artificials de P1, PI artificial chromosomes) 1 els BACs
(cromosomes artificials bacterians, bacterial artificial chromosomes). Aquests
darrers vectors també han facilitat la tasca de subclonar els YACs en vectors més
petits, de manera que els mapes han pogut ser cada vegada més precisos i
detallats. També han estat de gran importancia els mapes de cosmidis que han
facil.litat l'estudi de regions especifiques del cromosoma (Nizetic i col., 1994;

Guimera i col., 1997).
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Mapes transcripcionals

Aquests son els mapes de creacid més recent ja que estan basats en el
progrés en la identificacid de gens i la seva localitzacié en els mapes esmentats
anteriorment. Els mapes transcripcionals es basen en la identificacio de seqiliencies
codificants mitjancant diverses estratégies: la selecci6 de DNA complementari
(cDNA selection) (Lovett i col., 1991), captura d’exons (exon trapping) (Buckler i
col., 1991), la identificacio d’illes CpG (CpG islands) (Estivill i Williamson,
1987; Sargent i col., 1990) o I’amplificacié d’exons mitjangant 4/u-PCR (Fuentes
i col., 1995, 1997). Les seqliencies codificants (ESTs, Expressed Sequenced
Tagged) que s’han identificat al HSA21 mitjancant aquestes técniques superen el
miler. De tota manera, encara és necessari disposar de tota la seqiiéncia del
HSA21, ja que facilitara la identificacio de tots els gens del HSA21, directament o
mitjancant els programes d’ordinador per a la prediccié de gens, estratégia que es

coneix amb el nom de in silico.

MAPA FENOTIPIC DE LA SINDROME DE DOWN

Les trisomies parcials del HSA21 inclouen les duplicacions intersticials
d’aquest cromosoma, les translocacions que impliquen només el HSA21 i les
translocacions entre el HSA21 i qualsevol dels altres cromosomes humans.
Aquests reordenaments cromosomics es tradueixen en la preséncia per triplicat de
determinats segments del HSA21. Aquest tipus de trisomia del HSA21 ha permeés
la definici6 de regions del HSA21 associades a determinats trets fenotipics de la
SD. Les trisomies parcials del HSA21 impliquen que determinats gens han de ser
els responsables directes de determinats trets clinics de la SD. Aula i col. (1973),
en les descripcid dels primers casos van proposar que la part distal del HSA21 en
trisomia €s indispensable per a produir el fenotip de la SD, mentre que les regions
més proximals en trisomia, s’associen a alteracions cliniques que mostren molts,

pero no tots, els trets de la SD i un retard mental més lleu. En una publicacié d’un
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cas de trisomia parcial del HSA21 i SD, Niebuhr (1974), va proposar que la banda
2122 en trisomia era “patogenica” per a la SD i la va anomenar Regio6 Critica per
a la Sindrome de Down (Down Syndrome Critical Region o DSCR).
Posteriorment, aquesta hipotesi va ser defensada, entre d’altres, per Summitt el
1981, qui demostrava que la preséncia en trisomia de la banda 2122 resultava en
un fenotip compatible amb la SD. El 1989 McCormick i col.laboradors,
mitjancant la utilitzacid de polimorfismes i/o 1’analisi de dosi en 16 pacients
estudiats citogenéticament, amb o sense trisomia parcial del HSA21, amb o sense
un fenotip de SD, van postular que la regi6 entre els marcadors D21S13 1 D21558
podia quedar exclosa de la participaci6 en el fenotip final de la SD i que la regio
que realment contribuia al fenotip era la regié6 compresa entre el marcador
D21855 i el telomer. Delabar i col. (1993) van descriure el primer mapa fenotipic
del HSA21 (tot i que el terme no va ser introduit fins més tard), construit a partir
de I’estudi de 10 pacients amb la SD i trisomia parcial del HSA21 (Fig. 3). Aquest
estudi refermava la hipotesi de 1’existéncia i importancia de la regi6 critica i la
definia entre els marcadors D21S555 1 el marcador MXI. De manera inversa,
excloia les regions proximal (del pter fins el marcador D27S554) i distal (des del
marcador PFKL fins S100B) de qualsevol participaci6 en el fenotip final de la SD.
Un any més tard, Korenberg i col. (1994) van descriure per primera vegada un
mapa fenotipic de la SD basat en 16 casos de SD deguts a diferents trisomies
parcials del HSA21. Aquest estudi sobre les trisomies parcials, realitzat mitjangant
les tecniques de Southern blot 1 FISH, aixi com 1’analisi de 25 trets fenotipics
tipics dels pacients, va qiiestionar seriosament la hipotesi formulada per Niebuhr
(1974). Aquests autors van determinar que els trets fenotipics: facies
caracteristica, microcefalia, estatura baixa, hipotonia, dermatoglifis anomals i
retard mental, estaven fora de la regid critica i que per tant, hi hauria una
contribucidé important de gens fora de la regio critica al fenotip de la SD. Aquest
estudi també va qiiestionar seriosament el treball publicat per Delabar i col.
(1993), argumentant que 9 dels 10 pacients estudiats per Delabar i col.

presentaven una trisomia parcial que incloia el marcador D27555 (Fig. 3).
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Figura 3. Mapes fenotipics de la SD. A I’esquerra de 1’ideograma
del HSA21, hi ha dibuixades les sis regions definides per
Delabar i col. (1993). A la dreta de I’ideograma, hi ha el mapa
fenotipic definit per Korenberg i col. (1994), on les barres
gruixudes indiquen probable implicacié de la regié en un fenotip
concret, i la linia prima indica la no exclusio de la regi6 que
cobreix. L abséncia de linia significa la no implicacié de la regi6
cromosomica en el fenotip.
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El terme “regid critica de la SD” ha quedat, probablement obsolet. L {inic
punt en el qual hi ha un acord total €s en descartar que la trisomia parcial del brag
curt del HSA21 tingui cap conseqliencia fenotipica.

Actualment es coneixen a tot el mén una cinquantena de casos de trisomies
parcials del HSA21, de les quals només una minoria impliquen exclusivament el
HSA21. El 1996 J. Delabar va crear una base de dades

(http://www.infobiogen.fi/services/aneu21/) amb 1’objectiu de recollir tots els casos

descrits d’aneuploidies parcials del HSA21, tant les monosomies com les
trisomies parcials. Aquesta base de dades posa a 1’abast de tothom la
caracteritzacid clinica i molecular, segons uns parametres molt concrets (els
primers basats en el protocol d’Epstein del 1991) de casos de SD deguts a
trisomies parcials del HSA21. Iniciatives com aquesta han de permetre establir les
correlacions entre el fenotip i el genotip, 1 arribar a la definici6 estricta de la
contribuci6 de cadascun dels gens del HSA21 al fenotip de la SD. Actualment
aquesta base de dades recull 52 casos, 34 dels quals son trisomies parcials del
HSA21.

L’estudi de les trisomies parcials i les possibles correlacions genotip-fenotip
ha dividit I’opini6 dels cientifics del camp en dos grups. Un grup defensa que el
fenotip de la SD no depén de la sobreexpressio dels gens del HSA21, sind que
depén del desequilibri que produeix la preséncia de material genctic en excés
durant el desenvolupament (hipotesi de la “amplified developmental instability”).
El segon grup defensa que la sobreexpressié de cadascun dels gens del HSA21 és
directament i individual responsable del fenotip final de la SD (hipotesi del “gene

dosage effect”).

GENS I SEQUENCIES DEL CROMOSOMA 21

El projecte de seqiienciacio del HSA21 ha estat recentment acabat (Hattori i
col., 2.000). Aquesta tasca ha estat duta a terme basicament per dos grups de
recerca, el consorci alemany amb base a Jena (també inclou el centre Max Planck

de Berlin) i el grup japoneés de Tokio (Keio). Aquests dos grups es van repartir la
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seqiienciacio del HSA21 en les regions que s’indiquen a la figura 4. D’acord amb
les previsions que es van fer a 1’ultim congrés internacional del HSA21 (Israel,
juny de 1.999), s’ha acabat gairebé tota la seqiienciacié i només queden alguns
forats. D’altra banda, la cerca de gens al HSA21 s’ha accelerat molt gracies a la
seqliencia dipositada a les bases de dades, que permet la prediccié de gens in
silico 1 a les noves técniques de clonatge de gens. Inicialment, es va fer una
prediccié de 500 a 1.000 gens ubicats a 21q. A mesura que ha anat avangant el
coneixement molecular del HSA21 s’ha vist que la previsié s’havia fet en base a
una densitat génica alta, que no es dona al llarg de tot el HSA21. S’ha arribat
finalment a un consens entre els valors més alts que prediuen al voltant de 700
gens i les previsions més baixes que doénen un valor de 250. Actualment, hi ha
recollits 127 gens, 3 pseudogens i 4 gens putatius a la base de dades del GDB
(Genome DataBase, http://www.gdb.dkfz-heidelberg.de) (Taula 6). La prediccid
feta pel Consorci de seqiienciacié del HSA21 és de 127 gens, 59 pseudogens i 98
gens predits (Hattori i col., 2000), el que implica un total de 225 gens.
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Figura 4. Repartiment de les regions per seqiienciar del HSA21 entre els grups
japongs i alemany.
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Taula 6. Gens identificats al cromosoma 21, segons el Genome Database

