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Summary

Title: Prader-Willi syndrome by maternal uniparental disomy and a karyotype with a marker chromosome in mosaic.

Prader-Willi syndrome (PWS) is a neurogenetic disorder that results from different abnormalities involving chromosome 15, which could
have either a (q11-g13) paternal microdeletion, maternal uniparental disomy (UPD) or a defect of the imprinting centre.

Recently, it has been observed that the risk of UPD for any chromosome is increased when a supernumerary marker chromosome (SMC)
is present. In fact, four mechanisms have been proposed to explain UPD in individuals carrying a SMC: 1) Functional trisomy rescue: In
a trisomic zygote one of the three chromosomes undergoes a rearrangement to form a SMC, thereby reducing the chromosome comple-
ment to two. 2) Postzygotic reduplication: In a zygote which has inherited a SMC in place of the normal corresponding chromosome, a
duplication of the normal chromosome homologue occurs to “rescue” the cell from aneuploidy. 3) Postfertilisation error: a postzygotic
formation by either nondisjunction in early mitosis and subsequent reduction of the monosomic chromosome homologue or vice versa. 4)
Complementation: fertilisation of a disomic gamete by a gamete having a SMC formed before, or during meiosis.

Here we present a malformed newborn girl who presented with arched palate, amimic facies, congenital hips laxity, right talus valgus,
marked hypotonia, breathing difficulties and hyaline membrane requiring antibiotics treatment. Cytogenetic analysis on blood culture sho-
wed two cellular lines, one normal (93.2% of the cells) and the other with a SMC present in 6.8% of the cells (47, XX, +mar/46,XX). As
the clinical features of the patient suggested the PWS, Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) analysis with the specific 15(q11-q13) region
probe was performed, which gave normal results. However, the FISH and microsatellites analyses demonstrated that the SMC was derived
from a chromosome 15, and the presence of maternal UPD for chromosome 15.

As far as we know, this is the seventh reported patient with PWS, generated by maternal UPD of the chromosomes 15 due to the pre-
sence of a SMC (15).

Therefore, we believe that is important to consider the increase risk of UPD in patients with a SMC, which is independent of the SMC
origin and size, and the high implication for prenatal diagnosis.

Introduccion

El sindrome de Prader-Willi (SPW) (OMIM: #176270)
es un desorden neurogenético causado por distintos meca-
nismos que involucran al cromosoma 15'. Fue identificado
en 1956 por Prader, Labharty Willi describiendo 14 pacien-
tes con obesidad, hipogonadismo, criptorquidia, retraso
mental e hipotonia?. Desde entonces se han descrito una
gran cantidad de pacientes cuyo fenotipo se ha expandi-
do incluyendo: estatura corta, hiperfagiay alteraciones
del comportamiento?, siendo un sindrome bien conocido
tanto clinica, como genéticamente.

Alrededor del 70% de los casos de SPW se originan por
microdelecion de la region q11-g13 del cromosoma 15 de
origen paternoy el 28% es debido a disomia uniparental
(DUP) materna, en la que los dos cromosomas 15 provienen
de la madre. El 2% restante son resultado de alteraciones
del centro de imprinting®.

Ocasionalmente, en pacientes con clinica del SPW se
han encontrado pequefios cromosomas extra derivados del
cromosoma 154,y se ha demostrado que la presencia de di-
cho cromosoma marcador aumentaba el riesgo de DUP ma-
terna produciendo el SPW'#%,
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El término cromosoma marcador extra, también llama-
do “cromosoma marcador supernumerario” o SMC (de sus
siglas en inglés), se refiere a la presencia de un cromosoma
de mas pero estructuralmente anémalo, con un tamafo igual
o menor a un cromosoma 20 de la misma metafase. Los SMCs
no se pueden caracterizar mediante técnicas de bandas de
citogenética convencional sino con técnicas de citogenética
molecular, como la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)'.
Su frecuencia en recién nacidos se ha estimado en alrededor
del 0,043%°y su origen es fundamentalmente de los cro-
mosomas acrocéntricos (el 86 % de los casos) aunque el 50%
de ellos derivan del cromosoma 15'.

