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Diagndstico genético prenatal de
la ataxia de Friedreich

Prenatal genetic diagnosis
of Friedreich’s ataxia

RESUMEN

La ataxia de Friedreich (AF) es una enfermedad
neurodegenerativa que se hereda con caricter
autosémico recesivo. La causa genética y el defecto
bioquimico subyacente se desconocen. Por otra
parte, el locus AF se ha localizado en el brazo largo
del cromosoma 9 y se han descrito dos loci
marcadores, D9S15 Y D9S5, polimorficos de ADN
estrechamente ligados al locus AF. Ello permite
realizar el diagnostico presintomatico y prenatal de la
enfermedad en familias donde ya hay un miembro
afecto. '

Nosotros presentamos el estudio genético molecular
de 16 familias con al menos un hijo afecto de AF, con
el fin de determinar la informatividad de los
marcadores D9S15 y D9S5 en la poblacién espanola,
y con ello disefiar una estrategia para el diagnéstico
prenatal. De las 16 familias, doce mostraron
informatividad total para alguno de los marcadores y
las otras cuatro una informatividad parcial, lo cual
indica que las herramientas moleculares de que hoy
se dispone permiten el diagnéstico prenatal con
elevada fiabilidad de la AF.
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ABSTRACT

Freidrich’s ataxia (FA) is a neurodegenerative
disorder inherited as an autosomic recessive trait.
The genetic cause and the underlying biochemical
defect are at present unknown. However, an FA
locus has been located on the large arm of
chromosome 9, and two marker loci -D9S515 and
DIS5 have been closely linked to the FA locus. It is
therefore now possible to perform presymptomatic,
prenatal diagnosis in families with an affected sib.
We have performed a molecular genetic study in 16
families with at least one FA-affected sib in order to
define the significance of the D9515 and D955
markers in the Spanish population. Twelve out of the
16 families showed full linkage for some of the
markers and the remaining four families showed
partial linkage. This suggests that we now have the
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necessary molecular tools to perform prenatal
diagnosis of FA with a ligh degree of fiability.
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INTRODUCCION

La ataxia de Friedreich (AF) es un trastorno neuro-
degenerativo autosémico recesivo que se caracteriza
por la pérdida selectiva de fibras mielinizadas largas de
la raiz dorsal y por la degeneracion de los tractos
espinocerebelosos. Los criterios clinicos de diagnostico
son: edad de inicio antes de los 25 afos, normalmente
alrededor de la pubertad, ataxia progresiva de la mar-
cha y de los miembros, pérdida de los reflejos osteoten-
dinosos en los miembros inferiores, respuesta plantar
extensora, disartria y pérdida de los potenciales de
accién sensitivos. Otros sintomas y signos no neurolo-
gicos son la escoliosis, el pes cavus, una cardiomiopatia
y, en un 10 por cien de los afectos, diabetes mellitus. La
enfermedad presenta una variable incidencia segin las
escasas series publicadas, pero en la Comunidad Valen-
ciana se ha calculado mediante anilisis de consangui-
nidad en 6 de cada 100.000 individuos con una tasa de
heterocigotos de 1 cada 649%. El defecto bioquimico se
desconoce, asi como la naturaleza de la mutacién ge-
nética. El locus AF ha sido localizado en el cromosoma
9 mediante ligamiento genético con marcadores de
ADN polimérficos -los fragmentos de restriccion de
longitud polimérfica o FRLPs®-, concretamente en la
region 9q13-21.149. La enfermedad presenta, a pesar
de cierta variabilidad clinica, una homogeneidad gené-
tica® 16 Se ha descrito dos loci marcadores estrecha-
mente ligados al gen AF, D9S15 y D9S5, conteniendo
ambos varios polimorfismos Utiles para el diagnéstico®
6. Entre ambos loci la distancia fisica es menor de 460
Kb 2 y la distancia genética, dado el escaso nimero
de recombinantes descrito, es de aproximadamente 1,5
cM.

La actual situacién de los estudios genéticos, con la
disponibilidad de varios marcadores polimérficos liga-
dos al locus AF y el escaso nimero de recombinantes
encontrados, ha permitido a Wallis y cols.@ realizar el
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primer diagnéstico prenatal. Ello también permite la
realizaciéon de diagnoésticos predictivos( 19, Dado que
el gen ain no ha sido aislado y, portanto, no se tiene
ninglin conocimiento de la(s) mutacién(ones) que con-
diciona la aparicion de la enfermedad en los estados
homocigotos, el diagnéstico prenatal se basa en esta-
blecer la fase de segregacion de los alelos de los mar-
cadores ligados en familias que ya tengan al menos un
hijo afecto de AF. En definitiva, y al igual que ocurre 0
ha ocurrido con otras enfermedades, tales como la
Distrofia Muscular de Duchenne(?, la Fibrosis Quisti-
ca®, el diagnéstico depende de la informatividad gené-
tica que se encuentre para cada polimorfismo y de la
construccion de haplotipos en cada familia concreta.

