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RESUMEN

La distrofia facioescapulohumeral (DFEH1, OMIM 158900) es la tercera enfermedad
neuromuscular mds comun, después de la distrofia de Duchenne y de la distrofia miotdnica,
(Padberg, 1982) cuya prevalencia se estima en 1:20.000 habitantes.

El patrén de debilidad muscular es bastante caracteristico y afecta a la musculatura facial y a
los musculos fijadores de la escapula, con un grado de afectacién variable de la musculatura de
brazos, tronco y extremidades inferiores (Fitzsimons y cols., 1999). Esta afectacion es en general
muy asimétrica y éste es un rasgo distintivo muy util para diferenciarla de otros sindromes
escapulohumerales o escapuloperoneales. El sintoma inicial mas comun es la dificultad para
levantar los brazos por encima de la horizontal que aparece generalmente en la adolescencia o
en los adultos jévenes.

La DFEH1 es una enfermedad que se hereda de forma autosdmico dominante y que
presenta una alta penetrancia, con mds de un 95% de individuos portadores del defecto
genético mostrando sintomas de la enfermedad a los 20 afos (Lunt PW y cols., 2000). El
comienzo de la enfermedad y la expresidn fenotipica es extremadamente variable, tanto intra
como interfamiliar (Lunt PW y cols., 1995; Padberg GW y cols., 1995b) y existen un 10-30% de
casos esporadicos. Estos pacientes sufren una delecién del nimero de repeticiones en tandem
denominadas D424 de 3,3 kilobases (kb) dentro de un fragmento polimérfico EcoRl localizado en
el locus 4935. Un individuo control tiene mas de 10 repeticiones o 38 kb y un individuo con
DFEH1 tiene menos de 10 repeticiones o 38 kb (Wimenja Cy cols., 1992). Dentro de cada una de
las repeticiones se encuentra un gen denominado DUX4 que en estado adulto se encuentra
reprimido. Cuando esta delecion de repeticiones se da en un entorno cromosémico “permisivo”,
se produce hipometilacién en esa region y el gen DUX4 de la ultima de las repeticiones se
estabiliza y se transcribe siendo esto tdxico para el musculo (Lemmers RJ y cols., 2010).

Existe un 5% de pacientes clinicamente indistinguibles de los DFEH1 que son independientes
de la contraccion de repeticiones. En estos pacientes se producen mutaciones en genes
modificadores de la cromatina que se encuentran reprimiendo fisicamente el locus 4q35,
aungue uno se encuentre en el cromosoma 18 (SMCHD1), otro en el cromosoma 20 (DNMT3B) y
otro en el cromosoma 1 (LRFI1), su funcién represora falla, se produce una hipometilacién
mucho mas marcada que en los DFEH1, cuya consecuencia es la misma, la expresidén del gen

DUXA4.
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En el locus 10926 existe un fragmento polimérfico EcoRl que es homdlogo en un 98% al del
locus 4935 pero que no es patolégico. A la hora del diagndstico molecular este hecho y la misma
patofisiologia peculiar de la enfermedad nos plantea una serie de problemas técnicos que
debemos solventar (fragmentos homogéneos translocados entre 4935 y 10926, fragmentos
hibridos, mosaicismo, delecién de la regidn de la sonda utilizada en el diagnédstico, individuos
con fragmentos préoximos al limite patoldgico, etc).

Llevamos 20 aios siendo centro de referencia en Espafia para el diagndstico clinico, pero sobre
todo molecular de este tipo de distrofia muscular. A lo largo de este tiempo hemos estudiado
una serie muy amplia de pacientes (mas de 4.000) por lo que el objetivo de esta tesis ha sido
revisar los avances que se han producido en el diagnéstico molecular de la DFEH a lo largo de
estos 20 afios y de paso revisar las caracteristicas clinicas y moleculares en una muestra extensa

de base poblacional.
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1. Nota historica, diagnostico diferencial y delimitacion clinico-
nosoldgica.

Hacia finales del siglo XIX los neurdlogos comenzaron a individualizar una serie de
entidades nosoldgicas dentro de las miopatias, en las que la atrofia y la debilidad muscular
eran caracteristicas comunes siendo la distribucidon de ésta, la cronopatologia y el patrén de
herencia, los rasgos diferenciales entre ellas.

En 1868 Duchenne de Boulogne recogié en su “Recherches sur la paralysie musculaire
pseudo-hypertrophique ou paralysie myo-sclerosique” el caso de un hombre con un sindrome
facioescapulohumeral severo, que representd la primera descripcion de la distrofia
facioescapulohumeral (DFEH) en la literatura médica, aunque no pudo individualizar esta

entidad de otras distrofias musculares. (Figura 1)

Ldon, 17 ams

Dessda do photographies Gaites «

Figura 1. Paciente con DFEH dibujado por Duchenne de Boulogne (izda) y foto del paciente (dcha). (llustracidn

tomada de Mikol J., 2011)

Mientras Duchenne se centréd en los casos de distrofia con pseudohipertrofia
individualizando la entidad que lleva su nombre y que se corresponden con las distrofinopatias
graves, otros dos neurdlogos franceses, Louis Landouzy y Joseph Jules Déjérine (Figura 2),
presentaron en 1884 ante la Academia de las Ciencias de Paris, sus observaciones “de la
myopathie atrophique progressive, myopathie hereditaire debutant dans I’'enfance par la face,

sans alteration du systeme nerveux”.
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Figura 2. Louis Landouzy —izda- (tomada de https://en.wikipedia.org/wiki/Louis_Théophile_Joseph_Landouzy) y
Joseph Jules Déjérine —dcha- (tomada de https://es.wikipedia.org/wiki/Joseph_Jules_Dejerine).

En este trabajo, los autores reconocieron las caracteristicas claves de la DFEH: una
pérdida muscular progresiva, que empezando en la nifiez afectaba a la musculatura facial, era
hereditaria y cursaba sin aparente afectacién del sistema nervioso. Unos afos antes, en 1874,
Landouzy habia publicado un informe preliminar en Memoires de la Société de Biologie, que
fue seguido por una investigacion mas extensa finalmente publicada con Déjérine en 1885. En
esta ultima publicacién, Landouzy y Déjérine expusieron que “la atrofia de los musculos de la
cara comienza a los 3 afios de edad, provocando una facies caracteristica”, en la que
observaban como “desde la edad de los 18 afos poco a poco la atrofia alcanza las
extremidades superiores, y después los demds musculos del cuerpo... no existiendo pardlisis ni
trastorno de naturaleza sensorial”.

Determinaron la naturaleza hereditaria autosdémica dominante de la DFEH al
comprobar que el padre, el hermano y la hermana del caso propositus estaban afectos.
También ilustraron la variabilidad clinica intrafamiliar caracteristica de la DFEH al apreciar que
solo el padre, el hermano y la hermana tenian afectacién facial. El estudio histolégico mostrd
“una atrofia simple de los musculos fasciculares primarios” con los “nervios intramusculares
completamente normales, incluyendo nervios del musculo de la cara y de las extremidades,
igualmente como los de las extremidades anteriores y del tronco facial”. Esta presentacion
bastante breve contenia todos los elementos claves de la DFEH, por lo que esta entidad ha
recibido durante mucho tiempo y con todo merecimiento el epédnimo de ambos autores como
sinénimo de DFEH.

Los casos infantiles de DFEH, generalmente esporadicos, fueron atribuidos a una
variante recesiva de la enfermedad (Small RG, 1968; Hanson PA y Rowland LP, 1971; Brooke
MH, 1977) hasta que los estudios moleculares posibles a partir de 1990 pusieron de manifiesto
que eran casos de novo con la misma patologia molecular subyacente que las formas cldsicas

de DFEH (Padberg GW y cols., 1995; Upadhyaya My cols., 1995).
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Diagnostico Diferencial

Ademas de los cuadros tipicos con afectacién facial, se han ido acumulando casos
familiares y esporddicos sin afectaciéon facial y con una afectacién acompafante en miembros
inferiores que se agrupan dentro de los sindromes escapulohumerales; con un sustrato
electromiografico neurégeno en unos casos, en otros miogénico, y en otros con un patrdn
mixto de dificil interpretacion.

El predominio de las formas miopaticas o distréficas dentro de los sindromes
escapulohumerales fue establecida por Kazakov VM vy cols. (1975) y poco después por Padberg
GW (1982), cuyo trabajo clinico contribuyé a fijar las caracteristicas clinicas de la DFEH.

Los sindromes escapuloperoneales, la distrofia escapuloperoneal (SPM; OMIM 181430)
y la distrofia muscular espinal escapuloperoneal (SPSMA; OMIM 181405) tienen una
presentacién clinica similar a la DFEH, pero sin debilidad facial evidente.

Algunas de estas descripciones como la de Kaeser HE (1965) se correspondian con
formas familiares transmitidas con herencia autosémico dominante de atrofia de distribucién
escapulohumeral. Se pudo confirmar que una parte de estos cuadros escapulohumerales de
origen miopatico se debian a una mutacién recurrente en el gen DES (Miopatia miofibrilar 1,
SCPNK; OMIM 181400) y que se caracterizan con una gran variabilidad fenotipica intrafamiliar
con afectacién variable de la musculatura facial o de las cinturas, asi como degeneracién
miofibrilar en la biopsia muscular (Walter MCy cols., 2007).

Otros sindromes escapulohumerales con herencia dominante se asocian a una
miopatia hialina, aunque en algunos casos estas inclusiones hialinas se corresponden con
depdsitos granulares que se tifien con anticuerpos frente a la cadena de miosina lenta y
antidesmina (Masuzugawa S y cols., 1997) o se trata de depdsitos localizados a nivel
centronuclear de algunas fibras que se tifien con el tricrdmico, anticuerpos antidesmina y
antidistrofina (Wilhelmsen KC y cols., 1996) . Algunas de estas familias presentaron un
ligamiento inicial con el cromosoma 12 (Isozumi K y cols., 1996; Wilhelmsen KC y cols., 1996),
pero analisis posteriores demostraron la exclusion de esta region en estas familias cuyo debut
clinico y patrén de debilidad eran diferentes a la DFEH clasica (Tim RW y cols., 2001).

En 2008, Quinzii C y cols. ampliaron el estudio anterior (Wilhelmsen KC y cols., 1996)
en una familia con afectacién escapuloperoneal y localizaron una mutacién en el gen FHL1
(four and a half LIM protein 1) localizado en el cromosoma Xq26 como causante de este
fenotipo (SPM; OMIM 300695). Posteriormente se han identificado mas de 25 mutaciones

diferentes en este gen como resposables de cuatro enfermedades distintas del musculo
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esquelético (Cowling BS y cols., 2011): miopatia con cuerpos reductores (Reducing body
myopathy —RBM-) (Schessl J y cols., 2008, 2009, 2010; Shalaby S y cols., 2009) (RBMX1B; OMIM
300718), miopatia ligada al cromosoma X (X-linked myopathy —-XMPMA-) (Windpassinger C y
cols., 2008; Chen DH y cols., 2010) (XMPMA; OMIM 300696), miopatia escapuloperoneal
(scapuloperoneal myopathy —SPM-) (Quinzii CM vy cols., 2008; Chen DH y cols., 2010) vy
distrofia muscular Emery-Dreifuss (Emery—Dreifuss muscular dystrophy —-EDMD-) (Gueneau Ly
cols., 2009) (EDMD6; OMIM 300696).

Otros autores describieron sindromes escapulohumerales asociados a diferentes
condiciones como la enfermedad de Paget (McBride Tl, 1966; Tucker WSJ y cols., 1982, Le Ber |
y cols., 2004) y cuyo correlato patoldgico es una miopatia con cuerpos de inclusidn ubiquitin-
positivos tubulofilamentosos que se transmite con herencia dominante. La asociacion de la
enfermedad de Paget con otras enfermedades neuromusculares como la distrofia muscular no
especifica (McBride Tl, 1966), la distrofia miotdnica (Caughey JE y cols., 1957), o la esclerosis
lateral amiotréfica (Tucker WSJ y cols., 1982), ya era conocida, pero mientras en esos casos
puede considerarse circunstancial dada la frecuencia de la enfermedad de Paget en la
poblacién general, en las familias con sindrome escapulohumeral y enfermedad de Paget se
pudo determinar que ambos rasgos cosegregaban y ligaban con la regién cromosémica
9p13.3-p12.

En 2004, Watts GD y cols., estudiando 13 familias con IBMPFTD (/nclusion Body
Myopathy —IBM-, Paget disease of bone —PDB- and Frontotemporal Dementia —FTD-) (OMIM
167320) o miopatia hereditaria de cuerpos de inclusion (IBM) asociada con la enfermedad de
Paget (PDB) y demencia frontotemporal (DFT), localizaron 6 mutaciones en el gen que codifica
para VCP (valosin-containing protein) que segregaban con los individuos afectos de esas
familias, estructurando un sindrome clinico que incluia ademas un subtipo de demencia
frontotemporal caracterizada por inclusiones ubiquitin positivas conteniendo la proteina TDP-
43 y que se presenta en el 32% de los pacientes (Watts GD y cols., 2004). Posteriormente se
han descrito nuevas mutaciones en el gen VCP (Watts GD y cols., 2004; Haubenberger D y cols.,
2005; Schroder R y cols., 2005; Guyant-Marechal L y cols., 2006; Watts GD y cols., 2007,
Bersano A y cols., 2009; Stojkovic T y cols., 2009; Peyer AK y cols., 2013). Por tanto, el
sindrome IBMPFD es un desorden autosémico dominante relacionado con mutaciones en el
gen VCP y en algunos pacientes con este sindrome se da un fenotipo similar a la DFEH, con
debilidad muscular proximal de los musculos de las extremidades con debilidad distal o

escapulas aladas (Kovach MJ y cols., 2001).
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Otro tipo de miopatia de topografia proximal que puede recordar un sindrome
escapulohumeral y se transmite con herencia dominante es la distrofia muscular secundaria a
mutaciones en el gen MYOT (miotilina) localizado en 5p31.2 (Miopatia miofibrilar 3, LGMD1A;
OMIM®609200) (Hauser MA y cols., 2000).

Otras entidades que pudieran compartir una clinica similar a la DFEH y que se
encuadran dentro del diagnéstico diferencial de esta enfermedad y que hay que valorar
ademas de las que hemos comentado anteriormente son, la distrofia de cinturas tipo 2A con
mutaciones en el gen CAPN3 (calpaina) localizado en 15q15.1 (LGMDR1; OMIM 253600) vy la
enfermedad de Pompe del adulto con mutaciones en el gen GAA (deficiencia de maltasa

acida), localizado en 17g25.3 (OMIM 232300), ambas con herencia autosémico recesiva.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LA DFEH

Sindromes escapuloperoneales y sindrome escapulohumeral:

- Distrofia escapulperoneal (SPM; OMIM 181430)

- Distrofia muscular espinal escapuloperoneal (SPSMA; OMIM 181405)

- Sindrome escapuloperoneal neurdgeno, tipo Kaeser (SCPNK; OMIM 181400)
- Miopatia miofibrilar 1 (MFM1; OMIM 601419)

- Miopatia miofibrilar 3 (MFM3 -LGMD1A-; OMIM609200)

- Miopatia con cuerpos reductores (RBMX1B; OMIM 300718)

- Miopatia ligada al cromosoma X (XMPMA; OMIM 300696)

- Distrofia muscular Emery-Dreifuss (EDMD6; OMIM 300696)

Distrofia muscular de cinturas —calpainas- (LGMDR1; OMIM 253600)

Distrofia miotdnica tipo 1y 2

Glucogenosis juvenil y en edad adulta por deficiencia de maltasa acida (Enfermedad de
Pompe)

Miopatia de cuerpos de inclusidon con enfermedad dsea de Paget y demencia frontotemporal
(IBMPFTD)

Esclerosis lateral amiotréfica (ELA)

Miopatias congénitas (nemalinica)

Miopatias mitocondriales

Dermatomiositis / polimiositis

Miopatias endocrinas hereditarias

Neuropatias proximales

Polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica

Sindrome de Moebius

Tabla 1. Enfermedades dentro del diagndstico diferencial de la DFEH.
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Delimitacion clinico-nosolégica

Mas alld de esta revisidon nosoldgica, la DFEH podria definirse desde un punto de vista
clinico como un trastorno mayoritariamente muscular, que se transmite de forma autosémica
dominante caracterizado por una debilidad progresiva de los musculos, que incluye atrofia de
los musculos de la cara, de la parte superior de los brazos y de la cintura escapular (Fitzsimons
RB, 1999). La afectacion es en general muy asimétrica y éste es un rasgo distintivo util para
diferenciarla de otros sindromes escapulohumerales o escapuloperoneales (Tawil R y cols.,
2014). La debilidad general de la musculatura y la atrofia pueden incluir eventualmente la
musculatura de la cintura pélvica, la musculatura abdominal y el extensor del pie (Upadhyaya

M y Cooper DN, 2002; Padberg PW, 2004). (Figura 3 y Figura 4)

Orbicularis oculi
Orbicularis oris

Pectoral mayor

(clavicular) —
Pectoral mayor —ig i
(esternocostal)

Trapecio
inferior

Triceps

Musculos abdominales

Cintura pélvica

Tibialis
anterior

Vista anterior Vista posterior
Figura 3. Musculos afectados en la DFEH (ilustracion modificada de Lek Ay cols., 2015).

Debilidad facial
y asimetria

Escdpula alada

signo de y sobresaliente

Poly-hill

Pliegue axilar horizontal (colinas)

Debilidad de los
musculos humerales

Hiperlordosis
lumbar

Debilidad en

Signo de isquiotibiales
Beevor
Atrofia en
Pie caido pantorrilas

Figura 4. Caracteristicas clinicas de la DFEH (ilustracién modificada de Mul Ky cols., 2016).
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La debilidad facial inicial a menudo pasa desapercibida, siendo los problemas que se
detectan primeramente en la adolescencia o en adultos jovenes los que afectan a la
musculatura escapular (fijadores de la escapula y deltoides), cuando los pacientes
experimentan dificultad al elevar sus brazos por encima de la horizontal. En ese momento se
pone de manifiesto en la exploracién una escéapula alada generalmente asimétrica. El biceps y
el triceps estan involucrados de manera selectiva, produciendo una atrofia de la parte superior
del brazo y una disminucidn de los musculos del antebrazo, dando una semejanza a los “brazos
de Popeye”. El pectum excavatum se puede encontrar entre el 5-16% de los casos y

ocasionalmente puede ser muy llamativo (Padberg PW, 1982). (Figura 5)

Figura 5. En la imagen se puede apreciar una pérdida de musculos pectorales, humeral (brazo de Popeye) y de la

cintura escapular (Imagen tomada de Mul Ky cols., 2016).

La exploracidn también pone de manifiesto una debilidad facial de los musculos
faciales (orbiculares de los parpados y de la musculatura peribucal) que generalmente ha
pasado desapercibida para el paciente y que es mads pronunciada en los musculos inferiores
(con una sonrisa invertida o boca de “tapir”) que en los superiores (Figura 6). La musculatura
ocular extrinseca y la bulbar estan preservadas, pero a pesar de ello, la debilidad facial
presenta un problema para los pacientes ya que disminuye en gran medida su expresividad

facial.

Figura 6. La debilidad del musculo orbicularis oculi resulta en dificultad o incapacidad para cerrar ambos ojos (A) y
un "signe de cils" (C). (B) La boca es asimétrica en su posicion de reposo. (D) La debilidad del orbicular de la boca

provoca dificultad para fruncir los labios (D) (Imagen tomada de Mul K y cols., 2016).
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La musculatura abdominal también se ve afectada produciendo una protrusion
abdominal tipica que produce secundariamente una lordosis lumbar exagerada (hiperlordosis).
Los musculos abdominales inferiores estan involucrados selectivamente, lo que da como
resultado el signo de Beevor (desplazamiento hacia arriba del ombligo al flexionarse el cuello

en posicidn supina). (Figura 7)

Figura 7. Atrofia del musculo pectoral mayor, pliegue axilar anterior horizontal y protrusion abdominal asimétrica
(izda). Escapula alada marcada en flexidn o abduccion activa del hombro (dcha). (Imagen tomada de Pandya Sy cols.,

2008).

La enfermedad puede afectar también a |Ia
musculatura pélvica produciendo debilidad para caminar,
asi como a la musculatura distal de los miembros inferiores
(afectacion peroneal) y dorsiflexores del pie lo que provoca
su caida y puede dar lugar a un estepaje uni o bilateral

(Orrel RW 2011). (Figura 8)

Figura 8. En la imagen se puede apreciar debilidad de los musculos de las

piernas en un paciente con DFEH (Imagen tomada de Orrell R 2011).

La progresion de la enfermedad suele ser relativamente lenta, con individuos afectos
que experimentan periodos de remisidon bastante largos intercalados de periodos de deterioro
muscular repentino acompafiado de dolor. A pesar de que la progresidn es muy variable con
casos ambulantes mas alld de los 70 afios y otros que pierden la capacidad de andar a los 20
afios, en general la DFEH sélo causa discapacidad grave (necesitad de silla de ruedas) en el 15-

20% de los individuos afectos.
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Las manifestaciones extramusculares mas frecuentes son la la hipoacusia (Fitzsimons
RB y cols., 1987; Padberg GW vy cols., 1995), y las telangiectasias retinianas (generalmente
subclinicas) en el 75 y el 60% de los casos, respectivamente (Fitzsimons RB 2011). En casos mas
graves, las anomalias en la vascularizacién retiniana pueden provocar exudados y un
desprendimiento (sindrome de Coats) (Statland JM y cols., 2013).

Otras manifestaciones clinicas menos frecuentes incluyen la insuficiencia respiratoria
(Wohlgemuth M y cols., 2006; Moreira S y cols., 2017) y defectos en la conduccidn cardiaca
gue suelen ocurrir en un 5% de los casos y se limita a arritmias atriales que raramente precisan
tratamiento (Laforét P y cols., 1998; Pietro Trevisan C y cols, 2006). Algunos pacientes tienen
alteraciones en la morfologia de la arteria basilar (dolicoectasia). El retraso mental y la
epilepsia se han comunicado de forma anecddtica (Funakoshi M vy cols., 1998; Saito Y y cols.,
2007), pero a favor de una afectacion sutil en el SNC se han hallado pruebas de un menor
rendimiento cognitivo en pacientes con mayor defecto molecular (Sistiaga A y cols., 2009). El
dolor crénico es una queja frecuente con una prevalencia tan alta como el 77% (Bushby KM y
cols., 1998; Jensen MP vy cols., 2008).

La edad media de aparicién de la enfermedad suele ser entre los 10-20 afios aunque
un 5% de los pacientes presenta una aparicién precoz de la enfermedad antes de los 10 afios,
que estd asociada normalmente con el desarrollo de las formas mas graves con una
significativa debilidad facial (Lunt PW y cols., 1995 Hum Mol Genet; Padberg GW y cols., 1995)
y que se corresponde con casos generalmente esporadicos secundarios a mutaciones de novo.
La mayoria de los pacientes sélo desarrollan los sintomas mas tarde, durante la segunda y la

tercera década de vida (Lunt PW y cols., 1989).

Nota epidemiologica

La DFEH tipo 1 (FSHD1, OMIM 158900) es la tercera enfermedad neuromuscular mas
comun, después de la distrofia de Duchenne vy la distrofia mioténica tipo 1 con una incidencia
comunicada en Holanda de 5 casos/10° habitantes (Padberg GW, 1982) aunque su prevalencia
puede estar infraestimada. En un estudio realizado hace casi 20 afios que recoge la prevalencia
de la enfermedad a lo largo del mundo, esta oscilaba entre 0.2 y 6.69 casos/10° habitantes

(Emery AE, 1991).

Estudios mas recientes arrojan una prevalencia de 3.95 casos/10° habitantes en el
Norte de Inglaterra (Norwood FL y cols., 2009), de 4.4 casos/10° habitantes en Padua, Italia
(Mostacciuolo MLy cols., 2009), o de 12 casos/10° habitantes en Holanda (Deenen JCW y cols.,
2014).
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Hasta la fecha no se ha realizado un estudio epidemiolégico que nos permita tener una
idea de la epidemiologia de esta enfermedad en nuestro pais.

Una limitacién metodoldgica de los estudios epidemidlogicos es la diversidad de
procedimientos de seleccidén de los casos, bien a través de los rasgos clinicos o a través de los

estudios moleculares.

2. Genética de la distrofia facioescapulohumeral

2.1. Introduccion

En la década de los 90 del siglo pasado se consiguid caracterizar el sustrato molecular
de la DFEH, lo que supuso un hito en el conocimiento de la enfermedad, uniéndose a la
revolucion que la genética molecular estaba provocando en el campo de las distrofias
musculares a nivel de diagndstico y de nosologia.

Se confirmd que la gran mayoria de los pacientes (hasta un 95%) presentaban un
ligamiento con la regidon cromosdmica 4935 en la que se encuentra un fragmento polimérfico
denominado EcoRl compuesto por unidades que se repiten en tandem de 3,3 kilobases (kb)
cada una, denominadas D4Z4. Estas repeticiones en poblacion control se repiten mas de 10
veces (con un tamano mayor a las 38 kb) mientras que en los pacientes este fragmento sufre
una contraccién y su tamafio pasa a tener menos de 10 repeticiones y por tanto menor a 38 Kb,
y es lo que denominamos fragmento patoldgico. Este fue el inicio de la caracterizacién
genética de la enfermedad, aunque como veremos mds adelante, los mecanismos moleculares
y genéticos causantes de la DFEH son realmente complejos. La DFEH causada por esta delecién
se ha pasado a denominar DFEH1.

Sin embargo, pese a tener una clinica indistinguible, existe un 5% de pacientes que no
estan ligados a ese fragmento delecionado (Wijmenga C y cols., 1991; Mathews KD y cols.,
1992; Sarfarazi M y cols., 1992; Upadhyaya M y cols., 1992; Igbal | y cols., 1992; Gilbert JR y
cols., 1992, 1993, 1995; Bakker E y cols., 1995; Tim RW y cols., 2001; de Greef JC y cols., 2010),
y que se designaron como DFEH tipo 2 cuando se establecid su sustrato molecular con
mutaciones en el gen SMCHD1 en el 2012 (DFEH2) (FSHD2; OMIM 158901) (Lemmers RJ y cols.,
Nat Genet 2012), o con mutaciones en el gen DNMT3B (van den Boogaard ML y cols., 2016) o

con mutaciones en el gen LRIF1 (Hamanaka K y cols., 2020).
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2.2. Caracterizacion molecular de la delecion en la DFEH1

A inicios de la década de los 90, Wijmenga C y cols. (1990, 1991) utilizando primero
marcadores RFLP, y diez polimorfismos microsatélite, localizaron la regién de ligamiento con la
DFEH en el cromosoma 4 (# 4), siendo refinado por Upadhyaya M y cols. (1990), mas
concretamente en la regién 4q (se encontré ligamiento entre el marcador D4S171 y la
enfermedad).

Mediante anadlisis de ligamiento posteriores se refind la regidn hasta caracterizar el
locus de la DFEH (locus designado como DFEH1A) en la regién cromosémica 4q35 (Mathews
KD vy cols., 1992; Sarfarazi M y cols., 1992; Upadhyaya M vy cols., 1992), dentro de una region
de 2-6 cM distal al grupo de ligamiento cen-D4S171-F11-D45163-D4S139, pero no encontraron
marcadores polimdrficos en la zona distal al locus de la DFEH.

Después de un amplio subclonaje llevado a cabo por Wijmenga C y Hewitt JE, se aislé
el clon tipo cosmido 13E, que se encontraba distal al resto de los clones anteriores y, por tanto,
era la sonda mas telomérica de la que se disponia para el estudio, p13E-11 (Wijmenga Cy cols.,
1992). Esta sonda reconocia mediante diferentes enzimas de restriccion y por Southern blot un
fragmento polimérfico EcoRI que puede variar entre las 10 y 300 kb en el locus D4F104S1.

