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Prélogo

Desde que el médico Andrés Vesalio en
1543 edita su obra Humani Corporis Fa-
brica disefiando el primer mapa anatémi-
co del ser humano y calificando a nuestro
cuerpo como Terra Incognita se han su-
cedido en las ciencias biomédicas grandes
y espectaculares avances, los cuales es-
tan permitiendo poder hablar hoy en dia
del descubrimiento de una nueva cartogra-
fia y con ello de un nuevo mapa, el mapa
genético humano.

Asi pues, en estos Ultimos afos, se han
visto beneficiadas, de forma especial, las
areas del diagnéstico, prondstico y trata-
miento de muchas enfermedades gracias
precisamente al gran desarrollo que den-
tro de la Genética Humana ha protagoni-
zado la Biologia Molecular.

De esta forma, desde que en los afos cin-
cuenta se descubre el ADN, llamado por
algunos el hilo de la vida, no transcurre un
largo periodo de tiempo sin que se pro-
duzcan nuevos descubrimientos que nos
permitan avanzar ain mas en el intimo co-
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nocimiento del mensaje genético, normal
y patoldgico, guardado celosamente en el
ntcleo celular.

Hoy, a las puertas de un nuevo milenio el
estudio de la patologia molecular en cola-
boraciéon con todas las disciplinas biomé-
dicas supone pues una gran esperanza
para la erradicacién y posible terapia de
las enfermedades que padece el ser hu-
mano.

Introduccion

La Fibrosis Quistica de Pancreas (FQ) o
Mucoviscidosis es la méas frecuente de las
enfermedades autosémicas recesivas en
la poblacién caucéasica presentando una
incidencia media de 1/2.500 recién naci-
dos vivos.

La gran mayoria de los pacientes sufren
trastornos digestivos y nutricionales, lo
que provoca una marcada deficiencia pon-
deral y estatural, si bien son las infeccio-
nes y complicaciones respiratorias recidi-
vantes el principal factor que contribuye
no so6lo a multiples hospitalizaciones sino
a la morbilidad y mortalidad a largo plazo.
En 1985 se localiza en el brazo largo del
cromosoma 7 (7q22-g31) el locus FQ, sien-
do en 1989 cuando, gracias al empleo de
diversos marcadores moleculares, es ais-
lado, identificado y caracterizado el gen
FQ, su producto proteico asi como las
principales mutaciones responsables de la
enfermedad lo que ha abierto una via a
nuevos progresos y a una mejoria del pro-
nostico y calidad de vida del afecto.

Aspectos histéricos

Aunque se tienen referencias anteriores de
casos que presentaban signos clinicos
compatibles con la mucoviscidosis o en-
fermedad fibroticoquistica del pancreas
desde principios de siglo, como la obser-
vacion de las tipicas lesiones pancreéticas
de la enfermedad, Fanconi quien en 1936
reconoce a la FQ como una Unica entidad
clinico-patolégica al referirse a ella en su



articulo Sindrome celiaco con fibromato-
sis quistico-pancredtica congénita y bron-
quiectasis.

En 1938, D. Andersen del Babies Hospital
de Nueva York realiza la primera descrip-
cion detallada de las principales caracte-
risticas clinicas y anatémicas de la FQ, de-
nominandola fibrosis quistica del pancreas
bas&ndose en el estudio patoldgico de tres
series de casos: a) nifios fallecidos por obs-
truccién neonatal, b) nifios con diarrea cré-
nica fallecidos por bronconeumonia en los
primeros meses de vida y c) nifios falleci-
dos en los primeros afios de la adoles-
cencia por enfermedad pulmonar crénica.
Simultdneamente a las observaciones des-
critas por D. Andersen se describen otras
series de nifios con idénticos cambios pa-
tolégicos.

Con la observacion del importante papel
que tiene en muchos de los sintomas de la
FQ la produccién de un mucus extrema-
damente viscoso que colapsa los conduc-
tos de diferentes 6rganos y gléandulas se
denomina a la enfermedad mucoviscido-
sis. Un gran avance en el conocimiento de
los diferentes aspectos de la FQ se pro-
duce cuando, en 1947, durante una inten-
sa ola de calor en Nueva York los indivi-
duos afectos sufren severos episodios de
agotamiento y postracién. Para intentar
explicar este fendmeno Di Sant’ Agnese
y cols. en 1953 observan un marcado des-
censo de los niveles de cloro y sodio en
el suero, asi como un aumento de las con-
centraciones de dichos iones en el sudor
de los enfermos FQ. Estas observaciones
fueron de gran ayuda en el diagndstico de
la enfermedad cuando se demostro la exis-
tencia de anormalidades en muchas glan-
dulas exocrinas en pacientes con muco-
viscidosis.

El término mucoviscidosis que se hace po-
pular en América del Norte y Francia ird
evolucionando hasta convertirse en la dé-
cada de los afios sesenta en fibrosis quis-
tica que es actualmente la forma mas
usada para referirse a esta concreta pato-
logia genética.

