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Summary

Title: Results of the ECEMC cytogenetic laboratory during the year 2001. New techniques of FISH, and their clinical implication

We present here the results of the karyotypes found during the year 2001 in the ECEMC cytogenetic laboratory. All of the structural
chromosome alterations found during this period were diagnosed using High Resolution G-band chromosomes (550-850 bands) and FISH
techniques, including chromoprobe—Multiprobe—kits. The advances in cytogenetic and molecular cytogenetic techniques, have helped to
detect quite small chromosome alterations. Nowadays, there are some groups working specifically in the telomeres, since these structures
are regions full of genes and are implicated in most of the chromosome alterations. Nevertheless, the frequency and impact of these telo-
meric alterations in patients with mental retardation, malformations and/or other clinical manifestations, are still not clear.

Introduccion

Con el desarrollo de las técnicas de citogenética de alta
resolucién, que permiten trabajar con cromosomas mas lar-
gos, de alrededor de 850 bandas (cada banda se divide en
subbandas), fue posible la visualizacién de alteraciones cro-
mosémicas muy pequefias, de alrededor de 2-3 megaba-
ses. Esto impulsé la posibilidad de detectar alteraciones cro-
mosdmicas mucho mas pequefas que las que se venian ob-
servando. Ademas, la aplicacion de técnicas de citogenética
molecular y concretamente de hibridacién “in situ” (Fluo-
rescence in situ Hybridization: FISH), permitié diagnosticar
alteraciones cromosémicas que no serian visibles al micros-
copio sin estas técnicas. De este modo se estd avanzando
mucho en el estudio de regiones cromosémicas especificas,
lo que aumenta la posibilidad de detectar alteraciones cro-
mosomicas cripticas. Una de estas posibilidades es el estudio
de los teldmeros. Estos, que forman las partes mas distales
de los brazos cortos y de los brazos largos de los cromoso-
mas, tienen un papel muy importante en la replicacion del
ADN, confieren estabilidad a los cromosomas y tienen una
funcion significativa en la longevidad celular. Sin estas ter-
minaciones teloméricas, los cromosomas son inestables y
tienden a fusionarse y degradarse.

Todos los telémeros de los cromosomas eucariotas es-
tdn compuestos por dos regiones, la distal y la subteloméri-
ca. Laregion distal, no codificante, esta formada por repeti-
ciones de los pares de bases TG que, concretamente en los
vertebrados, es (TTAGGG) repetidos “n” veces, en una lon-
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gitud que oscila entre 2 y 15 Kb (kilobases). La region subte-
lomérica, que es muy compleja y rica en genes, entre los
gue se han reconocido genes candidatos para sindromes
bien conocidos como la delecién terminal 1p36.3 o la dele-
cién terminal 2g37.3 [Cross y cols., 1990; Kuwano y cols.,
1991; Sacconey cols., 1992].

En los Ultimos anos, se han desarrollado técnicas de FISH
con sondas especificas para las distintas regiones subteloméri-
cas de los distintos cromosomas, y que se aplican directamen-
te sobre metafases extendidas en un portaobjetos. De este
modo, si se observa la ausencia de la sefal en uno de los teld-
meros, implicarfa que existe una delecién de esa regién subte-
lomérica (Figura 1), mientras que si aparece una sefal extra,
implicarfa una trisomia de esa region subtelomérica (Figura 2).

La posibilidad de estudiar los telémeros en la busqueda
de alteraciones cromosémicas con repercusion clinica, tiene
varias ventajas:

1) La mayoria de las alteraciones cromosémicas involu-
cran a los telémeros.

2) Reordenamientos andmalos de estas regiones po-
drian tener consecuencias clinicas importantes debido a
gue, como ya hemos dicho, las regiones préximas a los teld-
meros son ricas en genes.

3) Ya se han descrito varias alteraciones teloméricas
asociadas a un patron de malformaciones especifico.
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En la actualidad, se dispone de un “juego de hibrida-
cion” que permite la hibridacion simultanea con sondas
subteloméricas de todos los cromosomas en un mismo por-
taobjetos (Multiprobe—T: Cytocell). Esto permite aplicar este
estudio de forma mas generalizada [National Institutes of
Health and Institute of Molecular Medicine Collaboration,
1996; Knighty cols., 1997].

Flint y cols. [1995], usando esta técnica, realizaron un
estudio piloto para establecer si los reordenamientos subte-
loméricos, podrian tener una significacion causal en el re-
traso mental idiopatico. El estudio se realizé en 99 personas
con retraso mental de causa desconocida, cuyos cariotipos
de alta resolucién eran normales. Sus resultados sugerfan
gue al menos un 6% del retraso mental idiopéatico, podria
ser explicado por alteraciones submicroscopicas de los telé-
meros, lo cual implicaba que estas alteraciones podrian ser
la segunda causa mas comun de retraso mental después del
Sindrome de Down.