Tras el estudio de varias familias se confirmé que la gran mayoria de los pacientes
(hasta un 95%) presentaban un ligamiento con la regidn cromosémica 4935 vy los individuos
afectos portaban, en al menos uno de los alelos del # 4, un fragmento EcoRI delecionado con
menos de 10 repeticiones en tdndem D4Z4, que como ya se ha comentado es el defecto
genético relacionado con la DFEH1. Para la deteccién molecular del fragmento polimérfico se
utilizé la sonda p13E-11 tras una digestién del ADN con el enzima de restriccion EcoRIl y
mediante Southern blot.

Esta sonda p13E-11 identifica una secuencia de copia Unica localizada inmediatamente
en la zona proximal a este grupo de repeticiones D4Z4. El fragmento polimérfico EcoRl viene
definido por dos sitios de restriccidn especificos EcoRl, uno de ellos localizado proximalmente
a la secuencia homéloga de la sonda p13E-11 y el otro situado inmediatamente distal al grupo
de repeticiones en tandem. Por lo tanto, la variacién de tamafo observada en el locus
D4F104S1 ligada a la enfermedad esta causada por la pérdida de unidades individuales de
D424 y no incluye deleciones internas dentro del cuerpo de la repeticién en si misma (Hewitt
JE y cols., 1994). (Figura 9).

Por lo tanto, los tamafios de los fragmentos vistos en los Southern blots que contienen

ADN gendmico de alto peso molecular digerido con EcoRl e hibridados con la sonda p13E-11,
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en individuos control estdn comprendidos en un rango de tamafio de >38 kb hasta mas de 300
kb (representa desde 11 a 150 repeticiones D4Z4) mientras que en pacientes DFEH, se

encuentran en un rango de entre 10 a <38 kb (desde 1 a 10 repeticiones).

Cromosoma 4

SIifCI AR BNE IR

No DFEH

T
\ 11-100 unidades '

D4Z4
Contraccion D4Z4 ™. 3
1-10
g <>(>(>{> = [> Unidad D4z4
== Gen DUX4
[ D ] alelo 4gA

Figura 9. Defecto genético en la DFEH1 (llustracion modificada de Attarian S y cols., 2012).

Si la posesién de un alelo D4F104S1 delecionado es suficiente para conferir el fenotipo
de DFEH, entonces debemos inferir que la pérdida completa de uno de los alelos dara lugar a
un fenotipo todavia mas grave. Sin embargo, se han encontrado casos que portan deleciones
pequefias que incluyen especificamente la region 4q y, como resultado, son monosémicos
para el locus D4F104S1 (4935) y sorprendentemente, ninguno de estos individuos mostré
ninguna evidencia de un desorden parecido a DFEH y son fenotipicamente normales (Tupler R
y cols., 1996). Estos hallazgos indican que lo mas probable es que la DFEH resulte de un
mecanismo mutacional dominante negativo (una ganancia de funcién) mas que de la pérdida
total o parcial de un producto génico (haploinsuficiencia) dentro de la regién 4q delecionada
(Tupler Ry cols., 1996). Estas observaciones sirvieron para enfocar de nuevo la busqueda del
gen DFEH dentro del mismo locus D4F104S1, y en particular dentro de las repeticiones D4Z4.

El analisis de estas repeticiones en tdndem mostré que cada unidad repetida D474
contenia dos dominios homeobox, que son idénticos en un 70% a nivel nucleotidico y que
estan contenidos dentro de una pauta de lectura abierta (ORF) (Hewitt JE y cols., 1994; Lee JH

y cols., 1995).
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Por lo tanto, se pensé que estas zonas podrian codificar para una proteina, sin
embargo, su secuenciacién no reveld ninguna mutacién y los estudios de ARN sugirieron que
esos genes estaban inactivos tanto en pacientes como en controles (Lyle R y cols., 1995;
Gabriels J y cols., 1999).

En 2004 se identificé el gen funcional DUX4 (Double Homeobox, Chromosome 4)
dentro de las mismas repeticiones D4Z4 (Belayew A y cols., 2004) pero no fue hasta el afio
2007 en que pudieron confirmar la expresion del gen DUX4 tanto a nivel de ARNm como de
proteina en mioblastos primarios de pacientes DFEH (Kowaljow V y cols., 2007; Dixit M y cols.,
2007) y demostraron que la secuencia pLAM inmediatamente distal al grupo de repeticiones
D4Z4 proporciona un intrén y una sefial de poliadenilaciéon (PAS) para que el ARNm del gen
DUX4 del ultimo elemento D424 del grupo de repeticiones se transcriba (Dixit M y cols., 2007).

A pesar de haber identificado y asociado este fragmento polimdrfico EcoRl a los
pacientes con DFEH en 1993 (Wijmenga C y cols.), a lo largo de los afios se han ido
descubriendo otra serie de requerimientos complementarios para el desarrollo de la
enfermedad y de algunas peculiaridades que hay que tener en cuenta porque pueden plantear

problemas a la hora de realizar el diagnéstico molecular de la enfermedad.

2.2.1. Homologia de la secuencia con la region 10q26

La unidad de repeticién D4Z4 es un miembro de una gran familia de repeticiones en
tandem de 3,3 kb localizadas en distintos loci en los brazos cortos de los cromosomas
acrocéntricos, las regiones pericentroméricas (especialmente en el # 1), el # Y, y en las
regiones teloméricas de los brazos largos de los cromosomas 4 y 10 (Hewitt JE y cols., 1994;
Winokur ST y cols., 1994).

Concretamente en el # 10, en el locus 10926, existe una region polimdrfica reconocida
por la sonda p13E-11 que es homdloga en un 98% a la regién del # 4. El tamafio de los alelos
10926 también varia entre 10 y 300 kb, y el 10% de esos alelos son mds pequefios de 35 kb
(Bakker E y cols., 1995, 1996). Cada unidad repetida tiene un tamafio de 3,3 kb y ha sido
designada D4Z4, sin reparar en si la repeticion esta localizada dentro del grupo derivado de
4935 o del derivado de 10g26. Un andlisis detallado del locus 10926 indica un ordenamiento
similar de repeticiones en tandem de 3,3 kb y secuencias flanqueantes (Deidda G vy cols., 1995).
Sin embargo, fragmentos potencialmente patoldgicos (<38 kb) en el # 10 no estan asociados
con la DFEH o con otra enfermedad. La posible implicacion de este locus, muy importante en el

diagndstico de la DFEH por su gran homologia con 4g35, se estudié en un trabajo posterior en
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las familias no ligadas a 4q, y fue excluido por andlisis de ligamiento por diversos grupos
(Bakker E y cols., 1995; Speer MCYy cols., 1997).

La fiabilidad del diagndstico molecular de la DFEH mejord significativamente con la
identificacion de un Unico sitio de restriccién para el enzima Binl presente sélo en las
repeticiones del # 10926, permitiendo la discriminacion entre los alelos 4q y 10q y visualizando
en la doble digestion del ADN con las enzimas de restriccion EcoRl y BInl solamente los
fragmentos derivados del # 4 (fragmentos Bln-resistentes) (Deidda G y cols., 1995, 1996). En
apoyo a este sistema de diferenciacion entre el # 4 y el 10, se ha visto que con el enzima de
restriccion Xapl se digieren diferencialmente las repeticiones del # 4935 visualizandose
solamente los fragmentos derivados del # 10 (BInl-sensibles) (Lemmers RJ y cols., 2001).
(Figura 10). Actualmente estd extendida la realizacién de la triple digestién en el estudio

molecular de la DFEH1 (EcoRl, EcoRI/BInl, Xapl).

Xapl
EcoRI/BInl
EcoRl 4qA or 4qB

———

p13E-11

Figura 10. Triple analisis del ADN (llustracién tomada de Lemmers RJ y cols., 2001)

2.2.2. Translocaciones de D4Z4 entre 4q35 y 10q26.

La situacion mas comun es encontrarnos dos alelos del # 4 y dos alelos del # 10
(disomia). Sin embargo, se han observado eventos de recombinacidn entre los subtelémeros
4g y 10g. El alto grado de homologia puede ser responsable de los intercambios
intercromosémicos observados entre estos dos loci. Durante esos intercambios
subteloméricos, grupos de repeticiones completos —homogéneos- (o bien de repeticiones
D424 Binl-resistentes derivadas de 435, o de repeticiones Binl-sensibles derivadas de 10g26)
son transferidos de una localizacion cromosémica a la otra. En esos casos, los resultados del
Southern blot indican la presencia de sélo un fragmento del # 4q35 (monosémicos, ya que

todo el grupo de repeticiones de un alelo del # 4 se transloca al # 10) o de tres (trisdmicos, ya
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que el grupo de todas las repeticiones de un alelo del # 10 se transloca al # 4). También
pueden darse los casos de nulisomia (ausencia de fragmento 4935 ya que todas las
repeticiones de los dos cromosomas 4 se translocan al # 10) o de tetrasomia (presencia de 4
fragmentos del # 4935 porque los dos grupos de repeticiones del # 10 se translocan al # 4) (van
Deutekom JCT y cols., 1996 Hum Mol Genet; van Overveld PG y cols., 2000). (Figura 11)

Estos intercambios subteloméricos dinamicos no parecen estar implicados de ninguna
manera con la expresién del fenotipo de DFEH. La existencia de grupos de repeticiones
especificas del # 4935 en el # 10926 y viceversa, es aparentemente bastante comun, con al
menos un 21% de individuos en la poblacidn caucdsica con este tipo de reordenamientos; un
12% del tipo de traslocaciones del 4 en el 10 y un 9% del 10 en el 4 (van Deutekom JCT y cols.,
1996; Overveld PG vy cols., 2000). Se han encontrado frecuencias comparables en poblaciones

con otros origenes étnicos (Matsumura Ty cols., 2002; Wang N y cols., 2003).

10enel4 Normal 4enell0

Nulisomia iMonosomiai Disomia i Trisomia  Tetrasomia

[ Cromosoma 4 mm Cromosoma 10

Figura 11. Translocaciones homogéneas de todos los grupos de repeticiones entre los cromosomas 4 y 10

(Hustracién modificada de Matsumura T y cols., 2002).

Para complicar mas el analisis molecular, también se identificaron fragmentos hibridos
(heterogéneos), consistentes en repeticiones de ambos tipos, del # 4 y del 10 (sensibles y
resistentes a BInl). Podemos visualizar dos tipos: los que comienzan por repeticiones del # 10
seguidas por repeticiones del # 4 (hibridos H1) y fragmentos que comienzan por repeticiones
del # 4 seguidas por repeticiones del # 10 (hibridos H2).

Estudiando todos los alelos en individuos con grupos de repeticiones translocados se
observé que los grupos del tipo del # 10 en el # 4 eran mds heterogéneos que los del tipo del #
4 en el #10. En los grupos de repeticiones del tipo del # 10 translocados al # 4, un 17% estaban
compuestos por grupos de repeticiones homogéneos del tipo del # 10, mientras que un 33%
eran grupos de repeticiones hibridas, que consistian en grupos de repeticiones del # 4 y del 10.

Por el contrario, en los grupos de repeticiones del # 4 translocados al # 10, un 44% de los # 10
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portaban grupos de repeticiones homogéneas soélo del # 4, mientras que un 10% eran
fragmentos hibridos (de unidades del tipo del # 4 y del 10). También se ha podido estimar que
existe un doble intercambio de alelos (un grupo homogéneo de repeticiones del # 10 en el # 4
por un grupo homogéneo de repeticiones del # 4 en el # 10) en el 1% de la poblacion, dando
una falsa imagen de individuo disémico a pesar de que dos de sus alelos estdn intercambiados
(“falsos disémicos”) (van Overveld PGy cols., 2000).

Es importante subrayar que sdélo estdn asociados con la DFEH1 los grupos de
repeticiones <38 kb en el # 4 (tanto si su origen deriva del # 4935, del # 10926 o si son

fragmentos hibridos) (Cacurri Sy cols., 1998; Lemmers RJ y cols., 1998).

2.2.3. \Variantes 4qA/4qB y asociacién con 4qA. Haplotipos SSLP.

En 2002 van Geel M y cols. publicaron la existencia de un segmento polimadrfico de 10
kb distal a D4Z4, con las variantes alélicas denominadas 4gA y 4gB (van Geel M y cols., 2002).
Un examen de la poblacién holandesa evidencid la importancia de estos hallazgos para el
diagndstico de la DFEH, al observar que mientras en individuos control la proporcion de alelos
49A y 49B era casi igual (42% y 58% respectivamente), el alelo patoldgico de la DFEH estaba
exclusivamente ligado al haplotipo 4gA (Lemmers RJ y cols., 2002). Por lo tanto, debe existir
una diferencia funcional entre los alelos 4gA y 4gB.

Dentro de 4gA hay una region de 8 kb distal a D4Z4 compuesta por una secuencia de
260 pb (pLAM) seguida de una repeticion B-satélite de 6,2 kb, y adyacente a esto hay un grupo
de repeticiones de 1 kb del tipo (TTAGGG)n. Ninguna de estas regiones esta presente dentro
de la secuencia 4qB.

La localizacidon de la unién entre el grupo de repeticiones D4Z4 y la secuencia
subtelomérica adyacente también varia. En 4gB, la repeticién terminal de 3,3 kb contiene sdlo
las primeras 570 pb de una unidad completa, mientras en 4gA la repeticion terminal de 3,3 kb

es una repeticién de 3,3 kb divergente (pLAM) (van Geel M y cols., 2002).

Hindlll
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P13E-11 B X . Homologia con 4p PP Repeticiones D4z4
6A + + % B satélite I] pLAM
1 D Sondas distales Ay B E p13E-11
0q : B B BB
—> :
: EcoRI :
Hindll »

Figura 12. Composicion de las variantes Ay B (llustracion modificada de Lemmers RJ y cols., 2002).
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Después de un completo haplotipado de los alelos 4gA, 4qB y 10q, se determinaron 9
haplotipos distintos (SSLP, Simple sequence length polymorphism), 3 de ellos (4q) asociados
con tamafios compatibles con la DFEH (4qA161, 4gA166, 4gB163). De estos 3 haplotipos se
demostré que sélo el haplotipo 4gA161 (haplotipo permisivo) estaba asociado con la DFEH.
(Figura 13).

Por lo tanto, las condiciones conocidas para desarrollar DFEH1 en el afio 2007, ademas
de tener un fragmento EcoRl <38 kb localizado en el # 4g35 y ser variante 4gA (“entorno
cromosémico permisivo”), el fragmento debe ir asociado a un haplotipo especifico 4gA161

(Lemmers RJ y cols., 2007).

SSLP D4Z4 (1-100 units) 10gA

b Ty |
I T

f

SSLP D4Z4 SNP 4qA/4qB

10g26

Figura 13. Variaciones especificas en la secuencia dentro de la regién 4q35 que estdn asociadas con la DFEH: el
haplotipo SSLP, 3.5 kb proximal a las repeticiones D4Z4; el SNP en D4Z4; la variacidon en el tamafio de las

repeticiones D4Z4; y la variacion distal A/B (llustracion tomada de Lemmers RJ y cols., 2007).

Lemmers RJ y cols. (Am J Hum Genet, 2010) realizaron un genotipado detallado del
locus D4Z4 en muestras de ADN de poblacién europea, asiatica y africana. El analisis de la
secuencia de 4 marcadores polimoérficos amplido el nimero de haplotipos subteloméricos
conocidos, el de 4qg a 17 y el de 10q a 8. (Figura 14). También identificaron una nueva variante
del # 4q con una variacion distal desconocida, no reconocida por las sondas distales 4gA y 4gB,
y a la cual han definido provisionalmente como variante C. Esta variante distal C sélo se ha
detectado en cromosomas hibridos 4C166H, que son abundantes en poblacién africana
(14,2%). Thomas NS y cols. en 2007 identificaron en dos casos con DFEH otro subtipo del # 4q
desconocido (ni 4gA ni 4gB) y seguramente esta variacion C coincida con la que encontraron

Thomas NSy cols. en 2007.
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Chromosome 4 Chromosome 10
haplotype] % Genbank Acc. Nr. haplotype] % Genbank Acc. Nr.
0 (deletion)y 0.2 - 0 (deletion)] 0.9 -
4A159 0.1 GU480773 10B161T | 46 GU4B077T, GU480778
4A161 39.2 GU480774, GU4B077S 0.2 GU480801
4B161 0.7 GU480803 104164 4.4 GU480799, GU430800
1.8 GU480791, GU480792 10A166 ) 86.1 | GU480802, GU4B0784, GU4B07S5
4B163 329 GU480776 10A166H § 0.6 | GU480781, GU4B0782, GU4S07E3
4A163 0.9 - 2.5 GU480779
44 480786 10A180T § 05 GU480780
4A166H 3,9 | GU4B0TET, GU480788, GU480789 other 0.2 -
4B166 1.0 -
4B168 13.2 GU480793, GU480794
0.3 GU480797, GU480798
4A170 0.2 -
4B170 0.5 GU480795
4A172 0.2 -
48172 0.2 GU480796
4B174 0.2 -

Figura 14. Visidn general de la prevalencia de haplotipos en poblacion europea (basado en un estudio de 444

controles europeos independientes: Lemmers RJ AJHG 2010).

En 2010, Lemmers RJ y cols. (Science, 2010) analizaron otras variantes permisivas del #
4: 4A161L previamente descrita (van Deutekom JC y cols., 1993; Lemmers RJ y cols., Am J Hum
Genet 2010), mientras que 4A159, 4A168 y 4A166H se han descubierto como nuevas variantes
permisivas poco comunes en un estudio de mas de 300 pacientes independientes con DFEH.
Ademads, estudiaron mas de 2000 individuos control e identificaron otras variantes
cromosdmicas no permisivas: 4B168, 10A164, and 10B161T.

Por lo tanto, las contracciones en los cromosomas permisivos 4A161, 4A161L, 4A159,
4A168 y 4A166H son patogénicas y las contracciones en los cromosomas no permisivos 4B163,
4B168, 10A166, 10A164, 10B161T, and 10A176T son no patogénicas. También observaron que

el haplotipo 4A166 a pesar de ser variante A no estaba asociado a la DFEH.
2.2.4. Mosaicismo

El mosaicismo es una alteracién genética en la que, en un mismo individuo, coexisten
dos a mas poblaciones de células con distinto genotipo, y originadas de un mismo cigoto. El

mosaicismo puede afectar a cualquier tejido del organismo (Figura 15).

En la DFEH1 existen dos tipos de mosaicismo dependiendo de si la nueva contraccion

del fragmento EcoRl se detecta en la linea germinal o durante la embriogénesis dando lugar a:
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1. Mosaicismo germinal en el que la mutacién afecta a una parte de los gametos (6évulos
o espermatozoides). La mutacién puede transmitirse a la descendencia.

2. Mosaicismo somatico en el que coexisten células normales y con el defecto molecular
dentro de un mismo organismo (puede afectar o no a la linea germinal). Si sélo afecta
a células somaticas se debe a que la mutacién tiene lugar después de la formacién de
las células germinales. Si afectan a células somadticas y células germinales, se
denominan mosaicos gonosomales. La mutacion no puede ser transmitida a la

descendencia a menos que algunas células de la linea germinal estén afectadas.

El mosaicismo somatico fue descrito en la DFEH1 por Upadhyaya M y cols., 1995.
Aunque la DFEH1 se hereda de forma autosémico dominante, por lo menos un 10-30% de los
casos no tienen historia familiar y son el resultado de mutaciones de novo (Padberg GW y cols.,
1995; Zatz M y cols., 1995; Lunt PW, 1998; van der Maarel SM y cols., 2000). Las mutaciones de
novo ocurren temprano en la vida embrionaria e incluyen a las células somdticas y a la linea
germinal.

Segln Kohler J y cols. (1996), lo mas probable en algunas familias en las que hay mas
de un hijo con DFEH1 pero no hay antecedentes hereditarios, es que un progenitor tenga
mosaicismo en la linea germinal y que los hijos afectados fueran concebidos con células del
6vulo o esperma que acarreaban el defecto de la DFEH1. En estas situaciones, los progenitores
no tienen sintomas y, si se examinan sus células sanguineas, no muestran la mutacion. La
mutacion existe Unicamente en las células del évulo o esperma. Este mosaicismo parece
ocurrir predominantemente en las células gonadales femeninas.

Una alta proporcion de esos casos de novo de DFEH resultan de reordenamientos que
tienen lugar en las primeras fases de la embriogénesis resultando en mosaicismo somatico
para el alelo de la enfermedad en el paciente o en su progenitor asintomatico. A menudo una
mutacidn nueva aparece en primer lugar en forma mosaico, generalmente en una persona
clinicamente normal, quien después tiene un hijo afecto.

En un estudio de 35 familias con DFEH de novo, van der Maarel SM y cols. (2000)
detectaron mosaicismo somatico en el 40% de los casos (en el 14% se detectd el fragmento
delecionado EcoRI en uno de los progenitores no afectos y 26% se detecto dicho fragmento en
los mismos pacientes con DFEH de novo en cuyos progenitores no se habia detectado). Dentro
del 14% de los casos de mosaicismo parental, encontraron un predominio de mujeres
portadoras mosaico coincidiendo con resultados de estudios anteriores y que atribuian esto a
un mayor indice de mutacién en mujeres que en hombres (Kohler J y cols., 1996; Lunt PW,

1998; Zatz M vy cols., 1998), mientras que en la generacion de los mismos pacientes con DFEH
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de novo en que no se habia encontrado el fragmento delecionado en sus progenitores (26%),
el nimero de hombres era mayor que el de mujeres. Las mujeres toleran mejor la proporcion
de células mutadas con el alelo contraido. Los varones mosaico con una pequefia proporcion
de células portando el alelo patolégico pueden tener un fenotipo moderado, mientras que
mujeres con una proporcion comparable de células afectas y similar tamafio de fragmento
pueden estar poco afectas o asintomaticas.

Los pacientes que son mosaicos somaticos y cuyo mosaicismo estd también presente
en las células germinales, tienen una menor probabilidad de tener descendencia afecta que los
pacientes con DFEH que no son mosaico, ya que menos del 50% de esas células portan el alelo
con el tamanfo caracteristico de DFEH. Esto hay que tenerlo en cuenta en el consejo genético.
Por otro lado, la descendencia de un paciente mosaico va a estar mas gravemente afectada ya
qgue habrd heredado el defecto genético en el 100% de sus células (van der Maarel SM y cols.,
2000).

En resumen, podemos distinguir 3 tipos distintos de mosaicismo que conllevan un

riesgo de recurrencia distinto de transmitir el fragmento corto EcoRl a la descendencia:

A) Un miembro parental con mosaicismo sélo germinal: no hay sintomas clinicos, no se
detecta un fragmento corto EcoRl en otros tejidos que no sean las células gonadales y
el riesgo de recurrencia para la descendencia es alto.

B) Un miembro parental con mosaicismo somatico y en la linea germinal: los sintomas
clinicos pueden estar presentes o ausentes, se puede detectar en sangre y/u otros
tejidos un fragmento delecionado EcoRl y el riesgo de recurrencia para la
descendencia es alto.

C) Un miembro parental con mosaicismo sélo somatico: los sintomas clinicos pueden
estar presentes o ausentes, se puede detectar en sangre y/u otros tejidos un
fragmento delecionado EcoRl pero no en células gonadales por lo que el riesgo de

recurrencia para la descendencia es menor.
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Mutacion de novo: en la linea germinal

o -

™ 60%

Células sanas Células DFEH

Mutacion de novo: mosaico somatico

40%

(Durante la embriogénesis)

Figura 15. Mutaciones de novo: el 60% en la linea germinal (no mosaicos) y el 40% mosaicismo somatico (Imagen

modificada de van der Maarel SM y cols., 2000).

Se ha establecido una relacién entre la gravedad clinica de la enfermedad y una
combinacion de (1) el porcentaje de células sanguineas portando el alelo de la enfermedad y
(2) el tamano de las repeticiones D4Z4 del alelo patoldgico. En este estudio, la proporcion de
células que portan el alelo delecionado varid entre el 15 y el 95% basandose en la intensidad
de sefial de los distintos alelos (van der Maarel SM y cols., 2000). Dependiendo de Ila
proporcién de células sanguineas que portan el alelo D4Z4 con un tamafio patoldgico los
pacientes pueden presentar un mayor o menor fenotipo de DFEH, aunque como hemos visto
antes hay que tener en cuenta el sexo.

En general, cuando menos del 40% de las células del individuo portan el alelo D4Z4
delecionado puede no llegar a presentar sintomas clinicos o pasar casi desapercibidos,
mientras que cuando mas del 40% de sus células porta el alelo D474 delecionado presenta mas
sintomas clinicos aunque no como los que corresponderia a una persona que no sea mosaico
con el mismo tamafio de fragmento.

A la hora de realizar el diagndstico molecular mediante Southern blot, si se utiliza la
electroforesis horizontal (LGE) (resolucion de 8-38 kb) puede que no se detecten los casos
mosaico, sobre todo en los casos en que el individuo mosaico tiene el defecto en mas del 40%
de sus células (puede confundirse con un paciente con un fragmento patoldgico en el 100% de
sus células). Es mas facil detectar a un individuo mosaico portador (con el defecto en menos
del 40% de sus células) ya que la intensidad de la banda va a ser mas débil que lo normal.

Lemmers RJ y cols. (2004), publicaron que no se detectaron un 90% de los casos mosaico
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mediante LGE y por ello recomendaron que se utilice la electroforesis de campo pulsante
(PFGE) con la que se podran detectar 5 fragmentos en lugar de 4 (dos pertenecientes a los dos
alelos del # 10, uno perteneciente a un alelo del # 4 y el otro alelo que sufre normalmente una
contraccién y un fragmento de tamaifio grande se contrae y aparece un fragmento en el rango
patoldgico). Estos dos fragmentos (el de tamafio original y de tamafio contraido de novo)
tendran intensidades diferentes ya que cada uno de ellos estara en un porcentaje diferente de

las células del individuo mosaico (Lemmers RJ y cols., 2004).
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Figura 16. Comparaciéon de los mismos pacientes mediante LGE (izda) y PFGE (dcha) (Imagen modificada de

Lemmers RJ y cols., 2004).

2.3. DFEH2

Pese a tener una clinica indistinguible de los casos con DFEH1 confirmada, existe un 5%
de pacientes con un fenotipo tipico de DFEH que no estdn ligados al fragmento delecionado
del # 4 (Wijmenga C y cols., 1991; Mathews KD y cols., 1992; Sarfarazi M y cols., 1992;
Upadhyaya My cols., 1992; Igbal | y cols., 1992; Gilbert JR y cols., 1992, 1993, 1995; Bakker E y
cols., 1995; Tim RW y cols., 2001; de Greef JC y cols., 2010) que hemos definido como causante
de la DFEH1.

Tras una busqueda de genes o locus candidatos para explicar este grupo, no fue hasta
el aflo 2012 en que determinaron que mutaciones en el gen SMCHD1 localizado en el # 18

causaban DFEH2 (OMIM 158901) (Lemmers RJ y cols., 2012). La proteina sintetizada se
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encuentra fisicamente en contacto con las repeticiones D4Z4 en el # 4 ejerciendo un papel
represor sobre ellas.

SMCHD1 pertenece a la familia de proteinas SMC que participan en el mantenimiento
estructural de los cromosomas (como la cohesina y condensina) y comparten una organizacion
del dominio similar que afecta a la conformaciéon de la cromatina. Esta proteina tiene dos
dominios cruciales para su funcién, el dominio ATPasa y el dominio bisagra, que son cruciales
para saber cémo SMCHD1 se une y regula la estructura de la cromatina, y la localizacidn de las
mutaciones puede contribuir a la DFEH. SMCHD1 es un modificador de la cromatina necesario
para el establecimiento y mantenimiento de la metilacién CpG del cromosoma X inactivo y de
elementos repetidos especificos (Gendrel AV y cols., 2012). Los individuos con DFEH2 tienen
una union de la proteina SMCHDL1 a las repeticiones D4Z4 reducida en sus dos alelos del # 4 y
sus dos alelos del # 10 sugiriendo un mecanismo de haploinsuficiencia (Lemmers RJ y cols.,
2012). Al igual que en la DFEH1 se han descrito casos familiares y esporadicos.