Aspectos clinicos
Fisiopatologia

Los principales signos clinicos de la FQ
(leo meconial, signos respiratorios, signos
digestivos...) son debidos principalmente
a dos anomalias:

— La produccién de un mucus extrema-
damente viscoso con elevadas concen-
traciones de albimina, iones calcio y gli-
coproteinas que causa la obstruccion de
diversos ductus en ciertos 6rganos, de-
pendiendo del 6rgano involucrado los
cambios patolégicos que se produzcan.
— La secrecion electrolitica anormal a ni-
vel de las glandulas sudoriparas de la piel
que supone un marcado incremento de la
concentracion de iones cloro, sodio y en
menor grado de potasio en el sudor de los
afectos. En los nifos no afectos de FQ, el
cloro y el sodio del sudor son, en gran par-
te, reabsorbidos al fluir hacia la superficie
cutanea resultando un sudor que es hipo-
ténico (< 40-50 mEq/l de cloro y sodio).
Sin embargo, en los pacientes con FQ la
reabsorcién de estos iones a su paso a tra-
vés del conducto excretor desde el fondo
de las glandulas sudoriparas hacia el ex-
terior de la piel estd alterada por lo que se
produce un sudor con alta concentracién
de estos iones (> 60 mEg/l).

En los individuos afectos de FQ se obser-
va asi un elevado nimero de anomalias en
ciertos procesos celulares. Estas anoma-
lias se deben mayoritariamente a un ina-
decuado funcionamiento de ciertos tejidos
epiteliales, en particular del sistema res-
piratorio, los asociados al sistema digesti-
vo asi como aquellos de las glandulas su-
doriparas y salivares. Se ha sugerido que
las deficiencias en el transporte de iones
inorgénicos y de agua a través de las es-
tructuras epiteliales pudiera ser responsa-
ble de la acumulacién de secreciones de
moco viscoso en las superficies epitelia-
les. Si bien no existen evidencias claras de
la funcion del agua en dicho proceso, han
sido demostradas anormalidades en los
procesos de transporte transepitelial a par-



TABLA |

FISIOPATOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLI

NICAS DE LA FIBROSIS QUISTICA

b) mujer Dilataciéon de las células
endocervicales

Organo Disfuncién secretora Manifestaciones clinicas
Glandulas sudoriparas Elevadas concentraciones Hiponatremia
de sodio y cloro en el sudor Hipocloremia
Intestino ]
a) recién nacido Meconio viscoso lleo meconial con obstruccion
intestinal
b) infancia y adulto Masas mucofecales espesas Fuertes dolores intestinales
Pancreas Espesamiento y precipitacion de Ausencia de enzimas pancredticas
secreciones pancreaticas con Malabsorcién
obstruccién de canales Heces voluminosas
pancreaticos
Deficiencia de insulina Intolerancia a la glucosa
Higado Espesamiento y precipitacion de Cirrosis focal biliar
bilis en el sistema biliario (rifidn apergaminado)
Glandulas salivares Espesamiento y precipitacion de Fibrosis parcial de las glandulas
secreciones salivares en los salivares
conductos de las gléndulas
salivares submaxilares
y sublinguales
Nariz Pélipos nasales Obstruccion del flujo de aire nasal
Pulmones Produccién de moco viscoso Infeccion
en bronquios y bronquiolos Bronquiectasis
Sistema reproductivo
a) hombre Secreciones viscosas en tracto Esterilidad

genital durante el desarrollo
embrionario causa la no formaciéon
de los conductos de Wolff

epiteliales  Fertilidad disminuida

tir de muestras de tejidos epiteliales de pa-
cientes FQ.

Ya en 1953 se observé que los pacientes
FQ presentaban una concentracién de
ciertos electrdlitos del sudor muy elevada
en relacién a los individuos no afectos. En
1983 se realizan estudios de microdisec-
cion y microperfusion en los ductus de las
glandulas sudoriparas mostrando éstas
una diferencia en la permeabilidad del clo-
ro de hasta 40 veces entre los individuos
FQ vy los individuos control.

En posteriores estudios fueron ademaés
descritas anormalidades en los potencia-
les bioeléctricos en las citadas glandulas
de los afectos FQ. Y, si bien se creyd en
un principio que estas anomalias eran de-
bidas Gnicamente al transporte del sodio
se comprob6 mas tarde que eran altera-
ciones en la permeabilidad al cloro lo que
podria explicar basicamente los contras-
tados valores de potencial bioeléctrico ha-
llados en el epitelio de diferentes tipos de

tejidos, hecho que se ha podido compro-
bar a partir de cultivos de células en mo-
nocapa del epitelio traqueal de pacientes
FQ. Como defecto fisioldgico adicional se
identifica, junto con la reducida permea-
bilidad al cloro, una pérdida de respuesta
secretora frente a los estimulos f3-
adrenérgicos.

Ulteriormente se demuestrra que las cé-
lulas epiteliales de los individuos FQ es-
tén caracterizadas por una regulacion al-
terada en el canal del i6n ClI- que se halla
en la membrana apical de las celulas epi-
teliales respiratorias y secretoras. Esta al-
teracion supone la pérdida de la activacion
del canal cloro a través de la via regula-
dora del AMP ciclico (AMPc) y es la base
del descenso de la secrecion y reabsorcién
electrolitica en el epitelio de los individuos
FQ.

Con la caracterizacion en 1989 del gen FQ
y su producto, la proteina CFTR (de Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Re-



gulator) algunos autores sefialan que en
los afectos FQ dicha proteina presenta
disfunciones, base de las anomalias fisio-
légicas de dicha enfermedad. Asi, la pro-
teina CFTR podria ser bien el canal de
transporte para el propio ién Cl- o un re-
gulador del citado canal. Sin embargo,
recientes investigaciones enfocadas a la
posible terapia génica de la FQ favorece-
rian la primera hip6tesis al resaltar el rol
de la proteina CFTR como el canal del
transporte del ién cloro.