Genes on Chromosome 21

Last Updated: Sun Aug 30 23:35:02 EDT 2000
* after the Cytogenetic Location indicates HUGO approval

. Accession |Cyt0gen.
Symbol Aliases D Location
ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1/ .
ABCGI | WHITEL/ white (Drosophila) homolog 1, ATP binding casette | GDB:717078 | 7 1222'33;
transporter superfamily/ ABC8/ WHITE '
ACTLS ACTFIB/ actin-like 5 GDB:135326 | 21g-21g*
adenosine deaminase, RNA-specific, Bl (homolog of rat ) 21q22.3-
ADARBI1 REDI) GDB:3929206 21223
APECED/ autoimmune regulator (autoimmune
polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy)/ ) 21q22.3-
AIRE autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal GDB:367198 21q22.3*
dystrophy/ PGA1
Hs.74600/ AD1/ amyloid beta (A4) precursor protein (protease ) 21q21.2-
APP nexin-II, Alzheimer disease) GDB:119692 21q21.2*
ASNSL2 asparagine synthetase-like 2 GDB:119708 gllg;r;
Hs.76572/ OSCP/ ATPO/ ATP synthase, H+ transporting, a2
ATP50 mitochondrial F1 complex, O subunit (oligomycin sensitivity | GDB:545472 | 1225 21*
conferring protein) '
B3GALTS UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1.,3-galactosyltransferase, GDB:9956292| 21422:3-
polypeptide 5 219223
BACE2 Aspl/ beta-site APP-cleaving enzyme 2 GDB:9989909 2211;12222 3
BACHI BTB and CNC homology, basic leucine zipper transcription GDB.9836135| 21q22.1
factor 1 e
BAS Beta-adrenergic stimulation, response to GDB:9954614 zzlletg{
BTG3 ANA/ abundant in neuroepithelium area GDB:9958636 2211?11211'21'
C210RF1 chromosome 21 open reading frame 1 GDB:9032971| 21q22.3
C210RF2 chromosome 21 open reading frame 2 GDB:9083506| 21q22.3
C210RF5 KIAA0933/ chromosome 21 open reading frame 5 GDB:9958546| 21q22.2
C21orf3 chromosome 21 open reading frame 3 GDB:9834783| 21q22.3
Colorfd chromosome 21 open readlpg frame 4/ chromosome 21 open GDB.9834785| 21q22.1
reading frame 1 -
Hs.99914/ AML1/ PEBP2A2/ core-binding factor, runt 21q22.1-
CBFA2 domain, alpha subunit 2 (acute myeloid leukemia 1; aml1 GDB:128313 | 21q22.2%
oncogene)/ Hs.99862 219223
CBR/ carbonyl reductase 1/ Hs.88778/ carbonyl reductase . 21q22.3*
CBRI (NADPH) GDB:126610 21q22.12
CBR3 carbonyl reductase 3 GDB:9785817| 21q22.2
CBS Hs.84152/ cystathionine-beta-synthase GDB:119754 511255 'g;
CHAF1B CAF1A/ CAF1A-LSB/ chromatin assembly factor 1. n60 GDB:728461 | 21q22.3*
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subunit7 CAF1P60

15q26-

CHD2 chromodomain helicase DNA binding protein 2 GDB:9837217 2115;35_

21qter

CNN2 calponin 2 GDB:3789433| 21ql1.1
COL18AL1 Hs.78409/ collagen, type X VIII, alpha 1 GDB:138752 | 21q22.3*
COLb6A1 Hs.3283/ collagen, type VI, alpha 1 GDB:119065 | 21q22.3*
COL6A2 Hs.628/ collagen, type VI, alpha 2 GDB:119793 | 21q22.3*
COLOT1 KGC1/ collagen (type VI, alpha 1), overlapping transcript 1 ~ |GDB:9957699| 21q22.3
CRYAA Hs.81923/ CRYA1/ crystallin, alpha A GDB:119074 | 21q22.3*
CRYZLI1 crystallin, zeta (quinone reductase)-like 1 GDB:9958502| 21q22.1
CSTB STFB/ EPMI/ cystatlnB (stefin B)/ .CST6/ PME/ epilepsy, GDB:5215249| 219223

progressive myoclonic 1 (Unverricht-Lundborg type)
CTBP2 C-terminal binding protein 2 GDB:6837517| 21q21.3
DNA segment on chromosome 21 (unique) 2056 expressed 21q22.3-
DB:9964

D2152056E sequence/ NNP-1/ NOP52 GDBI96A096| 514223
DCR Down syndrome chromosome region/ DSCR GDB:125354 511255 '32,;
DCRA Down syndrome critical region protein A GDB:9956261| 21q22.2
DCRB Down syndrome critical region protein B GDB:9955858 | 21q22.2
DSCAM | Down syndrome cell adhesion molecule/ CHD2-42/ CHD2-52 |GDB:6887019 221122222'23'
DSCRI1 Down syndrome candidate region 1/ near DSCR proline-rich GDB:731000 | 21922.1-
protein 21q22.2*

DSCR2 LRPC21/ C21-LRP/ Down syndrome critical region gene 2 |GDB:9956047| 21q22.3

DYRK/DYRK1/ MNBH/ dual-specificity tyrosine-(Y)-

DYRKIA phosphorylation regulated kinase7 MNB/ minibrain GDB:1297921 2211%12222' 12

(Drosophila) homolog/ Hs.103125 '
ERG v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene related GDB:119884 2;;5222'23*
ETS2 Hs.85146/ v-ets avian erythroblastosis virus E2 oncogene GDB:119888 | 21q22.3*

homolog 2 -
FDXP2 ferredoxin pseudogene 2 GDB:128220 ; 11 gtt;r;
. 21q22.1-
FPDMM GDB:9954610 21q22.2
GA-binding protein transcription factor, alpha subunit (60kD)/ ) 21q21-
GABPA Hs.78/ EATF1A/ E4TF1-60 cppae | 2
Hs.82285/ PGFT/ PRGS/ phosphoribosylglycinamide
GART formyltransferase, phosphoribosylglycinamide synthetase, GDB:119487 | 21q22.1*
phosphoribosylaminoimidazole synthetase

GPXP2 GPXL2/ glutathione peroxidase pseudogene 2 GDB:120629 ; 11 gtt;r;
GRIK1 GLURS/ glutamate receptor, ionotropic, kainate 1 GDB:131462 ;1125521*
Hs.79375/ HCS/ holocarboxylase synthetase (biotin- . .

HLCS [proprionyl-Coenzyme A-carboxylase (ATP-hydrolysing)] | GDB:392648 21%12222' 12

ligase) '
HMG14 high-mobility group (nonhistone chromosomal) protein 14 GDB:118809 | 21q22.3*
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HMT1 (hnRNP methyltransferase, S. cerevisiae)-like 1/

HRMTIL1 PRMT? GDB:39292131 21q22.3
HSPA3 heat shock 70kD protein 3 GDB: 120060 ;llqptt;r;
HTOR 5-hydroxytryptamine (serotonin) oxygenase regulator GDB:119324 ;llqptt;r;