El 85% de estos pacientes con DFEH2 se explicaron con mutaciones en el gen SMCHD1
(Lemmers RJ y cols., 2012), pero el 15% restante de pacientes no tenian mutacion en este gen.

Mas recientemente se han descrito otros genes que pueden explicar también la DFEH2
como son el gen DNMT3B (locus 20g11.21) (van den Boogaard ML y cols., Am J Hum Genet
2016) y el gen LRIF1 (locus 1p13.3) (Hamanaka K y cols., Neurology 2020).

En el caso de la DFEH2, algunos se transmiten con herencia dominante que implica que
un unico alelo mutado es suficiente para producir la patologia, en el gen SMCHD1 o en el gen
DNMT3B, mientras que en el caso del gen LRIF1 se necesitan 2 alelos mutados (Hanamaka K y
cols., 2020). En todos estos casos y como es preceptivo en la DFEH1, el paciente debe tener al
menos un alelo 4gA para que se desarrolle la enfermedad ademas de la mutaciéon o
mutaciones en alguno de estos tres genes.

Las mutaciones en estos tres genes producen una relajacién en la cromatina en la
region D4Z4 y la expresion inapropiada del gen DUX4 en el musculo esquelético (Hamanaka Ky
cols., 2020).

Otro sindrome que comparte mutaciones en el mismo gen SMCHD1, regulador
epigenético en la DFEH2, es el sindrome de microftalmia arrinia de Bosma (BAMS) (OMIN:
603457). Los pacientes con BAMS tienen ausencia de la nariz y pueden tener o no defectos
oculares, pero no tienen signos de distrofia muscular. En la DFEH2, las mutaciones sin sentido
o de fallo en los sitios de empalme o mutaciones truncadas en SMCHD1 son de pérdida de
funcién y se han descrito a lo largo de toda la secuencia del gen mientras que en BAMS, las

mutaciones son de ganancia de funcién y se encuentran sobre todo de los exones 3 al 13, que
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abarca un dominio ATPasa y la regidn asociada inmediatamente C terminal a él. Aunque existe
cierta controversia sobre si las mutaciones de cambio de sentido en BAMS son de pérdida o de
ganancia de funcion, la arrinia ha sido asociada a un incremento de la actividad ATPasa (Shaw
ND vy cols.,, 2017; Gordon CT y cols.,, 2017; Gurzau AD y cols.,, 2018). Curiosamente, la
hipometilacién de D474 se observa en ambas enfermedades y las células de los pacientes con
BAMS son permisivas para la transcripcién de DUX4, lo que indica que las mutaciones de
pérdida o ganancia de funcidn estan asociadas con los mismos cambios epigenéticos en la
region D4Z4, pero con resultados fenotipicos completamente diferentes.

En pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia, inestabilidad centromérica y
anomalias faciales (ICF) también se encontraron niveles bajos de metilacién en la region D474
(Kondo Ty cols., 2000). Estos pacientes presentan anomalias cromosdmicas que involucran los
dominios juxtacentroméricos de los cromosomas 1, 9 y 16 y las repeticiones macrosatélite
D4Z4 y NBL2 se encuentran hipometiladas. Estos pacientes al igual que los pacientes con
DFEH2 poseen mutaciones en la DNA metiltransferasa DNMT3B, de forma dominante en los
pacientes con DFEH2 y de forma recesiva en los pacientes con el sindrome ICF (OMIM:242860).
Los pacientes con ICF tienen infecciones respiratorias y gastrointestinales recurrentes como
resultado de una reduccion en los niveles de inmunoglobulina sérica determinando
normalmente una baja esperanza de vida, pero no presentan sintomas musculares tipicos de la
DFEH2, por lo que no compartirian un defecto en la misma ruta molecular (de Greef JCy cols.,
2007).

También existen individuos que tienen el sindrome de delecion del # 18p (18p-) que
incluye la zona donde se encuentra el gen SMCHD1 y tienen sélo una copia de SMCHD1 como
los casos de DFEH2. En un estudio determinaron que aproximadamente un 12,6% de estos
individuos pueden estar en riesgo de desarrollar DFEH2, pero para ello tienen que tener un
haplotipo permisivo 4gA que permita la transcripcion de DUX4 y un tamafio del fragmento
D4Z4 no muy largo que sea mas sensible a la hemicigosidad de SMCHD1 que los fragmentos

muy largos (Lemmers RJ y cols., 2015).

2.3.1. Diagndstico molecular de la DFEH2

Los casos de DFEH2 tienen una herencia digénica, tienen que tener una mutacion en el
gen SMCHD1, DNMT3B o dos mutaciones en LRIF1, y ademas tienen que tener un haplotipo
permisivo en al menos uno de los alelos (>38 kb), y las dos condiciones segregan de forma

independiente.
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El riesgo de recurrencia esta entre el 25%-50% porque un paciente afectado tiene 1
copia modificada de SMCHD1, pero puede tener 1 o 2 copias del haplotipo permisivo 4935, al
igual que su pareja. Por lo tanto, el riesgo para los miembros de la familia de un caso de DFEH2
pueden clasificarse como:

Progenitores de un probando — DFEH2

e Cada progenitor tiene una variante patégena SMCHD1 o un alelo DUX4 permisivo
DFEH por lo que son heterocigotos asintomaticos.

Hermanos de un probando — DFEH2

* En la concepcidn, cada hermano tiene un 25% de posibilidades de tener DFEH2, una
probabilidad del 50% de tener una variante patogénica en SMCHD1 o un alelo permisivo para
DUX4, y una probabilidad del 25% de no verse afectada y no tener ni una variante patogénica
en SMCHD1 ni un alelo permisivo para DUX4. Los individuos portadores de una de las dos
condiciones son asintomaticos.

¢ Una vez que se sabe que un hermano en riesgo no se ve afectado, la posibilidad de
gue tenga una variante patogénica SMCHD1 o un alelo DUX4 permisivo para DFEH es 2/3.

Descendiente de un probando — DFEH2

Suponiendo que la pareja reproductiva del probando no esté afectada y no sea
portadora de una variante patégena SMCHD1 o un alelo DUX4 permisivo DFEH, cada nifio de
un individuo afectado tiene un 25% de posibilidades de estar afectado, una probabilidad del
50% de ser un portador asintomdtico, y un 25% de posibilidades de no estar afectado y no ser
portador.

Otros miembros de la familia de un probando — DFEH2

Cada hermano de un heterocigoto obligado tiene una posibilidad del 50% de tener una

variante patogénica en SMCHD1 o un alelo permisivo DFEH.

2.4. Trayectoria histérica de modelos de fisiopatologia molecular en la DFEH

ligada al cromosoma 4

Desde el descubrimiento de la localizacién del locus 4935 asociado con la DFEH se han
propuesto, fruto de una intensa labor investigadora, diferentes mecanismos patogénicos tanto
en cis (desregulacidn local de genes en 4qter) (Hewitt JE y cols., 1994; Winokur STy cols., 1994;
Gabellini D y cols., 2002) como en trans (organizacidn nuclear) para explicar la fisiopatologia de
la DFEH (Masny PS y cols., 2004; Petrov A y cols., 2006 y 2008; Pirozhkova | y cols., 2008;
Bodega By cols., 2009). (Figura 17)
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A)

B)

C)

D)

En el modelo de propagacién de la expresidn en cis (cis-spreading model), el grupo de
repeticiones largo del alelo normal (>38 kb) y las secuencias cercanas comparten
caracteristicas de heterocromatina. El acortamiento de repeticiones resulta en una
pérdida de heterocromatizacidn en D4Z4 que se extiende proximalmente y causa la
sobrerregulacion transcripcional de genes proximales de una manera dependiente de la
distancia (efecto posicional), posiblemente a través de la accién del complejo de
represion de D474 (Gabellini D y cols., 2002).

En el modelo aislante (insulator model), D424 actia como un espaciador entre
secuencias heterocromaticas distales a las repeticiones D4Z4 y secuencias eucromaticas
proximales. Tras la contraccién, esta funcion aislante es incompleta permitiendo la
heterocromatinizacién de secuencias proximales y la subregulacién transcripcional de
genes dentro de esta region (silenciamiento) (Ottaviani Ay cols., et al., 2009).

El modelo de bucle en cis (cis-looping model) postula que normalmente los bucles
dentro del grupo de repeticiones cuando hay mas de 10 unidades previenen la
interaccion de D4Z4 con genes en cis a largas distancias. Tras la contraccidn, la
disrupcion de esta interaccion puede causar la expresion inapropiada de genes
mediantes interacciones de largo alcance con D474 (Petrov Ay cols., 2006).

Finalmente, el modelo de organizacion nuclear (nuclear organization model) predice
gue la interaccidon de 4qgter con la lamina nuclear donde la cromatina y los factores de
transcripcién estd anclados esta interrumpida en la DFEH. Esta alteracién a su vez,
puede dar lugar a un desequilibrio de la cromatina y de los factores de transcripcién en
4qter y loci relacionados (Masny PS y cols., 2004; Petrov A y cols.,, 2006 y 2008;
Pirozhkova | y cols., 2008; Bodega B y cols., 2009).
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A) Modelo de propagacion en cis
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Figura 17. Diferentes modelos para explicar el mecanismo epigenético de la DFEH (Imagen modificada de van der

Maarel SM y cols., 2005).

En relacién a estos modelos, el primero es el que obtuvo mayor atencién hace 20 afios.
El 45% de la regidn subtelomérica 4935 proximal a las repeticiones 4935 estd compuesta de
secuencias repetitivas. Se descubrieron 5 genes en la region de 150 kb mas distal del # 4q:
FRG1, TUBB4Q, DUX4c, FRG2 y DUX4 (van Geel M vy cols., 1999). En la busqueda de pistas
como posible mecanismo molecular responsable para la DFEH, compararon patrones de
expresion de ARNm presentes en musculo esquelético de pacientes con DFEH y controles
normales (Tupler R y cols., 1999) y encontraron una alteracién marcada en los niveles de
expresion de genes, revelando una evidencia de subexpresion o sobreexpresién de un nimero

especifico de transcritos de genes en el musculo con DFEH.
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Gabellini y cols. (2002) demostraron, in vitro e in vivo, que un complejo de proteinas
represoras llamado DRC (D4Z4 Recognition Complex) compuesto por YY1 (represor
transcripcional), HMGB2 (proteina 2 del grupo de alta movilidad con funcién estructural) y
nucleolina (localizada en el nucleolo, esta involucrada en la formacién de la estructura de la
cromatina, transcripcion y maduracion del ARNr, ensamblaje del ribosoma y transporte
nucleocitoplasmico), se une a una secuencia de ADN de 27 pb denominada DBE (D424 binding
element) que esta contenida en cada una de las repeticiones D474 y que esa union se pierde
parcialmente en pacientes con DFEH. Este complejo sirve para reprimir la expresion de genes
localizados proximalmente al grupo de repeticiones. La delecién de repeticiones D4Z4 daria
lugar por tanto a una inapropiada desrepresidon transcripcional de estos genes musculares

(FRG2, FRG1 y ANT1) produciendo la enfermedad. (Figura 18).
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Figura 18. Modelo para la base molecular de la DFEH en 2002 (llustracion modificada de Gabellini D y cols., 2002).

Se disefaron experimentos para analizar el efecto de disminuir los niveles
intracelulares de este componente de 27 pb y demostraron que la reduccién de YY1, HMGB2 o
nucleolina resultaba en la sobresexpresidon del gen FRG2 localizado en 4935 el cual no se
expresaba en células normales y tejidos (Gabellini D y cols., 2003) pero hubo controversia en
publicaciones posteriores respecto a la sobreexpresion de estos tres genes debido a que no se
replicaron esos resultados por otros grupos (Jiang G y cols., 2003; Winokur ST y cols., 2003;
Rijkers y cols., 2004). En otro analisis de expresién observaron que varios genes desregulados
en el musculo de pacientes con DFEH estdn especificamente involucrados en miogénesis,
diferenciacion celular, en la respuesta inmune, en el estrés oxidativo y en control del ciclo
celular (Winokur ST y cols., 2003).

Después de tanta controversia en relacion a la expresidon de genes, la cuestiéon quedo
aparentemente resuelta cuando Klooster R y cols. (2009) estudiaron la expresion de los
distintos genes candidatos FRG1, FRG2, ANT1, ALP (PDLIM3) y LRP2BP, asi como otros genes
posteriormente publicados PITX1 y CRYM (Dixit M y cols., 2007; Reed PW y cols., 2007), a nivel
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de ARNm y a nivel de proteina en mioblastos primarios, miotubos y cuddriceps procesados
idénticamente y no encontraron cambios considerables entre las diferentes muestras, a

excepcion de un aumento selectivo en la expresion de ARNm de FRG2 en miotubos con DFEH.

En 2010, tras en un gran esfuerzo colaborativo de varios grupos, incluido el nuestro, se
publicé un modelo que unificaba todas las teorias identificando al gen DUX4 expresado en la
ultima de las repeticiones D4Z4 como el desencadenante de la clinica en la DFEH, como
consecuencia de una pérdida de represion de la cromatina en un entorno permisivo (Lemmers

RJy cols., 2010).

Expresion de DUX4 como desencadenante de la DFEH

Algunos grupos de repeticiones macrosatélite no centroméricos, incluyendo a D4Z4,
son extremadamente ricos en GC, convirtiéndolos en candidatos atractivos para la metilacion
del ADN. Mientras que el contenido medio de GC a lo largo del genoma es del 42%, cada
repeticién D4Z4 contiene un 73% de GC (Tsumagari K y cols., 2008). Ademds, en D4Z4, la
frecuencia de los dinucleétidos CpG es del 10% comparado con el 1% de media en el genoma
humano. Cada repeticion D4Z4 contiene dos clases de secuencias ricas en GC, denominadas
repeticiones de baja copia hhspm3 y LSau. Este tipo de ADN repetitivo se encuentra
principalmente en regiones heterocromaticas del genoma (Hewitt JE y cols., 1994; de Greef JC

y cols., 2008). D4Z4, ademas de ser muy rico en GC, tiene caracteristicas de una isla CpG.

Cuando estudiaron dos dinucledtidos CpG diferentes, discriminando entre # 4 y # 10,
observaron que la metilacion del ADN de la repeticidn D4Z4 mas proximal en el alelo contraido
estaba significativamente reducida en pacientes con DFEH1, tanto en ADN aislado de linfocitos
de sangre periférica (PBLs) como de musculo (van Overveld PG y cols., 2003). Ademas, en el
grupo de pacientes con DFEH2 también observaron hipometilacién del ADN (van Overveld PG y
cols., 2005). Los pacientes con DFEH2 a diferencia de los DFEH1, muestran hipometilacién no
solo en el alelo contraido del # 4, si no en ambos # 4 y y en ambos # 10, por eso tienen una
hipometilacién mucho mas marcada que los pacientes con DFEH1 (de Greef JC y cols., 2009).
Por tanto, la observacion de que los alelos de la DFEH estuvieran hipometilados en D4Z4
corroboraba un cambio en la conformacién local de la cromatina y el hecho de que ambos
tipos, DFEH1 y DFEH2 compartiesen los cambios epigenéticos en el locus de la DFEH sugeria
que el mecanismo de esta enfermedad estaba mediado a través de D4Z4 en ambas variantes

de DFEH (van Overveld PGy cols., 2003; de Greef JC y cols., 2007).
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Finalmente se encontrdé que el efecto molecular subyacente, tanto en la DFEH1 como
en la DFEH2 se debe a la expresion del gen DUX4 que se encuentra en cada una de las
repeticiones D4Z4 pero que sélo se expresa el que se encuentra en la Ultima repeticion D474,
cuando se dan una serie de condiciones determinadas (“entorno permisivo”) (Lemmers RJ y
cols., 2010).

El gen DUX4 es un retrogen (gen retrotranspuesto usualmente carente de intrones
originado por transcipcién inversa de un ARN virico —retrovirus- e incorporado al ADN
gendmico de la célula huesped) que se expresa normalmente sélo en tejido de la linea
germinal y que luego se encuentra reprimido epigenéticamente en tejidos maduros debido a
un aumento de la metilacién en esa region.

En la DFEH tiene lugar un fallo de esa represidn, que permite la expresion del mRNA de
DUX4; en el caso de la DFEH1 se reduce el nimero de repeticiones D4Z4 por debajo de 10, lo
gue produce una relajacion de la cromatina que permite la expresién del del gen mientras que
en en el caso de la DFEH2 se debe a mutaciones, principalmente en el gen SMCHD1, que hacen
que pierda su funcién represora sobre las repeticiones (Brideau NJ y cols., 2015). La
consecuencia, por dos mecanismos diferentes, es la hipometilaciéon de la regién D4Z4 vy la

expresion del gen DUX4 en células somaticas, especialmente en miocitos (Figura 19).
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Figura 19. La genética y el mecanismo molecular de la DFEH (ilustracion modificada de Cohen J y cols.,

2021).
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El gen DUX4 estd compuesto por tres exones, el exén 1y 2 presentes en cada una de
las repeticiones D4Z4, mientras que el exdn 3 esta localizado fuera de las repeticiones y es el
que presenta una sefal de poliadenilacién pLAM en la ultima repetion parcial D4Z4 que
contiene el gen DUX4 (Dixit M y cols., 2007). En un trabajo llevado a cabo por Snider L y cols.
(2009) se estudiaron los transcritos provenientes de D4Z4 en células de pacientes y de
controles en busca de nuevos candidatos para tratar la patofisiologia de la DFEH y se
caracterizaron dos isoformas diferentes de ARNm codificadas por el gen DUX4 a través del
ensamblaje alternativo: una forma corta de funcidn desconocida que codifica sélo la porcion
amino terminal de DUX4 (DUX4-s; s de short en inglés) que puede detectarse en células
somaticas sanas, y una forma larga que codifica la totalidad de la proteina DUX4 (DUX4-fl; fl de
full lengh en inglés) que se expresa en las fases tempranas del desarrollo y esta generalmente

silenciada en tejidos somaticos adultos sanos.

DUX4-fl

DUX4-fl

DUX4-s

Figura 20. Diagrama de las dos ultimas repeticiones D4Z4 completas, la Ultima repeticidon parcial, y la secuencia
adyacente pLAM que contiene el exdn 3. Las rayas continuas representan las regiones de los exones y discontinuas
representan a los intrones, en el transcrito corto (DUX4-s) y el transcrito largo de DUX4 con el ORF (DUX4-fl), el cual

tiene dos isoformas alternativas de ensamblaje en la regién 3’ sin traducir.

DUX4-fl codifica un factor de transcripcién con un doble dominio homeobox que
normalmente realiza un papel principal en la activacidn de un programa de expresion génica
en la fase de las primeras divisiones celulares del desarrollo embrionario, tras lo que se silencia
epigenéticamente en el resto del desarrollo embrionario y en la mayoria de los tejidos
somaticos adultos (Hendrickson PG y cols., 2017). DUX4 se expresa normalmente en la linea
germinal de los testiculos, donde utiliza una sefial de poliadenilacidon en el exén 7 (Snider L y
cols., 2010), y por tanto es expresado por todos los varones independientemente de que
tengan un haplotipo 4gA. Se mantiene la expresion de ciertas isoformas en los testiculos y en
el timo. La contraccién de repeticiones D4Z4 en la DFEH resulta en una supresidén menos

eficiente del mRNA DUX4-fl en células del musculo esquelético. El musculo control produce
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pequefias cantidades de la isoforma DUX4-s y el musculo con DFEH produce pequeiias
cantidades la isoforma DUX4-fl. El hecho de que se encontrara poca abundancia del transcrito
DUX4-fl en las células musculares tanto de pacientes con DFEH1 como con DFEH2 podria
reflejar un nivel de expresién uniforme en todos los nucleos o una expresién alta de ARNm vy
proteina de DUX4 en un numero limitado de nucleos. Se estimdé que aproximadamente 1 de
cada 1000 mioblastos eran positivos en mRNA de DUX4 (Snider L y cols., 2010) surgiendo la
pregunta de por qué un gen que se expresa en niveles tan bajos puede ser toxico. La presencia
de la proteina DUX4 enddgena en nucleos consecutivos de los miotubos formaba un gradiente
de intensidad, sugiriendo una difusion de la proteina resultante en los nicleos de los miotubos
proximos, extendiendo asi la expresidon génica aberrante (Ferreboeuf M y cols., 2014). El gen
DUX4 es activado de forma estocdstica en un pequefio nimero de mionucleos de DFEH (como
rafagas) (Rickard AM vy cols., 2015), el mRNA resultante se traduce en el citoplasma alrededor
del nucleo activado y las proteinas DUX4 difunden a los nucleos adyacentes donde activan
otros genes diana y se inicia una desregulacién transcripcional en cascada iniciada por DUX4
(Tassin Ay cols., 2013). Se han descrito 3 tipos de exdn 3: los exones 3a y 3b que se transcriben
en los alelos 4gA161L y el exdn 3 que se transcribe en el alelo 4gA161S. El exdn 3 lleva la seiial
de poliadenilacién. Se han caracterizado 5 isoformas de DUX4, las cuatro que dan lugar a la
proteina completa (DUX4-fl) son patogénicas, mientras que la que da lugar a la proteina
truncada (DUX4-s) no es patogénica (Sidlauskaite E y cols., 2020).

Ademas de la pérdida de metilacion que posibilite la expresiéon de DUX4, el segundo
requerimiento es que debe existir un entorno cromosémico permisivo, para que tenga lugar el
procesamiento alternativo del exdn 3 localizado en la regidn pLAM creando una sefal de
poliadenilaciéon (PAS) que permite que el transcrito del gen DUX4 se estabilice y se exprese
(Lemmers RJ y cols., 2010).

La proteina DUX4 codificada por el gen es téxica para los miocitos y da lugar a la
muerte celular y a la atrofia muscular caracteristica de estos pacientes. Incluso niveles bajos
de DUX4-fl son altamente citotéxicos cuando se expresan en células somdticas adultas o
durante el curso del desarrollo de vertebrados (Bosnakovski D y cols., 2008; Kowaljow V y cols.,
2007; Mitsuhashi H y cols., 2013; Wallace LM y cols., 2011; Wuebbles RD y cols., 2010).

Una vez expresado de forma inadecuada en el musculo esquelético de DFEH, DUX4-fl
activa genes que normalmente no se expresan en este tejido (p. ej., genes de la linea germinal,
mediadores inmunitarios y retroelementos) (Geng LN y cols., 2012; Young JM y cols., 2013),
altera el ARN y el metabolismo de las proteinas (Fen Q y cols., 2015; Homma S y cols., 2015),

altera la miogénesis (Bosnakovski D y cols., 2017; Dmitriev P y cols., 2016; Knopp P y cols.,
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2016) e inicia una cascada apoptética (Richards M y cols., 2012; Kowaljow V y cols, 2007;
Rickard AM y cols., 2015; Shadle SC y cols., 2017), que finalmente conduce a una acumulaciéon

de dafio en el tejido muscular produciendo la patologia. (Figura 21)
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Figura 21. Cascada de desregulacién transcripcional en la DFEH (modificada de Richards M y cols., 2012).

Se han descrito dos potenciadores miogénicos (DME1 y DME2 —-DUX4 myogenic
enhancer-) proximales a D4Z4 que interaccionan con el promotor de DUX4 y activan la
expresion de DUX4-fl en miocitos diferenciados, pero no en fibroblastos (Himeda CL y cols.,
2014), lo que proporciona una explicacion potencial para la patologia relativamente especifica
del musculo observada en la DFEH. El musculo esquelético también puede ser especialmente
sensible a los efectos posteriores de la expresion de DUX4-fl (Young JM y cols., 2013).

Hay un consenso en que existe expresion de DUX4 en las biopsias musculares de los
pacientes con DFEH, pero se desconocen todavia los mecanismos de regulacién que dan lugar
a esta expresion. Se sabe que esta regulada por varios factores ya comentados como son la
modificacién epigenética de la region D424 y la estructura de la cromatina, pero también esta
regulada por proteinas reguladoras, unas actuando como potenciadoras de su expresion y
otras como represoras de su expresion:

Se ha identificado a la proteina Poli (ADP-Ribosa) Polimerasa 1 (PARP1) como
potenciadora de la expresion de DUX4 al interactuar con el promotor de DUX4 (Sharma V y

cols., 2016).
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En oposicidon se han publicado varios inhibidores de DUX4, sugiriendo que las dianas de
los inhibidores pueden desempefiar un papel en la expresion de DUX4. Se demostré que la
activacion de la ruta de sefializacidn Wnt/B-catenina redujo la expresion de DUX4 mientras
que la eliminacidn de los componentes de la via de sefializacién la activaban (Block,GJ y cols.,
2013). Probablemente, el mecanismo de regulacién de DUX4 por Wnt/B-catenina es
independiente de la unién directa de B-catenina en D4Z4.

Las vias de BET (Bromodomein and Extra-Terminal) y la mediada a través del receptor
adrenérgico B2 también se han asociado con la regulacion de la expresién de DUX4. Utilizando
inhibidores de todas las proteinas de la familia BET, se silenciaron DUX4 y todas sus dianas en
células musculares con DFEH (Campbell AE y cols., 2017) viendo que reprimian eficientemente
la transcripcion de DUX4 por desacetilaciéon de la lisina, pero no por la metilacidon del ADN. Del
mismo modo, agonistas de los receptores adrenérgicos B2 activan vias de sefializacion
conocidas por inducir a la remodelacién de la cromatina. La expresion de DUX4 y de sus dianas
fue reprimida después del tratamiento con agonistas de los receptores adrenérgicos B2, lo que
apunta claramente al papel de las vias de sefializacién de BET y el receptor B2 adrenérgico en
la expresidon de DUX4 en los pacientes con DFEH (Campbell AE y cols., 2017). La importancia
del receptor adrenérgico B2 se ha confirmado en estudios adicionales (Cruz JM y cols., 2018), y
las rutas aguas abajo han sido centro de atencidén para identificar dianas terapeduticas. El
hallazgo de que los agonistas de B2AR reducen la expresiéon de DUX4 en miotubos de pacientes
con DFEH es sorprendente, ya que se han realizado tres ensayos clinicos aleatorizados, a doble
ciego y controlados con placebo que investigaron el efecto del farmaco aprobado agonista de
B2AR, el albuterol (salbutamol), y se comprobd la ausencia de eficacia en pacientes con DFEH
(van der Kooi EL y cols., 2004; Kissel JT y cols., 2001; Payan CAy cols., 2009). Puede que la falta
de eficacia en esos estudios se debiera a las dosis usadas (a pesar de que el albuterol esta
aprobado como droga por la FDA, los ensayos clinicos estan limitados a dosis previamente
aprobadas como seguras y eficaces en ensayos clinicos). Sin embargo, los ultimos resultados
gue demuestran que los agonistas de B2AR disminuyen la expresion de DUX4, hacen atractiva
esta aproximacién de tratamiento (Cruz JM y cols., 2018).

Una de las potenciales dianas terapéuticas, es la proteina quinasa p38 activada por
mitégenos (MAPK) que es activada por la ruta de sefializaciéon del receptor adrenérgico 2
(Yamauchi J y cols., 1997). En células musculares de DFEH o en un modelo de xenoinjerto de
DFEH, la inhibicién farmacolégica o mediada por ARNsi (RNA small interference) de p38 induce

una reduccion de los niveles de ARNm de DUX4 (Oliva J y cols., 2019). Esto sugiere que la
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expresion de DUX4 mediada por el agonista del receptor adrenérgico 2 es una consecuencia
de la activacidon de la quinasa p38.

Las fosfodiesterasas (PDEs), que son responsables de la regulacidon del AMPc disponible
en la célula, se han identificado como reguladoras de la expresién de DUX4 reduciendo los
niveles tanto de DUX4 como de sus genes diana, ZSCAN4 y TRIM43 (Cruz JM y cols., 2018).