Manifestaciones clinicas

La FQ es una enfermedad cuya severidad
viene determinada basicamente por la
afectacion del pancreas y de los pulmo-
nes si bien la mayoria de 6rganos y siste-
mas se ven afectados (Tabla I).

Aspectos genéticos
y moleculares

La evaluacioén de la incidencia de la FQ se
ha realizado en las ultimas décadas gra-
cias a los datos hospitalarios, a estudios
anatomopatoldgicos o al registro sistema-
tico de los casos. Aunque la FQ se ha des-
crito en casi todos los grupos étnicos es
en la poblacién blanca de origen europeo
donde su incidencia media, calculada a
partir de estudios epidemioldgicos o de-
tecciones neonatales es mayor siendo ésta
en Europa y América del Norte aproxima-
damente de 1/2.000-1/2.500 recién naci-
dos vivos. En las poblaciones de origen ju-
dio, oriental o africano esta enfermedad
es extremadamente rara.

Los padres de un individuo afecto de FQ,
que no presentan hallazgos o sintomas de
la enfermedad, son portadores obligados
(heterocigotos) del defecto genético que
origina el cuadro fisiopatoldgio caracteris-
tico de la FQ. El riesgo tedrico de conce-
bir nueva descendencia afecta (homocigo-
tos afectos) se cifra en esta pareja en un
25 %, mientras que las probabilidades de
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tener hijos sanos, sean éstos homocigo-
tos sanos o heterocigotos (portadores) son
respectivamente del 25 % y del 50 %.
La presencia de portadores en la poblaciéon
general, calculada mediante la Ley de
Hardy-Weinberg a partir de la incidencia
media de la enfermedad implica que 1/20
a 1/25 individuos de dicha poblacién ge-
neral es portador asintomatico del defec-
to genético causante de la FQ.

El genoma humano haploide tiene una lon-
gitud total evaluada en aproximadamen-
te 3x 10° pares de bases nucleotidicas.
A lo largo de este material genético se
encuentran distribuidos entre 500.000 y
100.000 genes de los cuales sélo se co-
nocen algo mas de 2.000. Hasta hace po-
cos afios para el aislamiento e identifica-
cién de un determinado gen la Genética
clasica requeria obligatoriamente el previo
conocimiento y caracterizaciéon del pro-
ducto génico (proteina). Sin embargo,
desde 1980, con el hallazgo de los poli-
morfismos de restriccion o marcadores
RFLP, se desarrolla una nueva metodolo-
gia para la localizaciéon génica. Esta nue-
va estrategia, la llamada Genética inversa
permite, gracias a estos marcadores ge-
néticos o RFLP, por una parte el aislamien-
to del gen desconocido y por otra, a par-
tir de éste, su producto génico.

Marcadores genéticos

Un marcador genético es un polimorfismo
del gen o de un segmento proximo al lo-
cus génico siendo los més utilizados los
polimorfismos debidos a dianas de restric-
cion.

Los polimorfismos de restriccién o marca-
dores RFLP (de Restriction Fragments
Length Polymorphsims) son polimorfis-
mos en la longitud de los fragmentos de
restriccion. Estos polimorfismos corres-
ponden a cambios de bases en la secuen-
cia del ADN a nivel de los puntos o dia-
nas de restricciéon (puntos especificos de
corte para un concreto enzima de restric-
cién), siendo detectadas dichas modifica-
ciones gracias al método de Southern que



muestra diferencias individuales en el ta-
mafio de los fragmentos de restriccion con
un enzima y una sonda determinada.
De esta forma, el ADN que no se expresa
(80-90 % del genoma humano) puede es-
tar sujeto cada intervalo de 200-500 pares
de bases a mutaciones que no tienen con-
secuencia fenotipica ni clinica pero que si
afectan al punto de restriccién reconoci-
do por un determinado enzima de restric-
cién. Estas variaciones tienen la importan-
te caracteristica de heredarse generacién
tras generacién segun las leyes de Men-
del pudiéndose seguir su segregacion en
una determinada familia. De esta forma,
la transmision de un gen puede seguirse
en una familia gracias al empleo de estos
marcadores genéticos o RFLP que pueden
ser tanto extragénicos (situados junto al
gen) como intragénicos (situados en el in-
terior del gen).

Localizacién cromosémica y génica
de la FQ

Con el hallazgo de los RFLP diversos gru-
pos iniciaron la localizacién molecular del
gen FQ a partir de grandes estudios fami-
liares en los que se observaba la segre-
gacioén y herencia de estos marcadores
genéticos con el objetivo de hallar liga-
miento genético entre un determinado
marcador y el locus génico FQ evaluando
estadisticamente las distancias genéticas
de los diferentes marcadores y su posicion
respecto al gen FQ mediante el método
de Lod-Score.

Los primeros resultados significativos fue-
ron obtenidos por H. Eiberg en 1985 al ob-
servar ligamiento genético entre la enzima
sérica polimorfica (arilesterasa) paraoxona-
sa (PON) cuya posicién era en aquellos
momentos desconocida y el locus FQ.
De ahi que el siguiente paso fuera, la lo-
calizacion del gen FQ por mapeo génico
de PON o hallar nuevos marcadores que
estuvieran ligados genéticamente, con el
gen FQ y con PON simultdneamete.
Durante el mismo afio se halla un nuevo
RFLP denominado DOCRI-917 genética-
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mente ligado al locus FQ. Dicho marcador
se encuentra a una distancia génica de 15
cM del locus y a 5 cM de PON (1
cM = 108 pares de bases); R.G. Knowl-
ton y cols. a finales del mismo afio me-
diante el empleo de un banco de hibridos
somaticos celulares localizan DOCRI-917
sobre el cromosoma 7.