IFNAR1 IFRC/ IFNAR/ interferon (alpha, beta and omega) receptor 1 | GDB:120078 | 21q22.1*
interferon (alpha, beta and omega) receptor 2/ Hs.86958/ )
IFNAR2 IFNABR GDB:568494 | 21q22.1*
. - 21¢22.1
IFNGR2 IFNGT1/ interferon gamma receptor 2 (interferon gamma GDB:142306 | 21pter-
transducer 1) | 2iqter
CRFB4/ interleukin 10 receptor, beta/ Hs.46437/ CRF2-4/ . 21922.1-
IL10RB cytokine receptor family II, member 4 GDB-138168 21q22.2*
integrin, beta 2 (antigen CD18 (p95), lymphocyte function-
ITGB2 associated antigen 1; macrophage antigen 1 (mac-1) beta GDB:120574 ;llgg ';;
subunit)/ MF17/ CD18/ LFA-1 '
ITSN SH3D1A/ SH3 domain protein 1A/ SH3P17 GDB:6054184| 21q22.2*
KCNEI potassium voltage-gated chapnel, Isk-related family, member 1/ GDB.127909 | 21q22.1
minK/ ISK
KCNE2 LQTS5/ LQT6/ MIRP1/ potasglum voltage-gated channel, Isk- GDB.99s8s62| 214222
related family, member 2 =
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member ) 21q22.1*
KENJLS 15/ Kir4.2/ Kirl.3/ KCNJ14-PEN ODBGRIR6| 597 5
tassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 6/
K po y ying > yJ .
CNJ6 KCNJ7/ GIRK2/ KATP2/ BIR1/Kir3.2/ Hs.11173 CDBADA | 214223
D21S2048E/ HES1/ GT335/ Keio novel protein-1/ ES1
KNP-I . : .
N (zebrafish) protein, human homolog of/ ES1/ KPNI GDB:SBSTI08) 21q22.3*
LSS lanosterol synthase (2,3-oxidosqualene-lanosterol cyclase)/ GDB:642229 | 21pter-
OSC — | 2lqter*
myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate )
MACSLI1 (MARCKS, 80K-L)-like 1 GDB:128136 21-21
MCM3AP NONE/ MAPSO/ KIAA0572./ mlnlchromosome mgmtenance GDB.9957540| 21q22.3*
deficient (S. cerevisiae) 3-associated protein -
Hs.76391/ IF1-78K/ myxovirus (influenza) resistance 1, )
MX1 homolog of murine (interferon-inducible protein p78)/ MxA GDB:120206 | 21922.3"
MX2 Hs.926/ myxovirus (influenza) resistance 2, homolog of murine | GDB:120207 2211%12211'
NCAM2 neural cell adhesion molecule 2 GDB:6053726| 21q22
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 6 )
NDUFA6 (14kD, B14)/ B14 GDB:3842946| 21q22.3
NDUFV3 | NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 3 (10kD) | GDB:383640 ; 11 gtt;r;
NFI1L1 neurofibromin 1-like 1 GDB:216191 2211q11—
ql1.2
NRIP1 nuclear receptor interacting protein 1/ RIP140 GDB:9900364| 21q22.3*
. . . 21q22.2-
PCNT PCN/ pericentrin GDB:555937 214223
PCP4 Purkinje cell protein 4/ PEP-19 GDB:6233541| 21q22.3
PDXK PKH/ pyridoxal (pyridoxine, vitamin B6) kinase GDB:9955650| 21q22.3*
PFKL Hs.100005/ phosphofructokinase, liver GDB:120276 | 21q22.3
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PKNOX1 PBX/knotted 1 homeobox 1/ PREP1 GDB:5914719 ;llqptteerf;
PNY! protein spot in 2-D gels (82kD) GDB:119500 ;llqptteerf;
PNY2 protein spot in 2-D gels (65kD) GDB:119501 ;llqptfrf;
PNY3 protein spot in 2-D gels (33kD) GDB:119502 ;llqptt;:rr;
PNY4 protein spot in 2-D gels (72kD) GDB:119503 ;llqp:eerr
PNYS5 protein spot in 2-D gels (40kD) GDB:119504 ;llqptt;:rr;

PRKCM Hs.2891/ PKCM/ protein kinase C, mu GDB:330794 ;11;1511
PRSS7 protease, serine, 7 (enterokinase)/ Hs.3113 GDB:384083 | 21q22.3

PWP2H PWP2 (periodic tryptophan protein, yeast) homolog/ PWP2/ GpB:1220218] 2121
EHOC-17

RACK17 protein kinase C-binding protein GDB:9955713 51111;11 5*
RNR4 RNA, ribosomal 4 GDB:119558 | 21g22.3*
S100B $100 calcium-binding protein, beta (neural) GDB:120360 ;llqptteerf;

S14 surface antigen (chromosome 21) GDB:119584 | 21q22.3

SH3BGR SH3 domain binding glutamic acid-rich protein GDB:4164549| 21q22.2*

SIM2 SIM/ single-minded (Drosophila) homolog 2 GDB:642106 | 21q22.3*
Hs.84190/ FOLT/ solute carrier family 19 (folate transporter),
member 1/ homologue of mutant Chinese hamster cell 21q22-
: DB:454112
SLCI9AT methotrexate uptake deficiency/ REFC/ Reduced Folate GDB:45 21q22
Carrier/ RFC1/ CHMD
SLC5A3 | solute carrier family 5 (inositol transporter), member 3/ SMIT | GDB:373217 |21q-21.22.3

SMT3HI1 SMT3 (suppressor of mif two 3, yeast) homolog 1/ SMT3A  |GDB:5752861| 21q22.1*
Hs.75428/ ALS/ ALS1/ superoxide dismutase 1, soluble ) 21q22.1-

SOD1 (amyotrophic lateral sclerosis 1 (adult)) GDB:119596 21q22.2*

SON Hs.92909/ DBP-5/ SON DNA-binding protein GDB:331317 | 21ql1.1*

STCH stress 70 protein chaperone, microsome-associated, 60kD GDB:358960 | 21ql1.2

TAM MST/ Myeloproliferative syndrome, transient (transient GDB.9958709| 21q22.3*

abnormal e

TFF1 D21S21/ Hs.1406/ ].BCEI/. HPS2/ trefoil factor 1 (l?reast cancer, | o070 | 2 1q22.3

estrogen-inducible sequence expressed in) -

TFF2 SML1/ trefoil factor 2 (spasmglytlc protein 1)/ spasmolytic GDB:128989 | 214223

protein 1 -

TFF3 trefoil factor 3 (intestinal)/ Hs.82961/ HITF GDB:629964 | 21q22.1*
TIAM1 Hs.3205/ T-cell lymphoma invasion and metastasis 1 GDB:386213 | 21q22.3
TMEM1 transmembrane protein 1/ EHOC-1 GDB:1320385| 21q22.3

TMPRSS2 transmembrane protease, serine 2/ PRSS10 GDB:6065016 2211%11111'
TPTE transmembrane phosphatase with tensin homology GDB:9835136| 21q22.2

tetratricopeptide repeat domain 3/ TPRD/ TPRDI/ DCRR1/ )

TTC3 TPRDII/ TPRDIII GDB:9834163| 21q22.3*
U2AF1 | U2AF35/ RNU2AF1/ U2(RNU2) small nuclear RNA auxillary | GDB:392758 | 21q22.3
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factor 1 (non-standard symbol)

ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2 (homologous to yeast DB: 46| 2ipter-
UBE2G2 UBC7)/ UBC7 —
UBE3AP2 ubiquitin protein ligase E3A pseudogene 2 GDB:6276489 2211%12211'
10¢22-
USP16 UBP-M/ ubiquitin specific protease 16 GDB:9957973 2110;?-
21qter
VDAC2 voltage-dependent anion channel 2/ Hs.78902 GDB:138281 | 21q22.3

WRB tryptophan rich basic ptotein GDB:6380716

Recentment, el nostre grup ha identificat dos gens del HSA21 que encara no

figuren en la base de dades de la taula 6. Els gens que caldria afegir sén:

ADAMTSI (K. Casas, comunicacid personal) i G3P (A. Solans, comunicacio

personal).
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MODELS MURINS PER A L’ESTUDI DE LA
SINDROME DE DOWN

No existeix cap model animal que reprodueixi exactament els processos de
desenvolupament i malalties que es donen als humans. Els models de mamifers
sén aquells que comparteixen més similituds biologiques amb els humans i en
aquest aspecte, serien els més escaients. S'han trobat primats amb un equivalent
genétic i clinic de la trisomia del HSA21 i de la SD (McClure i col., 1969; Andrle
i col., 1979), pero aquests animals presenten gairebé les mateixes limitacions que
els estudis en humans pel que fa als objectius de la recerca. El ratoli s'ha convertit
aixi, en el model animal triat, ja que es manipula facilment, se'n pot fer un control
geneétic i presenta similituds amb els processos humans de morfogénesi,
probablement en la funcié del sistema nervids central, aixi com en els aspectes
neurobiologics i potser fins i tot psicologics (Epstein, 1995). Per altra banda,
malgrat els reordenaments del genoma de mamifers, determinades regions
cromosomiques resten intactes i estructuralment semblants entre el ratoli i I'hnome
(Nadeau i col., 1984). Pero els models murins també tenen les seves limitacions,
ja que reordenaments que impliqguen un gran desequilibri de material genétic,
solen ser inviables després del naixement. També s'ha de considerar que la
valoraci6é dels aspectes cognitius és diferent en I'home que en el ratoli, essent
impossible definir un retard mental, ja que aspectes com el llenguatge no so6n
valorables. Existeixen diverses estrategies per a modelar la SD al ratoli: 1/ els
models trisomics que contenen tot o part del MMU16 en trisomia i que
constituiran el model més complert de la sindrome. Aquests models son utils per a
dur a terme assajos terapéutics o per a l'aplicacié d'estrategies sostractives. 2/ Els
models transgénics que sobreexpressen un unic gen. No es poden considerar
estrictament un model de SD perd permeten en alguns casos, la disseccié de la
participacié d'aquest gen en el fenotip de SD. 3/ Llibréniesdvo que permeten
determinar el paper de la sobreexpressié conjunta d'un grup de gens (Smith i col.,
1995).
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RATOLI TRISOMIC PER AL CROMOSOMA 16 MURI (TS16)