Sin embargo, en otros estudios posteriores que han ido
apareciendo en la literatura [Vorsanova y cols., 1998; Viot y
cols., 1998; Knight y cols., 1999; Anderlid y cols., 1999;
Joyce y cols., 1999; Lamb y cols., 1999], se desprende que
la frecuencia de las alteraciones subteloméricas varia desde
menos del 1% hasta el 23%. Estas amplias diferencias pro-
bablemente sean debidas tanto a variaciones en el tamano
de las muestras, como a variaciones en los criterios de selec-
cion de los casos para el estudio.

De Vries y cols. [2001], en un intento por establecer cua-
les serfan las manifestaciones clinicas asociadas con este ti-
po de alteraciones, compararon a 29 pacientes malforma-
dos con retraso mental que eran portadores de algun reor-
denamiento subtelomérico conocido, con 110 pacientes
con retraso mental de etiologia desconocida y cariotipo de
alta resolucion normal. Los resultados mostraron una rela-
cion entre reordenamientos subteloméricos y la presencia
de historia familiar de retraso mental, y bajo peso al naci-
miento. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la ex-
presion clinica de las deleciones subteloméricas depende de
varios factores:

1. El tamano de la delecion.

2. El cromosoma implicado y de si la delecion afecta al bra-
zo corto o al brazo largo.

3. La presencia de una trisomia asociada.

4. La presencia de un alelo recesivo en el homoélogo no de-
lecionado.

Por consiguiente, las microdeleciones subteloméricas
podrian tener una gran variacion en su repercusion clinica

gue puede ser desde un efecto grave con alteraciones fisi-
cas y/o psiquicas, hasta no mostrar ninguna repercusion y
ser solo una variante polimorfica.

Varios autores han llamado la atencién sobre el hecho
de que algunas de las alteraciones teloméricas detectadas,
estaban presentes también en uno de los progenitores sa-
no, por lo que fueron consideradas polimorfismos [Knight y
Flint, 2000; Shaffer y cols., 1999 y Ballif y cols., 2000], aun-
gue su frecuencia en la poblacién general es aun descono-
cida. Ballif y cols. [2000], basados en una muestra no ran-
domizada, concluyen que los polimorfismos de los telome-
ros podrian tener una frecuencia de alrededor del 7%, pero
gue es necesario estudiar individuos normales en diferentes
poblaciones, para establecer la frecuencia de estos polimor-
fismos en cada una de ellas, para asi interpretar correcta-
mente los resultados de los estudios realizados en los nifios
con retraso mental y/o malformaciones congénitas. Esta
conclusién es muy importante, porque ninguno de los estu-
dios en los que se ha concluido que una alteraciéon teloméri-
ca es polimorfica, fueron realizados en padres e hijos sanos.
Por consiguiente, el hecho de que uno de los padres sanos
tuviera la misma delecion subtelomérica que se observa en
el hijo afectado, no excluye que el efecto observado en el
hijo sea consecuencia del desbalance producido por la de-
lecién. Esto puede ocurrir si, por ejemplo, la delecion afectd
aungeny quedo un alelo recesivo en el cromosoma homo-
logo no afectado.

Resultados del ECEMC

A lo largo del afno 2001, en el laboratorio de citogenéti-
ca del ECEMC, se han recibido un total de 434 muestras, de
las cuales se han realizado un total de 313 cariotipos de alta
resolucion (550-850 bandas). La diferencia se debe, bésica-
mente, a que, para muchos casos hemos pedido una “se-
gunda muestra” para completar el estudio con otras técni-
cas.

La Tabla 1, presenta el resultado de estos estudios. As,
243 casos, después de realizarles un cariotipo de alta reso-
lucién y aplicarles las técnicas necesarias de FISH, resultaron
cromosémicamente normales (con las técnicas actuales),
mientras que 70 (22,36%) casos, presentaron una altera-
ciébn numeérica o estructural.

Con respecto a las alteraciones numéricas, en la Grafi-
ca 1 se puede apreciar que el 77,78% de ellas fueron triso-
mias 21.

Los 34 casos con alteraciones estructurales representan
el 48,57 % del total de las alteraciones cromosémicas iden-
tificadas. Estas se identificaron mediante cromosomas de
alta resolucién y técnicas de citogenética molecular (FISH)
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FIGURA 1

FISH con sonda subtelomérica del cromosoma 4, que muestra
una ausencia de sefal de la region subtelomérica 4p (sefial roja), que
implicarfa una delecion de esa region.