En la misma época, se produce el descu-
brimiento de dos nuevos marcadores
mucho maés cercanos al gen FQ. En primer
lugar, se observa el gran ligamiento entre
el oncogen celular met y el gen FQ con
una distancia génica entre ambos menor
de 5 cM, hecho observado por R. White
y cols. en un grupo de familias proceden-
tes de Utah (EE.UU.). En segundo lugar,
B.J. Wainwright halla ligamiento entre la
sonda anénima pJ3.11 del cromosoma 7
y el gen FQ en familias procedentes del
Reino Unido.

La localizaciéon subcromosdmica de estos
marcadores permite situar el locus FQ en-
tre las bandas q22 y q31 del brazo largo
del cromosooma 7 (Figura 1).

La disponibilidad de dos marcadores (met
y pJ3.11) localizados a escasos centimor-
gans del gen FQ facilité el seguimiento de
la segregacién de dicho gen en aquellas
familias con un hijo previo afecto y del que
se disponia de ADN para su anélisis mo-
lecular, lo que permitié, indirectamente en
ciertas familias, la posibilidad del diagnds-
tico prenatal y la deteccién de portadores
del gen patoldgico.

En una basqueda maés precisa de la regiéon
cromosomica que circundaba el gen FQ
fueron analizados otros marcadores que
en algunos casos fueron més préximos al
locus FQ.

El estudio en colaboracién con otros gru-
pos en series familiares procedentes de zo-
nas geograficas muy distantes en el que
se observaba que dos diferentes marca-
dores del cromosoma 7 segregaban muy
cerca del gen FQ apoyaba la hipétesis rea-
lizada por G. Romeo de la homogeneidad
genética de un Unico locus génico. Este
estudio permitia, ademas, asegurar el gran
ligamiento existente entre met y pJ3.11
con el gen FQ y la posicién de éste entre
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Figura 1. Principales etapas en la identificacion y caracterizacion del gen FQ.

ambos marcadores (met-gen FQ-pJ3.11)
(Figura 1).

Desde ese momento varios equipos foca-
lizaron sus investigaciones sobre esta pe-
quefia region del cromosoma 7 (7g22-q31)
comprendida entre los dos marcadores
met y pJ3.11 para intentar clonar el gen
FQ. En 1987, X. Estivill (grupo del Pr. R.
Williamson, St. Mary’s Hospital, Londres)
aisla los marcadores KIM.19, XV-2y CS.7
muy cercanos al gen FQ (menos de 0,1 %
de recombinacién) y en desequilibrio de
ligamiento con él, es decir, un alelo del
marcador estaba més asociado a un alelo
del gen que lo estaria en una segregacion
al azar (Figura 1).

Este mismo grupo clona el gen IRP (de Int
Related Protein) creyendo haber clonado
el gen FQ. Més tarde se comprobdé que
este gen IRP codificaba para una protei-
na sin ninguna relacién con la mucovisci-
dosis.
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Es, sin embargo, en septiembre de 1989
cuando el grupo de colaboradores coor-
dinado por L.C. Tsui (Canadd) y F.S. Co-
llins (Estados Unidos) ponen en evidencia
a partir del aislamiento de 258 secuencias
especificas del cromosoma 7 la localiza-
cién de dos de ellas (D7S122 y D7S340)
en la region situada entre met y pJ3.11.
Después de haber determinado su orden
en el cromosoma mediante el método del
campo forzado, estudian dicha regién con
la técnica del paso a paso (chromosome
walking) que consiste en la clonacion
progresiva de pequefias secuencias cro-
mosoémicas unas junto a otras. A esta me-
todologia acoplaron la técnica del salto
(chromosome jumping) que permite la clo-
nacién de grandes fragmentos cromoso-
micos eliminando aquellas secuencias no
clonables.

Una vez aislados los clones requeridos se
aplico a ellos la técnica del zoo-blot para



determinar las secuencias codificadoras;
esta estrategia molecular se basa en la
comparacién de la conservacion, a lo lar-
go de la evolucién, de las secuencias co-
dificadoras y la no conservacion de las se-
cuencias no codificadoras. De esta forma
se hallaron cuatro zonas de homologia in-
terespecie. La primera zona, era una se-
cuencia correspondiente a una alternancia
de intrones y de exones, pero no podia tra-
tarse del gen FQ ya que los estudios ge-
néticos realizados en algunas familias re-
combinantes demostraban que el gen FQ
se situaba obligatoriamente en la zona te-
lomérica respecto al marcador genético
KM.19, mientras que esta secuencia se ha-
llaba situada en posicién centromérica res-
pecto al citado marcador. La segunda zona
de homologia se comprobé corresponder
con el gen IRP. La tercera zona demostré
una gran riqueza de residuos nucleotidi-
cos CpG no especificos. Finalmente, la
cuarta zona de homologia puso en eviden-
cia la presencia de una region de lectura
acompainada de zonas CpG poco meti-
ladas, que frecuentemente se hallan aso-
ciadas a la extremidad 5’ de los genes fun-
cionales. De ahi que esta cuarta zona de
homologia pudiera tratarse de un buen
candidato para el gen FQ. Esta zona per-
mitié posteriormente la obtenciéon de un
clon de 113 pares de bases del primer
exon del gen FQ. A partir de ésta fue re-
constituido su ADN complementario com-
pleto (6.129 pares de bases).