El cromosoma 16 de ratoli (MMU16) no és totalment homoleg al HSA21
huma, entre d'altres raons perque és forca més llarg que I'huma (un 35% més
llarg) i perqué gens del cromosoma 16 de ratoli estan localitzats en altres
cromosomes humans (el 3, el 8, el 16 i el22). A més, no tots els gens del HSA21
huma mapen al cromosoma 16 de ratoli (Davisson i col., 1990), siné que també hi
ha gens al MMU17 i al MMU10 (Fig. 5). D'aquesta manera, la trisomia del
cromosoma 16 del ratoli, no és només una possible réplica de la trisomia del
HSA21 huma, sind que representa un desequilibri genétic més extens que en la
trisomia 21 humana. Aquests ratolins trisomics pel MMU16 es generen a partir de
mascles portadors d’'una translocacié Robertsoniana heterozigota del cromosoma
16. Generalment, aquests animals comencen a marteroa partir del catorzé
dia de gestacio, pero n’hi ha que sobreviuen més enlla, pero sense arribar a terme.
El fenotip d’aquests ratolins presenta alguns trets que sén caracteristics de la SD.
La meitat dels fetus estudiats presenten coixinets endocardics i defectes de I'arc
aortic, també mostren retard del desenvolupament del cervell i alteracions
craniofacials, entre d’altres. Els defectes immunologics i de les ceél.lules mare
totipotents, sén, en el cas del ratoli Ts16, molt més greus que en I'hnuma. A nivell
del cervell destaquen la sobreexpressio de I'App i de Gap-43. S'han realitzat
estudis de transplantaments de neurones d'aquest ratoli en cervells de ratoli
normal, en els quals s’ha trobat que les neurones trisomiques sobreviuen fins a
mesos (Davisson i col., 1990).

Per tal d’evitar el problema que suposa en els estudis fenotipics la mort
perinatal del ratoli Ts16, s’han generat ratolins quimerics, que serien el model
muri per als mosaics trisomics humans. Aquestes quimeres poden contenir fins a
un 70% de cél.lules trisomiques al cervell, perd la representacié de la trisomia en
altres teixits com el limfatic, és baixissima (Cox i col., 1984; Gearhart i col.,

1991). Els estudis fets en aquests ratolins han demostrat alteracions conductuals
(Epstein i col., 1991b), abséncia d’anomalies cardiaques (Cox i col., 1984;

Gearhart i col., 1991), i anomalies neuroquimiques (Gearhart i col., 1991).
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RATOLI TRISOMIC PARCIAL TS65DN

El 1993 el grup de Davisson i col., van generar un model muri de SD
anomenat Ts(17'®)Dn o Ts65Dn. Aquest model, que conté 41 cromosomes enlloc
dels 40 normals, es va aconseguir mitjangant la irradiaci6 dels testicles de ratolins
normals amb I’objectiu d’aconseguir reordenaments cromosomics del tipus
translocacions que donessin lloc a una descendéncia trisdmica (mitjangant no-
disjuncié meiotica) per a algun dels segments genomics reordenats. La
translocaci6 o intercanvi cromosomic que va donar lloc a aquest model és entre
els cromosomes 16 i 17 i es transmet a la descendéncia en forma de trisomia
parcial de la part distal del MMU16. Aquest model de ratoli per a la SD conté en
trisomia des de I’equivalent del gen APP fins el MX1 (Fig. 5) i té el gran
avantatge, respecte el model Ts16, que és totalment viable i que una gran
proporcié dels animals viu fins la vellesa. Els estudis que s’han fet fins ara
d’aquest ratoli han demostrat que les anomalies macroscopiques tipiques de la SD
no es reprodueixen en aquest model a nivell cardiac (Montero i col., 1996) o
neuropatologic (Megias i col., 1997), pero si que s’ha trobat un deficit cognitiu
(Escorihuela i col., 1995; Reeves i col., 1995; Holtzman i col., 1995, 1996) i
alteracions en la memoria de referéncia i de treball (Escorihuela i col., 1998). El
Ts65Dn esta essent estudiat a tots els nivells per diversos grups de recerca. Fins
ara s’han descrit alteracions en la funcionalitat de les vies de senyalitzacid
intracel.lular: adenil ciclasa i fosfolipasa C (Dierssen i col., 1997) i del nombre de

neurones al gir dentat de I’hipocamp (Insausti i col., 1998), entre d’altres.

RATOLI TRISOMIC PARCIAL TS108CJE

Aquest ratoli parcialment trisomic per al cromosoma 16 muri es va generar
espontaniament quan s’intentava obtenir un ratoli mutant per al gen Sod/ (Sago 1
col., 1998). Aquest ratoli conté una regio6 trisomica més petita que el Ts65Dn, que
inclou des de Sod!I fins Mx1 i implica una translocacio entre els cromosomes
murins 12 i 16, i és euploide (Fig. 5). Aquests ratolins també sobreviuen fins
I’edat adulta 1 tampoc no presenten alteracions macroscopiques. Els estudis

conductuals d’aquests ratolins han demostrat que, al contrari dels Ts65Dn, no son
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hiperactius 1 la dificultat d’aprenentatge no és tan marcada com en el Ts65Dn

(Sago i col., 1998).

MMU16
HSA21 HSA16
HSA22
HSAS8
HSA3
MMU16
APP
SOD1
22.1 DSCR1 Ts65Dn
AMLI1
App
DYRKIA
Sod1
22.2 ERG .
. D21S3 ﬁ:; Ts108Cje
MX2
22.3 MX1 Dscr1
- Gas-4
~ v MMU17 Dyrk1A
Cbr
CRYA Pepd
s,
CDI18
COL6AI MMU10 ,\H,ITQM
COL6A2
51008

Figura 5. Representacié esquematica del cromosoma 21 huma (HSA21) i
del cromosoma 16 de ratoli (MMU16). S’indiquen les regions de sinténia entre
tots dos cromosomes, aixi com les regions cromosomiques que abasten els ratolins
trisomics Ts65Dn 1 Ts108Cje.
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RATOLINS TRANSGENICS DE SOBREEXPRESSIO

La introduccié d’un gen (bé sigui amb les seves propies regions reguladores,
bé amb seqiiéncies promotores heterologues que promouen 1’expressid en
determinats teixits) al genoma del ratoli mitjangant transgénesi, permet avaluar les
conseqiiéncies de la seva sobreexpressid in vivo. Malgrat que els ratolins
transgeénics de sobreexpressio de gens individuals no séon un model complert de
SD, si que permeten estudiar 1’efecte d’aquesta sobreexpressid i la contribucié que
aquesta té a la fisiopatologia de la SD. Altres limitacions d’aquesta estratégia son
la integracié a 1’atzar del transgen i el nombre de copies que s’integren. La
integracid a I’atzar pot causar la interrupcié d’un gen endogen i produir un fenotip
que no tingui res a veure amb la sobreexpressid del transgen. Generalment, la
integraci6 es dona en tandem, en un nombre variable de copies i en un locus unic,
perd en alguns casos es pot produir la integracio en dos loci, els quals s’hauran de
segregar posteriorment a base de creuaments. Per tal d’evitar aquests problemes,
cal produir diverses linies transgéniques per a cada gen.

El primer ratoli transgénic que es va generar per a 1’estudi de la SD va ser
per al gen SODI huma, el qual codifica una proteina que esta implicada en els
processos metabolics oxidatius dels radicals lliures (Epstein i col., 1987). Aquest
ratoli, si bé a nivell macroscopic és normal, presenta alguns trets tipics de la SD,
com s6n anomalies en les unions neuromusculars i nivells plasmatics disminuits
de serotonina (revisat en Groner, 1995). S’han generat ratolins transgénics per a
altres gens del HSA21 huma: E#s2 que presenta anomalies esquelétiques
(Sumarsono i col., 1996), APP (Games, 1995; Hsiao i col., 1996; Sturchler-Pierrat
icol., 1997), PFKL (Elson i col., 1994a), S10003 (Gerlai i col., 1994), Sim2 (Ema i
col., 1999), DSCRI (Grup de Recerca de la SD-IRO, dades no publicades) i
DyrklA (Grup de Recerca de la SD-IRO, dades no publicades). S’han generat
altres models transgénics mitjancant 1’utilitzacié de YACs com a transgens,
estratégia que té 1’avantatge de poder introduir el gen amb les seves seqiiencies
reguladores i que se sol integrar en un nombre més reduit de copies que els
transgens més curts, encara que suposa una certa dificultat mecanica per a

introduir i integrar un fragment molt gran de DNA. S'han generat el que
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s'anomenen llibreries in vivo utilitzant YACs solapats de la regié 21q22.2 (Smith i
col., 1995). L'estudi fenotipic ha revel.lat fins ara, una alteracid cognitiva
(aprenentatge i memoria) en el transgeénic del YAC 152f7 que conté el gen

DYRKIA 1ien el transgénic del YAC 230e8 (Smith i col., 1997).