El receptor adrenérgico B2 y las PDEs estan implicados en el ciclo mediado por AMPc
que a su vez regula la ruta de senalizacidn de la proteina quinasa A (PKA). Ambas, la PKA activa
catalitica y el AMPc permeable en la célula, son suficientes para reducir la expresién de los
niveles de ARNm de DUX4 y de ZSCAN4 y TRIM43 en células musculares primarias de pacientes
con DFEH (Cruz JM y cols., 2018).

En el caso de la DFEH2, la expresién de DUX4 estd incrementada durante la
diferenciacion muscular, lo que correlaciona con niveles bajos de proteina SMCHD1 en la
region D4Z4 (Balog J y cols., 2015). Ademas, la interaccién de SMCHD1 con la cromatina es
facilitada por el factor LRIF1, el cual se une a las repeticiones D424 (Hamanaka K y cols., 2020).
Mutaciones en LRIF1 dan lugar a una relajacién de la cromatina y una desrepresion de DUX4
generando un fenotipo de DFEH.

Se observa también una hipometilacion de la regién D4Z4 en otras enfermedades
relacionadas con mutaciones en SMCHD1 (BAMS), DNMT3B (ICF) o con una delecidn del locus
18p que contiene el gen SMCHD1, pero después de haber realizado el estudio de la metilacion
de CpG por varios grupos y de distintas formas, no hay una teoria clara y unificadora sobre la
base “epigenética” de la DFEH. De hecho, el estado de la metilacién de D4Z4 no refleja la
expresion clinica de la enfermedad. La hipometilacién es necesaria pero no suficiente para
desarrollar DFEH ya que la podemos encontrar en individuos sanos (con contraccién en un
haplotipo no permisivo o con un fragmento contraido en el # 10), o en otras enfermedades
qgue no presentan un fenotipo de DFEH. Por lo tanto, la cuantificacion de esta marca
epigenética debe interpretarse con precaucién ya que debe interpretarse como marca
diagnédstica pero no como un marcador de la funcién de D4Z4 en la DFEH (Salsi V y cols., 2020)

ya que hay otras marcas epigenéticas a tener en cuenta (modificacion de histonas).
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Figura 22. Factores implicados en la regulacion de la expresion de DUX4 (Tomada de Sidlauskaite E y cols., 2020)

Epigenética en la DFEH

La cromatina es el ensamblaje del ADN, de unas proteinas nucleares llamadas histonas
y de otras proteinas cromosdmicas formando una estructura como las cuentas de un collar
(Figura 23). La principal funcién de la cromatina es acomodar el empaquetamiento del ADN en
el nicleo. La unidad estructural mds pequefia es el nucleosoma que consiste en 146 pb de ADN
envuelto alrededor de ocho histonas principales. Las histonas pueden experimentar varias
modificaciones post-translacionales, como acetilacion, metilacién, fosforilacion vy
ubiquitinacién (Bhaumik SR y cols., 2007) que sirven para regular el mantenimiento y la
expresion de la informacion genética. Actualmente, prevalecen dos modelos que explican la
funcion de esas modificaciones de las histonas. Por un lado, las modificaciones de las histonas
pueden afectar directamente a la estructura de la cromatina previniendo la unién de factores
de transcripcidn, alterando las interacciones entre nucleosomas o cambiando las interacciones
de las colas de las histonas con el ADN en el nucleosoma (Peterson CL y Laniel MA, 2004). Por
otro lado, las modificaciones de las histonas pueden servir como lugar de reclutamiento para
proteinas asociadas a la cromatina que reconocen un codigo especifico de histona. Como
consecuencia de esto, pueden ocurrir eventos a posteriori que generen un particular estado en

la cromatina (Strahl BD y Allis CD, 2000).
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Figura 23. Esquema de los diferentes grados de compactacién de la cromatina, desde los nucleosomas al

cromosoma (imagen tomada de https://mmegias.webs.uvigo.es/5-celulas/ampliaciones/8-cromosomas.php)

Las modificaciones especificas de las histonas parecen estar asociadas con su
activacion o represion transcripcional. La metilacion de los residuos lisina 4, 36 y 79 de la
histona H3 ha sido correlacionada con la activacion transcripcional. La acetilaciéon de los
residuos arginina de las histonas H3 y H4 es también caracteristica de la eucromatina y la
activacion génica (Eberharter A y Becker PB, 2002). Por el contrario, la metilacién de los
residuos lisina 9 y 27 de la histona H3 y del residuo lisina 20 de la histona H4 se han
relacionado con la heterocromatina y la inactivacidn génica (Fischle W y cols., 2003; Lachner M

y O’Sullivan RJ, 2003).

Cromatina activa Cromatina
(abierta) inactiva
(condensada)

Histona
acetiltransferasa —
- o —
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~— DNA

)
ﬁ’ - Nucleosoma

Heteroproteina 1

Factores de transcripcion
como CREB

Figura 24. Descondensacién de la cromatina inducida por la acetilacion de histonas (Modificada de McClung y

Nestler, 2008). A: acetilacidon, M: metilacidn y P: fosforilacion
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La alteracion epigenética de la cromatina se basa en la metilacion del ADN y en las
modificaciones de las colas de histonas en los nucleosomas, que en conjunto determinan la
denominada "firma epigenética" de una region especifica.

Ademads, la metilacién reducida de D4Z4 en la DFEH coincide con cambios de varias
otras modificaciones de la cromatina en D474 (Baloj J y cols., 2012; Zeng W vy cols., 2009),
como la marca de compactacién de cromatina (la relacion entre las modificaciones de la
histona 3, H3K9me3 y H3K4me2 en D4Z7Z4), que difiere significativamente entre controles y la
DFEH2, y entre controles y la DFEH1 (Balog J y cols., 2012). Estas modificaciones de histonas en
4qgter eran también un argumento en contra de un modelo de propagacién en cis (Jiang G y
cols., 2003).

El alelo D4Z4 contraido en pacientes con DFEH1 experimenta cambios considerables en
la estructura de su cromatina, que ademas de incluir la pérdida de la metilacién del ADN (van
Overveld PG vy cols., 2003) incluye la pérdida de la trimetilacion de la H3K9 (Histona 3 en el
residuo Lisina 9) no sdélo en el alelo D4Z4 contraido del # 4, sino que también ocurre en los
alelos D4Z4 genéticamente intactos de ambos cromosomas (pacientes con DFEH2), 4q y 10q,
proporcionando la primera evidencia de que el cambio genético (la contraccién) de uno de los
alelos D474 del # 4 extiende su efecto a otras regiones gendmicas. Estos cambios en la
cromatina se observan tanto en pacientes con DFEH tipo 1 como tipo 2, pero no en otras
distrofias musculares (de Greef JCy cols., 2007).

La metilacion del ADN y la metilacion heterocromatica de las histonas estan a menudo
correguladas (Jones PA y Baylin SB, 2007). Aunque la metilacion del ADN es mas
frecuentemente una consecuencia posterior a la metilacion de H3K9 (Lachner M y Jenuwein T,
2002), en algunas ocasiones se ha visto que precede a la H3K9me3 (Sarraf SA y Stancheva |,
2004). En el estudio de Zeng W vy cols. (2009) se demuestra que la metilacion del ADN no se
requiere para la pérdida de H3K9me3 en D424, implicando que esta pérdida, esta causalmente
involucrada en la DFEH, mas que la hipometilacién del ADN.

Aunque se pensaba que D4Z4 era un dominio transcripcionalmente represivo en su
totalidad (Gabellini D y cols., 2002; van Overveld PG y cols., 2005), Zeng W y cols. encuentran
que las regiones D4Z4 contienen una mezcla de modificaciones de histonas eucromaticas y
heterocrométicas; especificamente, H3K4me2 y H3Ac asi como H3K9me3 y H3K27me3. Estas
modificaciones estdn presentes en distintos dominios dentro de los grupos de repeticiones
D4Z4 con la primera repeticidn (la mas proximal) siendo eucromatica. Es interesante el hecho

de que sélo se pierde la H3K9me3 de la regidn heterocromatica (pero no se pierde H3K12me3).
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Por lo tanto, el cambio de la cromatina en la DFEH no es una pérdida total de heterocromatina
transcripcionalmente represiva. Zeng W y cols. demuestran que la proteina de unién a
heterocromatina, HP1y, y la cohesina son reclutadas por D4Z4 de una manera dependiente de
H3K9me3 y especifica del tipo celular, cuyo reclutamiento es interrumpido en la DFEH. Los
resultados indican que la cohesina juega un papel activo en el reclutamiento de HP1 y que estd
implicada en la regulacion de la cromatina de D4Z4 de una forma especifica del tipo celular. La
cohesina es reclutada por CTCF y contribuye al aislamiento, organizacidn topolégica del ADN y
el proceso regulatorio de expresién de genes. Por tanto, la pérdida de H3K9me3 y de la unién
de HP1y/cohesina a D4Z4 (estructura de cromatina mas relajada) son un marcador fiel para
explicar el fenotipo de DFEH (en pacientes con DFEH1 y 2) proponiéndose un nuevo modelo en
el cual el cambio epigenético iniciado en las repeticiones D4Z4 en el # 4q extiende su efecto a
otras regiones gendmicas, lo cual compromete la regulacién génica especifica del musculo

dando lugar a la patogénesis de la DFEH (Zeng W y cols., 2009).

Normal DFEH
ot 4 +t
i TH3K27me3 ‘ H3K27me3
',"' : A l 9“'
D4zZ4 D4zZ4

Figura 25. Modelo propuesto para la propagacién del cambio epigenético en D4Z4 a otras regiones gendmicas en la
DFEH. HP1c y cohesina pueden contribuir a las interacciones fisicas de la regidn heterocromatica D4Z4 con otras
regiones gendmicas que conducen a la propagacion del efecto silenciador a supuestos genes diana en células
normales. En la DFEH, la pérdida de H3K9me3 (pero no de H3K27me3), HP1c y cohesina en D4Z4 da como resultado
la pérdida de la interaccion de la cromatina y la desrepresion de estos genes dando lugar a la distrofia muscular

(Hustracién tomada de Zeng W y cols., 2009).

La metilacion del ADN es solo uno de los numerosos indicadores de la estructura de la
cromatina en D4Z4 y varios grupos de investigacidn informaron que las alteraciones de la
estructura de la cromatina se reflejan en las modificaciones postraduccionales de histonas (de
Greef JCy cols., 2007; Zeng W y cols., 2009 y 2014; Jiang G y cols., 2003), mediante la unién de
varias proteinas y ARN en la region de repeticiones D4Z4 (Gabellini D y cols., 2002; Cabianca DS
y cols., 2012; Ottaviani A y cols., 2009), y por la formacion de estructuras de cromatina de

orden superior (Bodega B y cols., 2009; Cortesi A y cols., 2019; Petrov A y cols., 2006). Se ha
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informado que la regidon D4Z4 contiene trimetilacion de histona H3 Lisina 9 (H3K9me3), una
marca represiva asociada con la formacién de heterocromatina, junto con H3K27me3, una
marca de cromatina represiva asociada con el silenciamiento del elemento represor Polycomb
(van Overveld PGM y cols., 2003; Cabianca DS y cols., 2012; Zeng W vy cols., 2009). La pérdida
de las marcas de histonas represivas no es una consecuencia directa de la hipometilacién del
ADN, ya que el enriquecimiento de H3K9me3 en D4Z4 no se alterd en el sindrome de ICF, que
muestra una hipometilacién grave del ADN en el locus 4935 (de Greef IC y cols., 2007; Zeng W
y cols., 2009). Ademas, la presencia de H3K27 en D4Z4 no mostré ningiin cambio entre células
del musculo control comparado con el de DFEH (Cabianca DS y cols., 2012; Bodega B y cols.,
2009).

Otras observaciones abogan por un papel de las proteinas Polycomb en la regulacion
epigenética en D4Z4. Asi Cabianca DS y cols. (2012) demostraron que la metiltransferasa EZH2
(Enhancer of Zeste Homolog 2), una histona metiltransferasa que forma parte del complejo
represivo Polycomb 2 (PRC2) responsable de la trimetilacién de H3K27, se redujo en las células
musculares con DFEH, mientras que ASHI1L (ASH1 Like Histone Lysine Methyltransferase), un
miembro del complejo Trithorax asociado con la cromatina transcripcionalmente activa, se
reclutaba especificamente para D4Z4 en células con DFEH. El reclutamiento de ASH1L depende
de la expresidn del ARN no codificante DBE-T, transcrito por a la unidad D4Z4 mas proximal en
células con DFEH y facilita la dimetilacién de la lisina 36 de la histona H3 (H3K36me2). Esta es
una marca de histona importante asociada con la activacién transcripcional, que conduce a la
remodelacion de la cromatina y la transcripcion del gen DUX4 en 435 (Cabianca DS y cols.,

2012).
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11-150 repeticiones D4Z4 U &
Represién en 4935 ?

Produccion ARNnc
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DFEH
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Figura 26. Modelo de desrepresion en 4935 mediada por DBE-T. DBE, IncARN; PcG, Polycomb; ASH1L (ASH1 Like

Histone Lysine Methyltransferase) (llustracién modificada de Cabianca DSy cols., 2012).
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Figura 27. Modificadores epigenéticos y modificaciones de histonas asociadas con las repeticiones D4Z4 en sujetos
sanos o pacientes con DFEH (llustracion tomada de Neguembor NW vy cols., 2010).

(A) En sujetos sanos, los reguladores epigenéticos YY1, HMGB2, nucleolina, EZH2 (responsable de
H3K27me3), supresor de variegacion 39 homdlogo 1 (SUV39H1; responsable de H3K9me3), HP1g y
cohesina estan asociados a las repeticiones D4Z4 que estan hipermetiladas. La proteina de unién a ADN
especifica de secuencia YY1 podria ser responsable del reclutamiento de estas proteinas a D4Z4.

(B) En pacientes con DFEH, se pierden SUV39H1, HP1g, cohesina y H3K9me3, mientras que YY1, HMGB2,
nucleolina, EZH2 y H3K27me3 se reducen. Finalmente, las unidades D4Z4 estan hipometiladas, lo que
permite la unidn de CTCF a la repeticidn.

CTCF: factor de unién a CCCTC; EZH: potenciador del homdlogo zeste; FSHD: DFEH; HMGB: proteina de alta

movilidad con funcién estructural; HP: proteina heterocromatica; SUV39H: Supresor del homdlogo de

variegacion 39; YY: Yin Yang.

Dentro de la regidn de repeticiones D4Z4, se encuentran dos sitios de unién de CTCF,
qgue muestran hipometilacién en presencia de alelos con un nimero reducido de repeticiones
D4Z4 (Roche Sy cols., 2019; Ottaviani A y cols., 2009; Huichalaf C y cols., 2014; Hartweck LM y
cols., 2013). La unién de CTCF a 4935 muestra una correlacidn inversa con el nimero de copias
de D4Z4 y funciona como un aislante de cromatina dependiente de las laminas A/C (proteinas
de la membrana nuclear de la célula muscular), protegiendo a D4Z4 del silenciamiento
epigenético por las regiones heterocromaticas circundantes, y manteniendo abierta la

cromatina D4Z4 principalmente en alelos con un numero reducido de repeticiones (<10)
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(Bodega B y cols., 2009). Dado que también se ha demostrado que el CTCF media en la
formacién de bucles de cromatina y genera dominios de cromatina asociados topoldgicamente
(TADs) (Hartweck LM y cols., 2013; Petrov A y cols. 2008; Gaszner M y cols., 2006; Ghirlando R
y cols., 2016), el aumento de la union de CTCF a D4Z4 en DFEH puede producir una alteracion
de la organizacién nuclear y de la cromatina. Proponen que la contraccién del grupo de
repeticiones D4Z4 contribuye a la fisiopatologia de la DFEH actuando como un elemento

aislante dependiente de CTCF y de las laminas A/C en los pacientes (Ottaviani A y cols., 2009).
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Figura 28. Modelo que explica el papel del elemento D4Z4 como aislante y su implicacion en la alteracion

epigenética de la DFEH (llustracion modificada de Ottaviani Ay cols., 2009).

También se ha descrito D4Z4 como un aislante que protege del efecto posicional
telomérico (TPE, Telomeric Position Effect en inglés). Los telémeros pueden regular la
expresion génica atrapando la heterocromatina adyacente. Demostraron que el acortamiento
de los telédmeros conducia a la expresion de DUX4 como resultado de una disminucion de la
heterocromatina en 4q35 (Stadler Gy cols., 2013 ay b).

Se ha postulado una relacion entre la DFEH y la envuelta nuclear. En contraste con la
mayoria de los telémeros, la region 4q35 relacionada con la DFEH se localiza en la periferia
nuclear. La proteina nuclear lamina A/C es requerida para la localizacién de la cromatina de la

region de la DFEH en la envuelta nuclear.
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Figura 29. Modelo de la organizacion del locus 495 en individuos sanos y en pacientes con DFEH (llustracidn

modificada de Ottaviani Ay cols., 2010).
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Figura 30. Regulacion epigenética en D4Z4 en células musculares sanas y con DFEH. a) Los mecanismos normales de
represion epigenética en la regidn de repeticiones D4Z4 esta desregulada en miocitos con DFEH. b) En la DFEH, hay
un reclutamiento alterado de factores que median el silenciamiento, la represion/activacion transcripcional, las
interacciones de largo alcance, la localizacion de la matriz nuclear, y la regulacién telomérica. Abreviaturas
adicionales: Ac, acetilacion; BAMS, sindrome de microftalmia arrinia de Bosma; IncRNA, ARN largo no codificante;

RdDM, metilacion dirigida por ARN; RU, unidad de repeticidn (llustracién tomada de Himeda CL y cols., 2019).
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3. Aspectos clinico-genéticos

3.1. Patron de herencia

En 1950, antes del descubrimiento de las causas moleculares de la DFEH, Tyler y
Stephens concluyeron que la DFEH exhibia “un patron de herencia mendeliano dominante
tipico”. Actualmente se acepta que la DFEH se hereda de forma autosémico dominante,
aunque por lo menos un 10-30% de los casos no tienen historia familiar y son el resultado de
mutaciones de novo (Padberg GW vy cols., 1995; Zatz M y cols., 1995; Lunt PW, 1998; van der
Maarel SM vy cols., 2000). El hecho de que en familias con progenitores no afectos o muy
levemente afectos se de mas de un hijo afecto con DFEH, indica que la causa mas probable de
esto sea el mosaicismo parental en la linea germinal, y no una distrofia muscular diferente de
la DFEH heredada de forma autondmica recesiva como sugeria Moser H y cols. (1966). Como
hemos visto en el punto anterior, la genética de la DFEH1 dista de ser sencilla y se deben
heredar de manera conjunta la delecion y el alelo permisivo. Dada la distancia corta entre
estas regiones, la herencia se da de manera conjunta y se comportan como una herencia
mendeliana dominante.

En el caso de la DFEH2 la herencia es digénica, ya que las mutaciones en el gen
SMCHDL1 vy el alelo permisivo segregan independientemente, y esto permite la expresion del

gen DUX4 en la dltima de las repeticiones D474 del # 4.
3.1.1. Homocigotos y heterocigotos compuestos (efecto de dosis)

Aunque la mayoria de pacientes con DFEH portan un solo alelo con la enfermedad de
acuerdo con el patrén de herencia dominante, se debatia sobre la existencia de si la aparente
ausencia de pacientes con los dos alelos delecionados se debia a la rareza de la enfermedad o
a la letalidad de esa constitucion alélica.

Al aumentar el numero de casos estudiados, se describieron dos casos de pacientes no
relacionados heterocigotos compuestos para los alelos que transmiten la enfermedad en
ambos cromosomas 4q (Wohlgemuth My cols., 2003). Normalmente el alelo de mayor tamafio
suele ser una variante 4gB y el de menor tamafio, 4gA. En este articulo se describe también
que 2 fragmentos en el rango patolégico no tienen por qué generar una mayor expresividad
clinica en el paciente ya que puede ocurrir un efecto de dosage genético y la penetrancia de
los alelos ser incompleta. En un estudio realizado en mas de 1100 casos, se encontraron un

2.7% de casos de heterocigotos compuestos, y el 0.5% de estos casos tenia un haplotipo
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permisivo 4gA en los dos alelos (Scionti | y cols., 2012). También se ha descrito un caso de
homocigosidad en un paciente que portaba dos fragmentos 4gA de 24 kb con un fenotipo
clasico y no mas grave de lo que se podia esperar (Tonini MM y cols., 2004).

En el caso de las DFEH2 se han descrito 3 familias cuyo caso propositus era portador de
dos variantes patoldgicas en el gen SMCHD1 (van der Boogaard ML y cols., 2015). Este estudio
demuestra que tener dos mutaciones que afectan a la funcién del gen es compatible con la
vida (Blewitt ME y cols., 2008).

Recientemente, se ha identificado una mutacién en homocigosis en el exén 2 del gen
LRIF1 (Ligand-dependent nuclear receptor-interacting factor 1) en un paciente con un fenotipo
de DFEH (Hamanaka K y cols., 2020). Esta mutacion resulta en la ausencia de la isoforma larga
de la proteina LRIF1, la relajacién de la cromatina en D474, y la expresion de DUX4 y sus genes
diana en los nucleos de los miocitos, sellos moleculares y epigenéticos de la DFEH. Se ha visto
que la proteina codificada por el gen SMCHD1 estd implicada en la compactaciéon de la
cromatina del cromosoma X inactivo (Xi) a través de la interaccién con la proteina codificada
por el gen LRIF1 (Ligand-dependent nuclear receptor-interacting factor 1). Los dos genes junto
con la proteina heterocromatica HP1 (heterochromatin protein 1), unen los dominios de las
histonas H3K9me3 y XIST-H3K27me3 para organizar la estructura de la cromatina del # Xi
(Norwood FL y cols., 2009). Por lo tanto, el gen LRIF1 es también un modificador epigenético

de la region D474 y gen responsable de la DFEH2 idiopatica (Hamanaka K y cols., 2020).

3.2. Penetrancia

Una de las caracteristicas de la DFEH entre los pacientes siempre ha sido la gran
variabilidad en la gravedad clinica y en la edad de comienzo. En 1982, utilizando curvas de
regresion, Padberg GW calculd que el 94,3% estaban clinicamente afectos a la edad de 20 afios,
aunque el 2,5% de los portadores podria no haber expresado el desorden a los 57 afios de
edad. En 1989, Lunt PW y cols. estimaron una penetrancia de menos del 5% para edades entre
0-4 afos, del 21% para 10 aios, del 58% para 15 afios, del 86% para 20 afos y del 95% por
encima de los 20 afios.

Gracias a las pruebas moleculares en los familiares sanos “en riesgo” se pudo
confirmar molecularmente a los portadores del fragmento delecionado en 4q35. En 1998 Zatz
M y cols. en una primera serie de 52 familias brasilefias con DFEH, observaron que 19 de 131
individuos portadores del fragmento delecionado permanecian asintomaticos y sugirieron una
diferencia significativa entre varones y mujeres, encontrando una penetrancia del 95% para

varones de 30 afos, pero sélo del 69% para mujeres, dando una penetrancia combinada del
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83% a la edad de 30 afios. Posteriormente, Ricci E y cols. (1999) publicaron 7 casos no
penetrantes con edades desde los 20 a los 69 afos entre 220 individuos a riesgo no afectos,
todos ellos con fragmentos en el rango de 21-27 kb. Teniendo esto en consideracidn, hay que
ser cautos a la hora de definir a una persona como asintomatica, ya que especialmente
aquellas mayores de 30 afios podrian presentar sintomas con un examen clinico mas detallado.

A pesar de encontrar portadores asintomaticos en aproximadamente el 30% de las 106
familias estudiadas con DFEH (506 individuos), algunas familias concentraron mas casos no
penetrantes con otros factores genéticos que seguramente contribuyen a la gravedad de la
presentacion clinica (Tonini MMO vy cols., 2004). Un 20% de familiares de los 238 probandos
que eran portadores de un fragmento reducido permanecian asintomaticos o minimamente
afectos.

Un 1% de los casos de pacientes portadores de fragmentos <38 kb, pueden explicarse
por translocaciones homogéneas 4:10 en las cuales el grupo de repeticiones del # 4 reside en
el # 10 y estos casos no son patoldgicos porque el origen del fragmento es el # 10 (posibles
falsos positivos, tienen otra patologia diferente a la DFEH1). Por otro lado, tenemos casos con
fragmentos D4Z4 <38 kb que pueden confundir un alelo hibrido H1 (compuesto de
repeticiones del # 10 seguidas de repeticiones del #4) en el # 4 y por tanto patoldgico, con un
fragmento del # 10, no patolégico, que tuviera el mismo patrén en la primera y tercera
digestion (diferencia de 6 kb entre las dos digestiones) (casos de falso negativos).

En 2012, Lemmers RJ y cols., describieron mutaciones en el gen SMCHD1 que influyen
en la penetrancia de la enfermedad en los pacientes con DFEH1 (Sacconi Sy cols., 2013; BalogJ
y cols., 2015; Larsen M y cols., 2015). En el caso de la DFEH2 se encuentra un porcentaje
similar de casos asintomaticos a la DFEH1 (Lemmers RJ y cols., 2012).

Estas observaciones sugieren que aln no conocemos completamente la complejidad
genética que da lugar a la DFEH y que queda mucho por saber sobre el contexto genético que

puede modular la presentacion de la enfermedad.

3.3. Influencia del sexo en la presentacion clinica

Los primeros estudios no distinguieron cambios entre la edad de comienzo, la
gravedad o la penetrancia relacionados con el género, hasta que Becker PE en 1953 establecié
una diferencia en gravedad de pacientes mujeres y, en otro trabajo Chung CS y Morton NE
(1959) encuentraron diferencias de género en la edad de comienzo de la clinica.

Se han descrito en varios trabajos antiguos una influencia especifica de género en el

grado, edad de comienzo y velocidad de la progresion de la enfermedad en la DFEH (Padberg
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GW, 1982; Lunt PW y cols., 1989; Lunt PW y Harper PS, 1991; Padberg GW 1998; Zatz M y cols.,
1998; Tonini MM vy cols., 2004). Se ha propuesto que la edad de comienzo de la enfermedad
es invariablemente mds tardia en mujeres y que ademds presentan una forma de la
enfermedad menos grave (Tonini MMO y cols., 2004). Algunos trabajos proponen que esto
puede estar relacionado con el estatus hormonal que de alguna manera confiere un efecto
protector leve (Zatz M y cols., 1998). En concordancia con este punto de vista, la progresion de
la enfermedad en mujeres se ve considerablemente acelerada después de la menopausia
(disminucion de estrégenos). También ha sido observado que la proporcién de mujeres
mosaico es significativamente mayor que la de varones mosaico (Zatz M y cols. 1998, Van der
Maarel SM y cols., 2000) aunque los varones con mosaicismo presentan sintomas con mas
frecuencia que las mujeres con mosaicismo, y que para un determinado tamafio de mutacién,
los varones requieren un porcentaje considerablemente menor de células mutadas que las
mujeres para manifestar los sintomas de la enfermedad. Por lo tanto, los varones con
mosaicismo tienden a presentarse como el caso indice de mutacién de novo, mientras que las
mujeres mosaico tienden mds a encontrarse como progenitor asintomatico de un
aparentemente caso de novo no mosaico, pero generalmente severo, en una familia (van der
Maarel SM vy cols., 2000).

La investigacion de la posible correlacidn del nivel de metilacién con la gravedad de la
enfermedad (Balog J y cols., 2012) reveld que los varones predominaban en el grupo con un
curso mas grave de la enfermedad y una mayor hipometilacion de la regién de repeticiones
D4Z4. Sin embargo, de acuerdo con el trabajo de Lemmers RJ y cols., en 2015 en una muestra
de mas de 500 pacientes, los niveles de metilacién no diferian estadisticamente entre los dos
sexos, por lo que la controversia sobre la relacion del sexo y el fenotipo de DFEH y sus bases

moleculares todavia se mantiene.