El gen FQ se describe, pues, formado por
27 exones localizados sobre 250 kilobases
del genoma. Su producto es una proteina
de 1.480 aminoéacidos denominada CFTR
(de Cystic Fibrosis Transmembrane Con-
ductance Regulator) cuya secuencia indi-
ca su pertenencia a una superfamilia de
proteinas de membrana.

El modelo hipotético de dicha proteina,
elaborado a partir de su secuencia permi-
te observar dos zonas: una de ellas hidré-
foba (transmembranal) y otra de naturale-
za hidrofilica con dos secuencias NBF
(Nucleotide-ATP Binding Fold) capaces de
captar moléculas de ATP. Ambas zonas
estan unidas a un dominio citoplasmatico
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R que presenta numerosos residuos car-
gados, conteniendo lugares potenciales de
fosforilacion para las proteinquinasas A y
C lo que presupone su probable funcién
reguladora (Figura 2).

La comparacién de la estructura de los clo-
nes de ADN complementarios obtenidos
a partir de glandulas sudoriparas de indi-
viduos sanos y enfermos permitié poner
en evidencia que una mayoria de los en-
fermos era portador de una mutacién idén-
tica. Esta mutacién suponia la pérdida o
delecion de tres pares de bases (CTT) a
nivel del 10° exén del gen. La consecuen-
cia directa de ello es la pérdida del ami-
noéacido Fenilalanina que se encuentra en
la posicién 508 de la proteina, de ahi el
nombre de esta mutacion principal: AF
508 (Figura 2). Esta mutacién esté locali-
zada a nivel de una de las secuencias NBF
y podria teéricamente impedir una correc-
ta unién con la molécula de ATP.

Los trabajos en series de enfermos afec-
tos de FQ de Canada y América del Norte
mostré que el 68 % de los cromosomas
FQ portaban la mutaciéon AF 508, mientras
que ningln cromosoma normal de los pro-
genitores era portador de esta mutacion.
Ello permitia asegurar que esta mutacion
AF 508 era la causa principal de la enfer-
medad.

A finales del afo 1989, L.C. Tsui auspicia
la creacién de un Consorcio Internacional
(Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consor-
tium) que agrupa actualmente a Hospita-
les, Laboratorios y Centros de Investiga-
cion dedicados a la patologia genética de
la FQ, con el fin primordial de localizar
otras mutaciones asociadas a la FQ en el
resto de cromosomas FQ no AF 508 para
conocer sus frecuencias y su distribucion
en las diferentes poblaciones. Hasta el
mes de junio de 1992 han sido descritas
por el Consorcio Internacional un total de
204 diferentes mutaciones en el gen FQ.
Actualmente, la funcién de la proteina
CFTR como anal de transporte del ién clo-
ro ha sido puesta en evidencia por dife-
rentes trabajos. Complementando dicha
observacién han sido ya realizadas diver-
sas hipodtesis frente a una posible terapia
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génica, para la correccion de la anomalia
funcional de dicho canal cloro por trans-
ferencia y expresion in vitro del ADNc
que codifica para la proteina CFTR en cé-
lulas de pacientes portadores de la muta-
cion AF 508.

Estrategias del analisis molecular
aplicadas al diagnéstico de
enfermedades genéticas

El anélisis del genoma humano con fines
diagnésticos inicié su desarrollo a finales
de la década de los afios setenta con el
empleo de las primeras sondas del gen de
la globina aplicadas al diagnéstico de las
hemoglobinopatias.

A partir de esa fecha el campo de aplica-
cion del andlisis genotipico con fines diag-
ndsticos ha visto aumentar sus posibilidades
de actuacion gracias, por una parte, al des-
cubrimiento de nuevas sondas, lo que per-
mite el estudio de un nimero mayor de
genes, y de otra, al auge de las técnicas
metodolégicas como la técnica de Sout-
hern, o de Gltima aparicién como la Reac-
cion en Cadena de la Polimerasa (Polyme-
rase Chain Reaction o PCR), que desde el
primer momento estan apoyando los
constantes logros diagnésticos en la pa-
tologia genética humana.

Para el anélisis del ADN con fines diagnds-
ticos a partir de cualquier tipo de célula
nucleada, pueden emplearse diferentes ti-
pos de enfoques o analisis en relacion al
grado de conocimiento que se tiene del
gen en estudio y del defecto genético de
que se trate. En primer lugar, si se cono-
ce la naturaleza del defecto genético y el
gen se ha caracterizado y aislado puede
realizarse un anélisis directo de la lesién
genética, que no requiere un estudio previo
de la familia. Cuando el gen esta clonado
pero la lesién genética es muy variable o
desconocida, el diagndstico puede reali-
zarse con el empleo de marcadores gené-
ticos intra o yuxtagénicos y la ayuda de
sondas especificas del gen (anélisis semi-
directo). Finalmente, cuando no se cono-
ce el defecto genético, el método a em-
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plear es el andlisis indirecto que utiliza el
complemento de ciertos marcadores ex-
tragénicos indirectos lo més cercanos po-
sible al locus génico para evitar los riesgos
de recombinacion génica (intercambio de
material genético entre los dos cromoso-
mas homologos). Estas dos Ultimas estra-
tegias de anélisis, a diferencia de la prime-
ra, requieren un estudio familiar previo.