RATOLINS TRANSGENOMICS O TRANSCROMOSOMICS

Els esforgos per a generar models animals per a la SD també s'han
concentrat en soques de ratoli que incorporin segments de HSA21 huma obtingut
de linies d’hibrids somatics (Tomizuka i col., 1997). Més recentment, s’han
generat ratolins trisomics parcials pel HSA21 a partir de segments generats per
radiacio 1 introduits en les cél.lules totipotents embrionaries (Hernandez i col.,
1999). El gran avantatge d’aquesta estratégia és que els ratolins expressen gens
humans.

Els diferents models murins per a la SD s’han de caracteritzar a tots els
nivells per tal de poder extreure conclusions més fermes sobre la correlacid
genotip-fenotip. D'altra banda, s’han de realitzar creuaments entre models
trisomics 1 models amb el gen anul.lat (knockout). Sera molt interessant veure si
les funcions dels gens anul.lats poden ser rescatades gracies a la sobreexpressio
d’aquests mateixos gens en els ratolins trisomics i transgeénics. Per altra banda, els
fenotips deguts a la trisomia podran ser rescatats mitjancant creuaments amb
ratolins heterozigots per a disrupcions en gens especifics. Aquests models i
creuaments permetran estudiar el problema de la penetracié diferent de la trisomia

per a gens especifics.



Introduccio 55

HIBRIDACIO IN SITU DE FLUORESCENCIA (FISH)

La tecnologia de FISH es va desenvolupar a mitjans dels anys 80 (Pinkel,
1986) i és una metodologia intermitja entre la citogenética classica (estudis de
cariotips construits a partir de les mides dels cromosomes i del seu patr6 de
bandes G o R) i la genética molecular. Aquesta técnica consisteix a marcar amb
molécules de biotina o digoxigenina (o directament amb un nucleotid conjugat a
un fluorocrom) un fragment de DNA de la regi6 gendomica que es vol estudiar i
hibridar-lo sobre cromosomes, nuclis interfasics o teixits, aprofitant 1’afinitat de
les cadenes de DNA entre elles, després d’un procés de denaturacié per calor.
Mitjangant incubacions amb anticossos o haptens conjugats a fluorocroms que
s’uneixen amb alta afinitat a les molécules incorporades al DNA en el procés del
marcatge, s’arriba a 1’observacié al microscopi de fluorescéncia. D’aquesta
manera es pot localitzar el senyal fluorescent generat per la sonda marcada i
hibridada (Fig. 6). L’eficiéncia de la FISH depén de factors estrictament teécnics,
com son I’astringéngia dels rentats, el bloqueig de les seqiiéncies repetitives, la
mida de la sonda, etc. Aquesta técnica, a més a més del mapatge cromosomic de
qualsevol tipus de sonda, permet detectar pérdues o guanys de DNA,
reordenaments cromosomics per petits que siguin i arribar fins el punt de
trencament d’aquests reordenaments, amb una eficiéncia i fiabilitat altissimes. La
FISH ha suposat un gran aveng pel diagnostic genétic i ha establert el lligam entre

dues disciplines historicament distants, la citogenética i la genética molecular.
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Figura 6. Esquema del procés de FISH des de 1’obtencié de metafases a partir de
sang periférica (A), el procés paral.lel de marcatge de la sonda que es vol estudiar
fins la hibridacié (B) i la seva deteccio (C).
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L'objectiu principal d'aquest treball ha estat la caracteritzacié dels punts de

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

cromosoma, per a intentar establir una correlacié entre el genotip i el fenotip, 1

contribuir aixi, al mapa fenotipic de la SD. També ha estat objectiu d'aquest treball

utilitzar la FISH per a I'estudi d'alguns models murins de la SD. Els objectius

concrets del treball han estat:

1.

o

Seleccio de YACs del brag llarg del HSA21 procedents de la col.leccio del

CEPH 1 determinaci6 del seu quimerisme mitjancant FISH.

Mapatge dels gens del HSA21 identificats al laboratori en cromosomes humans.

. Identificacid de persones amb SD i cariotip normal o reordenament desconegut 1

deteccid de trisomies parcials del HSA21.

Localitzaciéo dels punts de trencament al HSA21 de les trisomies parcials

identificades.
Estudi clinic dels pacients amb trisomies parcials del HSA21 segons els
protocols d’Epstein i col. (1991) i establiment de les possibles correlacions

entre el genotip 1 el fenotip.

Mapatge dels gens del HSA21 identificats al laboratori en cromosomes del

ratoli trisomic parcial Ts65Dn.

Aplicacio de la FISH al tipatge d'embrions, nounats i teixits del ratoli Ts65Dn.

Estudi de la inserci6 cromosomica de transgens a les linies de ratolins

transgenics de sobreexpressid generats al laboratori.
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RECURSOS EXTERNS

YACS PROCEDENTS DEL CEPH/GENETHON

El Centre d’Etudes des Polymorphismes Humains (CEPH)/Généthon posa a ’abast public
un contigu de clons de DNA genomic clonat en cromosomes artificials de llevat (YAC),
que en el seu dia van ser ordenats al brag llarg del HSA21 mitjangant 1’estudi de marcadors
altament polimorfics o microsatél.lits (Bosch i col., 1996) i que préviament havien estat
ordenats els uns respecte els altres mitjancant estudis de lligament (Chumakov i col.,

1992a; 1992b).

LiNIA CEL.LULAR D’HIBRIDS SOMATICS WA17V

Aquesta linia cel.lular de fibroblasts hibrida entre rosegador i humans, que conté com a
unic cromosoma huma el HSA21 (Raziuddin i col., 1984), ha estat utilitzada per a generar

sondes que cobreixen tot el HSA21 o sondes de pintat cromosomic.

PANNELL D’HIBRIDS SOMATICS DEL “HUMAN GENETIC MUTANT CELL REPOSITORY”
(PANNELL DE NIMGS)

Aquest pannell posa a I’abast de tothom un conjunt de linies cel.lulars (o els seus DNAs)
somatiques hibrides rosegadors/humans cadascuna de les quals conté un (o maxim dos)
cromosomes humans (Drwinga i col., 1993). Aquest pannell s'ha fet servir per a amplificar
el DNA de cromosomes sencers humans mitjangant el métode A/u-PCR amb I’objectiu de

generar sondes de pintat cromosomic.



66 Materials i metodes

METODES GENERALS

PREPARACIO DE LES SONDES

Creixement i obtencio de DNA de la linia WA17

Aquesta linia es fa créixer a 37°C 1 5% de CO; en medi de cultiu DMEM (GIBCO, 41966-
029) suplementat amb 10% de serum fetal bovi (FBS). Les cel.lules son adherents i es
tripsinitzen quan arriben a la confluéncia.
Extraccio de DNA

Un cop s’ha tripzinitat el cutliu confluent, es compten les cel.lules en una camera de
Neubauer i a continuacio, el protocol que es segueix és de tractament amb proteinasa K
(Sigma) per a trencar les membranes, extracci6 de proteines mitjangant fenol/cloroform
(Sigma) i precipitacio en etanol. El protocol detallat és el que es dona a continuacio:
- Esresuspenen les cel.lules tripsinitzades en PBS esteril
- Escentrifuga a 1730xg durant 5 min
- El sediment es resuspen en 1ml de SET 1X per cada 5 milions de cel.lules
- S’afegeixen 20 pl/ml de proteinasa K (10 mg/ml) i s’incuba 2 h a 60°C amb agitacio
- S’afegeixen 20 pl/ml de 5 M NacCl. Es barreja
- S’extreu el DNA amb fenol/cloroform
- Les dues fases es separen centrifugant a 1730xg durant 30 min. Es recull la fase

superior
- Es precipita amb d’etanol absolut
- Escentrifuga a 1730xg durant 20 min
- Esresuspen el sediment en TE 1h a 37°C

- Esllegeix la concentracid a I’espectrofotometre (D.O.60>1.5)

SET 10X

100 mM Tris-HCI, pH 7.8

10% (p/v) SDS

50 mM EDTA, pH 8

S’ajusta el pH a 7.8 i la soluci6 es guarda a temperatura ambient
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PBS

10 mM tampo fosfat a pH 7.4
2.7 mM KCI
137 mM NaCl

Obtencio de DNA de YACs

Per tal d’obtenir el DNA dels YACs, s’ha fet servir una modificaci6é del metode descrit per

Overhauser 1 Radic (1987) pel qual el DNA del YAC s’encapsula en boletes d’agarosa.