3.4. Anticipacion

Definimos la anticipacion clinica en la DFEH como el comienzo mas temprano de la
enfermedad en sucesivas generaciones (Ztaz y cols., 1995). La anticipacidon clinica fue
confirmada por otros autores en distintas poblaciones (Zatz M y cols., 1995; Goto K y cols.,
1995; Lunt PW vy cols., 1995 Muscle Nerve; Tawil R y cols., 1996). Aunque la mutacion
permanezca igual en todos los casos dentro de una familia (Lemmers RJ y cols., 1998), a veces
el problema inherente en estos analisis es que el dato de la edad de inicio de sintomas clinicos
no siempre es exacto y como consecuencia las conclusiones pueden no ser fiables. Ademas,

algunos portadores asintomaticos o minimamente afectos no son conocedores de que tienen
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alguna debilidad. El grupo de Zatz M y cols. ha reevaluado los datos con un nimero grande de
familias con muchos pacientes de comienzo tardio que han sido seguidos durante mds de 20
afios. En esa muestra se estudiaron las diferencias de la edad de comienzo en tres
generaciones, siendo estadisticamente significativas las diferencias entre las generaciones | y I
pero no entre la Il y lll, sugiriendo la presencia de anticipacién clinica sélo entre las dos
primeras generaciones lo que puede sugerir un sesgo de memoria (cuando hay conciencia de
enfermedad en la familia no hay anticipacion). Es importante sefialar que en la generacién |
hay una mayor proporcion de individuos asintomaticos o minimamente afectos mientras que
en la generacion Il, la mayoria de los casos tienen una presentacidn clinica clasica. Una
hipdtesis especulativa es que el fenotipo podria ser mas estable (entre 2 generaciones) entre
individuos con el fenotipo clasico que entre los asintomaticos o minimamente afectos los
cuales tendrian una mayor posibilidad de tener una descendencia sintomadtica mas que
asintomatica. Esto podria explicar por qué no se encuentra anticipacion en algunas genealogias
donde hay muchos individuos con la forma clasica de DFEH (Ricci G y cols., 2013).

Zatz M y cols. (1998) también observaron que entre la descendencia de 27
descendientes nacidos de 15 madres asintomaticas, habia significativamente mas hijos afectos
(20) que hijas (7). Este hallazgo suscito la pregunta de si la anticipacidn clinica no sélo diferia
entre hijos sino si estaba también influenciada por la transmision parental y/o el género de la
descendencia. Para testar esta hipdtesis en una gran muestra, compararon cuatro posibles
transmisiones: madre-hijo con una frecuencia de anticipacion del 84,4%, transmision madre-
hija (67,7%), transmisidon padre-hijo (50%) y transmisién padre-hija (68,4%). Por lo tanto,
aunque ocurre en todos los grupos, la anticipacién clinica parece significativamente mas
frecuente para transmisiones madre-hijo, con posibles implicaciones en el consejo genético.

El 40% de los casos de novo de deben a un mosaicismo somatico y normalmente
presentan una clinica mas leve, lo que nos puede llevar a estimar una anticipacion aparente ya
que su descendencia va a estar mas precoz y gravemente afectada (van der Maarel SM vy cols.,
2000). Cuando fueron analizadas las edades de comienzo y la valoracién fue hecha dentro de
cada familia, se observd que la anticipacidn clinica ocurria en el 70% de las familias y en el
63,7% cuando los portadores mosaico asintomaticos eran excluidos.

Actualmente, no hay disponible una explicaciéon satisfactoria para la posible
anticipacidon y se necesitan estudios a mayor escala con una buena caracterizacion clinica para

confirmar o rechazar la existencia de anticipacién en la DFEH (Zernov N y Skoblov M, 2019).
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3.5. Correlacion clinico-molecular

Como ha quedado visto, el diagndstico clinico de la DFEH es a menudo dificil ya que el
comienzo de la enfermedad y la expresién fenotipica es extremadamente variable, tanto
dentro de una misma familia como entre familias (Lunt PW y cols., 1995 Hum Mol Genet;
Padberg GW vy cols., 1995). Unos miembros de una familia pueden mostrar una grave
incapacidad con afectacién de otros érganos ademas del musculo esquelético (retina, oido),
mientras otros familiares portadores permanecen casi asintomdticos.

Como marcadores clinicos de la enfermedad en las diferentes poblaciones estudiadas
por todo el mundo (Jardine PE y cols., 1994; Lunt PW y cols., 1995 Hum Mol Genet; Lunt PW y
cols., 1995 Muscle Nerve; Zatz M y cols., 1995; Tawil R y cols., 1996; Padberg GW, 1998), se
han utilizado la edad de comienzo, la edad en la que se requirio silla de ruedas, o directamente
la gravedad clinica medida mediante diferentes escalas.

A pesar de la relacién que existe entre el defecto genético y el fenotipo clinico en los
pacientes con DFEH, no es posible predecir la gravedad de la expresion de la enfermedad en
un individuo concreto debido a la alta variabilidad intrafamiliar observada (Butz M y cols., 2003;
Tonini MM y cols., 2004) teniendo en cuenta el hecho de que todos los miembros afectos de la
familia exhiben el mismo tamafo de fragmento patoldgico EcoRl (Wijmenga C y cols., 1992;
Upadhyaya My cols., 1993; Wijmenga C y cols., 1993 Neuromusc Disord). Esto hace que con la
informacidn actual no se pueda dar un consejo adecuado sobre la evolucion de la enfermedad
a un paciente en funcidn de su patologia molecular.

A pesar de estas limitaciones, al estudiar las grandes series si se establece una relacidn
inversa entre el tamafio del fragmento y la severidad y progresién de la DEFH1 (Lunt PW et al.,
1995). Los pacientes con DFEH1 que tienen un menor nimero de repeticiones D4Z4 (1-3
unidades) a menudo estan mas severamente afectos (Tawil R y cols., 1996). Esta correlacion se
da en el rango de fragmentos pequerios (de 10-18 kb, mientras que en rangos intermedios (18-
30 kb) y préximos al limite patolégico (mayores de 30 kb) existen dificultades crecientes para
establecer una correlacidon genotipo-fenotipo debido a esa gran variabilidad en el grado de
debilidad muscular observada en estos pacientes (Lunt PW y cols., 1995; Butz M y cols., 2003).

En el rango superior de tamafio del fragmento que se puede asociar con sintomas
clinicos (es decir, 9-11 repeticiones o 35-42 kb), parece probable que la poblacién con DFEH y
la poblacidn control compartan estos rangos por lo que se le ha denominado zona gris, en la
que la asignaciéon de causalidad de la enfermedad al fragmento requiere de mas estudios. No
se han publicado mutaciones de novo para fragmentos en este rango, donde la penetrancia es

muy baja (Lunt PW vy cols., 1995 Muscle Nerve; Busse K y cols., 2000; Lunt PW, 2000; Tonini
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MM vy cols., 2004). En estudios posteriores (Scionti | y cols., 2012; Ricci G y cols., 2013) se ha
publicado que un 3% de la poblacién control porta fragmentos en el rango patolégico con 4-8
repeticiones. Ademas, se ha observado que el 1.3% de la poblacién control porta un haplotipo
permisivo 4gA161, y que el 2% de la poblaciéon control tiene un fragmento en el rango
patoldgico que es variante 4gA. Dentro del rango de las 7-8 repeticiones han encontrado una
gran variabilidad fenotipica constituyendo un subgrupo genético diferente de la forma clasica
de DFEH. Se ha determinado en poblacidn italiana, que un 1.7% de la poblacion control es
portadora de un fragmento de 7-8 repeticiones D4Z4. Por estos motivos, este grupo de
pacientes necesita no solo la confirmacién molecular si no también una precisa caracterizacion
clinica de los pacientes y familiares que accedan a realizarse el estudio molecular y asi poder
dar un consejo genético mas certero, algo que no siempre es posible (Ruggiero Ly cols., 2020).

Parece que en esos rangos préximos a las 38 kb, los modificadores de la cromatina que
actuan en D4Z4 juegan un papel muy importante en la susceptibilidad de la cromatina de esa
region a relajarse, aunque la naturaleza de esos factores no se conoce del todo (Lemmers RJ y
cols., 2015). El nivel de metilacion del alelo 4gA en miocitos y sangre derivada de pacientes
sintomaticos con fragmentos préximos al limite patoldgico, es menor que en los familiares
asintomaticos en esas familias (Jones Tl y cols.,, 2015). Parece que en estos rangos de
fragmentos préximos al limite (zona gris) la metilacion no viene solo dada por el tamario del
fragmento y que se requiere otro factor (ya sea genético, epigenético o ambiental) para
expresar la enfermedad (Statland JM y cols., 2015). Aunque esto sugeriria que los individuos
con fragmentos préximos al limite patoldgico estdn mas frecuentemente no afectos, también
se han identificado casos portadores de un alelo permisivo con un fragmento de 1-3
repeticiones que no estan afectados (Nikolic A y cols., 2016). En un estudio de una cohorte de
pacientes entre los 0 y 17 afios y otra cohorte de pacientes de comienzo temprano con 22 afios
de seguimiento, se ve que existe también un amplio rango de gravedad de la enfermedad que
abarca el espectro completo de la DFEH, con algunos pacientes en silla de ruedas mientras
otros todavia podian andar sin ayuda (Goselink RJM y cols., 2018). Esto indica que las bases
fisiopatoldgicas que definen el fenotipo y la gravedad clinica de los pacientes de comienzo
temprano todavia no son bien comprendidas.

Estos estudios muestran que el estado epigenético y la actividad transcripcional de la
contraccion D4Z4 no estd relacionada perfectamente con el nimero de unidades en el alelo
permisivo, y que otros modificadores epigenéticos juegan un papel en el grado de relajacién
de la cromatina en esa region. Un ejemplo de factor modificador es el gen SMCHD1 que influye

en la expresién del gen DUX4 (Lemmers RJ y cols., 2012; Balog J y cols., 2015). Cuando un
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fragmento de tamafo préximo al limite (DFEH1) se hereda junto a una mutacién en el gen
SMCHD1 (DFEH2) se observa un fenotipo mas grave (denominado DFEH1+DFEH2) (Sacconi Sy
cols., 2013). De forma similar, el gen DNMT3B puede actuar como un modificador de la
enfermedad en familias con DFEH1 (van der Boogard MLy cols., 2016).

Aunque nos hemos referido a la DFEH2 como la forma de DFEH independiente de la
contraccién, un amplio andlisis en controles y pacientes con DFEH2 ha revelado también una
dependencia del tamano del fragmento (Lemmers RJ y cols., 2015). La media del tamafio del
fragmento encontrada en este trabajo en controles es de 115 kb (33 repeticiones), mientras
qgue en los pacientes con DFEH2 es de 60 Kb (16 repeticiones) (de Greef JC y cols., 2010;
Lemmers RJ y cols., 2015). Como excepcidn a esta norma, se han encontrado algunos casos
que tenian fragmentos inusualmente grandes (>70 Kb) pero que se explicaron con la presencia
de eventos de duplicacion en D4Z4 (Nguyen K y cols., 2017; Lemmers RJ y cols., Hum Mol
Genet. 2018).

Se han mostrado evidencias de que la DFEH tipo 1 y tipo 2 forman un continuo de
enfermedad (Sacconi S y cols., 2019). En este trabajo se llevd a cabo un analisis del efecto
combinado del tamafo del fragmento D4Z4 y de la mutacién en SMCHD1 en el estado de
metilacion en la regiéon D4Z4. Este estudio mostrd que los niveles de metilacién en los
pacientes con DFEH1+DFEH2 (9 o 10 repeticiones combinado con una mutacién en SMCHD1) y
en los pacientes con DFEH2 (>11 repeticiones con una mutacién en SMCHD1) forman una
escala continua junto a los pacientes con DFEH1. Estos niveles bajos de metilacién en D4Z4
estan asociados a una mayor gravedad de la enfermedad (corregida por la edad) y a una
progresion mas rapida (Sacconi Sy cols., 2019).

La gravedad de los pacientes con DFEH2 esta determinada en parte por el tamafio del
fragmento en el alelo permisivo y en parte también por el tipo de mutacién. En general, las
mutaciones sin sentido dan un fenotipo mas grave que las mutaciones de cambio de pauta de
lectura o coddén de parada que causan haploinsuficiencia (pérdida de funcién) (Lemmers RJ y
cols., 2015; Brideau NJ y cols., 2015; Hamanaka K y cols., 2016). En estudios recientes se ha
identificado la pérdida de una copia del gen SMCHD1 a través de microdeleciones del # 18p, o
la pérdida del brazo corto del # 18 en el sindrome de delecién 18p (18p-) (Balog J y cols., 2018;
Lemmers y cols., 2015) que se asocia a una expresién de DUX4 en los mionucleos cuando estd
presente un alelo permisivo 4qA (Balog J y cols., 2018). Aunque estos pacientes presentan un
amplio rango de sintomas no relacionados, en algunos casos se detectaron caracteristicas
clinicas de la DFEH, demostrando que la pérdida de una copia de SMCHD1 puede causar DFEH2
(BalogJ y cols., 2018; Renard D y cols., 2018).
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Cuando los pacientes con DFEH, ya sean DFEH1 o DFEH2, tienen mas de un alelo
permisivo 4gA, puede ocurrir que la expresién bialélica de DUX4 resulte en una mayor
susceptibilidad a la presentacion de la enfermedad cuasando un fenotipo mas grave (Lemmers
RJ y cols., 2018). Si la presentacidn clinica es mucho mas leve de lo que cabria esperar para ese
tamafio de fragmento, se deberia considerar la posibilidad de mosaicismo somatico para una

mutacion de novo (van der Maarel SM y cols., 2000).

3.6. Estudios complementarios

Aunque el dato definitivo para la evaluacion de pacientes con sospecha de DFEH es el
estudio genético, se pueden hacer otra serie de estudios mas inespecificos pero que orienten
el diagndstico, como son:

Creatina fosfoquinasa (CPK): los andlisis de laboratorio de muestras de sangre de

pacientes con DFEH pueden demostrar un nivel normal o moderadamente incrementado de la
CPK; sin embargo, estos niveles raramente superan cinco veces el limite superior (Ricci G y
cols., 2014).

Electromiograma (EMG): el EMG mide la actividad eléctrica del muasculo y muestra

signos inespecificos de dafio muscular. Los estudios de EMG se caracterizan por potenciales
polifasicos de baja amplitud presentes durante breves intervalos de tiempo (Orrell RW, 2011).

Resonancia magnética (RM): los parametros de resonancia magnética del musculo se

correlacionan con las medidas de resultado clinico y la gravedad de la enfermedad. Los
estudios de RM cldsicamente reflejan que el tejido muscular sano esta siendo reemplazado por
areas de tejido graso y fibroso. Antes del reemplazo graso y fibroso, las imagenes de RM en T2
demuestran un aumento del contenido de agua en los musculos afectados (Tasca G y cols.,
2012). Ademas, las secuencias STIR (secuencias ponderadas en T2 con anulacién de la sefial de
la grasa) detectan la inflamacion del musculo, reflejando potencialmente una fase mas activa
de la enfermedad (Tawil R y cols., 2016; Mul K y cols., 2017; Frisullo G y cols., 2011). Esta
correlacién entre la sefial STIR y la enfermedad activa es de particular interés, ya que esos
musculos pueden tener un mayor riesgo de degeneracién y, por lo tanto, un objetivo ideal
para el tratamiento y el seguimiento de los efectos del tratamiento. Se estdn realizando
estudios longitudinales para evaluar la sensibilidad de la resonancia magnética como un
biomarcador de la progresion de la enfermedad a lo largo del tiempo (Hamel J y Tawil R, 2018).
La RM es una herramienta eficaz para diferenciar la DFEH de otro tipo de distrofias ya que es
capaz de identificar su afectacion muscular especifica y asimétrica, dirigir el diagndstico

molecular y llevar un seguimiento de la enfermedad (Gerevini S y cols., 2016). En un estudio
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reciente, se detectaron similitudes y diferencias entre la DFEH1 y DFEH2; diferencias en un
gradiente rostro-caudal, con una participacion predominante de los musculos de MMII en
comparacién con la cintura escapular y mayor porcentaje de hiperintensidades STIR en la
DFEH2 (Giacomucci Cy cols., 2020).

Biopsia muscular: cuando se realiza una biopsia de tejido muscular en pacientes con

DFEH, las fibras musculares muestran patrones alternos de degeneracién y regeneracion,
redondeo, fibrosis, un mayor numero de nucleos internos e inflamacién de los linfocitos
(Statland JM vy cols.,, 2015). La disponibilidad del estudio genético, permite establecer
definitivamente el diagndstico sin necesidad de la biopsia de musculo mas invasiva y menos
especifica. En el caso de que el estudio genético para la confirmacion del diagnéstico de DFEH
sea negativo, deben considerarse otros estudios genéticos adicionales a la biopsia muscular
(Lemmers RJ y cols., 2012). Por otro lado, la expresién génica en la biopsia muscular se ha

incluido como biomarcador de eficacia en la mayoria de ensayos con inhibidores de DUX4.

Otras evaluaciones recomendadas a tener en cuenta a la hora de valorar la clinica de
un paciente con DFEH de cara a un ensayo clinico son las siguientes:

La FSHD-COM (Facioscapulohumeral Composite Functional Outcome Measure) es un
evaluador de 18 tareas motoras funcionales validadas individualmente (Eichinger K y cols.,
2018). Las regiones del cuerpo representadas coinciden con las areas de importancia
identificadas por los pacientes e incluyen: funcién de la pierna, funcién del hombro y del brazo,
funcién del tronco, funcién de la mano y el equilibrio. La escala total tiene 72 puntos, dando un
mayor peso a las areas funcionales que se ha observado mdas preocupan a los pacientes:
funcién de la pierna, del hombro y del brazo. Cada elemento individual se puntta de 0 a 4,
donde 4 representa la peor puntuacion en relacidon a la funcién y 0 la puntuacién de una
funcién normal, no afectada. Esta medida sirve para evaluar las diferencias funcionales tanto
en pacientes ambulatorios como en los que no lo son.

La miografia de impedancia eléctrica (E/IM — Electrical Impedance Myography -) es un

test no invasivo para medir la imperancia de los musculos en un rango de frecuencia entre 1
kHz y 10 MHz, aplicando una corriente eléctrica de baja intensidad (< 1mA) mediante unos
electrodos, cuyo voltaje resultante se mide usando otros electrodos que lo convierten a
parametros de resistencia (R) y reactancia (X) con la finalidad de valorar los musculos de los
individuos con enfermedad neuromuscular. El test dura 30 min y ha demostrado en estudios

previos de DFEH su reproducibilidad, validez y sensibilidad (Statland JM y cols., 2016; Mulk K y
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cols., 2018). Se valoran los siguientes musculos: deltoides, biceps, triceps, vasto lateral, tibial
anterior y gastrocnemio medio, y cada musculo normalmente se mide 3 veces.

La MFM1 (Motor Function Measure Domain 1) es un test validado (Vuillerot C y cols.,
2012) relacionado con la posicién de pie y los cambios de posicidn, que consta de 13 puntos y
gue se tarda en realizar 10 min.

La funcidn facial (IOPI) es una prueba para cuantificar la fuerza bucal, de los labios y la

lengua con datos publicados dentro de unos rangos normativos para mediciones linguales
(Adams Vy cols., 2015). Las pruebas de resistencia se realizan pidiendo al sujeto que mantenga
el 50% de la presion maxima de los labios durante el mayor tiempo posible mientras ve la luz
de la pantalla de IOPI para medir el 50% del esfuerzo. Lo mismo para valorar la parte anteriory
posterior de la lengua, la fuerza bucal y la fatiga.

Espacio de trabajo accesible: los pacientes se sientan frente a una cdmara estéreo y

realizan un protocolo estandarizado de las extremidades superiores bajo la supervision de un
evaluador clinico (Han JJ y cols., 2013 y 2015). Se afiaden 500 gr. de peso en las mufiecas del
sujeto. El grupo de movimientos estandarizados consiste en levantar el brazo desde la posicidn
de reposo hasta por encima de la cabeza manteniendo el codo extendido, realizando el mismo
movimiento en planos verticales en torno a 0, 45, 90 y 135 grados. El segundo conjunto de
movimientos consiste en barridos horizontales a nivel del ombligo y el hombro. Cada conjunto
de movimientos se repite 3 veces con el brazo izquierdo y derecho. Se ha demostrado, que una
reduccion en el espacio de trabajo accesible refleja el deterioro de la fuerza de las
extremidades superiores en la DFEH (Han JJ y cols., 2015).

Test de fuerza se realiza utilizando el MMT (Manual Muscle Testing) basado en una
escala de 10 puntos modificada de la del Consejo de Investitacion Médica (Medical Research
Council) con posiciones estandarizadas para cada musculo, y la prueba de fuerza de agarre
isométrica maxima de la mano se realiza usando un dinamométro de fuerza manual (Personius
KE y cols., 1994; Tawil Ry cols., 1994).

Funcidén respiratoria con la que se obtiene la capacidad vital forzada y el volumen de

expiracién forzado en 1 segundo, medidas estandarizadas en la practica clinica.

El test de caminar durante seis minutos (6MWT — six minute walking test-): valora la

capacidad aerdbica y la resistencia durante la actividad fisica (incluye los sistemas pulmonar y
cardiovascular, la circulacidon sanguinea y periférica, las unidades musculares y el metabolismo
corporal).

Las escalas de gravedad clinica que se determinaran mediante un examen fisico

especifico y una prueba de fuerza (MMT) son dos, la Escala de severidad clinica (CSS — Clinical

73



INTRODUCCION

Severity Score-) y la Escala clinica de la DFEH (FCS — FSHD Clinical Score) (Ricci E y cols., 1999;

Lamperti C y cols., 2010). Las puntuaciones de gravedad clasifican la debilidad en la cara, los
hombros, los brazos, las MMII distales y proximales en una escala de o bien 10 puntos (CSS) o
de bien 15 puntos (FCS). Ambas escalas se han utilizado en estudios genéticos para identificar
individuos con DFEH mediana y gravemente afectos con buenos resultados.

Medidas de los sintomas informados por el paciente como importantes:

- El cuestionario FSHD-HI (FSHD-Health Index) se disefié para medir tanto la calidad de
vida como la salud general del paciente con DFEH con 14 apartados especificos: 1) movilidad y
deambulacién; 2) debilidad motora fina y distal del brazo; 3) limitacion proximal de la
extremidad superior y del hombro; 4) debilidad del tronco; 5) deterioro de la actividad
especifica; 6) angustia emocional; 7) imagen corporal alterada especifica; 8) discapacidad
cognitiva; 9) insatisfaccidn con el rol social; 10) limitaciones sociales; y sintomas especificos de
la DFEH como: 11) fatiga; 12) dolor; 13) dificultades de comunicacién/debilidad facial; y 14)
disfuncidn gustativa. Cada uno de estos apartados han sido previamente identificados por los
pacientes con DFEH como los que tienen mayor importancia para ellos (Johnson NE y cols.,
2012; Hamel J y cols., 2019).

- El PROMIS57 es un instrumento probado en poblaciones generales que genera
puntuaciones para la funcidn fisica y el impacto de las limitaciones fisicas en la vida diaria
(Cella Dy cols., 2010; Personius KE y cols., 1994).

- La UEFI15 (Upper Extremity Functional Index) es una medida validada en pacientes
para medir la disfuncion de la extremidad superior (Hamilton CB y cols, 2013; Chesworth BM y
cols., 2014).

- La escala fisica FDI (Facial Disability Index) es un cuestionario que consta de 5
preguntas que valoran el impacto fisico de la debilidad facial (VanSwearingen JM y cols., 1996)
y también evalla el promedio de caidas mensuales y el promedio semanal de ejercicio
realizado.

- Laguia para determinar los cambios clinicos minimos importantes: para conseguir esto
se les pide a los pacientes que rellenen un cuestionario “domain-delta” para valorarse a si
mismos y determinar su percepcién de salud general y calidad de vida al principio del estudio y
mensualmente hasta que finalice el estudio, que sirve para acompanar al cuestionario FSHD-HI

(Johnson NE y cols., 2012; Hamel J y cols., 2019).
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HIPOTESIS

En una tesis como ésta, que abarca el trabajo de reflexién y conceptualizacién
realizados en torno el diagndstico de la DFEH en los ultimos 20 afios, la hipdtesis y objetivos,
necesariamente han ido modificdAndose con el tiempo, a medida que avanzaba el conocimiento
de la enfermedad y se completaba el conocimiento de las bases moleculares de la DFEH1, y

posteriormente de la DFEH2.

La DFEH es un sindrome clinico-genético con un diagndstico molecular complejo que
necesita de una caracterizacidon de los defectos genéticos en diferentes planos (genético y
epigenético) en la poblacién con una sospecha clinica de sufrir la enfermedad o de ser
portadora por ser familiar de un caso confirmado. Esta dificultad diagndstica se traslada al
consejo genético reproductivo ya sea éste prenatal o preimplantacional, con dificultades
técnicas derivadas tanto de la toma de muestras, de la calidad del ADN obtenido, etc... que se
afaden al propio proceso diagndstico. Nos planteamos por tanto como hilo conductor de la
hipdtesis de esta tesis que el diagndstico molecular de la DFEH en contexto clinico debe
adaptarse a la situacién de cada caso para resolver las particularidades genéticas concretas y

ser util en la clinica.

En este sentido no en todos los casos vale con la deteccidn del fragmento patoldgico y
la caracterizacion de los haplotipos permisivos, sino que la hipometilacién de la regién del
cromosoma 4 es un componente clave en el desarrollo de la enfermedad con la hipétesis de

que podria correlacionar con la gravedad y con el prondstico funcional.

Otro aspecto contemplado en la hipdtesis es que el diagndstico diferencial con otras
patologias musculares no es facil desde el punto de vista clinico lo que, unido a la gran
heterogeneidad clinica presente incluso dentro de una misma familia, hace que el diagndstico
molecular sea una pieza clave para diferenciar la DFEH de otras entidades clinicas préximas,

algunas de las cuales comparten incluso rasgos epigenéticos.

Esta tesis pretende establecer las diferentes aproximaciones técnicas a aplicar en cada
caso, estableciendo el mejor algoritmo diagndstico que permita resolver la complejidad
existente (translocaciones entre los cromosomas 4 y 10, deleciones de la region de la sonda
gue reconoce el fragmento patolégico en el caso de la DFEH1, casos de mosaicismo, etc.) con

el mejor rendimiento diagndstico para un correcto abordaje del diagnéstico de la DFEH.
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OBJETIVOS

1.

2.

3.

4.

Establecer el mejor flujo de trabajo en el diagndstico molecular de los diferentes
subtipos moleculares de la DFEH (DFEH1 y DFHE2) y resolver los casos complejos de

DFEH1 en contexto clinico.
a. Valor diagndstico de la electroforesis horizontal (LGE)
b. Aportaciones al diagndstico de los nuevos hallazgos:
i. Electroforesis de campo pulsante (PFGE)

ii. Variante permisiva y los haplotipos SSLP

Caracterizacion molecular de una serie extensa de pacientes con sospecha de DFEH
mediante el estudio de la delecién D4Z4 en la DFEH1 y de los genes SMCHD1 y
DNMT3B en la DFEH2.

a. Correlacion con la clinica

b. Evolucién temporal de la tasa de diagndsticos positivos y negativos

Analisis de la metilaciéon en la region D4Z4, en pacientes con diagndstico molecular

confirmado de DFEH1 y DFEH2 y estudio de su correlacion con la clinica.

Establecer el valor de wun algoritmo de diagndstico molecular integrado
(genético/epigenético) en un contexto clinico-asistencial incluyendo el diagndstico

prenatal cuando hay una sospecha de DFEH.
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MATERIAL Y METODOS

1. Origen de los pacientes y tipos de muestras

Los pacientes incluidos en este estudio se han reclutado desde la Unidad de
Neuromuscular del Hospital Universitario Donostia (HUD) y desde otros centros hospitalarios
de Espaina, tanto publicos como privados y también del extranjero para realizar el estudio
molecular de las patologias a estudio, en su mayoria para el estudio de DFEH, pero también
para realizar el diagndstico de otras entidades en que su fenotipo puede asemejarse a la de
una DFEH.

