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INTRODUCCION

El Sindrome de Rett (RTT) es una enfermedad del desarrollo neurolégico que afecta casi de
forma exclusiva a las nifias. Se pueden definir dos formas clinicas, la forma clasica y las formas
atipicas. Dentro de las formas atipicas se distinguen cinco categorias: forma congénita,
epilepsia precoz, conservacion del lenguaje, regresion tardia y forma fustre.

ElI RTT tiene una herencia dominante ligada al cromosoma X, normalmente asociada a
letalidad en varones. Se han descrito mutaciones dominantes de novo en la regién codificante
del gen MECP2 (Xg28) en un elevado numero de pacientes esporadicas [1,2,3] y en algunos
casos familiares.

La identificacion del gen y el analisis de mutaciones en una larga serie de pacientes de todo el
mundo esta revelando un espectro insospechado de manifestaciones clinicas de la
enfermedad, desde mujeres portadoras asintomaticas hasta varones nacidos con graves
encefalopatias letales. Estas observaciones llevan a pensar que la proteina MeCP2 puede
estar involucrada en otras formas de retraso mental inespecifico. Ademas, se ha observado
variabilidad clinica en pacientes que tienen la misma mutacién, lo cual indica que hay otras
variables como el patréon de inactivacion del cromosoma X (XCI) y la interaccion de otros genes
con MECP2 que deben contribuir al fenotipo final.

El objetivo de este estudio ha sido la caracterizacién del espectro de mutaciones en una serie
de pacientes espanoles y establecer correlacion entre las caracteristicas clinicas de estas

pacientes y el tipo de mutacién identificado.

OBJETIVOS

1. Analizar el espectro de mutaciones de MECP2 en una serie de pacientes esporadicas
espanolas.
Analizar el gen MECP2 en un varén de 13 afios con RTT clasico.
Analizar las caracteristicas clinicas puedan tener correlacion con la mutacion en las
pacientes.

4. Correlacionar la gravedad de la enfermedad con el tipo de mutacion.



METODOLOGIA

Pacientes

Presentamos 46 pacientes esporadicas y un varén afectado con mutaciones conocidas en
MECP?2. Estas forman parte de una serie total de 143 pacientes de RTT espafiolas no
emparentadas que estan siendo estudiadas en la actualidad en nuestra Seccién. Progenitores
sanos y hermanas no afectas fueron también analizados. Doce mujeres normales fueron

usadas como poblacién control.

Analisis genético

ElI ADN fue extraido a partir de linfocitos de sangre periférica por extraccion fendlica estandar
seguida de precipitacién con etanol. Para el analisis de las mutaciones, se ha realizado una
combinacién de secuenciacion directa, digestion con enzimas de restriccion y analisis de

SSCP/HD. Sélo se ha estudiado la region codificante del gen.

Manejo de los datos clinicos

Todas las pacientes fueron sometidas a una estricta seleccion y fueron diagnosticadas segun
los criterios establecidos por el Rett Syndrome Diagnostic Criteria Group [4]. Hemos analizado:
RTT clasico: 34 nifas y un varon
RTT atipico: 10 nifias
Forma congénita: 5
Epilepsia precoz: 0
Lenguaje conservado: 4

Forma frustre: 1

Para las correlaciones fenotipo-genotipo, cada paciente fue clasificada segun el tipo de
mutacion (cambio de aminoacido o proteina truncada). Se seleccionaron caracteristicas o
variables clinicas tipicas de la enfermedad y se asigné una puntuacién a cada variable segun
sus distintas manifestaciones o gravedad, siguiendo los criterios que se resumen en la misma
Tabla 1. Mayor puntuacioén indica mas gravedad. Las frecuencias de las puntuaciones de cada
variable clinica fueron comparadas entre mutaciones de cambio de aminoacido y proteina
truncada.