Andlisis semidirecto e indirecto

Los diagnésticos semidirecto e indirecto,
basados en el ligamiento genético, requie-
ren obligatoriamente un andlisis familiar,
es decir, el estudio molecular del caso
afecto y de sus progenitores, mediante di-
ferentes marcadores genéticos (sondas).
De esta forma, se determina, para cada
individuo, un grupo de alelos correspon-
diente al polimorfismo de restriccién y que
sirve de marcador genético, permitiendo
establecer en cada familia cual es el alelo
o el haplotipo (conjunto de alelos) asocia-
do al gen mutado, considerando que el
caso indice porta los dos genes mutados
que ha heredado, respectivamente, de
cada uno de sus progenitores.

Analisis directo

Para el andlisis directo del defecto genéti-
co que pueda causar una determinada en-
fermedad sea éste una delecién, inserciéon
o0 substitucion, se requiere un conocimien-
to muy preciso a nivel molecular del de-
fecto genético para que el locus génico
pueda ser empleado como sonda génica
para la deteccion del alelo asociado a la
enfermedad y discriminar asi los indivi-
duos homocigotos afectos, los portadores
heterocigotos y los individuos homocigo-
tos sanos.

Actualmente las posibles situaciones en
que puede aplicarse el andlisis directo son:
a) cuando una delecién genética elimina
todo un gen o parte de él es facil demos-
trar la ausencia o la modificacién de lon-
gitud del segmento correspondiente de ADN
por comparacién de los mapas de restric-
cion normales y anormales; b) si el defec-
to genético produce un cambio (creacion
o destruccioén) ‘en el punto de reconoci-



miento de un especifico enzima de restric-
cion éste puede ser detectado gracias a
la observacion del perfil de restriccion ob-
tenido por el empleo de una sonda espe-
cifica; c) la identificacién de cualquier mu-
tacion puntual (cambio de una Unica base)
mediante el empleo de los oligonucledti-
dos de sintesis, que tienen un origen qui-
mico y presentan gran especificidad, gra-
cias al apareamiento de las hebras que
constituyen la doble hélice del ADN vy al
pequefio tamafio de dichos oligonucle6-
tidos (16-20 pares de bases), d) la basque-
da de la lesién genética por amplificacion
in vitro de la secuencia que contiene la re-
gién mutada empleando el método de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(Polymerasa Chain Reaction o PCR), estra-
tegia molecular que requiere un conoci-
miento exacto de la secuencia a ampli-
ficar.

En tanto que ello sea posible, el diagnds-
tico directo del defecto genético respon-
sable de una determinada patologia pre-
senta un gran interés por su especificidad
y fiabilidad aplicandose a un niimero cre-
ciente de patologias a medida que van
identificandose los genes responsables de
enfermedades genéticas.

Aplicaciones diagnésticas de
las estrategias moleculares a
la FQ

Diagndéstico prenatal

Diagnéstico indirecto

A partir de 1985 aparecen diversas refe-
* rencias describiendo RFLP muy cercanos
al gen de la fibrosis quistica suponiendo
la culminacién de una larga y sistematica
blsqueda de ligamiento entre marcadores
genéticos indirectos ligados al gen FQ. En
1986, las sondas met y pJ3.11 estando lo-
calizadas suficientemente cerca, de una y
otra parte del gen FQ, permiten ya la rea-
lizacién de un diagnéstico prenatal por li-
gamiento indirecto mediante el método de
Southern a partir de una muestra de ve-
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llosidades coridnicas. Desde 1987, la situa-
cién mejora gracias a la descripcion de las
sondas XV-2¢ y KM.19 con tasas de re-
combinacién cercanas a O. De esta forma
el anélisis por ligamiento genético aporta
un cierto nimero de ventajas siendo éstas
principalmente su fiabilidad y su precoci-
dad diagndstica (antes de las 14 semanas
de gestacion). Sus limites son basicamen-
te la existencia de familias no informati-
vas (no se puede distinguir el cromosoma
normal del cromosoma mutado), la posi-
bilidad de recombinacién génica vy, por ul-
timo, la necesidad de disponer de un caso
afecto vivo o en su defecto material ge-
nético del mismo, requisito éste indispen-
sable para la realizacion de un estudio mo-
lecular por ligamiento genético.

Diagndéstico directo

La identificacion y aislamiento del gen FQ
en septiembre de 1989 posibilité el diag-
nostico prenatal de la misma por detec-
cién directa de la mutacién principal AF
508. Para las parejas cuyo hijo afecto de
fibrosis quistica esté vivo, este tipo de ana-
lisis otorga un doble beneficio: a) diagnds-
tico directo de la mutacién siendo éstas
informativas previamente con los marca-
dores moleculares; b) diagnéstico directo
mediante biologia molecular de la FQ sin
ser las citadas familias previamente infor-
mativas con los marcadores moleculares.
Sin embargo, la gran ventaja que supone
el hallazgo de la mutacién AF 508 es la po-
sibilidad de ofrecer un diagnéstico prena-
tal a parejas cuyo hijo afecto de fibrosis
quistica haya fallecido, con la condicién
de que ambos miembros de la pareja sean
portadores heterocigotos de la mutacién
AF 508 o de una cadena mutacion FQ co-
nocida.

El diagndstico prenatal directo se ve ade-
mas favorecido por el constante descubri-
miento y hallazgo de nuevas mutaciones
asociadas a la FQ referidas por el Cystic
Fibrosis Genetic Analysis Consortium.

Diagnéstico postnatal

El diagndstico postnatal en un nifio con



historia clinica sugestiva de fibrosis quis-
tica se basa esencialmente en los tests del
sudor y de la tripsinainmunorreactiva (TIR).
Sin embargo, estas valoraciones, no sélo
no permiten conocer qué individuos den-
tro de la familia son portadores del gen
mutado (heterocigotos) y, por lo tanto, po-
sibles transmisores del mismo a sucesivas
generaciones, sino tampoco la existencia
de otros casos clinicamente asintomati-
cos, pero afectos. La biologia molecular
puede ser en determinados casos una ayu-
da bésica en esta concreta deteccion.