Los SMC suelen estar asociados a una gran variabili-
dad fenotipica debida, en primer lugar, a la cantidad de eu-
cromatina que puedan tener. De hecho, en los casos con
SMC grandes y con eucromatina es en los que se ha ob-
servado mayor repercusion fenotipica, mientras que en los
casos con SMC pequefios, en pocas ocasiones se asocian
a manifestaciones clinicas al estar restringidos sélo a hete-
rocromatina'. En segundo lugar, pueden presentarse en
mosaico, por lo que variaciones en el porcentaje de células
que contengan el SMC, van a ser determinantes para la
repercusion clinica. Asf, cuanto mayor sea la proporcion
de células que contienen el SMC, mas alta seré la probabi-
lidad de afectacion en los individuos portadores. Por Ultimo,
se ha observado que la presencia de un SMC, independien-
temente de su tamafo, podria implicar un riesgo parala for-
macion de DUP de los cromosomas homologos de los que
deriva dicho SMC, generando las manifestaciones clinicas
propias de la DUP'2,

En este articulo se describe el caso de una nifia cuyas ma-
nifestaciones clinicas al nacimiento hicieron sospechar el
SPW, y cuyo cariotipo de alta resolucion reveld un SMC muy
pequefioy aparentemente sin eucromatina, derivado de un
cromosoma 15.

Caso Clinico

El propositus es una nifia nacida a las 32 semanas de ges-
tacion, producto del embarazo de una madre de 43 afos
sana, desconociéndose los datos del padre. La recién naci-
dapeso 1.725g (3<p<25), tenia una talla de 46 cm (75<p<90)
y un perimetro cefalico de 30 cm (p50). Present6 un Apgar
alminuto de 4y de 7 alos 5 minutos. En la exploracion ne-
onatal se observé paladar ojival, facies amimica, caderas la-
xas, pie derecho talo valgo, una marcada hipotonia gene-
ralizada por la que mantenia una postura en “libro abierto”
y dificultad respiratoria con membrana hialina, siguiendo
un tratamiento con surfactante y antibioterapia, y se man-
tuvo con oxigeno suplementario durante cuatro dias.
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Se realizé una biopsia muscular para estudio del meta-
bolismo energético, cuyo resultado puso de manifiesto una
disminucion de la actividad de multiples enzimas mitocon-
driales (complejo I+lll, complejo Il, SDH (+PMS), complejo Il
y complejo V) asi como disminucién del contenido mus-
cular de carnitina (total y libre). Al mesy 12 dias de vida,
mantenia constantes normalesy correcta tolerancia ala ali-
mentacién oral, aunque persistia la marcada hipotonia y de-
bilidad muscular.

Métodos

Para el diagndstico citogenético de este caso, se realiza-
ron varias técnicas comenzando por el andlisis de los cro-
mosomas de alta resolucién (550-850 bandas). La marcada
hipotonia que presentaba la paciente sugeria la posibilidad
de que tuviera un sindrome de Prader-Willi, por lo que se
aplicaron técnicas de FISH con la sonda especifica para la re-
gion del Prader-Willi/Angelman, que se encuentra en la
regién 15911-q13.

Ademas, para laidentificacion del SMC se aplicaron téc-
nicas de FISH con la sonda especifica para los centromeros
del cromosoma 15, por ser uno de los cromosomas mas fre-
cuentes en la formacion de SMCs.

Por Ultimo, para determinar la procedencia de los dos
cromosomas 15 normales se utilizaron microsatélites poli-
morficos del cromosoma 15 de la regidn critica de Prader-
Willi/Angelman (D15S210, TK4 y G5) y de los marcadores
D155123 (de laregion 15921.1), D15S125 (de la region
15921.3)y D15S131 (de la region 15g22.1).

Resultados

El analisis cromosdémico mostréd un mosaico con dos li-
neas celulares, ambas con férmula sexual XX. Una linea ce-
lular tenia 47 cromosomasy estaba presente en el 6,8% de
las células, siendo el cromosoma extra un SMC de peque-
fio tamano (Fig. 1); la segunda linea celular con 46 cromo-
somas, estaba presente en el 93,2% de las células estu-
diadas. El cariotipo de alta resolucion de los padres fue
normal, por lo que la alteracion cromosdmica se habia pro-
ducido de novo.