Nosotros presentamos 16 familias espanolas en las
que hemos realizado el anilisis molecular con cuatro
marcadores polimérficos estrechamente ligados al lo-
cus AF, con el fin de determinar la informatividad de
los mismos para el diagnéstico prenatal -también pre-
dictivo- de la AF. El empleo de estos marcadores, fun-
damentalmente dos con un alto contenido de informa-
ci6n polimérfica (C.I.P.), ha demostrado que habia una
total informatividad, esto es, ambos padres eran hete-
rocigotos, en 12 familias, y una informatividad parcial
para algiin marcador en las otras cuatro. Todo ello
indica la posibilidad de realizar un diagnéstico genético
prenatal con una elevada fiabilidad.

MATERIAL Y METODOS

El ADN gendmico se aislé de leucocitos periféricos
de acuerdo con protocolos estindar de extraccion fe-
nélica y precipitacion con etanol. Se dirigio cinco pug de
ADN con la enzima de restriccién apropiada, se fraccio-
n6 los fragmentos en un gel de agarosa al 0,8% y se
transfiri6 a2 una membrana de nylon (Hybond-N,
Amershan)®@®. Las sondas genémicas se marcaron con
método de marcaje aleatorio empleando oligocebado-
res y 32P-dCTP® o digoxigenina-11-dUTP (Boehringer
Mannheim). La hibridacién se realizé durante la noche
a 65° C en tampén Church (POsHNa; 0,5 M, SDS 7%,
EDTA 1mM). Los filtros se lavaron hasta SSC 0,1x, SDS
0,1%a 65° Cy la autorradiografia o autoquimiolumigra-
fia se llevd a cabo a -70° C durante 1-3 dias o a tempe-
ratura ambiente durante un dia respectivamente. La
tabla 1 muestra las caracteristicas de las sondas utiliza-
das.
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Tabla 1 Caracteristicas de los marcadores de ADN Tabla 2 Estudio de la informatividad genética (%)
ligados al locus de la ataxia de
Friedreich Marcador Total Parcial Ninguna  N?familias
Locus Marcador N2 alelos cIpP®
MCT112/Mspl  5(33) 320 7 47D 15
OB e 3 S SOE S
sl : s S 8(53,3) 36((46; 166 15
D9S3 DR47/Taql 2 0,14 - o et
26P/BstXI 3 0,55
a: Contenido de informacion polimérfica. Tabla 3 Anilisis global de la informatividad genética
b: Secuencia microsatélite (%)
A ! g =k : Estudios total *
El polimorfismo microsatélite se analizé mediante la u, fos oy 3 »
o 2 Familias con alguna informatividad total 12(75)
reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) con el 55 = =
Sz 4 5 Familias con dos o mis informatividades
objetivo de amplificar un segmento aproximado de 200 tcates 8(50)
pb que contiene una secuencia (dC-dA)n.(dG-dDn Familias con alguna informatividad parcial 4(25)

polimérfica identificada en el interior de la sonda
MCT112@? _ Las reacciones de la RCP se llevaron a cabo
en un volumen total de 25 pL el cual contenia 20 ng de
ADN gendémico, SO pmoles de los oligocebadores,
dGTP 200 pM, dCTP 200 puM, ATTP 200 uM, dATP 25
pM (Pharmacia), 10 pCi 35S-dATP a 500 Ci/mM (Du-
Pont), Tris-HCI pH 8,3 10 mM, KCl mM, MgC12 1,5 mM
y gelatina 0,01%. Se anadid aceite mineral (Perkin El-
mer-Cetus), a las muestras y éstas se procesaron en un
termo-ciclador Perkin Elmer-Cetus a lo largo de 35
ciclos de 72° C durante 30 s de fase de elongacién, 94°
C durante 15 s de desnaturalizacién y 51° C durante 30
s de anillamiento, con un paso tltimo de elongacién de
10 min. Los productos se analizaron en un gel de
poliacrilamida al 6% y se visualizaron mediante auto-
rradiografia tras 12-16 horas de exposicion a tempera-
tura ambiente.

RESULTADOS

El estudio de ligamiento genético realizado en siete
familias con dos o mis afectados ha demostrado que la
poblacién espafiola presenta una homogeneidad gené-
tica con otras poblaciones europeas y norteamericanas.
Los valores «lod score» encontrados han sido: D9S15,
z= 1,88 (O= 0,04) y D9S5, z= 3,63 (O= 0,00)0.