Diagnéstico de portadores

en familias con antecedentes de FQ
Los familiares en mayor o menor grado de
un enfermo FQ, pueden haber heredado
una de las copias mutadas del gen adqui-
riendo con ello la condiciéon de portado-
res. De esta forma, los familiares de un
caso afecto FQ, hermanos/as y tios/as, tie-
nen un riesgo de ser portadores sanos del
gen patolégico de 2/3 y 1/2 respectiva-
mente.

Los estudios familiares moleculares reali-
zados a partir de una muestra de ADN de
todos los individuos de la familia permiti-
rd en la mayoria de los casos, gracias al
andlisis indirecto con marcadores genéticos
(sondas) o al andlisis directo de la muta-
cién AF 508 u otras mutaciones asociadas
a la FQ conocer: a) qué otros individuos
de esta familia pudieran estar afectos; b)
los individuos heterocigotos y por lo tan-
to posibles transmisores del gen patolo-
gico y c) los individuos homocigotos sa-
nos, que no han heredado ninguna copia
mutada del mismo.

De esta forma, el estudio familiar molecu-
lar tendra una gran importancia para el
asesoramiento genético y un posible fu-
turo diagndstico prenatal en algiin miem-
bro de una familia con riesgo de patolo-
gia FQ.

Diagnéstico de FQ en pacientes

sin antecedentes familiares

La detecciéon directa de la mutacion AF
508 u otras mutaciones descritas como
asociadas a la FQ es fundamental ya que:
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a) si la mutacién es detectada en estado
homocigoto, el diagndstico de FQ es con-
cluyente; b) si la mutacién es detectada
en estado heterocigoto con una mutacién
no descrita (mutacién/x), o no detectada
(x/x) su interés diagndstico disminuye mu-
cho. Sin embargo, hay que tener en cuen-
ta que la probabilidad de que el nifio esté
afecto no es nula y debe calcularse basan-
dose en su origen étnico ya que esta pro-
babilidad no es la misma en todos los pai-
ses dependiendo ésta, de una parte, de la
incidencia de la enfermedad y de otra, de
la frecuencia de la mutacion AF 508 en el
pais de origen del nifio.

Pacientes

En el presente trabajo se presenta el estu-
dio a nivel molecular de un total de 12 fa-
milias que tenian al menos un caso afec-
to de fibrosis quistica con un diagnéstico
clinico de certeza (ver arboles genealdgi-
cos). Las muestras procedentes de la Con-
selleria de Sanidad del Govern Balear y del
Hospital Son Dureta de Palma de Mallorca
fueron remitidas a la Unité 73 (Génétique
et Pathologie Foetale) del Institut National
de la Santé et de la Recherche Médicale
en Paris (Francia) donde se realizo el co-
rrespondiente andlisis molecular, funda-
mento del presente trabajo.

En dichos Centros Hospitalarios, durante
la consulta clinica de asesoramiento gené-
tico fue establecida la exacta genealogia
del individuo afecto y de su familia asi
como su procedencia étnica.

El nimero total de individuos analizados
(estudio postnatal), incluyendo los casos
indices asi como progenitores y familias
directas fue de 79 individuos. De estos, 14
eran individuos afectos existiendo 2 fami-
lias que presentaban mas de un caso FQ.
Para realizar el anélisis molecular de las 12
familias se han empleado dos estrategias
bésicas:

a) Estudio indirecto: Supone el estudio del
patrén de segregacion de los polimorfis-
mos del ADN (RFLP) detectables mediante
la técnica de Southern con sondas extra-
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2.1.2. Arboles genealégicos de las familias FQ.
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TABLA II
DESCRIPCION DE LAS SONDAS
EMPLEADAS EN EL METODO INDIRECTO

Sondas Vector de Longitud Enzima
clonacién insertos (kb)  clonacién
7c.22 pSP64 5,4 EcoRl
met D pBR322 1 EcoRI
met H pBR322 1,6 EcoRl/Sall
XV-2¢ pUC13 3 Hindlll
KM.19 puUC13 1 EcoRl
pMP6d-9 pUC13 2,6 Hindlll
pT-3 pSP6 1 EcoRl
pJ3.11 pAT153 0,7 EcoRI/Hindlll

génicas (estudio indirecto) que permiten
definir el conjunto de marcadores (haplo-
tipo) en cada uno de los cromosomas 7,
paterno y materno del caso afecto. Ello
permitird, en las familias informativas, a
partir del caso indice, conocer qué otros
individuos en dicha familia son homocigo-
tos sanos, homocigotos afectos o hetero-
cigotos. Para ciertas sondas aunque estan
descritos varios polimorfismos fue elegi-
do para cada una de ellas el polimorfismo
mas informativo, es decir, el polimorfismo
para el cual las frecuencias alélicas estan
equilibradas.

Las sondas fueron suministradas en su to-
talidad por el Pr. R. Williamson del St.
Mary’s Hospital de Londres (Reino Unido)
(Tabla 11).

b) Estudio directo: Supone el estudio di-
recto de la patologia molecular del gen FQ
identificando la posible existencia de cier-
tas mutaciones FQ descritas previamente

por el Cystic Fibrosis Genetic Analysis
Consortium (Canada).