Tras obtener el consentimiento informado de cada paciente o sujeto a riesgo en el
centro de origen de la muestra, se procedio a la extraccién de la muestra de sangre periférica
mediante venopuncién para su posterior procesamiento y obtencién de ADN.

En nuestro laboratorio recibimos indistintamente sangre periférica fresca en EDTA o, el
ADN extraido (se recomienda una extraccion manual ya que la extraccion automdtica
fragmenta el ADN y no preserva bien los fragmentos de ADN de alto peso molecular y el
rendimiento es menor). En el caso de los diagndsticos prenatales recibimos la biopsia de
vellosidad corial en la semana 12 o bien el ADN fetal extraido, o bien amniocitos cultivados

durante unas 3 semanas o bien su ADN fetal extraido.

2. Recogida de datos

Tanto la informacién clinica que acompafia a las muestras enviadas como los
resultados del estudio molecular han sido recogidos en una base de datos de Access protegida
con clave.

Los individuos con DFEH se han clasificado en relacidn a la existencia de antecedentes
familiares (AF) de enfermedad neuromuscular en su familia o0 no como:

- Esporddicos o casos de novo: Si no existian antecedentes familiares de DFEH
confirmada ni evidencias de enfermedad neuromuscular en su familia.

- Casos familiares: aquellos en los que existia mas de un caso con DFEH en su familia
(caso propositus con progenitores u otros ancestros afectados). Dentro de los casos familiares

puede darse un caso de novo al estudiar el caso propositus con progenitores asintomaticos.
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3. Estudio molecular de la distrofia facioescapulohumeral tipo 1
(DFEH1)

Basandonos en nuestra experiencia de los dos primeros anos, establecimos de partida
unos criterios minimos de calidad para el diagndstico molecular postnatal:

- Recibir como minimo 10 ml de sangre periférica fresca en EDTA (tubo con tapén lila),
idealmente recién extraida y enviada el mismo dia de la extraccion, o refrigerada a 4°C hasta el
dia siguiente de la extraccidn en que se envie la muestra.

- Si lo que se recibe es ADN extraido, se precisa un minimo de 30 pug de ADN (para
realizar las 3 digestiones por duplicado en cada paciente) y que la concentracion sea superior a
400 ng/pl. La extraccion de ADN debe ser manual, no automatica, ya que se preserva de esta
manera mejor la integridad del ADN y se evita lasu fragmentacion.

Estos criterios minimos de calidad en el caso de los prenatales son extremadamente
importantes. Es muy importante que en el centro que se realice la biopsia de vellosidad corial
se tenga experiencia, tanto en la obtencién de la muestra como en la extraccién de ADN de

forma manual, no automatica (el rendimiento es mucho menor y el ADN esta fragmentado).

3.1.  Extraccion de ADN a partir de sangre periférica

El ADN de todas las muestras se ha extraido manualmente a partir de sangre periférica
segln el método "Salting out procedure" descrito por Miller SA y cols. (1988). Se aisla el ADN a

una concentracién aproximada de 500 ng/pl.

3.2.  Extraccion de ADN a partir de vellosidad corial o liquido amniético

En el caso de estudio molecular en prenatales, el material de partida es una biopsia de
vellosidad corial (20 mg) extraida en la semana 11-12 de embarazo o liquido amnidtico
extraido entre las semanas 14-16 de embarazo. A partir de la vellosidad corial directamente o
a partir de los amniocitos cultivados durante 2-3 semanas tras la amniocentesis (4-5 flask T25

confluentes) se procede a la extraccion del ADN fetal (ANEXO 1).

3.3. Medida de la concentracion de ADN

La concentracidon de ADN se ha medido determinando la absorbancia a 260 nm y a 280

(Davis y cols., 1986) con el espectrofotometro Nanodrop ND-1000.
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3.4. Estudio molecular mediante electroforesis horizontal estandar (LGE — Linear

Gel Electrophoresis -)

Como herramienta habitual para realizar el diagndstico molecular de la DFEH se ha
utilizado la electroforesis horizontal estandar.

En los casos prenatales también se realiza el estudio mediante LGE y Southen blot
(método directo), pero si se trata de un caso familiar en el que contamos con varios individuos
afectos y sanos, podemos realizar en paralelo, el método indirecto mediante marcadores

proximales a la region de repeticiones D474 en el # 4 (ANEXO 5).

3.4.1. Discriminacion del fragmento patologico mediante triple digestion enzimdtica (EcoRl,

EcoRI/BInl, Xapl)

Se realiza la digestién del ADN mediante una triple digestién con los enzimas de
restriccion EcoRl (Cat. No. 1040A, Takara Bio), EcoRI/BInl (Cat.No. 751022A, Takara Bio), Xap!

(Cat. No. 10733911, Thermofisher), con una incubacién a 37°C durante un minimo de 6h.

3.4.2. Electroforesis horizontal (LGE)

El producto de la digestidon se carga en un gel de agarosa al 0,5% junto a un marcador
de alto peso molecular (Cat. No. 1703707, BioRad) para medir el tamafio de los fragmentos de
la digestidon (tampdn TAE1X). La electroforesis, cuyo fin es optimizar la separacion entre 5y 50
kb, se realiza a 65V durante 23h aproximadamente (como referencia se coge la banda de 8,3
kb del marcador, que debe estar a la altura de la parte inferior del gel). Después de la
electroforesis, se fotografia el gel bajo UV. Luego se trata el gel mediante una depurinacion (15
min en HCl 0,25N) seguida de un lavado rdpido en agua destilada y, por ultimo, se

desnaturalizacon NaOH 0,4 N durante 15 minutos.

3.4.3. Southern blot

Para transferir el ADN embebido en el gel a una membrana Hybond XL (Cat. No.
RPN303S, GE) se utiliza NaOH 0,4N durante 16h aproximadamente. Al dia siguiente se
neutralizan las membranas 2 min 30s en 2XSSC y se incuban colocadas cada una dentro de una

carpeta de papel Watman 3MM durante 2h a 80°C para que el ADN se fije a la membrana.
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3.4.4. Prehibridacion

En primer lugar, se realiza una prehibridacion de la membrana. Para ello se utiliza la
solucidn de hibridacion (MERCK, Cat. No. H7033) a la que hay que afiadir esperma de salmén
(MERCK, Cat. No. D9156) previamente hervido en una proporcion (100:1) y se calienta esta
mezcla a 65°C un minimo de 30 min para que se disuelva bien. Se pone la membrana en
contacto con 15 ml de solucién de hibridacion (precalentada a 65°C), durante
aproximadamente 1h a 65°C en un horno de hibridacion. Mientras realizamos la prehibridacion

de las membranas podemos ir marcando la sonda con el fésforo 32.

3.4.5. Marcaje radiactivo con fésforo 32 e hibridacion

La sonda p13E-11 (D4SF104S1) que se utiliza para el diagndstico de rutina de la DFEH1
se obtiene mediante amplificacién por PCR (ANEXO 2).

Se utiliza una sonda p13E-11 por membrana (1000 ng) y se marca al azar con o’*’P-
dCTP utilizando el Kit de marcaje “Megaprime DNA Labelling System” (GE) segun las
instrucciones del fabricante. Utilizamos el marcador Lambda DNA/Hindlll Marker, 2 (Cat. No.
SMO0101, Thermofisher) y se marca también una alicuota por tanda de membranas.

Afadimos por membrana 1 ug de sonda p13E-11y 0,1 pl de marcador a la solucién de
hibridacién y se pone en contacto con la membrana. Dejar en rotacién en el horno de

hibridacién O/N a 65°C (un minimo de 18 horas).

3.4.6. Lavados

Al dia siguiente se realizan 3 lavados de 10 min con 0,2xSSC/0,1%SDS. En caso de

necesidad se puede lavar con mayor astringencia en 0,2xSSC/0,1%SDS.

3.4.7. Autoradiografia y revelado

El revelado se ha realizado con el equipo Amersham Typhoon IP Biomolecular Imager
que consta de:

* Un escaner (Tyhoon IP) (1) que lleva incorporado el software ImageQuant para
analizar las imagenes.

* Image Eraser (2): Borra las pantallas de almacenaje de fdsforo para poder ser

reutilizadas.
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* Pantallas de almacenaje de fésforo (3): Recoge y almacena temporalmente una
imagen de la muestra radiactiva.
* Chasis (4): mantiene las pantallas de almacenaje de fdésforo en un ambiente

hermético sin luz.

(1) (2) (4)

Figura 31. En la imagen se pueden ver los distintos accesorios del escaner Typhoon Trio, el Image Eraser y los chasis

de exposicidén de pantallas

Mientras se estan realizando los lavados colocamos las pantallas en el Image Eraser
para su borrado. Después de lavadas las membranas, se dejan secar y se introducen en bolsas
de pldstico. Cada membrana en su bolsa de pldstico se coloca en el chasis y se cubren con la
pantalla. Se revelan las pantallas al dia siguiente en el Typhoon IP utilizando para ello el
programa Image Quant TL. Se obtiene la imagen en formato digital que nos permite trabajar
con distintos parametros (contraste, intensidad, cuantificacion de la sefial obtenida, etc).

Posteriormente se lee el tamafio de los fragmentos obtenidos y se comparan con los
del marcador de alto peso molecular. El tamafio de los fragmentos reconocidos por la sonda
p13E-11 se da en funcién del nimero de elementos repetidos de 3,3 kb presentes después de
la triple digestion.

Los criterios diagndsticos seguidos a la hora de interpretar los resultados obtenidos en
el diagndstico molecular de DFEH se han basado en el nimero de kilobases (kb) del fragmento
EcoRl obtenidas o el nimero correspondiente de repeticiones:

- DFEH1 (rango patoldgico): fragmento EcoRI con menos de 34 kb o 9 repeticiones.

- DFEH1 dudoso (rango dudoso o zona gris): entre 34-38 kb 0 9-10 repeticiones. Para
estos tamafios de fragmentos, dada la resolucién del gel, a veces es necesario
completar los analisis para precisar el tamafo exacto, con una electroforesis de
campo pulsante (PFGE).

- No DFEH1 (rango no patoldgico): con mas de 38 kb y o mas de 10 repeticiones
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En la literatura existe un consenso bastante extendido de considerar DFEH con un
fragmento menor de 38 kb o 10 repeticiones (Wijmenga C y cols., 1992; van Deutekom JC y
cols., 1993), aunque existen otros grupos que el limite lo sitian en 34-35 kb (van Deutekom JC
y cols., 1996). Nosotros debido al gran nimero de muestras que recibimos sin informacién
clinica (55,8%) hemos decidido considerar DFEH con un fragmento por debajo de 34 kb, entre
34-38 kb (ambos inclusive) los consideramos dudosos, ya que existe poblacidon control con
fragmentos dentro de este rango (zona gris), y por encima de las 38 kb a los que no tienen

DFEH.

Las correspondencias aproximadas entre el tamafio del fragmento encontrado y el

numero de elementos repetidos se basan en la férmula (Butz M y cols., 2003):

Numero de repeticiones = (Tamaiio del fragmento en kb — 5kb secuencia flanqueante) / 3,3kb

N2 Repeticiones | Tamario del fragmento (kb)
1 9,10

2 12

3 15

4 18, 19, 20
5 21,22

6 24, 25, 26
7 28, 29

8 30, 31, 33
9 34, 36

10 38

Tabla 2. Correlaciéon del nimero de repeticiones con el tamafio del fragmento en kb (elaboracién propia).

A la hora de realizar la interpretacion de los fragmentos, hay que tener en cuenta que

existe una hibridacidn cruzada de la sonda p13E-11 utilizada con una region homadloga del # Y.

Esto aparece bajo la forma de un fragmento de alrededor de 9,2 kb encontrada en varones.
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Figura 32. Visualizacidn del fragmento inespecifico perteneciente al # Y en dos membranas con

pacientes a estudio (PFGE —izda-, LGE- dcha-).

En la primera digestidon con el enzima EcoRl se visualizan los fragmentos tanto del # 4
como los del # 10. Como en los fragmentos del # 10 existen dianas de restricciéon para el
enzima Binl, en la segunda digestién con los enzimas EcoRl y Binl se visualizan solamente los
fragmentos del # 4 (BInl-resistentes) con una diferencia de 3 kb entre la banda de la primera y
de la segunda digestién debido a la localizaciéon de la primera diana de restriccién para el
enzima BInl respecto a la diana para EcoRl. En los fragmentos del # 10 existen dianas de
restriccion especificas para el enzima Xapl, y en la tercera digestion con el enzima Xapl se
visualizan solamente los fragmentos del # 10 (B/nl-sensibles) con una diferencia de 6 kb entre
la banda de la primera y de la tercera digestién debido a la localizacién de la primera diana de

restriccion para el enzima Xapl (Lemmers R) y cols., 2001).
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Figura 33. Esquema del flujo de trabajo del diagndstico de DFEH

3.5. Estudio molecular mediante electroforesis de campo pulsante
(PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis -)

Es otra técnica complementaria que se utiliza en el diagndstico molecular de la DFEH1
y que puede utilizarse en lugar de la electroforesis horizontal de rutina (LGE). Su fin es
optimizar la separacién de fragmentos de ADN de gran tamafo molecular y se realiza en una
unidad de electroforesis especial (CHEF-DR Il Chiller System, BioRad) cuya diferencia con la
electroforesis horizontal es que cada cierto tiempo el campo eléctrico cambia de direccion
(pulsos) cambiando la orientacidon y las polaridades alternativamente. Con Southern blot
convencionales (utilizando la LGE) es dificil resolver tamafios de fragmentos mayores de 40 kb,
por lo que la PFGE se utiliza para incrementar la resolucidn ya que nos permite discriminar un

rango entre las 10-300 kb.
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|
|

Figura 34. Equipo de PFGE, esquema del funcionamiento de los pulsos eléctricos de la PFGE y una imagen de una

membrana revelada de PFGE incluyendo las 3 digestiones realizadas en 9 pacientes

Se realiza también una triple digestidon, pero esta vez se afiade el enzima Hindlll (Ref:
A141060A, Takara Bio) a la digestidon de EcoRIl porque aumenta la resolucidon dentro del rango
de 20 a 50kb y no corta dentro del mismo grupo de repeticiones. Para realizar la técnica de
PFGE se puede partir o bien de ADN liquido o bien de bloques de agarosa en los que estd
embebido el ADN.

Lo ideal para la PFGE es utilizar el ADN embebido en bloques de agarosa ya que
permite una resolucién de hasta 300 kb para obtener una informacién completa de los alelos
provenientes del # 4 y del # 10 y detectar mejor los casos mosaicos e hibridos. Normalmente la
PFGE se utiliza como prueba complementaria a la LGE cuando hay una justificacién o bien
molecular (sospecha de un fragmento translocado, de un fragmento hibrido o de un mosaico)
o clinica (confirman que el fenotipo es de DFEH y se sospecha que pueda deberse a una
delecion en la regidn de la sonda) para continuar el estudio en dicho paciente.

En nuestro laboratorio desde que comenzamos a realizar el estudio molecular de la
DFEH hemos utilizado ADN liquido para el estudio, ya que las muestras llegan en primer lugar
para descartar DFEH1 mediante LGE (cuya resolucién es mayor en los fragmentos <38kb). En el

afio 2008 comenzamos a realizar la PFGE, pero el ADN de las muestras susceptibles de tener
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algun reordenamiento estaba ya extraido para descartar en primer lugar la DFEH1. Por ese
motivo y también porque recibimos muchas muestras de pacientes con poca o ninguna
informacidn clinica, y ademds es un protocolo muy laborioso, la PFGE es un proceso que no es
eficiente a nivel coste—efectivo con estas condiciones porque ademas nos obligaria a solicitar
una cantidad doble del material de partida (bien sangre periférica o ADN extraido para poder
desde un principio hacer la extracciéon del ADN de las dos formas).

La utilizacion de ADN liquido para la PFGE limita la visualizaciéon de alelos de gran
tamafio debido a la fragmentacion del ADN en el proceso de extraccidn, pero hemos llegado a
visualizar alelos de 250 kb indicando una alta calidad en nuestro método de extraccidn. Por eso
recomendamos la extraccion manual de ADN y no la automatica.

El protocolo que hemos seguido para conseguir el ADN embebido en bloques de
agarosa esta publicado en la web:

https://www.urmc.rochester.edu/MediaLibraries/URMCMedia/fields-

center/documents/DNAisolation-DNAplugsandliguidDNA1.pdf

Debido a los tamanos de los fragmentos gendmicos implicados, los eventos de
intercambios intercromosdmicos y deleciones de la regidn de la sonda p13E-11 son
visualizados mejor con la PFGE (van Overveld PGy cols., 2000).

Generalmente una contraccién mitética de las repeticiones D4Z4 en el # 4 da lugar a
dos poblaciones de células, una portando los alelos originales previos al reordenamiento, y la
otra en la cual el grupo de repeticiones D4Z4 de uno de los alelos del # 4 se contrae al tamafio
dentro del rango de la DFEH. La mejor técnica para detectar el mosaicismo en los casos de
novo de DFEH y para estimar la proporcion de células afectas es la electroforesis de campo
pulsante preferiblemente con ADN embebido en bloques de agarosa. La mayoria de la
poblacién porta dos copias de cada cromosoma homdlogo, y se pueden observar cuatro
fragmentos EcoRl de diferente tamafio cuando el ADN de un individuo es analizado. Cada
fragmento representa un alelo D4F104S1 diferente, con dos alelos derivados del locus 4q35 vy
dos alelos del locus 10926 (ambos loci producen fragmentos con el mismo rango de tamafio).
En el caso de individuos mosaico, se distinguen cinco fragmentos EcoRI de diferente tamaiio:
dos alelos del # 10, uno del # 4, y el otro alelo del # 4 sufre una contraccion dando lugar a dos
poblaciones celulares -con una sefal de hibridacién menos intensa que los otros 3 alelos- (una
de ellas portara el tamafio original de ese alelo del # 4 y la otra poblacién de células portara el
fragmento contraido con un tamafio que puede estar dentro del rango patolégico o no). Por lo
tanto, un individuo mosaico con DFEH portard en un porcentaje de sus células un fragmento

EcoRlI contraido en el rango patoldgico y en otro porcentaje de sus células el fragmento EcoRl
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original. La intensidad de la banda de estos dos fragmentos dependerd del porcentaje de

células en que se encuentre ese tamaio de fragmento.

3.5.1. Triple digestién enzimdtica (EcoRl/Hindlll, EcoRI/BInl, Xapl)

Si se parte de bloques de agarosa, se deben equilibrar primero en unas soluciones
especificas, antes de realizar las digestiones. Posteriormente, se realiza la triple digestion
EcoRI/HindIll, EcoRI/BInl, Xap! tanto de los bloques de agarosa como del ADN liquido y se
incuba a 37°C un minimo de 6h (ANEXO 3).

Para determinar si un fragmento pertenece a la variante 49A o 4qB se realiza una
digestidén unica del ADN con el enzima Hindlll, siguiendo los demds pasos del protocolo igual,
pero hibridando la membrana con la sonda 4gA o 4gB que también se amplifica por PCR

(ANEXO 4).

3.5.2. Electroforesis de campo pulsante (PFGE)

En el caso de los bloques de agarosa, se cargan directamente en un gel de agarosa MP
(Roche) 0,85% (TBEO,5X) flanqueados por un marcador, antes de meter el gel (volumen de 300
ml) en la cubeta. En el caso de ADN liquido, se siembran las muestras también flanquedas por
un marcador cuando el gel (volumen de 350 ml) ya esta dentro de la cubeta. El marcador que
utilizamos es una mezcla de: MidRange PFG Marker | 50 ug/ml (Cat. No. NO342, NE) + 8 ul del
marcador A-Hindlll (Cat. No. SM0101, Thermofisher).

La electroforesis se realiza en el aparato CHEF-DRII Chiller System (BioRad) con el

programa de 1 bloque y 182C, 6V/cm, 20h, Start 1 sg, Stop 16 sg.

3.5.3. Southern blot

Después de la electroforesis, se fotografia el gel bajo UV y se deja unos 15 sg. Luego se
trata el gel en el tampdn de blotar NaCl 0,6M/NaOH 0,4M: primero se deja el gel 15 min en
agitacion, se elimina el tampdn, se echa nuevo tampodn y se deja otros 15 min en agitacion.

Para realizar el blotting, cortamos una membrana Hybond-XL (Amersham), 3 papeles
Whatman de transferencia (GB003, Scheider&Schuell) y se realiza en el mismo tampdén de

blotting durante toda la noche (minimo 16 horas).
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Al dia siguiente se neutraliza la membrana durante 10 min en 1M Tris pH 7,5/ SSC 20X.
Después se fija el ADN a la membrana. Para ello colocamos la membrana en una carpeta de

papel Whatman 3MM y la ponemos 2h en la estufa a 80°C.

3.5.4. Prehibridacion

En primer lugar, se realiza una prehibridacidn igual que en el caso de la LGE pero con la

diferencia de que se utilizan 25 ml de solucién de hibridacién por membrana de PFGE.

3.5.5. Marcaje radiactivo con fésforo 32 e hibridacion

Se marca de manera aleatoria la sonda p13E-11 (D4SF104S1) (1000 ng) o la sonda
4gA/4qgB (250 ng) por una parte y el marcador A-Hindlll (Amersham) con o*’P-dCTP utilizando
el Kit de marcaje “Megaprime DNA Labelling System” (GE) segun las instrucciones del
fabricante.

Se afiade por membrana una alicuota de sonda y 0,1 pl de marcador A-Hindlll
(Thermofisher, Cat. No. SM0101) a la solucién de hibridacion. La hibridacién tiene lugar a 652C

O/N en los tubos en rotacidn en el horno de hibridacién (18 horas aproximadamente).

3.5.6. Lavados

Al dia siguiente, para la sonda p13E-11 se realizan 3 lavados de 5 min en 2XSSC/0,1%
SDS. Para la sonda 4gA/4gB hay que lavar con mayor astringencia en 0,2xSSC/0,1%SDS.

3.5.7. Autoradiografia y revelado

El revelado también se realiza con el equipo Typhoon IP (GE Healthcare) y se siguen los
mismos pasos que en la LGE: borrado previo de las pantallas, colocacién en los chasis de las
membranas dentro de bolsas de plastico, se cubren las membranas con la pantalla y se
mantiene el chasis cerrado hasta el dia siguiente que se escanea la pantalla (se guarda la
imagen en formato .tif) y se analiza el tamafio de los fragmentos obtenidos comparandolos
con los del marcador de alto peso molecular (9-300kb).

En el caso de que se quieran deshibridar las membranas para rehibridarlas de nuevo,

se utiliza el protocolo:
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En primer lugar, colocamos las membranas en el tampdn de Blotting NaCl 0,6M/NaOH
0,4M a 42°C durante 30 minutos, en agitacién. Después pasamos las membranas al tampdn
SSCO0,1X/ 0,1% SDS/0,2M Tris-HCl pH 7.5 e incubamos 20 minutos a 429C en agitacion.

Se guardan las membranas en papel Whatman 3MM vy asi ya estdn preparados para volver a

hibridarlas de nuevo.

3.6. Delecion de D4F10451

La manera mas eficiente de detectar deleciones de la regién donde hibrida la sonda
p13E-11 es mediante la PFGE con bloques de agarosa (Lemmers RJ y cols., 1998), ya que se
visualizan todos los alelos (incluso de gran tamanfio) y la ausencia de un alelo inmediatamente
sugiere una delecion de D4F104S1. Desafortunadamente todas las sondas que reconocen
correctamente el grupo de repeticiones D4Z4 muestran una hibridacién cruzada en el rango de
la DFEH con muchas regiones homodlogas y por tanto no pueden usarse para detectar el
fragmento delecionado. Ademas, debido a que no se conoce el lugar donde comienza la
delecién, el tamafio del fragmento observado no nos proporciona ninguna pista sobre el
numero preciso de repeticiones que lleva esa delecién.

Esta delecion de la sonda puede testarse utilizando una sonda complementaria a la
misma repeticion D474 (9B6A), o en la regidn teldmerica a esta zona (49A/4qB) (Lemmers RJ y
cols., 1998; Lemmers RJ y cols., 2003) o en dentro de las mismas repeticiones (D4Z4) (Ehrlich M
y cols., 2007).

Un método para detectar deleciones en el diagndstico de rutina, incluye el uso
secuencial de varias sondas en la misma membrana en la cual el enzima Hindlll reemplaza a
EcoRl. Las digestiones con Hindlll resultan en fragmentos D4Z4 de 6 kb mayores que los
digeridos con EcoRl y permite el uso de la sonda telomérica 4gA ademas de p13E-11, que
reconoce una secuencia distal a las repeticiones D424 (Lemmers RJ y cols., 2001). En este test,
las digestiones del ADN, EcoRI, EcoRI/BInl y Hindlll primero se hibridan con p13E-11, se
deshibrida la membrana y después de la nueva hibridacién con 4gA se visualiza el alelo

delecionado en la digestidn con HindlIl.
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Figura 35. Mapa gendmico del locus de la DFEH que contiene los subtelémeros 4gA y 4gB (Imagen tomada de

Thomas NST y cols., 2007).

Otra sonda utilizada y que especifica de cada una de las repeticiones es la sonda de 1
kb denominada D4Z4. Se utiliza con la triple digestion del ADN (EcoRlI, EcoRI/BInl y Xapl) y tras

la hibridacion con la sonda D4Z4 se visualiza directamente el fragmento delecionado.

En la pagina web:

https://www.urmc.rochester.edu/MediaLibraries/URMCMedia/neurology/images/Hyb

ridizationBuffer2018.pdf se muestra la preparacion de los distintos tampones para utilizar en

la hibridacidn con las distintas sondas

4. Haplotipo SSLP

Para determinar el haplotipo al que pertenecen los pacientes se estudia este Simple
Sequence Length Polymorphism (SSLP) que es una combinacién de 5 VNTRs, una
insercién/delecidén de 8 pb, y dos SNPs localizados 3,5 kb de forma proximal a D4Z4 y varia en
tamafio entre 157 y 182 pb. El SSLP esta localizado entre las posiciones 1532 y 1694 de
AF117653 y se estudia por PCR utilizando los cebadores:

(F) 5" GGTGGAGTTCTGGTTTCAGC 3’

(R) 5" CCTGTGCTTCAGAGGCATTTG 3’

Para el andlisis de fragmentos, el cebador F se marca con HEX. Los fragmentos SSLP

han sido amplificados siguiendo las siguientes condiciones de PCR:
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dNTPs 5Mm 1ul
Tampon HF 5X 5ul

H,0 16.13 pl
F/R (6uM) 0.67/0.67 pl
Phusion enzyme (2U/ pl) 0.2 ul

ADN (2,5ng/ul) 2 ul

Condiciones para el termociclador:
98°C30”

98°C 15

60°C 30" X 32

72°C15”

72°C30°

Las diferencias de tamafio en los fragmentos SSLP se han determinado mediante un
ABI Prism 3130 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). El andlisis de los resultados se ha

llevado a cabo mediante el software GeneMapper™ (Thermofisher).

5. Estudio molecular de la distrofia facioescapulohumeral tipo 2
(DFEH2)

La DFEH2 estd asociada a mutaciones en el gen SMCHD1 y también en el gen DNMT3B.
El gen SMCHD1 localizado en el # 18 (locus 18p11.32) contiene 48 exones y el gen DNMT3B
localizado en el # 20 (locus 20p11.21) contiene 23 exones.