Els YACs del CEPH es sembren a partir d’un cultiu solid o de glicerol en una placa de petri

amb medi AHC i s’incuben a 30°C durant 48 h. Els llevats que contenen el cromosoma

artificial tenen una tonalitat rosada en aquest medi. Un cop han crescut les colonies es

procedeix aixi:

Es pica una colonia rosada i s’inocula en 200 ml de medi de cultiu liquid AHC i
s’incuba altre cop 48 h a 30°C en agitacio fins que el medi pren un color vermell térbol
(D.O.600>1.5)

Es centrifuguen les cél.lules 5 min a 1730xg i es resuspenen en 10 ml de SE

El punt anterior es repeteix dues vegades i finalment es resuspenen les cél.lules en 3 ml
de SE

S’escalfa la sol.luci6 a 45°C en un bany humid

Préviament cal haver preparat agarosa de baix punt de fusié (LMP) a I’1% en SE i
haver-la posat també a 45°C, oli mineral i en un erlenmeyer s’hauran posat 70 ml de SE
en agitacio sobre gel

S’afegeixen 3 ml de 1’agarosa preparada a les cél.lules que continuen a 45°C

Després s’afegeixen 15 ml d’oli mineral i es barreja amb forga fins que es formi una
emulsio (tot aixo cal fer-ho encara dins del bany de 45°C)

Es decanta la solucié anterior en 1’erlenmeyer que conté els 70 ml de SE en gel i s’agita
amb un imant durant 5 min

Es transfereix la soluci6 a tubs falcon

Es centrifuga 10 min a 1730xg i es decanta 1’oli mineral
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- El pas anterior es repeteix dues vegades per tal d’eliminar tot 1’oli (si cal, es pot fer
servir una pipeta pasteur o un tovallé de paper)

- S’afegeixen 500 pl de B-mercaptoetanol i 500 pl de liticasa (10 mg/ml), i s’ajusta el
volum final fins a 10 ml amb SE. Es barreja bé i s’incuba 2 h a 37°C

- Es centrifuga 5 min a 1730xg i es resuspén suaument en 20 pl de 1% (p/v) sarcosil/25
mM EDTA

- Es torna a centrifugar 5 min a 1730xg i es resuspeén en 20 pl de solucid sarcosil/EDTA
amb 50 mg/ml de proteinasa K

- S’incuba 48 h a 50°C

- Es centrifuga 5 min a 1730xg

- Esrenta tres vegades amb 20 pl de 0.1xTE i es guarda a 4°C

Per a les amplificacions s’utilitza 1 pl de la preparacio.

Medi de cultiu AHC (ura-, trp-):

0.2% de base nitrogenada de llevat (DIFCO) lliure d’aminoacids i de (NH4),SO4
38 mM (NH4)2SO4
1% de caseina hidrolitzada lliure de sals i vitamines (DIFCO)

50 mg (per al medi liquid) o 10 mg (per a les plaques) Cs HsNs.1/2 H,SO4 (Sigma)

S’ajusta el pH a 5.8, s’autoclava i s’afegeixen 50 ml de glucosa esteéril al 20% (p/v). Per a
les plaques, s’afegeixen 10 g d’agar abans d’autoclavar per a la solidificacio. El medi
preparat es guarda a 4°C i té una durada de 6 setmanes.

Tampo SE:

75 mM NaCl
25 mM EDTA
Es tampona a pH 8
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Reaccio en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Meétode in vitro que es basa en 1’amplificaci6 selectiva de regions de DNA delimitades per
encebadors especifics (Saiki i col., 1988). Aquesta técnica consisteix en cicles continus de
denaturacio del DNA, hibridacio6 dels encebadors a les cadenes senzilles de DNA i extensio
de les cadenes mitjancant la copia del motllo per la incorporacié de nucleodtids que promou
la Tag-polimerasa. Aquests cicles continus produeixen un nombre exponencial de copies de
el DNA motllo i genera una quantitat de DNA que deixa de ser limitant en els estudis de

genetica.

Condicions de la PCR inter-4/u

Si s’utilitzen com a encebadors especifics fragments de seqiiencies consensus dels elements
repetitius Alu (Tagle i Collins, 1992; Chumakov i col., 1992a), que estan altament repetides
a tot el genoma d’humans, es poden obtenir fragments de DNA humans de diferents mides,
en funci6 de la distribucié d’aquestes seqiiéncies.

Per a I’amplificacié d’aquests fragments, s’han utilitzat els segilients encebadors
(Chumakov i col., 1992b; Tagle i Collins, 1992):

A33: 5’-CGCGTCGACCACTGCACTCCAGCCTGGGCG-3’

A44: 5’-CGCGTCGACGGGATTACAGGCG-3’

Condicions de la PCR inter Alu:
94°C 3 min
94°C 1 min

56°C 1 min 30 cicles
74°C 2 min

74°C 10 min

Es fan dues reaccions de PCR de 50 pl cadascuna i després s'ajunten els dos productes, es

corre un gel d'agarosa a 1'1% per tal de veure si hi ha productes, i finalment es fa una

precipitacio en etanol i es resuspen en 40 pl d'H»O0.
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Aquest metode ha estat emprat tant per a la generacié de sondes de YACs com per

a les sondes de pintat cromosomic.

Marcatge de les sondes amb nucleotids biotinilats o digoxigenats

S’han descrit diversos métodes per al marcatge de les sondes que s’han de fer servir en
FISH com sén per exemple el marcatge directe de la sonda durant la reaccié de la PCR,
mitjancant la incorporaci6 de nucleotids marcats bé sigui amb biotina bé amb digoxigenina
o alternativament, el métode del random priming. Tanmateix, el métode més utilitzat és el
metode de la nick translation 1 és aquest metode el que s’ha fet servir preferencialment al
nostre laboratori donada la seva alta eficiéncia.

La reacci6 denick translationaprofita la doble activitat de la polimerasaH.ctol:
per un costat afegeix nucleotids a I'extrem 3' que es genera quan en una fibra de DNA de
doble cadena s'hi fa umick (interrupcié en una de les dues cadenes de DNA); per l'altre
costat, aquest enzim té una activitat®' 3'exonucleolitica que li permet treure nucleotids
de I'extrem 5' dehick. L'eliminacié simultania de nucleotids de I'extrem 5' i I'adici6 de
nucleotids a I'extrem 3' resulta en un movimentndtEX al llarg del DNA (ick translation
(Kelly i col., 1970). La substitucio dels nucleotids preexistents per nucleotids marcats amb
biotina o digoxigenina (biotina-16-2’-desoxiuridina-5’-trifosfat o bio-16dUTP;
digoxigenina-11-2'desoxiuridina-5'-trifosfat o dig-11dUTP), permet que, mitjancant la
hibridacié in situ i els processos de deteccio posterior, es puguin detectar les sondes per

meétodes fluorescents.

Reaccio danick translation

DNA 2ug
bio-16dUTP (Boheringer-Manheim, 1 mM) pP
(dig-11dUTP; Boheringer-Manheim, 1 mM)

1 mM dTTPs (Pharmacia) 18
Tampo NT 1Qul
DNAsa | (Sigma, 2 ng/ml) 10l
DNA Pol | (New Engl. Biolabs, 10 yu) 2 pl

dH20 fins a 10Qul de reacci6
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La reacci6 s'incuba 2 h a 16°C després de les quals s'atura la reacciquaft® 5nM
EDTA (pH 8) durant 5 min a 65°C.

Tampé de la reaccié:

1 M Tris-HCI pH 7.8 5ml
2.5 M MgChb 200pl
[B-mercaptoetanol il
dATP (Pharmacia, 100 mM) 50
dCTP (Pharmacia, 100 mM) 50
dGTP (Pharmacia, 100 mM) 50

dH20 fins a 10 ml
El tampo es filtra amb xeringa i filtre de 0.2&) i es guarda a -20°C.

L'activitat especifica de la reaccié de marcatge depén de l'activitat especifica dels dNTPs i
del remplagcament dels nucleotids al motllo. Aixd0 es pot controlar mitjancant la
concentracié de la DNAsa |. La concentracié de la DNAsa | que s'ha fet servir de manera
sistematica és de Zg/ml pero en el cas dels YACs de més de 500 kb, s'ha fet servir una
concentracio de fil/ml segons les suggeréncies de Selleri i col. (1991).

Per tal de comprobar I'eficiencia del marcatge (s'espera una incorporacié del 30%),
s'agafen ul de la reaccio i s'hi afegeixenuCi dea32p-dCTP (3000 Ci/mmol), s'incuba
2 hores a 16°C. Després es para la reaccio igual queniekdeanslationi s'apliquen 1.5l
en dos filtres DE81. Els filtres s'aixuguen a 65°C durant 15 min. Els filtres estan carregats
positivament i retenen fortament els acids nucleics marcats (els no marcats s'elueixen en els
rentats dels filtres amb fosfat sodic).