Para el estudio directo de las mutaciones
FQ son necesarios los oligonucleétidos de
sintesis, secuencias que flanquean los ex-
tremos 3’ y 5’ del fragmento a estudiar
(que contiene la mutacion) y que acttan
como inicios de sintesis de dicho fragmen-
to en el método de la Polymerase Chain
Reaction o PCR. Estos oligonucleétidos
fueron suministrados por el Institut Pas-
teur y por la Association Francaise de la
Lutte contre la Mucoviscidose de Paris
(Francia).

Métodos generales

Toda la metodologia que se ha empleado
en la realizacion de este trabajo de andli-
sis molecular se ha basado en técnicas
previamente descritas y estandarizadas.
Han sido de especial relevancia en este es-
tudio la Técnica de Southern, la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa, y la Técnica
ASO (Figuras 3y 4).

En el estudio directo se han analizado las
mutaciones AF 508, Al 507, Gb42X vy
S549N que se encuentran en los exones
10° (AF 508 y Al 507) y 11° del gen FQ
(Gb42X y S549N). Dichas mutaciones han
sido analizadas mediante el método ASO
(Allele Specific Oligonucleotide) tras la co-
rrespondiente amplificacién por PCR de
las secuencias génicas que contienen a es-
tas mutaciones. El método ASO consiste

LISTA DE LAS MUTACIONES ESTUDIADAS CON LOS OLIGONUCLEOTIDOS DE SINTESIS
Y LOS LUGARES O SITIOS ENZIMATICOS QUE PERMITEN EL ESTUDIO DIRECTO
DE CIERTAS MUTACIONES FQ

Mutacion Exén Cebadores 5'- > 3’ Lugares o sitios enziméaticos
Al 507 10 GTTGGCATGCTTTGATGACGCTTC AAATATCATCTTTGGTGTTTC
GTTTTCCTGGATTATGCCTGGCAC AAGAAAATATCTTTGGTGT

AF 508 10 C16B: GTTTTCCTGGATTATGCCTGGGCA  CACCAAAGATGATATTTT
C16D: GTTGGCATGCTTTGATGACGCTTC AACACCAATGATATTTTCTT

G542X 1 11i5: CAACTGTGGTTAAAGCAATAGTG CACCTTCTCCAAGAACTA

11i3: GCACAGATTCTGAGTAACCATA CACCTTCTCAAAGAACTA

S549N 1 11i5: CAACTGTGGTTAAAGCAATAGTG Dde |

11i3: GCACAGATTCTGAGTAACCATA
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Figura 3. Principio de la técnica de Southern.

en depositar el ADN genémico amplifica-
do y convenientemente desnaturalizado
sobre una membrana de nylon e hibridar-
lo sucesivamente con una secuencia es-
pecifica de la mutacién y su correspon-
diente secuencia normal (Tabla Ill).

Estudio postnatal

El estudio molecular postnatal (anélisis in-

directo y directo) en las familias estudia-
das, cuyos arboles genealdgicos han sido
convenientemente detallados en este tra-
bajo, revel6 la presencia de 40 portadores
heterocigotos del gen FQ patoldgico y por
lo tanto posibles transmisores del mismo
a su descendencia, 22 individuos homo-
cigotos sanos (no transmisores) y 14 indi-
viduos homocigotos afectos.

De igual forma, 5 de las 12 familias FQ so-
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licitaron un estudio que incluyera a todos
los hermanos y hermanas de los progeni-
tores del caso afecto para saber quiénes
eran portadores heterocigotos, halldéndo-
se 8 individuos heterocigotos del total de
los 12 que solicitaron dicha investigacion.
En una familia (Familia IX) no pudo cono-
cerse el genotipo de las hermanas y her-
manos (3 individuos) de los casos afectos
por ser uno de los progenitores homoci-
goto para todas las sondas.

Estudio prenatal

A raiz del estudio postnatal (indirecto y di-
recto), 2 familias (IV y Xl) solicitaron un es-
tudio prenatal. En el primer caso el diag-
néstico prenatal fue realizado a partir del
ADN extraido de células cultivadas de li-
quido amnidtico extraido a la 15 sema-
na de gestacion. El estudio molecular in-
directo del ADN fetal revel6 la presencia
del mismo genotipo que el caso indice por
lo que el feto estaba afecto de FQ.

En el segundo caso se realizé el estudio
directo de la mutaciéon AF 508 a partir del
ADN obtenido de la biopsia de vellosida-
des coriénicas (9% semana de gestacion)
observandose un genotipo portador (no
afecto).

Conclusiones

A partir de los resultados y observaciones
obtenidas al estudiar las familias baleares
afectas de fibrosis quistica podemos con-
cluir que:

— El estudio molecular indirecto y direc-
to en esta patologia genética tiene impor-
tantes implicaciones en el asesoramiento
genético pregestacional, prenatal y post-
natal en aquellas familias o parejas con
riesgo de padecer la enfermedad.

— En los dltimos afios hemos podido ser
testigos directos de los grandes avances
que se han producido en el conocimiento
de muchos aspectos de la fibrosis quisti-
ca (clinica, tratamiento, prondstico, tera-
pia...) gracias en gran parte a la genética
molecular.
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— Sin lugar a dudas en los Gltimos anos
se han dado pasos de gigante en la pro-
blematica de muchas enfermedades que
afectan al ser humano gracias a la Biolo-
gia Molecular. De esta forma la Medicina
se vera beneficiada directamente ya que
toda esta investigacién molecular a bien
seguro repercutird en mayores avances en
el tratamiento y erradicacién de la patolo-
gia genética que afecta a nuestra especie.
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