FIGURA 2

FISH con sonda subtelomérica del cromosoma 4, que muestra
una sefal extra (4p) (sefal amarilla) en un cromosoma del grupo “C",
queimplica una trisomia de la regién subtelomérica 4p.
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Cariotipo normal de alta resolucién de la madre (850 bandas).

FIGURA 4

FISH con las sondas correspondientes a las regiones sub-
teloméricas del cromosoma 2. Se observa una microdelecién de
la region subtelomérica del brazo largo 2q (sefal roja).
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de las que disponemos en el laboratorio, incluyendo las
sondas teloméricas (Multiprobe—T). La aplicacion de estas
técnicas de FISH, nos permitié en algunos casos “confir-
mar” la alteracién cromosémica sospechada previamente
con cromosomas de alta resolucién, y en otros casos “diag-
nosticar” una alteracion no visible con las técnicas de citoge-
nética.

Las alteraciones estructurales fueron: 1 duplicacion,
6 deleciones, 9 traslocaciones, 4 derivados de traslocacion
(que implican una duplicacion parcial y una delecién par-
cial), 5 inversiones, 1 derivado de inversion (que implicaba
una duplicacién), 1 inserciéon, 1 cromosoma en anillo (deri-
vado del cromosoma 8), 2 marcadores (uno derivado del
cromosoma 15, y otro que estaba en un mosaico muy bajo
y no se pudo identificar su origen), 2 microdeleciones y
2 casos con alteracion en 7q36 (enviados a Dinamarca para
gue, mediante otras técnicas de las que no disponemos ac-
tualmente, se trate de determinar el tipo de alteracion).

En relacion con los resultados del estudio de los teléme-
ros que venimos aplicando a nifios malformados con cario-
tipo de alta resolucion (850 bandas) normal, sélo hemos
encontrado dos alteraciones que vamos a describir.

El primer caso es el de una pareja sana que habia tenido
dos hijos malformados que murieron en el periodo perina-
tal sin diagndstico y sin cariotipo. Con objeto de descartar
alteraciones cromosémicas cripticas en los progenitores, se
les realizo el cariotipo de alta resolucion (850 bandas) en el
ECEMC, que resulté ser normal en ambos miembros de la
pareja (Figura 3). A continuacion, se les aplico el “juego de
hibridacion telomérico” (Multiprobe-T), que en el padre re-
vel6 que todos los telémeros estaban en posicién correcta,
mientras que en la madre mostré la ausencia de la sefial co-
rrespondiente a la regién subtelomérica del brazo largo del
cromosoma 2 (2q) (Figura 4), que no se encontré traslocado
en ningun otro cromosoma.

El segundo caso corresponde a otra pareja sana que tuvo
una nina con malformaciones congénitas sin diagndstico,
gue murié a los pocos anos de vida. Se les realizd en primer
lugar el cariotipo de alta resolucién que resulté ser normal y a
continuacién el estudio de los teldmeros con el “juego de hi-
bridacion” y los resultados mostraron que la madre era por-
tadora de una delecion subtelomérica del brazo largo del
cromosoma 2 (2q), igual a la del caso anterior.

Esta delecion es una de las que diversos autores han
considerado como un polimorfismo y, por tanto, sin reper-
cusion clinica, ni reproductiva. Sin embargo, el hecho de
que estas parejas hayan tenido nifios malformados, nos de-
be hacer muy cautos en cuanto a considerar que son sim-
ples manifestaciones polimorficas sin ninguna relacion con
las alteraciones observadas en los hijos. Porque no pode-

TABLA 1

NUMERO Y PORCENTAJE DE CARIOTIPOS
REALIZADOS EN EL ANO 2001

Normales.......ccccooeeeieveciii. 243 (77,64%)

Alterados........cc.coooioiiiiiiii 70 (22,36%)
— Alt. Numéricas. . 36
— Alt. Estructurales................ 34

Totalw e 313 (100%)
GRAFICA 1
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mos dejar de considerar que la deleciéon pudiera haber afec-
tado a la pérdida de un gen, y que quedara su alelo recesivo
en el cromosoma homélogo no afectado, que fuera el res-
ponsable de los defectos en los hijos.

Por consiguiente, y aunque los primeros estudios eran
muy sugerentes, en la actualidad se estd empezando a in-
sistir [Joyce y cols., 2001], en que aun no estd claro cudles
son las manifestaciones clinicas asociadas a este tipo de
reordenamientos subteloméricos. No obstante, aunque la
experiencia no es todavia suficiente, su aplicacién en algu-
nos casos es de extraordinaria utilidad para el diagnéstico.
Por otra parte, la acumulacion de resultados sobre estas al-
teraciones consideradas “polimérficas” va a permitir el es-
tudio de mayores series que pueden darnos pautas sobre su
significado real.
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