Per a comprobar la mida dels fragments obtinguts, es copedeBcada mostra
en un gel d'agarosa a I'1%. La mida optima dels fragments és d'entre 200 fins a 600 pb
(parells de bases).

Finalment, per tal d'eliminar els nucleotids no incorporats, es passen les mostres

per una columna de Sephadex G-50 (gelfiltracio).
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Per a la hibridacid, les sondes es preparen de la manera seguent:
400 ng de DNA (20l de la reaccié de marcatge) es precipiten en etanol absolut i presencia
de 3ug deCot1DNA (GIBCO), de 2ug de DNA d'esperma de salmd, 1iade 1 M NaCl.

Els sediments es resuspenen en una barreja de 50% de formamida deionitzada en 2XSSC i
6% dextran sulfat. La barreja ja esta preparada per a hibridar.

PREPARACIO DEL SUBSTRAT D'HIBRIDACIO

Obtencioé de cromosomes metafasics a partir de sang periférica humana

Per tal d’obtenir un substrat cromosomic per a 1’estudi de FISH, s’ha partit de mostres de
sang periférica dels pacients i familiars extreta en tubs d’heparina sodica. El protocol
emprat per a obtenir els cromosomes metafasics es basa en la inhibicié de la formacié del
fus acromatic quan la cél.lula entra en divisio, la lisi de les membranes per xoc hipotonic i
la seva fixacid. El protocol detallat és el segiient:

- 0.7 ml de la capa limfocitica del tub de sang es sembren en un flascé de 25 cm® en
preséncia de 10 ml de medi de cultiu RPMI-1640 (GIBCO) amb 10% de sérum fetal
bovi (FBS), penicilina/Streptomicina (100 U/ml) i 200 pl de fitohemaglutinina (PHA)
(GIBCO)

- S’incuben els flascons durant 72 h a 37°C en 5% de CO;

- S'afegeixen 0.4 ml del Colcemid (GIBCO) (concentraci6 final de 0.04 pg/ml)

- S'incuba 20 min a 37°C

- Esrecull el cultiu en un tub conic de 12-15 ml i es centrifuga a 370xg

- Es decanta el sobrenedant i es resuspén bé el sediment abans d’afegir-hi 10 ml (gota a
gota) de solucid hipotonica

- S’incuben els tubs amb la solucid hipotonica durant 20 min a 37°C (per tal de produir

un xoc hipotonic i trencar les membranes)
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- Abans de centrifugar 8 min a 190xg, s’afegeixen 2 ml de solucié fixadora i s’ inverteix
el tub un parell de vegades per tal de parar la reaccid hipotonica

- Es decanta el sobrenedant, el sediment es desenganxa amb petits copets fins que queda
homogeni i s’afegeixen gota a gota (per tal d’evitar la formacié d’agregats) 10 ml en
solucio fixadora

- Es deixa a temperatura ambient durant 20-30 min i es centrifuga a 190xg 8 min

- Es decanta el sobrenedant i s’afegeixen 4 ml de soluci6 fixadora freda

- Es centrifuga 8§ min a 190xg

- Els dos darrers passos es repeteixen tres vegades fins que el sediment queda ben blanc

- Es guarden els tubs a 4°C durant almenys 24 h abans de fer les extensions (si cal fer-les
el mateix dia, es pot posar el tub a —20°C durant dues hores)

- Els sediments de cel.lules fixades es poden guardar en soluci6 fixadora a —20°C per un

periode de temps gairebé indefinit

Solucio hipotonica:
KCl 75 mM

Es guarda a temperatura ambient i prescriu després de 15 dies

Solucio fixadora:
Metanol:acid acétic (3:1)

Es fa el mateix dia i es guarda a 4°C

Obtencidé de metafases a partir de sang periférica de ratoli

El protocol que s'ha fet servir en aquest cas és una modificacié del que van descriure

Davisson i col. (1987). El principi és el mateix que el del protocol descrit per a la sang

periferica humana.
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- S'extreuen una o dues gotes de sang periferica de la vena de la cua del ratoli i es recullen
en un tub que conté 50 d'heparina sodica (1.000 U/ml) i 50 de medi de cultiu
RPMI1640 (GIBCO). Es recullen dos tubs per cada ratoli.

- Es sembren 150l de la barreja de sang i medi d'extraccié en un tub que contéil.350

medi de cultiu suplementat

- S'incuba el tub en un bany a 37°C amb agitaci6 durant 41 h

- Després de les 41 h, s'afegeixerugfml de colxicina al tub i s'incuba 20 min a 37°C per

tal d’aturar la divisio cel.lular en metafase

- S'ajunta el contingut dels dos tubs en un de sol i es centrifuga a 430xg 10 min

- Al sediment se li afegeixen 2-3 ml de solucio hipotonica i s'incuba a 37°C durant 20 min

- Es centrifuga a 550xg durant 10 min

- Al sediment se li afegeixen 3-4 ml de soluci6 fixadora i es torna a centrifugar 10 min a
550xg

- Es repeteixen els dos darrers passos dues vegades i es guarda finalment a 4°C fins el

moment de fer I'extensidé en un porta objectes

Medi de cultiu suplementat:

RPMI1640 amb glutamina i hepes (GIBCO).
7.5pg/ml fitohemaglutinina (PHA) (Murex)
50 pg/ml lipopolisacarid (LPS) (Sigma)

10 mg/ml gentamicina (Sigma)

Bandes GTL (Giemsa Tripsina Leishman)

Les bandes G es produeixen per un pretractament amb sals 0 enzims proteolitics seguit

d’una tincié amb un dels colorants de Romanowski (Giemsa, Wright's o Leischmann’s).

Per tal d'obtenir un patr6 de bandes G (so6n les regions cromosomiques que repliquen tard

en la fase S, que soOn riques en sequéncies A+T i que contenen pocs gens actius), s'ha fet
servir el protocol de les bandes GTL que consisteix en:

- S'envelleixen les extensions de cromosomes a 55°C tota la nit abans de la tinci6
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- Es summergeix el portaobjectes en una solucié de tripsina a 37°C durant 1 a 5 s (cal fer
diverses proves per a trobar el temps optim per a cada preparacio)

- Es renta el portaobjectes en 2% FBS per parar I'efecte de la tripsina

- Es posen 4 ml de solucié de Leishman sobre del portaobjectes durant 1 mini 30 s

- Es renta el portaobjectes dues vegadesa#nhddstil.lada i ja es pot fer I'observacié en un

microscopi de camp clar

Soluci6 de tripsina:
Trypsin-EDTA (GIBCO) en 100 ml de PBS (sensé‘Gag*?).

Aquesta solucio reconstituida es pot guardar a 4°C durant un mes.

Solucié Leishman's:
Solucié mare: 0.15% de Leishman's (Sigma) en metanol pur.
Solucid de treball: solucié Leishman's: tamp06 fosfat Gurr's (BDH) a pH 6.8 (1:3)

Deshibridacio de les extensions cromosomiques

Sobretot per als mapatges, sovint és convenient hibridar les extensions cromosomiques més
d’una vegada (per exemple hibridacions simultanies amb sondes control i la sonda que es
vol mapar). En aquest cas s’ha fet servir el protocol descrit per Heslop-Harrison i col.

(1992) que consisteix en:

Es summergeix el porta-objectes tres vegades en la soluci6 de: 0.1% Tween 20 en

4XSSC durant 30 min-1 h

- Per tal d’eliminar tot I’excés de medi de muntatge i la primera sonda, es summergeixen
els portes dues vegades en 2XSSC durant 5 min

- Deshidrataci6 en una serie d’etanols

- Estorna a aplicar sonda i es segueix el protocol d’hibridacié normal
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També pot ser necessaria una deshibridacio en el cas en qué calgui fer unes bandes G
en les mateixes metafases que s’han analitzat per FISH. En aquest cas, s’ha fet el bandeig
després de 1’estudi de FISH ja que I’ordre invers ha donat resultats menys satisfactoris. Per
a deshibridar 1’extensié cromosomica s’ha fet servir el protocol que consisteix en els
segiients passos:

- 1 min xilol 100%

- 1 min xilol/etanol absolut (1:1)

- 5 min solucié fixadora (metanol: acid acétic, 3:1)

- S’assequen a temperatura ambient i es guarden fins el moment de la hibridacio6
Just abans d’hibridar:

- 10 min 3.7% paraformalde¢id en PBS

- 2x5 min PBS

- Assecat

Deshidratacio en una série d’etanols

HIBRIDACIO , DETECCIO | OBSERVACIO

Hibridacioé de les sondes

Per a la hibridaci6 de les sondes, s’han d’envellir préviament les extensions cromosomiques
a 55-60°C durant una hora o durant un dia 37°C (els temps d’envelliment varien en funcid
de la duresa dels cromosomes o el temps que fagi que les extensions son fetes -a més
temps, menys temps d’envelliment-).