La puntuacion global de gravedad para cada paciente se obtuvo mediante la suma de las
puntuaciones individuales de cada variable clinica. Las puntuaciones globales fueron

clasificadas en cuatro grupos:



<10: forma frustre y RTT clasica leve
10-14: RTT clasica
15-19: RTT clasica severa y congénita

>20: RTT clasica severa y congénita

Se aplico el test de Fisher para medir la significacion estadistica de las diferencias observadas.
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Espectro y distribucién de las mutaciones de MECP2
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Hasta la fecha, hemos detectado mutacion en 46 pacientes no relacionadas y en un varén con
RTT clasica. En total se identificaron 18 mutaciones distintas, siete de las cuales no habian
sido descritas previamente. El analisis de los progenitores demostro el origen de novo de todas
las mutaciones.
Brevemente, hemos encontrado:

7 mutaciones de cambio de aminoacido en 17 pacientes

4 mutaciones de proteina truncada en 23 pacientes

5 mutaciones de cambio de la pauta de lectura en 5 pacientes

5 deleciones grandes situadas mas alla del dominio represor de la transcripcion (TRD)

en 5 pacientes

Cambio de

N. Paciente(s) 1
° (s) nucledtido

Mutacién Dominio Bibliografia

3 398G —+A R133H MBD este estudio, nifio
6 - 020+ RI68X PTC o TRD Wit et 4l. 1999
10 THACT PTC en TRD Amir et al, 1999

T e TRD Cheadle et al. 2000
KROCHT 2304y P

A6delC V3l

en TRD Cheadle et al, 2000

X FTC no MBD no TRD este estudio

I 2

I 3 L 06 1del96-bp 96bp deletion Poly Pro este estudio
| 3 [157del32-bp 32 bp deletion PTC 392 este estudio
I 3 [164deldd-bp 44 bp deletion PTC 388 este estudio
I 3 [150del28-bp 28 bp deletion PTC 391 este estudio
I 3 [157deldd-bp 44 bp deletion PTC 398 este estudio

Total: 47

e Las mutaciones recurrentes R106W, R133C, T158M, R306C, R168X, R255X, V288X y
R294X (ya descritas por otros grupos) dan cuenta del 65,2% de las mutaciones
encontradas.

e Todas las mutaciones de cambio de aminoacido estan localizadas en los dos dominios
funcionales de la proteina: 70% en el dominio de union al DNA metilado (MBD) y 30%
en el dominio represor de la transcripcion (TRD).

e Todas las mutaciones de proteina truncada estan localizadas en el cuarto exén, 74% en
el TRD.

¢ Hemos identificado una nueva delecién de un solo nucleoétido (46delC) la cual crea una
proteina truncada muy corta V31X. Se supone que causa una pérdida completa de la
funcion de MeCP2.



e Hemos encontrado cinco deleciones largas mas alla del TRD, en una zona que ya ha

sido descrita como punto caliente para grandes deleciones.

Mutacién en MECP2 en un varon con RTT clasico

Datos Clinicos

Informamos el primer caso descrito de un varén con RTT clasico y un cariotipo 46,XY normal. A
la edad de siete afios cumplia 8/9 de los criterios necesarios, 7/8 de los criterios de apoyo y
ninguno de los criterios de exclusion, segun descrito por el Rett Syndrome Diagnostic Criteria
Work Group [4]:

Criterios necesarios

e periodo prenatal y perinatal normal

e desarrollo neurolégico normal hasta los 12 meses de edad

e microcefalia adquirida

e pérdida del uso propositivo de las manos

e pérdida del lenguaje

e estereotipias manuales

e apraxia de la marcha

e diagnosticado a los 7 afios de edad , en su primera visita al Hospital. El paciente
vive en una Institucion de Cuidados Especiales debido al fallecimiento de sus
padres.

e El perimetro craneal al nacer no pudo ser documentado

Criterios de soporte
o disfuncion respiratoria: hiperventilacién intermitente y apneas
e epilepsia, controlada con drogas antiepilépticas
e EEG anormal: actividad paroxistica
e espasticidad
e disfuncién periférica vasomotora
e escoliosis

e retraso en el crecimiento

En la actualidad tiene 13 afios y no ha perdido la deambulacién.