En la tabla 2 se muestra la informatividad hallada
para cada uno de los marcadores. El contenido de
informacién polimérfica es similar al descrito en la
literatura para cada uno de ellos. El marcador mas
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“De los 64 posibles

informativo fue la secuencia microsatélite de la sonda
MCT112, para la cual se encontré una heterocigosidad
en el 75 por cien de las 12 familias en las que se analizé.
También fue bastante informativo 26P, que demostrd
informatividad total en el 50 por cien de las familias. Por
el contrario, DR47 resulté ser muy poco informativo,
encontrindose sélo informatividad parcial y ésta en un
22,5 por cien de las familias.

Se realizd un total de 56 estudios de los 64 posibles
(Tabla 3). En 12 familias (75%) se hall6 informatividad
total en al menos uno de los cuatro marcadores, siendo
en ocho de ellas (50%) la informatividad total en dos o
mias marcadores. En las otras cuatro Unicamente se
objetivé informatividad parcial, si bien fueron las fami-
lias en las que no se analiz6 la secuencia microsatélite,
o sea, el marcador con mayor informacién polimérfica,
por lo que es posible que alguna de estas familias pueda
ser informativa para este polimorfismo.

DISCUSION

La metodologia de la genética inversa esta permitien-
do que se aislen los genes causantes de enfermedades
hereditarias cuyo defecto bioquimico se desconoce, tal
cual ha sido el caso de la distrofia muscular de Duchen-
net?y la fibrosis quistica®?. El primer paso consiste en
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la localizacién cromosomica del gen mediante liga-
miento genético utilizando una bateria de marcadores
polimérficos. Ello conduce a encontrar uno o varios de
estos marcadores estrechamente ligados al gen en cues-
tion, de modo que se pueda definir en cada familia la
fase de segregacion del alelo mutante a partir del geno-
tipo del probando en funcién del marcador ligado. Este
hecho permite determinar en los familiares del proban-
do bien el estado de afecto presintomatico, bien de
portador sano o bien de no.portador. La utilidad clinica
de estos marcadores, especificos para cada enfermedad
en la que se haya establecido su localizacién cromos6-
mica, depende del contenido de informacién polimér-
fica (CIP), su cercania al gen de que se trate -lo cual
viene definido por la fraccién de recombinacién para
la cual de obtiene el valor mis alto de <lod score» que
nos mide el ligamiento genético- y el nimero de mar-
cadores disponibles y su localizacion, proximal o distal,
respecto al gen.

Los dos loci marcadores ligados al locus AF, D9S15
y D9S5, se encuentran separados entre si un miaximo
de 4060 kilobases®¥, siendo la distancia genética de 1,4
cM@?, Se ha descrito muy pocos recombinantes entre
estos dos marcadores y el locus AF?®, de modo que
resultan muy utiles para el diagndstico genético.

En nuestra serie no hemos encontrado ninguna fami-
lia no informativa para todos los marcadores, esto es, al
menos algiin padre era heterocigoto para alguno de los
marcadores. Resultados similares han sido presentados
por el grupo francés de Estrasburgo™. El hecho de que
un 75 por cien de nuestras familias presente informativi-
dadtotal paraalgiin marcadoryque enlas cuatro familias
(25%) que sélo muestran informatividad parcial no se
haya analizado el marcado con mayor contenido poli-
morfico, nos indica que el diagndstico prenatal se puede
ofrecer a las parejas que lo soliciten, con un porcentaje
muy elevado -mayor del 99%™- de obtener un diagnés-
tico genético y que éste sea correcto.

Diagnéstico genético prenatal de la ataxia de Friedreich

A priori son tres las causas principales de error
diagnostico en la AF. En primer lugar, cabe destacar en
diagnéstico incorrecto del probando dado que la AF
tiene criterios diagnosticos clinicos y neurofisiologi-
cos®, sin que se-haya encontrado ningin marcador
biolégico que lo confirme. Con todo, un neurdlogo
experto generalmente es capaz de reconocer la enfer-
medad en el contexto de su historia natural y diferenciar
las formas atipicas y/o frustradas®. En segundo lugar,
el fenébmeno de la recombinacién meidtica puede in-
ducir a error, pero en el caso de la AF este riesgo es
minimo, menor del 1 por cien. Finalmente, la falsa
paternidad es dificil por tratarse de un proceso que se
hereda con caricter recesivo y la tasa de portadores
sanos en la poblacion general es relativamente baja,
alrededor de 1 cada 100¢3. 18 29,

Por otra parte, mientras que en principio es posible
detectar entre los hermanos de los pacientes cuial de
ellos es heterocigoto portador, esto tiene escaso valor
prictico, excepto en los matrimonios consanguineos o
cuando ambos padres tienen un familiar cercano afec-
to. Dado que la prevalencia de heterocigotos es apro-
ximadamente de 1 en 100, un portador tiene un riesgo
de 1 en 400 de tener un hijo afecto, y este riesgo no se
puede valorar correctamente hasta que el gen no sea
aislado y las mutaciones causales no sean analizadas
directamente.
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