El protocol que s’ha fet servir per a la hibridacié és una mica diferent del que
generalment es descriu als protocols de FISH en els quals cromosomes i sondes es
denaturen de manera independent. De manera sistematica, s’han denaturat cromosomes i
sondes conjuntament, és a dir després de la deshidratacio de les extensions a través d’una
série d’etanols, s"ha aplicat la barreja d’hibridacié (que conté la sonda i el DNA d’esperma
de salmo i de Cot 1) sobre el portaobjectes, s’ha cobert amb un vidret i s’ha segellat tot amb

cola. Llavors, les extensions es posen en una estufa a 80°C durant 8§ min per a denaturar tant
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la sonda com els cromosomes. Cal esmentar també que si bé inicialment es feien uns
tractaments previs de les extensions cromosomiques amb RNAsa i amb pepsina, aquests
dos passos han estat eliminats del nostre protocol de rutina degut a la manca de diferéncies
en els resultats. També perqueé no s’han observat diferéncies de resultats, no es fa una
prehibridaci6 a 37°C. El protocol especific que s’ha fet servir doncs és el segiient i és el
mateix per a tot tipus de sondes (cosmidis, cDNAs, productes de PCR, YACs, BACs, PACs
o fags):

- Envelliment de les extensions cromosomiques

- Deshidratacié de les extensions en una série d’etanols (70, 80, 90 i 100%) durant un
minut en cada solucid

- Aplicacio de 10 pl de la barreja d’hibridacid, aplicacié d’un vidret de 22x22 mm i
segellat de les vores amb cola de sabater

- 8 mina 80°C

- Incubacid de 10 a 12 h en una cambra humida a 37°C

A partir d’aqui comencen els rentats i les incubacions amb els anticosos o molécules de
deteccid.

Per a la hibridacié de més d’una sonda, s’han fet servir dues opcions: bé la co-
precipitacio de les sondes (400 ng de cadascuna d’elles) o bé 1’aplicacié de 7 ul (70 ng) de
cadascuna de les sondes a 1’area d’hibridacid. Entre tots dos métodes tampoc no s’han
observat diferéncies pero si que la co-precipitacié resulta millor quan s’han d’hibridar més
de dues sondes alhora ja que sin6 el volum de barreja d’hibridaci6 sobre I’area de 22 mm?

€s massa gran.
Rentats i deteccio dels senyals fluorescents
Per a la deteccio dels senyals, s’aprofita la gran afinitat que de les molécules d’avidina i

biotina. En el cas de la digoxigenina, es fan servir anticosos monoclonals contra la

digoxigenina. Tant les molécules d’avidina com els anticosos contra la digoxigenina estan
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conjugats a fluorocroms. Els fluorocroms que s’han fet servir per aquest treball (s’han de
triar en funcio dels filtres amb els quals estigui equipat el microscopi de fluorescéncia) han
estat I’IsoTioCianat Fluoresceina (FITC) d’espectre d’emissio de 523 nm (s’excita a 494
nm i dona una fluorescéncia verda) o la rodamina o TRITC (Tetrametil Rodamina
IsoTioCianat) que emet a una longitud d’ona de 615 nm (s’excita a 596 nm i déna una
fluorescéncia vermella). Si les sondes son més petites de 10 kb (productes petits de PCR o
cDNAs), cal fer una segona ronda d’incubacié amb les moleécules conjugades amb
fluorocroms per tal de poder-les detectar al microscopi de fluorescéncia (Fig. 7). El

protocol és el segiient:

- 3x5° 50% formamida deionitzada en 1xSSC a 42°C

- 3x5’ 2xSSC* a 42°C

- 15’ solucié bloquejadora a 37°C

- 20-30’ avidina-FITC** i/o sheep-a-dig-FITC** a 37°C
- 3x5’ 4xSSC/0.1% Tween-20 a 37°C

- 20-30’ a-avidina biotinilada i/o rabbit-a-sheep a 37°C
- 3x5’ 4xSSC/0.1% Tween-20 a 37°C

- 20-30’ avidina-FITC** i/o a-rabbit-FITC **

- 3x5’ 4xSSC/0.1% Tween-20 a 37°C

- Rentat amb aigua destil.lada

- Muntatge de les preparacions amb solucié DAPI/antifade

* Pels YACs es fan aquests rentats més astringents, amb 0.1xSSC
** Els mateixos anticossos o molecules d'alta afinitat es poden fer servir conjugades a

TRITC

20xSSC:

300 mM Citrat trisodic
3 M Na(Cl
Aquesta soluci6 s’ajusta a pH7 amb HCI
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Solucio bloquejadora:
5% de Blocking Reagent (Boehringer Manheim) en solucié TN

S’escalfa al microones fins que la pols s’ha dissolt totalment i després es filtra amb un filtre
de 0.45 pm i es guarda fins a 15 dies a 4°C.

Solucio TN:
1 M Tris-HCl/1.5 M NaCl

Molecules conjugades i anticosos:

Totes les molécules conjugades (Avidina-FITC, a-digoxigenina-FITC, Avidina-rodamina i
a-digoxigenina-rodamina) es fan servir en la primera incubaci6 a una dilucié de 1:100 en
solucid bloquejadora. En la darrera incubaci6 es fa servir una dilucié 1:500 per tal de reduir
al maxim el soroll de fons. Les molécules o anticosos intermitjos (0-avidina, “rabbit o-
sheep”, “a-rabbit TRITC” i “a-rabbit FITC”) es fan servir a una dilucié 1:100 en tots els

casos.

Solucio DAPI/” Antifade”:
Per tal d’aconseguir un patrd de bandeig dels cromosomes que es pugui estudiar al mateix
temps que els senyals fluorescents al microscopi de fluoresceéncia, es fa servir una tincid
DAPI o 4°,6-diamidino-2-fenilindol (és un intercalador del DNA que s'uneix amb especial
afinitat a les regions riques en AT i que emet a 450 nm i dona una fluoresceéncia blava) que
es visualitza amb llum ultraviolada. Una alternativa a la tincié DAPI és la tinci6 amb iodur
de propidi (PI) perd aquesta no produeix cap patré de bandes la qual cosa pot dificultar la
interpretacié d’alguns resultats, especialment per al mapatge de sondes en cromosomes del
grup C o D.

La solucio antifade que es fa servir per a evitar que el senyal fluorescent s’esvaeixi
en ser il.lumitat, és una solucié comercial (Vector) perod també es pot fer servir una solucid
de glicerol i DABCO. Les concentracions finals de contratincié que es fan servir son: 150

ng/ml de DAPI i 0.5 mg/ml de IP.
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I Biotina incorporada al
DNA i hibridat al

_LI_L< substrat
2. +><I

.>< Avidina conjugada al
sistema generador de

XI XI , senyal
3. 45< | < o-avidina biotinilada

Figura 7. Representacié esquematica del procés de deteccio dels senyals fluorescents del
sistema biotina-avidina (Leicht i col., 1994): 1. Conjugacidé de la molécula d’avidina a la
cadena de DNA marcada amb biotina per nick translation. 2. El senyal s’amplifica
mitjancant I’adici6 d’anti avidina biotinilada. 3. Una altra capa d’avidina conjugada a un
sistema generador de senyal.

Observacio al microscopi de fluorescéncia i interpretacio dels resultats de FISH

Els resultats de FISH d’aquest treball s’han interpretat integrament en un microscopi de
fluorescéncia (model VANOX d’Olympus) que esta equipat amb un joc de filtres de:
ultraviolat senzill (emissi6 a 365 nm) per a visualitzar el DAPI, un filtre doble (emissi6 a
490 nm) per a visulalitzar el IP i el FITC i un filtre (emissié a 546 nm) per a visualitzar el
TRITC.

En qualsevol estudi de FISH cal tenir sempre en compte ’eficiéncia de cada sonda
abans de donar cap resultat. L’eficiéncia de cada sonda varia principalment en funcié de la
seva mida (com més petita, menys senyals es poden comptar), pero els resultats d’un estudi

de FISH poden dependre també d’altres factors com poden ser la concentracié de sonda a la
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qual s’esta treballant, de 1’astringéncia dels rentats o fins 1 tot de 1’estat de la preparacid
cromosomica. En aquest estudi. La mitjana de 1’eficiéncia de les sondes que s’han fet
servir, ha voltat el 90%.

Per a la interpretacio dels resultats de FISH d’aquest treball el criteri ha estat el
mateix que s’accepta als laboratoris de citogenética convencional, és a dir, I’estudi de 20
metafases per a cada sonda. Si hi ha cap resultat discrepant o sospita de mosaicisme,
s’estudien 50 metafases i es compten com a minim 100 nuclis interfasics. Per als estudis de

mapatge cromosomic, s’han comptat 100 cromosomes de 50 metafases.