Analisis del gen MECP2

El analisis de mutaciones en MECP2 ha mostrado la presencia de un cambio de nucleétido
398G—A en la posicion 133, que produce la sustitucion de Arginina por Histidina (R133H) en la
proteina. La mutacion afecta a un residuo conservado dentro de MBD de la proteina MECP2.

Los dos residuos forman parte del grupo de aminoacidos basicos.



Esta mutacién no ha sido descrita previamente. El origen de novo de la mutacién no pudo ser
demostrado debido al fallecimiento de los padres. Dado que este cambio no ha sido
identificado en ninguna paciente, no podemos predecir su efecto en una mujer. La
patogenicidad de la mutacion identificada en este varén debera ser analizada mediante

estudios funcionales.
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Correlaciones clinicas

Hemos completado en casi su totalidad los datos clinicos de 46 de las 47 pacientes con
mutacién identificada. Las mutaciones fueron clasificadas en dos grupos: mutaciones que
producen cambio de aminoécido en la proteina (n=18) y mutaciones que producen proteina
truncada (PTC) (n=23). El analisis estadistico de los datos clinicos, agrupados segun el tipo de

mutacion, arrojé los siguientes resultados:

1. No se observaron diferencias entre mutaciones de cambio aminoacido y PTC para:
e edad de adquisicion de los primeros sintomas
e presencia o ausencia de microcefalia adquirida
e presencia o0 ausencia de disfuncion respiratoria
e presencia o ausencia de convulsiones. No obstante, las 3 pacientes con
epilepsia no controlada con AED eran portadoras de mutaciones PTC.
¢ utilizacion de las manos

e adquisicién y pérdida del lenguaje

2. Diferencias significativas:



Missense Proteina Truncada | Fisher test (p)
Sedestacion 72% (13/18) sc sentd antes 8 m 27% (6/22) se sentd antes 8 m p=0.01
, _ 100% (18/18) conserva 18% (4/22) pérdida p<0,05
Ambulacion 61% (11/18) camind antes 18 mo 0% (0/22) caminé antes 18 m p<0.0001
94% (16/17) conserva 45% (10/22) nunca camind p=0,001
Esterotipias 37% (6/16) inicio despues 36 mo 5% (1/22) inicio despues 36 m p=0.01
: 6% (1/15) score>15 48% (10/21) score =15 p<0.01

47% (7/15) RTT leve, score<10 48% (10/21) severo o congenito, score>135 p=0.01

3. Las mutaciones PTC estan asociadas a una mayor gravedad de la enfermedad.

Scores de gravedad segun el tipo de mutacion

frecuencia

S5to9 10 to 14 15to 19 >20
scores 0 puntuaciones
O missense B truncating

Las cinco grandes deleciones no fueron incluidas en el analisis estadistico debido a que éstas
se asocian con presentaciones clinicas variadas:
e 2 fueron identificadas en pacientes gravemente afectadas (puntuaciones globales de 19
y 16, respectivamente)
e 1 se identifico en una paciente con RTT clasico (puntuacién global de 11)
e 2 fueron identificadas en pacientes con formas leves de RTT clasico (puntuaciones

globales de 5y 6, respectivamente)

CONCLUSIONES

1. Las mutaciones en la region codificante del gen MECP2 pueden causar todo el
espectro de formas clinicas de RTT: formas clasicas y atipicas.
Los varones pueden estar afectados por RTT clasico.
Se pueden encontrar diferencias significativas entre mutaciones de cambio de

aminoacido y proteina truncada en relacion con las caracteristicas clinicas siguientes:



e Capacidad de sentarse sola (edad de adquisicion y conservacion)

e deambulaciéon (edad de adquisicion y conservacion)

e edad de aparicion de las estereotipias

4. Mutaciones de cambio de aminoacido se asocian preferentemente a formas leves de

RTT.
Mutaciones de proteina truncada se asocian a formas graves de la enfermedad.
Deleciones grandes se encuentran tanto en formas leves de RTT como en formas
graves.
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