Tras la extraccion del ADN a partir de sangre periférica (se requieren unos 100 ng) se
realiza el estudio de este gen mediante un panel de secuenciacion NGS (Next Generation
Sequencing) (lon Torrent-PGM), con una cobertura del 100% de las regiones codificantes e
intronicas flanqueantes (25 pb) de los genes. Las secuencias son procesadas con el software de
analisis lon Reporter (Applied Biosystems) que devuelve un archivo con el listado de las
variantes encontradas. Las posibles variantes exdnicas/intrénicas patogénicas encontradas se
contrastan con distintas bases de datos (LOVD, Clinvar, HGMD) y se confirman mediante
secuenciaciéon Sanger. Las secuencias son alineadas con el software de analisis SeqScape
(Applied Biosystems). Se utilizan como secuencias de referencia: Genbank NM_015295

(GRCh37/hg19) para SMCHD1 y NM_006892 (GRCh37/hg19) para DNMT3B.

99



MATERIAL Y METODOS
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Figura 36. Mutaciones en SMCHD1 (llustracién tomada de Larsen M y cols., 2015)

6. Estudio del nivel de metilacion en la region D4Z4

En los estudios realizados en este trabajo, hemos utilizado el analisis de metilacién
mediante el enzima de restriccidon sensible a la metilacion (Fsel), el cual mide el estado de
metilacion de un Unico dinucleétido CpG en la unidad D4Z4 mas proximal de los grupos de
repeticiones del #4 y del # 10 (Lemmers RJ y cols., 2012).

Para estudiar el nivel de metilacion en el sitio Fsel en la unidad D4Z4 mas proximal se
ha utilizado el siguiente protocolo publicado en la pagina web de la Universidad de Rochester:

(https://www.urmc.rochester.edu/Medialibraries/URMCMedia/fields-

center/documents/MethylationanalysisD4Z4a.pdf)

En nuestra experiencia algunas muestras de ADN liquido pueden contener impurezas
(proteinas o sales) que podrian inhibir la digestién de Fsel (Cat. No. 174R0588L, New England
Biolabs). Para superar estos problemas, el ADN se purifica en columna antes de la digestion
con Fsel. Para realizar la purificacion del ADN se utiliza el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Cat. No. 740609250, Macherey Nagel) segun el fabricante y se eluye el ADN con 40 ul de
tampdn de elucidn (rendimiento del 90%). Para bloques de agarosa hay que comprobar la
concentracién de ADN después de la extraccion y ajustar a 2,0 ug antes de la digestién con Fsel.
Antes de la purificacion, se realiza una doble digestion de las muestras de ADN mediante Bglll/
EcoRI (en gran volumen y O/N) para obtener fragmentos <50 kb (requerido para la mayoria de

los métodos de purificacion). (Bglll Cat. No. 1021A, New England Biolabs).
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Después del paso de purificacion, las muestras se deben digerir con Fsel durante> 4 horas

(nosotros lo dejamos O/N).

ADN liquido

Bgll (10U/ul) 2 pl
EcoRl (10U/ulL) 2 ul
Buffer H 10x 10 ul
Espermidina 0.1M 3.3 ul
agua 40 pl
total (mix) 57.3 ul
agua + 4 ug ADN 42,7 ul
Total 100 pl

ADN embebido en bloques de agarosa

Bglll (10U/pl) 5 ul
EcoRl (10U/ul) 3ul
buffer O 10x 15 ul
spermidina 0.1M 5ul

dtt 0.1M 1.5ul
agua 122.5 ul
Total 150 ul
ADN 40 pINEB4 10x 6 ul
BSA 100x 0.6 ul
Fsel (2U/ul) 3.5 ul
Agua 9.4 ul
Total 60 ul

Nota: Fsel es muy inestable y debe almacenarse a -80°C (a -20°C la actividad cae

drasticamente).

GEL Y ELECTROFORESIS

0.8%TAE (300ml), con un peine en la parte superior. Se cargan 60 pl de cada muestra mas 12 pl

de blue loading buffer 5X, precedidas y seguidas de 10 pul A-HindlIll marker.
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Primero se deja 15 min a 35V y después durante unas 6 horas a 75V.

BLOTTING
Se equilibra el gel 2 veces en tampdn de blotar (NaCl 0.6M/NaOH 0.4M) durante 20-30
minutos y se realiza la transferencia O/N a una membrana Hybond-XL (GE) en el mismo

tampodn de blotar.

HIBRIDACION

La hibridacién se realiza de la misma manera que los geles de PFGE. La Unica diferencia es que
en este caso se utilizan columnas caseras de Sephadex G-50 para filtrar la sonda. Se marca e
hibrida con la sonda p13E-11 (1000 ng), 3 ul del marcador A-Hindlll (Cat. No. SM0101,
Thermofisher). Dejamos las membranas en contacto con la sonda y el marcador en el horno de
hibridacion O/N a 65°C. Para deshibridar la membrana utilizar 0,1%SSC/SDS (solucion

previamente hervida).

LAVADOS
Hacemos 3 lavados de 10 min cada uno: 2xS5C/0,1%SDS, 1xSSC/0,1%SDS y 0,3xSSC/0,1%SDS.

REVELADO

Se revela en el equipo Typhoon IP (GE) y se pueden ver al revelar dos bandas, una banda que
corresponde al # 4 metilado a la altura de 4061 pb y una banda que corresponde al # 4 no
metilado a 3387 pb.

Se cuantifican mediante densitometria con el programa ImageQuant (GE) y el nivel de

metilacién se calcula mediante la relacion entre estas dos bandas.

7. Estudio de otros genes implicados en los sindromes
escapuloperoneales: VCP y FHL1

El gen VCP contiene 17 exones y el gen FHL1 contiene 7 exones. Los cebadores que
hemos utilizado para amplificar los distintos exones de los dos genes se han disefiado con el
programa Primer 3.

Los cebadores que hemos utilizado para amplificar los distintos exones del gen VCP se

resumen en la siguiente tabla:
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Tamaiio
Exones Exén (pb) Cebadores 5" —» 3’ Condiciones
1 GAGCCGAGCCCCGGCCCAGT
231 TGCGCGCCGCCGCAGCAAGC TD 60-502C con DMSO
2-3 GCAGGAGTATCTACTGACTC
112+173 GCCAAAAACCCCACACACAC TD 60-50°C con DMSO
4 TATCAGCTATCTGTGCCAGG
143 ATCCTTAAGCTCAGAATTAG TD 60-502C con DMSO
5 AACTGTGCTTGTACTGTTTG
131 CACTGAGTAATCATAAAATC TD 60-502C con DMSO
6 TTTGCACACTAGGTAGTGGAATG
132 CCCAGGATTAGACATTGGGAC TD 60-502C sin DMSO
7 GAACCTAATCACACTCTGCA
103 ATTGGGTCTAGCTAGACATA TD 65-552C sin DMSO
8-9 TTACCACCTTCTCACCCAGG
134+136 TGGACCCAATCACTGTGAAG TD 60-502C sin DMSO
10 CTCTGGACTAGAGATGAGCC
113 GACACTGTAACGCCTGGTCA TD 65-552C sin DMSO
11-12 CTGGGTCTTTGAGGCAGCAT
165+123 GACAGTGACTCACCCTGGAC TD 60-50°C con DMSO
13 GGATGCTTCTGTTTAGTTAG
213 AATCAATACATAGTTCAGCC TD 60-502C sin DMSO
14 GTGTGAGCCACCACGTTTG
309 CCCAGTGGAATCTTGTCCAG TD 60-502C sin DMSO
15 ATGCTAAGGTACCTCTGCTG
156 CCATGATTGGCACATCTGGG TD 60-502C sin DMSO
16 AAACTGCAGTAATGGGAGGC
155 ACTCCCATCCCTTTTGGTG TD 60-50°C sin DMSO
17 GGAAGCTAGAGGGGTAGTTGTG
659 CACTGCCCCAAACTACAACAG TD 60-50°C sin DMSO

Tabla 3. Cebadores utilizados para amplificar los exones de VCP y condiciones de PCR.

Los cebadores que hemos utilizado para amplificar los distintos exones del gen FHL1 se

resumen en la siguiente tabla:
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Tamaiio

Exones Exon (pb) Cebadores 5 —» 3’ Condiciones
1 F CCTGCTTCCTCCCCTCTTTC

R 364 CGCCGAAGCCGCAGTACCCA | TD 60-502C con DMSO
2 F AGAATGTGTTACCATGAGCC

R 278 AAGCCCTTTGTACAATGCCG TD 60-50°C
3 F ATGGACTCCAAGGCAGCATT

R 378 GGAAATCCTAACAGCCAGCT TD 60-502C
4 F ACTGTGTCATCTCAGTGGTC

R 387 AGCAGCTCAGAGCAACGTTA TD 60-502C
5 F AGTAACTGCAGGGCCTGCAT

R 373 GAATGGGATAGTGTGTGTGG | TD 65-702C con DMSO
6 F TTGTATACCAAAGCGCCCAG

R 389 ATTCTCTGGGGGCCTTTGTG | TD 60-502C con DMSO
7 F AGTGGGGCAGGTCGTCATTT

R 393 TGGGAGAAAAGACGGAAGGA | TD 60-502C con DMSO

Tabla 4. Cebadores utilizados para amplificar los exones de FHL1 y condiciones de PCR.

Los exones de los dos genes los hemos amplificado con las siguientes condiciones de

PCR (unos exones se amplifican con DMSO y otros sin DMSO):

Mix 1 (Vol en ul) Mix2 (Vol en ul)
dNTPS (5mM) 1 1
MgCl, 1 1
Tp 10X 2.5 2.5
Primer F/R 6 uM 2.5/2.5 2.5/2.5
H,0 14.3 13.05
bmso | e 1.25
Polimerasa Biotaq 5U/ul 0.2 0.2
ADN (150 ng/ul) 1 1
Volumen Final 25 25

Hemos utilizado un programa de PCR en la que la temperatura baja gradualmente

(Touchdown). Ponemos como ejemplo la TD 60-50°C:
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95¢C %

95¢C 30”7

60°C 30” x 4 ciclos

72°C 45”7

95¢C 30”7

60°C 30" (-0.52C/ciclo) x 20 ciclos
72°C 45"

95¢C 30”7

50eC 307 x 11 ciclos

72°C 45"
72¢C 5
4°C oo

Para la prediccion del efecto de las variantes encontradas hemos consultado las bases
de datos de LOVD, ClinVar, HGMD, y utilizado los programas informaticos de prediccion in
silico, SIFT y PolyPhen.

- LOVD (Leiden Open Variation Database -https://databases.lovd.nl/shared/genes-)

- ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)

- HGMD (Human Genome Mutation Database -http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php-)

- SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant -https://sift.bii.a-

star.edu.sg/www/Extended_SIFT _chr_coords_submit.html-) predice si la sustitucion de un
aminodcido afecta a la funcién de la proteina. Esta prediccion se basa en el grado de la
conservacion de los residuos aminoacidicos en los alineamientos derivados de secuencias
estrechamente relacionadas, recogidas a través de PSI-BLAST.

- PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping -http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/-) es una
herramienta que predice el posible impacto de una sustitucién aminoacidica en la estructuray

funcién de una proteina utilizando unas consideraciones fisicas y comparativas sencillas.

8. Valoracion clinica. Escala de Gardner-Medwin-Walton (GMW)

A pesar de que la escala GMW (Gardner-Medwin D, Walton JN 1974) no es a nuestro
juicio la herramienta mds adecuada para medir la discapacidad en la DFEH, dado que sigue

ampliamente utilizada por los clinicos para una valoracidn global de la enfermedad
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neuromuscular y que en el momento de iniciar esta tesis no existian otras publicadas, es la que

nosotros hemos utilizado en nuestros analisis para valorar el grado de incapacidad:

I: Incapaz para correr libremente y ponerse de pie sin ayuda de las manos
Il: Marcha anadeante, subir escaleras sin el pasamanos

Ill: Subir escaleras sélo con la ayuda del pasamanos

IV: Incapaz de subir escaleras

V: Incapaz de levantarse de una silla sin ayuda

VI: Caminar solo con ayuda, caidas frecuentes

VII: Incapaz para caminar y mantenerse de pie

9. Cuantificacion de la CPK

Los rangos normales de CPK para hombres suelen oscilar entre 32 y 294 U/L y entre 33
y 211 U/L para mujeres, aunque esto puede variar dependiendo de los rangos de referencia
gue cada laboratorio tenga establecido. Hay que tener esto en cuenta ya que nosotros no
hemos medido la CPK en nuestro laboratorio y nos hemos basado en los datos obtenidos de

los distintos centros de origen.
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1. Aspectos demogrdficos, clinicos y genéticos de la muestra

1.1. Aspectos demogrdficos

Entre agosto del 2000 y diciembre de 2020 se han recibido 4158 muestras de pacientes

0 sujetos a riesgo, y 95 muestras para estudio prenatal, en las que se ha realizado el

diagnostico molecular de DFEH mediante electroforesis horizontal (LGE) y otras técnicas.

La edad media de los individuos con diagndstico molecular de DFEH1 es de 42.7 afios

(n=1405) mientras que la de los individuos no DFEH1 es de 41.8 afios (n= 1406).

La distribucidon de mujeres entre el grupo DFEH1 (n=1930), 46.2% mujeres (n=892) y el

53.8% de varones (n=1038) frente al grupo No DFEH1 (n=2087), 49.9% mujeres (n=1043) y el

50.1% de hombres (n=1044) presenta diferencias significativas (p=0.02).

De los 4158, conocemos los datos del afio de nacimiento y del sexo en 2799 individuos.

La distribucidn de la edad a la que se realizd el estudio molecular distribuido por rangos de

edades segln el sexo es la siguiente:

Rango de edad (afios) | N2 Mujeres | N2 Varones | Total
0-10 49 54| 103
11-20 99 146| 245
21-30 214 210| 424
31-40 282 314| 596
41-50 242 260| 502
51-60 182 221| 403
61-70 176 159 | 337
71-80 70 90| 160
81-90 12 14 26
91-100 3 2 5

1329 14701 2799

Tabla 5. Distribucion de la edad de los pacientes en el momento del estudio genético (por sexos)

No se han observado diferencias en los rangos de edades ni por el sexo.

1.2. Procedencia de las muestras

La relacion de muestras enviadas para el estudio de DFEH por comunidades

auténomas dentro de Espafia y del extranjero es la siguiente:
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PAIS COMUNIDAD AUTONOMA MUESTRAS RECIBIDAS %

ESPANA 4052 97.5
ANDALUCIA 413 10.2
ARAGON 276 6.8
ASTURIAS 71 1.8
ISLAS BALEARES 48 1.2
ISLAS CANARIAS 87 2.1
CANTABRIA 3 0.1
CASTILLA LA MANCHA 64 1.6
CASTILLA Y LEON 62 1.5
CATALUNA 1072 26.5
COMUNIDAD VALENCIANA 401 9.9
EXTREMADURA 40 1.0
GALICIA 205 5.1
LA RIOJA 29 0.7
COMUNIDAD DE MADRID 677 16.7
MURCIA 76 1.9
NAVARRA 76 1.9
PAIS VASCO 452 11.2

PORTUGAL 77

FRANCIA 1

BELGICA 19 2.5

TURQUIA 2

FINLANDIA 1

IRAN 1

REINO UNIDO 2

ISRAEL 2

USA 1
TOTAL 4158

Tabla 6. Procedencia de las muestras enviadas para el estudio de DFEH.

Se han recibido muestras de todas las comunidades auténomas. Un 26,5 % de las

muestras provienen de Catalufia, un 16,7 % de Madrid, un 11,2 del Pais Vasco y un 10,2 % de

Andalucia, con lo que de estas cuatro comunidades se han mandado el 64,6 % de las muestras.

En cuanto a las muestras provenientes de otros paises, la mayoria viene de Portugal

(un 72,6%) y Bélgica (17,9%).
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1.3. Sintomas de inicio

Se ha obtenido informacion sobre los sintomas de inicio en 319 pacientes con DFEH1
de los 2009 totales (15.9%). Al analizar estos datos hemos obtenido que el primer sintoma de

inicio se distribuye de la siguiente manera:

Sintomas de inicio N¢ Individuos DFEH1 %
Deb MMSS 101 31.66
Deb MMII 39 12.23
Deb cintura escapular 36 11.29
Deb facial + deb cintura escapular 28 8.78
Deb facial 25 7.84
Deb MMSS + deb MMII 22 6.90
Deb facial + deb MMSS 20 6.27
Deb cintura escapular + deb MMSS 12 3.76
Deb cintura escapular + deb MMII 9 2.82
Deb facial + deb cintura escapular + deb MMSS 6 1.88
Deb facial + deb MMII 5 1.57
Deb cintura pelviana + deb MMII 3 0.94
Deb facial + deb cintura escapular + deb MMII 3 0.94
Deb facial + deb MMSS + deb MMiI| 2 0.63
Deb cintura escapular + deb cintura pelviana 2 0.63
Deb facial + deb cintura escapular + deb cintura pelviana 2 0.63
Deb facial + deb cintura pelviana 1 0.31
Deb facial + deb cintura escapular + deb MMSS + deb MMI| 1 0.31
Deb cintura escapular + deb MMSS + deb cintura pelviana 1 0.31
Deb cintura pelviana 1 0.31
319 100.00

Tabla 7. Sintomas de inicio en la DFEH1.

SINTOMAS DE INICIO N2 INDIVIDUOS DFEH2 %
Deb MMII 6 28.57
Deb cintura escapular 4 19.05
Deb MMSS 4 19.05
Deb facial + deb cintura escapular 2 9.52
Deb facial + deb cintura pelviana 1 4.76
Deb facial + deb MMI|I 1 4.76
Deb cintura escapular + deb MMII 1 4.76
Deb cintura escapular + deb MMSS 1 4.76
Deb cintura pelviana 1 476
21 100.00

Tabla 8. Sintomas de inicio en la DFEH2.
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Segun los datos obtenidos, el primer sintoma de inicio que los pacientes refieren es la
debilidad en miembros superiores, seguido de debilidad en miembros inferiores y debilidad
escapular y por ultimo en una menor proporcién de pacientes se refiere la debilidad facial.

Contamos con el dato de los sintomas de inicio en 21 casos de DFEH2 (29.2% del total),
y en estos casos el sintoma de inicio mas frecuente es debilidad en los miembros inferiores,

seguido de debilidad en los miembros superiores y en la cintura escapular.

1.4. Grado de incapacidad: Escala de Gardner-Medwin y Walton (GMW)

Hemos analizado la relacion entre el tamafio del fragmento y el valor de la escala
GMW encontrando una relacion entre el tamafio del fragmento y la gravedad, a menor
tamafio de fragmento o menor nimero de repeticiones mayor gravedad, sin embargo, esa
relacion sélo se da en fragmentos menores de 24 kb.

Tamafio vs Escala GMW

Escala GMW

20 30
Tamafio del fragmento (kb)

Figura 37. Gréfico de correlacién entre el tamafio de fragmento y la escala de GMW

Al analizar la correlacion entre la escala GMW vy el tamano de los fragmentos no
encontramos una correlacion lineal (p=0.3294) y al analizar la correlacién entre la escala GMW

y el tamafio de los fragmentos menores de 25 kb existe una correlacion lineal (p=0.03057).

Para determinar si la gravedad del cuadro de acuerdo a la valoracién GMW esta
relacionada con el sexo, hemos estudiado las diferencias entre ambas variables sin encontrar

diferencias significativas (p=0.1614).
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Asimismo, hemos estudiado la relacidn entre la escala y la edad de inicio apreciandose

una tendencia a una gravedad menor con un inicio mas tardio de los sintomas.

Edad de Inicio vs Escala GMW

b

Escala GMW
N

20 40 60
Edad de Inicio

o=

Figura 38. Grafico de correlacidn entre la escala de GMW y la edad de inicio de los sintomas.

1.5. Fenomeno de anticipacion

Comparando los datos de edad de inicio que tenemos dentro de las familias podemos
valorar el posible efecto de anticipacidn, definido como una edad de inicio de los sintomas
menor en los descendientes frente a sus progenitores (edad de inicio menor en la 22

generacion, p=0.008). Hemos analizado la edad de inicio de 42 individuos pertenecientes a 18

familias con DFEH.
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Familia | 12 Generacion | 22 Generacion | 32 Generacion
Edad de inicio (afios)
1 22 21
2 15 14
3 15 10
4 30 5
5 18 20
14
6 30 15
7 16 9
8 60 44 10
9 18 8
14
10 15 2
11 30 14
31
12 4 13
13 38 28
14 40 4
19 2
15 37 28
16 46 21
17 30 30
18 60 25
Promedio 29.11 18.17 6
Desv est 15.63 10.34

Tabla 9. Edad de inicio en 3 generaciones de 18 familias con DFEH1.

Hemos realizado la misma comparacién con la escala GMW para evaluar si existe
diferencia en la gravedad de los sintomas entre las generaciones. Este dato sélo se ha podido

obtener en 10 familias (22 individuos).
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Familia 12 Generacién 22 Generacion
Escala GMW
1 7 2
2 1 1
3 2 5
4 1 1
2
5 3 2
2 3
5 1
2
3 2
6 6
10 3 2
Promedio 33 2.6
Desuv. est. 2.05 1.63

Tabla 10. Escala de GMW en 2 generaciones de 10 familias con DFEH1.

En nuestra serie no se observan diferencias en el valor de la escala de gravedad clinica

entre las diferentes generaciones (p=0.29).

1.6. CPK

Al analizar los valores de la variable CPK medida en cada centro sanitario de origen en

los pacientes con DFEH1 (n=132) obtuvimos un valor promedio de 494.7 U/L con bastantes

valores extremos, por lo que puede ser mas indicativo el valor de la mediana que se situa en

337.5 U/L. La distribucién de la variable CPK no esta relacionada con el tamafio del fragmento.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que las determinaciones se han hecho en cada centro

de origen, con unidades de referencia que quizas varien entre los distintos centros.
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Tamafio del Fragmento vs Valor CPK
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Figura 39. Grafico de correlacion de la CPK con el tamafio del fragmento en DEFH1.

2. Caracterizacion molecular de la muestra mediante electroforesis

horizontal estandar (LGE)

La distribucién del tamaio del fragmento EcoRl en nuestra serie de 4158 pacientes

estudiados a lo largo de estos 20 aiios es la siguiente:
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Tamaiio del frag (kb) | N2 individuos
8 1
9 1
10 11
12 62
15 94
16 1
17 1
18 212
19 11
20 130
21 76
22 342
24 30
25 330
26 7
28 244
29 5
30 172
31 4
32 18
33 1
34 101
36 76
38 79
>38 kb 2149
Total 4158

Tabla 11. Distribucion del tamafio del fragmento EcoRI en nuestra serie de pacientes.

Por lo tanto, de 4158 muestras recibidas por presentar clinica sugestiva de DFEH, un

42.2% (1753 individuos) han sido confirmadas por el diagndstico molecular clasico, un 6.2%

(256 individuos) se encuentra en la franja gris de casos dudosos (34-38 kb) y un 51.6% (2149

individuos) han sido descartados molecularmente para DFEH1.

Tamaiio del fragmento EcoRl | N2 individuos %
>38 kb 2149 51.6
34-38 kb 256 6.2
<34 kb 1753 42.2
Total 4158 100

Tabla 12. Distribucion de nuestra serie de pacientes en No DFEH, DFEH1 (zona gris), DFEH1 confirmados.
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Si clasificamos por rangos de tamafio de fragmento EcoRlI en el rango patoldgico (<38

kb), la distribucion de individuos con DFEH1 es la siguiente:

Rango de N2
tamafio del individuos %
frag (kb)
10kb-11kb 13
12kb-14kb 62 171 8.5
15kb-17kb 96
18kb-19kb 223
429 21.4
20kb-21kb 206
22kb-24kb 372
709 35.3
25kb-27kb 337
28kb-29kb 249
30kb-31kb 176 444 22.1
32kb-33kb 19
34kb-37kb 177 256 12.7
38kb 79
2009 2009 100

Tabla 13. Distribucién de los pacientes DFEH1 en funcidn de los tamafios de fragmento EcoRl.

Los tamafios de fragmentos se distribuyen practicamente como una distribucion
normal, aglutindndose la mayoria entre 18 y 33 Kb.

Hemos hecho un célculo del % de acierto en la confirmacidn molecular de la sospecha
clinica de las muestras recibidas a lo largo de estos 20 afios, y la proporcidon se mantiene
bastante constante, en torno a un acierto del 50% de los casos recibidos para estudio

molecular de DFEH1.
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Porcentaje de aciertos por afio
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Figura 40.
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Porcentaje de acierto en la confirmacion molecular de la sospecha clinica a lo largo de estos 20 ultimos

Distribucion de los pacientes por tamano de fragmento y sexo

De los 2009 pacientes con un fragmento <38 kb conocemos el sexo en 1930. Si

atendemos a estratificar los casos de acuerdo al nimero de repeticiones y sexo, la distribucion

del fragmento en el rango patoldgico diferenciado por sexos es la siguiente:

Rango de tamaiio del frag (kb) | N2 Mujeres | N2 Varones | Total de individuos
10kb-11kb 8 5 13
12kb-14kb 29 31 60
15kb-17kb 33 55 88
18kb-19kb 107 106 213
20kb-21kb 100 96 196
22kb-24kb 176 181 357
25kb-27kb 132 191 323
28kb-29kb 118 123 241
30kb-31kb 72 100 172
32kb-33kb 8 10 18
34kb-37kb 71 102 173
38kb 38 38 76
Total 892 1038 1930
Tabla 14. Distribucién de los pacientes DFEH1 en funcién de los tamafios de fragmento EcoRl diferenciados por

sexos.
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Tamario del fragmento vs Sexo
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Figura 41. Gréfico de cajas que muestra la distribucién del tamafio del fragmento en ambos sexos.

No hay diferencias significativas en la distribucién segun el sexo.

2.2. Transmision del fragmento: Origen materno o paterno

Se ha podido valorar el patrén de transmision del fragmento en 660 casos, en 381 el

origen del fragmento ha sido materno (57.7%) lo que supone una diferencia significativa frente

al 50% esperado (p=0.0012). Esta diferencia se debe principalmente a las diferencias

encontradas en el rango 22kb-29kb, tal y como se observa en los valores p de la tabla.

Rango de tamaiio del frag (kb) | Origen materno | Origen paterno :;t;: p

n % n % n
10kb-17kb 11 40.74 16 59.26 27 0.49
18kb-21kb 85 57.05 64 42.95 149 0.2219
22kb-29kb 230 63.36( 133 36.64 363| 0.00028
30kb-33kb 37 51.39 35 48.61 72 0.8676
34kb-38kb 18 36.73 31 63.27 49 0.1831
Total 381 57.73| 279 42.27 660

Tabla 15. Transmisiones de origen materno y paterno en casos familiares de DFEH1.

No hemos podido analizar si el sexo del progenitor transmisor influia en la gravedad o

en la edad de inicio de los sintomas porque careciamos de datos suficientes. Al analizar la
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distribucion de las posibles combinaciones,

la transmisién progenitor-descendiente es la

siguiente:

Rango de tamaiio del frag (kb) | Madre-Hija| Madre-Hijo| Padre-Hija| Padre-Hijo

10kb-17kb 6 5 8 8 27
18kb-21kb 44 41 33 29 147
22kb-29kb 116 112 55 78 361
30kb-33kb 17 20 17 18 72
34kb-38kb 12 6 17 14 49
Total 195 (29.7%) 184 (28%) | 130 (19.8%)| 147 (22.4%)| 656 (100%)

Tabla 16. Patrén de transmision del fragmento por rango de tamafios de fragmento.

Hay un mayor nimero de transmisiones via materna en el rango de 22kb-29kb (Tabla

16).

Con los datos de los que disponiamos en relacién a las edades de inicio de la
transmisién materna y paterna, hemos encontrando una edad de inicio menor (p=0.08) en los
casos de herencia paterna (19 afos) frente a los casos de herencia materna (22 afios). El
mismo analisis entre los distintos rangos de tamafio de fragmento en las 4 transmisiones
apunta a que cuando la transmisidon es madre-hijo la edad de inicio es mds tardia que las

demads, aunque no alcanza la significacion estadistica (p=0.368).