El resultado del andlisis de FISH de la region del SPW mos-
tré una sefnal en ambos cromosomas 15, descartdndose,
por tanto, que tuviera SPW por microdelecion. Sin embar-
go, no se pudo confirmar ni descartar la presencia de dicha
region de eucromatina en el SMC porque en el estudio
con FISH no se visualizaron células con el SMC, probable-
mente debido a que el porcentaje de células con 47 cromo-
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somas era muy bajo. Por este mismo motivo en el andlisis
de los centromeros con técnicas de FISH, sélo se identifico
una célula con 47 cromosomas en la que se observaba tres
sefales, dos de ellas en los cromosomas 15 y la tercera en
el SMC, lo que permitio identificar que el SMC era deriva-
do de un cromosoma 15 (Fig. 2).

El anélisis molecular con microsatélites polimérficos mos-
tré una expresion monoalélica materna de los marcadores
TK4yD155210 en ambos cromosomas 15. De este modo,
se pudo determinar que la paciente habia heredado de su
madre los dos cromosomas 15, presentando una DUP, del
tipo isodisomia. Por tanto, la paciente tenfa el SPW por DUP
materna generada por el SMC derivado del cromosoma 15.

El origen parental del SMC no se pudo estudiar, aunque
parece probable que sea de origen paterno puesto que los
dos cromosomas 15 son de origen materno y falta el cro-
mosoma 15 paterno.

Discusion
La paciente que se describe en este articulo presenta los

rasgos caracteristicos del SPW y un cariotipo que tiene
una doble alteracién consistente en un SMC en mosaico,

posiblemente procedente de un cromosoma 15 paterno,
y una isodisomia uniparental materna de la pareja de cro-
mosomas 15.

El SPW es el sindrome de microdelecion mas frecuente
en el ser humano, y ha sido también el méas estudiado. Co-
mo se comento en la introduccién, se puede producir por
tres tipos de alteraciones, siendo una de ellas por la heren-
cia de dos cromosomas 15 maternos (DUP). Esta DUP pue-
de ser de dos tipos: a) Isodisomia, (Fig. 3A) cuando un in-
dividuo hereda dos copias de un mismo cromosoma 15 de
un progenitor, en el que se produjo una no disyuncién en la
meiosis II, por lo que los cromosomas 15 que tiene el indivi-
duo son idénticos'™; b) Heterodisomia, (Fig. 3B) cuando un
individuo recibe la pareja de cromosomas 15 homologos del
mismo progenitor por una no disyuncién en la meiosis | ma-
terna®, por lo que un cromosoma proviene del abuelo
materno y el otro de la abuela materna.

Por otra parte, se considera que la presencia de un SMC
crea inestabilidad celular, incrementando la probabilidad
de una no disyuncion®, dando lugar a alteraciones duran-
te la division celular. De hecho, cuando una célula en la que
existe el SMC inicia una meiosis, durante el apareamiento
meidtico de los cromosomas homologos en la profase, el
SMC se aparea con parte de su cromosoma homadlogo que

FIGURA 1. Cariotipo de alta resolucién con el cromosoma marcador extra.
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a su vez esta unido al otro homodlogo normal, lo que alte-
rara la segregacion cromosémica y/o la separacion de las
cromatidas, dando lugar a gametos con DUP y a otros
con el SMC. Esta situacion se produce también cuando tras
la fecundacion, durante las mitosis de la multiplicacion ce-
lular, se origina un zigoto con un gameto que lleva un
cromosoma 15 siendo el otro un SMC, ya que, por la in-
estabilidad que produce, puede dar lugar a células con DUP
y el SMC.

Se han propuesto cuatro mecanismos posibles para
explicar la formacion de DUP mediada por un SMC en el mis-
mo paciente **%, representadas en la figura 4 que son:

1) Rescate funcional trisomico: En la Fig. 4A, se muestra
laformacion de un zigoto trisémico que ha heredado
una heterodisomia de los cromosomas homologos de
un progenitor y un sélo homologo del otro progenitor.
Para evitar la trisomia, en una de las divisiones celula-
res tempranas del zigoto y debido a la inestabilidad ce-
lular, el homologo monosémico sufre roturas que dan
lugara un SMC.

FIGURA 2. FISH con la sonda especifica para los
centromeros del cromosoma 15. Se aprecian tres
sefales, dos de ellas en los cromosomas 15y la
otra en el cromosoma marcador extra.
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2)Reduplicacion postzigotica: (Fig. 4B) En este meca-

nismo, un gameto contiene un SMC y otro gameto lle-
va un cromosoma homaologo normal. Al producirse la
fecundacion, se forma un zigoto en el que la pareja que
se establece con el SMC, tiene ausencia de todo el tro-
zo que le falta al SMC, lo que da lugar a una gran zo-
na cromosdmica aneuploide. Para escapar de esta
"aneuploidia”, el cromosoma homologo normal se du-
plica, originando una isodisomia uniparental, y dando
lugar a un mosaico, ya que el SMC pasaria a unas cé-
lulasy no a otras. Este mecanismo parece poco frecuen-
te debido a que son escasos los casos publicados que
lo han podido documentar.

3) Error postfecundacion: (Fig. 4C) Se trata de un meca-

nismo postzigético en el que a partir de dos gametos
normales, cada uno con su cromosoma homaologo, se
origina un zigoto normal. En una mitosis temprana,
se puede producir uno de los siguientes errores: 1) una
no disyuncion dando lugar a una célula trisémica enla
gue posteriormente para evitar la trisomia, se produ-
ce una rotura del cromosoma homaologo monosémico,
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con un mecanismo igual al descrito en el apartado A de
la Fig. 4. 2) la rotura de uno de los cromosomas forman-
do una célula parcialmente aneuploide, que para esca-
par de esta aneuploidia, va a producir una duplicacién
del cromosoma homdlogo normal, como el descrito en
el apartado B (Fig 4). Este mecanismo es el mas comple-
jo, y del que no existen casos publicados hasta la fecha.

4)Complementacion: (Fig. 4D) En este caso, ambos ga-
metos estan alterados. Uno tiene una heterodisomia
de los cromosomas homologos, y el otro contiene un
SMC formado antes o durante la meiosis de uno de los
progenitores. Se formaria asi un zigoto con heterodi-
somiay un SMC.

En la paciente que se describe, se ha confirmado una
isodisomia del cromosoma 15 materno junto con la presen-
cia de un SMC del cromosoma 15, por lo que los mecanis-
mos que han podido producir esta doble alteracion podri-
an ser lareduplicacion postzigotica (Fig. 4B), o bien el
error postfecundacion (Fig. 4C). El mecanismo de error
postfecundacién es muy complejo, ya que deben ocurrir
dos errores, una no disyuncion en una mitosis tempranay

FIGURA 4. Mecanismos posibles para explicar la formacion de DUP mediada por un SMC en el mismo paciente.
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una reduccién posterior del cromosoma homologo no du-
plicado, o bien la rotura de un cromosoma homologo'y
la posterior duplicacion del otro homologo. Por otra parte,
no se ha confirmado si este mecanismo ocurre realmente,
puesto que no existen casos en la literatura que lo apoyen.
En consecuencia, en la paciente que se describe, lo més pro-
bable es que se produjera una reduplicacion postzigotica
(Fig. 4B). Es decir que uno de los gametos llevaba el SMC de
un cromosoma 15, formado durante la meiosis del padre
(puesto que la alteracién es de novo), y durante el desarro-
llo embrionario se produjo una duplicacién del cromosoma
15 materno, originando asf la isodisomia uniparental ma-
terna, que es la verdadera responsable del fenotipo de SPW.
Aunque este mecanismo, es el mas sencillo para obtener
una isodisomia con un SMC, no es muy frecuente. De he-
cho, esta nifia representa el séptimo paciente publicado con
SPW generado por disomia uniparental materna de los cro-
mosomas 15 junto con la presencia de un SMC derivado del
cromosoma 15™*%,

Con este articulo queremos resaltar la importancia de
estudiar el origen de los cromosomas marcadores que, aun-
que no contengan eucromatina, pueden generar de mane-
ra secundaria disomias uniparentales causantes de altera-
ciones clinicas. Ademas, seria recomendable descartar la
existencia de una DUP en los casos de mosaicos con SMC
en diagndstico prenatal*y en los nifos que teniendo uno de
estos SMC, sin eucromatina, muestran mala evolucién, o
clinica compatible con algun sindrome generado por DUP,
como el sindrome de Beckwith-Wiedemann (DUP pater-
na del cromosoma 11p), el sindrome de Angelman (DUP pa-
terna del cromosoma 15), el sindrome de Prader—Willi (DUP
materna del cromosoma 15) o la diabetes neonatal transi-
toria (DUP paterna del cromosoma 6)®.
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