Edad de inicio del descendiente (afios)

Rango de tamaiio del frag (kb) | Madre-Hija | Madre-Hijo | Padre-Hija | Padre-Hijo
10kb-17kb 9.33 8.5 10.5 8.6
18kb-21kb 17.9 144 15.9 16.8
22kb-29kb 25.2 25.2 27.4 21.5
30kb-33kb 24.2 25.26 19.42 18.07
34kb-38kb 40 21 27 24.3

Total 21.69 22.03 17.71 19.92

Tabla 17. Edad de inicio en los rangos de tamafio de fragmento en los distintos patrones de transmisién del

fragmento.

2.3. Casos esporddicos y familiares con DFEH1

Entre los 2009 casos estudiados con menos de 10 repeticiones (<38 kb) tenemos 147
casos aparentemente de novo condicidon confirmada al estudiar a los progenitores o a través su

historia clinica y de ellos 15 son casos mosaico. Si tenemos en cuenta los 1753 casos
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estrictamente positivos para DFEH1 (<34 kb), un 8.4% han resultado casos de novo de los

cuales un 0.85% han sido casos mosaico.

Tamafio del fragmento vs Condicién
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Figura 42. Grafico de cajas mostrando la distribucion del tamafio del fragmento entre casos de novo y familiares.

Se observa una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) en el tamafio del

fragmento entre el grupo DFEH1 de novo (mediana de 18) frente a la DFEH familiar (mediana

de 25).

2.4. Edad de inicio de los sintomas en las DFEH1 familiar y de novo y correlacion

con el tamano del fragmento residual.

Para estudiar si existe una correlacién entre la edad de inicio y el tamafio del
fragmento hemos analizado los datos de los casos de novo (n=92) frente a los casos de

familiares (n=434) en los que tenemos el dato de la edad de inicio.
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Figura 43. Gréfico de correlacion entre edad de inicio de los sintomas y el tamafio de fragmento para los casos de

novo y los casos familiares (la zona sombreada representa el intervalo de confianza).

Se observa una correlacion lineal entre tamafo del fragmento y edad de inicio en toda
la serie, a menor tamaio del fragmento una mads precoz edad de inicio. En los casos de novo
esta correlacién se da Unicamente en los fragmentos menores de 24 Kb. Por encima de este
tamanfio de fragmento desaparece la correlacion.

Si analizamos la edad de inicio media entre ambos grupos (de novo y familiares),
vemos que existen diferencias en la distribucidn, con una edad media de inicio en el grupo de
novo de 19.89 afios frente a una edad media de 25 afios en el grupo familiar (p<0.001).

Edad de inicio vs Condicién
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Figura 44. Grafico de cajas mostrando la distribucién de la edad media de inicio de sintomas en los casos de novo y

los familiares.
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La media de la edad de inicio entre hombres (24.36 afios) y mujeres (25.69 afios) no

presenta diferencias significativas (p= 0.367).

2.5. Pacientes asintomdticos con fragmentos en el rango patoldgico

De las 4158 muestras recibidas, 1947 pertenecian a las 557 familias de las que al
menos tenemos dos miembros estudiados molecularmente, mientras que el resto de muestras
han llegado como sospechas de casos individuales (2211 muestras).

El 22.5% del total de muestras (932), se enviaron para realizar el diagndstico de
portadores ya que tenian algin antecedente familiar de DFEH1 pero se encontraban
asintomaticos, 820 muestras dentro de los casos familiares y 112 individuos dentro de los
casos individuales.

Tras realizar el diagndstico de portadores en estas familias, encontramos 72 casos de
portadores del fragmento patolégico de la familia, y basdandonos en la informaciéon clinica
aportada, detectamos ademas otros 7 individuos aislados que son portadores de un fragmento
en el rango patoldgico y permanecen asintomaticos.

La distribucion de portadores asintomaticos es la siguiente:

Rango de tamaiio del frag (kb) | N2 Mujeres| N2 Varones| N2 individuos %
10kb-17kb 0 2 2 2.53 0.22
18kb-21kb 6 7 13 16.46 0.840
22kb-33kb 25 15 40 50.63 0.259
34kb-38kb 20 4 24 30.38 0.014
Total 51 28 79 100

Tabla 18. Individuos asintomaticos portadores de un fragmento patoldgico.

La mayoria de casos de portadores asintomaticos (50.63%) se concentran en el rango

de 22kb-33kb. En la zona gris se observa una distribucidn diferente del tamafo de fragmento

por sexos, habiendo un exceso de mujeres (p=0.014).

2.6. Pacientes con un tamano del fragmento en la zona gris

Como hemos comentado al inicio de este punto 2, hay 256 individuos con un tamafio

de fragmento en la zona gris. De las familias estudiadas, hay 53 con fragmentos en el rango
entre las 34kb-38kb (108 individuos). Esto supone que un 9.5% de las familias estudiadas estan
en la zona gris. Y tenemos por otra parte 148 individuos con fragmentos en este rango que

desconocemos si tiene antecedentes familiares de DFEH1.
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Tamafio del frag (kb) | N2 Familias
34 kb 25
36 kb 14
38 kb 14
Total 53

Tabla 19. Individuos en los casos familiares portadores de un fragmento en la zona gris.

3. Caracterizacion molecular de la repeticion D424

3.1. Electroforesis de campo pulsante (PFGE). Variante 4qA o 4qB.

Desde el afio 2008 en que se adquirié el equipo (CHEF DRIl System, BioRad), se han
analizado 1015 pacientes mediante PFGE para poder caracterizar de manera mas completa el
diagndstico en los casos en los que se sospechaba alguno de los siguientes supuestos:

o Existencia de un fragmento hibrido o mosaico,

o Descartar casos de delecién de la regidon donde hibrida la sonda p13E-11,

o Para confirmar la variante A permisiva,

o Estudiar la segregacion de los fragmentos en algunas familias complejas
molecularmente.

De estos 1016 pacientes analizados, 576 no tenian fragmentos en el rango patoldgico
(>38kb) y 439 tenian al menos un fragmento en el rango patoldgico (<38 kb).

En los individuos que a la hora de hacer el diagndstico resultaron tener los dos alelos
del # 4 con tamafios del fragmento EcoRl >38 kb (no DFEH1), analizamos la variante A/B, y
obtuvimos la distribucién que presentamos en la Tabla 20, del nimero de fragmentos
encontrados que eran variante A y variante B para los dos alelos del # 4 y para los dos alelos

del # 10.

Rango tamaiio de fragmento EcoRlI (kb): >38 kb

N2 Fragmentos EcoRl analizados: 576 pacientes

Alelo 4(1): 336 Alelo 4(2): 270 Alelo 10(1) 472 Alelo 10(2):350
fragmentos EcoRl | fragmentos EcoRI fragmentos EcoRl fragmentos EcoRl

41)A | 41)B | 42)A | 42)B 10(1)A | 10(1)B| 10(2)A |10(2)B

251 85 159 111 465 7 333 17

Tabla 20. Distribucién de la variante A/B para los alelos del # 4 y # 10 en pacientes No DFEH.
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Estos resultados van asociados a los que presentaremos mas delante de los haplotipos
SSLP. Los alelos del # 10 son siempre variante A, pero existe una excepciéon (10gB), cuando
esos fragmentos estdn compuestos por grupos de repeticiones homogéneas del # 4 en el # 10
debido a una translocacién entre ambos cromosomas (asociados al haplotipo 161: 10qB161T).

Por lo tanto, en este grupo tenemos 24 pacientes (4.2%) que portan fragmentos
translocados con todo el grupo de repeticiones del # 4 translocadas al # 10 pero dentro del
rango de la normalidad. Estos individuos se denominan trisémicos, ya que al hacer el
diagndstico nos vamos a encontrar con 3 fragmentos EcoRl con apariencia de ser del # 4 pero
uno de ellos sera uno de los alelos del # 10, pero que tiene repeticiones del # 4 translocadas.

Analizamos la distribucién de los fragmentos que eran variante Ay B en 127 individuos
con un tamafio de fragmento EcoRl en la zona gris (34-38 kb) en uno de los dos alelos del # 4
(por lo tanto, DFEH1 dudosa). La distribucién de las variantes Ay B para los dos alelos del # 4 y

los dos alelos del # 10 se presentan en la siguiente tabla:

Rango tamaiio de fragmento EcoRlI (kb): 34-38 kb

N2 Fragmentos analizados: 127 pacientes

Alelo 4(1): 87 Alelo 4(2): 64 Alelo 10(1): 86 Alelo 10(2): 60
fragmentos EcoRl fragmentos EcoRl fragmentos EcoRl fragmentos EcoRl
4(1) A 4(1)B 4(2) A 4(2) B 10(1) A 10(1) B 10(2) A | 10(2) B
76 11 33 31 84 2 56 4

Tabla 21. Distribucién de la variante A/B para los alelos del # 4 y # 10 en pacientes DFEH1 en la zona gris.

Analizamos también la distribucion de los fragmentos que eran variante Ay B en 312
individuos con un tamario de fragmento EcoRIl <34 kb (DFEH1) en uno de los dos alelos del # 4.
La distribucidn de las variantes A y B para los dos alelos del # 4 y los dos alelos del # 10 se

presentan en la siguiente tabla:

Rango tamano de fragmento EcoRl (kb): <34 kb

N2 Fragmentos analizados: 312 pacientes

Alelo 4(1): 219 Alelo 4(2): 150 Alelo 10(1): 213 Alelo 10(2): 234
fragmentos EcoRl fragmentos EcoRl fragmentos EcoRl fragmentos EcoRl
4(1)A| 4(1)B |4(1)C| 4(2)A | 4(2)B 10(1) A 10(1)B | 10(2)A | 10(2)B
213 6 1 95 68 213 6 155 19

Tabla 22. Distribucidn de la variante A/B para los alelos del # 4 y # 10 en pacientes DFEH1.
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En los casos con fragmentos <38 kb, como en los pacientes no DFEH1, en el # 10
encontramos la variante B debido a los alelos translocados del # 4 al # 10 que hemos
comentado y que tienen un haplotipo 10qB161. Esto lo podemos ver en 31 pacientes de 439
analizados (127 en la zona gris y 312 con fragmentos menores de 34 kb) mediante PFGE (7%).

En la zona gris, hemos podido analizar la variante Ay B en el fragmento con el tamano
patolégico que tenemos en el alelo 1 del # 4 en 87 individuos con DFEH1 dudosa. Para que se
exprese la enfermedad, ademas de un fragmento en el rango patoldgico se necesita que ese
fragmento tenga una variante A permisiva, que en la mayoria de los casos es la 4qA161. En 76
de los casos sucede asi, pero nos encontramos que en 11 casos el fragmento patoldgico va
asociado a la variante B que no es permisiva.

En los casos con un fragmento <34 kb, hemos analizado la variante A/B en 312 casos, 213
con una variante A, por lo tanto, confirmados como DFEH1, pero hay 6 casos con variante By 1
caso que no estaba asociado ni a la variante A ni B por lo que sera la que en previos articulos
publicados han llamado variante C (Thomas NSy cols., 2007).

Los casos que no tenian variante A fueron:

- 4 individuos pertenecientes a la misma familia y otros 2 individuos independientes, son
portadores de un fragmento de 30 kb asociado a la variante no permisiva 4qB163 por
lo que estos individuos no tienen una DFEH1, son falsos positivos.

- 1 individuo porta la variante C previamente descrita que estd asociada con un
fragmento mosaico de 15 kb y que por tanto es una DFEH1.

- El resto de individuos portadores de variantes no permisivas se encuentran en la zona
gris (34-38 kb) y por tanto se descarta la DFEH1 en estos casos: 2 individuos asociados
a la variante 4gB161, 6 individuos asociados a la variante 4qB163, 2 con un fragmento
asociado a la variante 4gB168, y 1 asociado a la variante de 4qB166.

El estudio de la variante 4gA/4qB no se realiza de rutina, ya que de acuerdo Tawil Ry
cols. (2015), si en pacientes con un fenotipo sugestivo de DFEH se encuentra un fragmento
EcoRl asociado al # 4 en el rango patoldgico se puede considerar causal de la DFEH1 y el
realizar el tipaje para ver si es variante A o B no mejora la especificidad ni la sensibilidad de la

técnica que son del 93% y del 98% respectivamente (Tawil Ry cols., 2015).

3.2 Haplotipos SSLP (Simple sequence length polymorphism)

El estudio del SSLP se realizd para confirmar que el alelo patolégico encontrado en los
casos de DFEH1 pertenezca a las variantes permisivas patoldgicas ya descritas: 4qA161,

4gA161L, 49A159, 4qA168 y para excluir como patogénicos aquellos haplotipos no permisivos
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asociados a fragmentos en el rango patolégico (4A166, 4B163, 4B168, 10A166, 10A164,
10B161T, y 10A176T).

En los casos de DFEH2 se realiza porque, aunque los dos alelos del # 4 tienen tamafios
superiores a las 38kb, el alelo del # 4 asociado a la enfermedad debe tener un tamafio entre las
34kb-70kb (8-20 repeticiones D474) y tiene que tener un haplotipo permisivo.

El haplotipo SSLP también nos ayuda a detectar fragmentos translocados entre los # 4
y # 10 debido a que tienen unos haplotipos especificos (10gB161, 10gA176T, 10gA180T). Los
fragmentos hibridos H2 del tipo # 10 en el # 4, compuestos por repeticiones del # 4 seguidas
de repeticiones del # 10, suelen tener también haplotipos bastante infrecuentes como el 148,
157 0 170.

En el estudio de SSLP hemos caracterizado los alelos del # 4 y del # 10 en nuestra serie

y hemos obtenido los siguientes resultados:
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# 4 No DFEH1 # 4 DFEH1

Alelos Numero de casos % Alelos Ndmero de casos %
A161B163 57 32.2 | A161A161 39 30.23
Al61A161 43 24.29 ( A161B163 27 20.93
A161A166 20 11.3| A161A166H 11 8.53
A161B168 10 5.65| A161B168 9 6.98
B163B163 7 3.95 | A161A166 8 6.20
A161A168 4 2.26 | A163B163 5 3.88
A161A166H 4 2.25|A161A163 4 3.10
A161B166 3 1.69 | A161A170 2 1.55
A166B163 3 1.69 | A156A161 1 0.78
A166HB168 3 1.69 | A157A161 1 0.78
B163B168 3 1.69 [ A161A168 1 0.78
Al161A163 2 1.13 | Al161B162 1 0.78
Al61B161 2 1.13| A161B166 1 0.78
A163A163 2 1.13| A163A168 1 0.78
A166A166 2 1.13 [ A166HB163 1 0.78
A166B168 2 1.13 | C161A161 1 0.78
A159B163 1 0.56 | B163A161 8 6.2
Al161A172 1 0.56 | B1L66A166H 2 1.55
Al161B174 1 0.56 | A166A166 1 0.78
A163A170 1 0.56 [B161A161 1 0.78
A166A166H 1 0.56 | B161B168 1 0.78
A168A172 1 0.56 | B163A166 1 0.78
A168B163 1 0.56 | B163B163 1 0.78
B163A166H 1 0.56 | B168A166H 1 0.78
B163B161 1 0.56 | Total general 129 100
B168B166 1 0.56
Total general 177 100

Tabla 23. Distribucién de alelos del # 4 en los individuos No DFEH1 (izda) y DFEH1 (dcha).
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# 10 No DFEH1

# 10 DFEH1

Alelos Numero de casos % Alelos Numero de casos %
A166A166 120 70.18 | A166A166 65 53.72
Al166A164 26 15.20 | A166B161T 20 16.53
B161TA166 8 4.68 | A166A164 19 15.70
A166A176T 3 1.75 | A166A161T 7 5.79
A176T161T 3 1.75 | A176TA166 3 2.48
A166A180T 2 1.17 | A166A166H 2 1.65
A162A166 2 1.17 | A148A166 1 0.83
A162B161T 1 0.58 [ A164A161T 1 0.83
A164A166H 1 0.58 [ A166A180T 1 0.83
A164B161T 1 0.58 [ A166HA164 1 0.83
A166A168 1 0.58 | B161TA164 1 0.83
A166HA164 1 0.58 | Total general 121 100
A166HB161T 1 0.58
B161TA176T 1 0.58
Total general 171 100

Tabla 24. Distribucién de alelos del # 10 en los individuos No DFEH1 (izda) y DFEH1 (dcha).
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Cromosomas 4-10 No DFEH1 Cromosomas 4- 10 DFEH1

Alelos :eﬂ:;i: % Alelos :;25: %
A161B163A166A176T 31 22.63 (A161A161A166A166 24 22.22
A161A161A166A166 20 14.60 | A161B163A166A166 18 16.67
A161A166A166A166 7 5.11 | A161A166HA166A166 7 6.48
B163A166HA166A164 7 5.11 | A161B163A166A164 5 4.63
A161B163A166A166 6 4.38 | A163B163A166B161T 4 3.70
B163B163A166A180T 5 3.65|A161A161A166B161T 4 3.70
A161B168A166A166 4 2.92 (A161B163A166B161T 4 3.70
A161B163A164A166 4 2.92 | A161A166HA166A164 3 2.78
A161A166A164A166 3 2.19 | A161B168A166A166 3 2.78
A161B168A166B161T 3 2.19 | A161A166A166A164 3 2.78
A166B168A166A166 3 2.19 | A161B168A161TA166 2 1.85
A161A166B161TA166 2 1.46 | A166HB166A166A166 2 1.85
A161A168A166A166 2 1.46 | A156A161A161TA166 1 0.93
A168A172B161TA166 2 1.46 [ A157A161A166A164 1 0.93
A161B168A164A166 2 1.46 | A161A161A164A166 1 0.93
A166HB168166A164 2 1.46 | A161A163A161TA166 1 0.93
A161A161A164A166 2 1.46 [ A161A163A166A166 1 0.93
B163B168A166A166 2 1.46 [ A161A166A166A161T 1 0.93
A159B163A166HB161T 1 0.73 | A161A166A166A166 1 0.93
A161A161A162A166 1 0.73 | A161A166A176TA166 1 0.93
A161A161A166B161T 1 0.73 | A161A166B161TA164 1 0.93
A161A161A176TB161T 1 0.73 | A161A166HB161TA166 1 0.93
A161A163A166A176T 1 0.73 | A161A168A166B161T 1 0.93
A161A166HA164A166 1 0.73 | A161A170A164A166 1 0.93
A161A166HA166A166 1 0.73 | A161A170A166A166H 1 0.93
A161A166HA166A176T 1 0.73 | A161B161A176TA166 1 0.93
A161A168A164A166 1 0.73 | A161B163A161TA166 1 0.93
A161A172A166A166 1 0.73 | A161B163A166A180T 1 0.93
A161B161A166B161T 1 0.73 | A161B163A176TA166 1 0.93
A161B163B161TA166 1 0.73 | A161B163B161TA166 1 0.93
A161B166A166A162 1 0.73 | A161B166A166HA164 1 0.93
A161B166A166B161T 1 0.73 | A161B168A164A166 1 0.93
A161B168A166HA164 1 0.73 | A161B168A166A161T 1 0.93
A161B174A166A166 1 0.73 | A163A168A166B161T 1 0.93
A163A163A166A166 1 0.73 | A166A166B161TA166 1 0.93
A166A161A162B161T 1 0.73 | A166B163A164A166 1 0.93
A166A161A164B161T 1 0.73 | A166HB163A166A166 1 0.93
A166A166A166A164 1 0.73 | A166HB168B161TA166 1 0.93
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A166A166A166A166 1 0.73 | B161B168A161TA166 1 0.93
A166B163A164A166H 1 0.73 | B163A161A166A166H 1 0.93
A166B163A166A164 1 0.73 | C161A161A166B161T 1 0.93
A166B163A166A166 1 0.73 | Total general 108 100
A166B168A166A164 1 0.73
A168B163A166A166 1 0.73
B161B166A166A166 1 0.73
B163B163A166A164 1 0.73
B163B163A166A166 1 0.73
B166A161A166A166 1 0.73
Total general 137 100
Tabla 25. Distribucion de los alelos del # 4 y # 10 en los individuos No DFEH1 (izda) y DFEH1 (dcha).
Resumiendo, se puede ver que la distribucion de los alelos mas comunes es:
No DFEH1 DFEH1
Haplotipo % | Haplotipo %
A161B163 32.2 | A161Al161 30.23
#4
Al161A161 24.29 | A161B163 20.93
A166A166 70.18 | A166A166 53.72
#10
A164A166 15.21 | A166B161T 16.53
b A161B163A166A176T 22.63 | A161A161A166A166 22.22
Ambos
A161A161A166A166 14.6 | A161B163A166A166 16.67

Tabla 26. Combinaciones de haplotipos mas frecuentes de los alelos del # 4 y # 10 en los individuos No DFEH1 y

DFEH1.

3.3. Contracciones inusuales

3.3.1. Translocaciones

Debido a la gran homologia entre los cromosomas 4 y 10 se dan una serie de

reordenamientos que pueden ser o bien homogéneos (todo el grupo de repeticiones de un

alelo del # 4 se transloca al # 10 o viceversa) (Figura 45) o heterogéneos (fragmentos

compuestos por repeticiones del # 4 seguidas por repeticiones del # 10 —hibridos H2- o

viceversa —hibridos H1-).
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INTERCAMBIOS SUBTELOMERICOS

DISOMICO MONOSOMICO TRISOMICO  “DISOMICO”
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NORMALES transloca todo el grupo de repeticiones de un cromosoma a otro)

Figura 45. Intercambios subteloméricos homogéneos de todo el grupo de repeticiones del # 4 al 10 y viceversa.

Para poder reflejar los datos obtenidos en nuestra serie de pacientes vamos a seguir el
esquema seguido por van Overveld PG en su articulo publicado en el 2000 en que
describia la serie de las distintas constituciones subteloméricas del grupo de repeticiones

D4Z4 en 208 individuos holandeses no relacionados (Figura 46).

#4 #4 #10 #10 Clase n
estandar| O-DbDD- | ODDDD> | m-PPPM- | mIPMM | A 158
e s e . . B 6
#10enel 4 o ODbPp . - C 5
. iy s B . D 7
O»ppd- | T-obb>- ' . A . .- | 0
. o mDDDD> | e F |18
#lenell0 o . P> . G 4
' . ° B/-DDPy- . H 1
* | ¢ [WDP> @) | | 2
Constitucion alélica compleja X 1
Mosaicismo somético M 6

Figura 46. Configuraciones subteloméricas de repeticiones en la region D4Z4 entre los cromosomas 4 y 10

(Imagen modificada de van Overveld PG y cols., 2000).
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La region donde hibrida la sonda p13E-11 se representa en la imagen con un cuadrado
mientras que las repeticiones del # 4 se representan con tridngulos blancos y las del # 10 con
triangulos negros. Los puntos indican la misma estructura de repeticiones que la que esta
arriba en la columna. Los individuos se han clasificado en 11 grupos diferentes:

Clase A: la configuracion mds comun, es la distribucion estdndar con grupos de
repeticiones del tipo # 4 en el # 4 y grupos de repeticiones del tipo # 10 en el # 10. Individuos
disdmicos (2 alelos del # 4 y 2 alelos del # 10).

Clases B-E: son individuos que portan grupos de repeticiones del tipo # 10 en el # 4,
bien homogéneos (B y E) o heterogéneos (Cy D).

Clases F-I: son individuos que portan grupos de repeticiones del tipo # 4 en el # 10,
bien homogéneos (F e I) o heterogéneos (G y H).

El grupo B son los monosémicos, con apariencia de un solo fragmento del tipo # 4 y
tres fragmentos del tipo # 10 (uno de esos fragmentos es el otro alelo del #4).

El grupo E son las nulisomias, con apariencia de 4 fragmentos del tipo # 10 (en la serie
holandesa estudiada no encuentran ningun individuo con esa configuracion).

El grupo | son los tetrasémicos, con apariencia de 4 fragmentos del tipo # 4 (dos de
ellos corresponden a los fragmentos del # 10).

Los individuos de la clase C y H, tienen fragmentos hibridos H2 compuestos por
repeticiones del # 4 seguidas por repeticiones del # 10, bien en el # 4 o bien en el # 10
respectivamente.

Los individuos de la clase D y G, tienen fragmentos hibridos H1 compuestos por
repeticiones del # 10 seguidas por repeticiones del # 4, bien en el # 4 o bien en el # 10
respectivamente.

En nuestra serie de pacientes hemos encontrado las siguientes configuraciones

subteloméricas:
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#4 #4 #10 #10 Clase n
estandar| ODPDD- | CHODDD- | m-PPM- | MR A | 984
. TO>rrr- @ s B 0
#10enel4 . ODbPp B e C a7
B g . . D | 94
T-Pppd-  T-Pbbh- ' . ' B B 18
o . /DD . F 111
#4enell0 o . B . G 13
i . . [ ERR= . H |9
- | e DODD> | WD) I 6
Constitucion alélica compleja X 23
Mosaicismo somatico _ - M 21

Figura 47. Configuraciones subteloméricas de repeticiones en la regiéon D4Z4 entre los cromosomas 4 y 10 en

nuestra serie de pacientes.

La mayoria de los individuos analizados son disdmicos (76.5%, Clase A) y un 1.8% tiene
una configuracién alélica compleja. En los demas individuos (n=280), el tipo mas frecuente de
reordenamiento es la translocacién del grupo homogéneo de repeticiones del # 4 en el # 10

(39.6%, trisémicos):

%
Clase B 0% | Monosomico
10enel4 Clase C 16.8%| H2enel #4
(10/4) Clase D 33.6%| Hlenel#4
Clase E 0% | Nulisémico
Clase F 39.6%| Trisémico
4enell0 Clase G 4.6%|Hlenel#10
(4/10) Clase H 3.2%(H2enel #10
Clase | 2.1% | Tetrasémico
100%

Tabla 27. Porcentaje de reordenamientos subteloméricos del # 10 en el # 4 y viceversa en nuestra poblacion.

Dentro del rango patolédgico tenemos 11 pacientes con DFEH1 en que el fragmento
patoldgico es un fragmento hibrido, 9 individuos con un hibrido H1 (que comienza con
repeticiones del # 10 seguidas de repeticiones del # 4) y 2 individuos con un hibrido H2 (que
comienza con repeticiones del # 4 seguidas de repeticiones del # 10):

- Los hibridos H1 tienen un tamano de 15 kb (2 individuos), 18 kb (3 individuos), 22 kb,

25 kb, 29 kb, 30 kb.

- Los hibridos H2 tienen un tamafio de 28 kb y de 30 kb.
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Los 23 casos de constitucién alélica compleja se han contado aparte porque no encajan
en ninguna de las clases comentadas (por ejemplo, un individuo con un fragmento hibrido H1
o H2 en el # 4 y un fragmento homogéneo translocado con todas las repeticiones del # 4 al #

10).

3.3.2. Mosaicos

Los mosaicos se detectan porque se visualizan 5 alelos cuando se realiza el estudio
molecular mediante PFGE (dos alelos del # 10, 1 alelo del # 4 y el otro alelo del # 4 se contrae y
da lugar a otro fragmento (estos dos fragmentos se visualizan con una menor intensidad,

dependiendo del porcentaje de células en que se encuentre ese tamafio de fragmento).

Figura 48. Paciente mosaico visualizado mediante LGE (flecha) (Esta membrana es anterior a la aparicion

del enzima Xapl y solamente se realizaba la doble digestién EcoRI + EcoRI/BInl).

Resumimos los resultados de los 21 mosaicos detectados en la siguiente tabla:
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Individuo :I'ﬁ Alelo 4 (1) 4 (':; B c(,:)4 Alelo 4 (2) 4 (‘X B C(‘;;‘
Tamaiio frag en kb Tamaiio frag en kb
(% mosaicismo) (% mosaicismo)
1 >38 55 A| 166 65(20)/75(80) B| 168
2 >38 45(50)/115(50) 63 B
3 >38 55(70)/140(30) B 65 A
4 12 12(20)/25(80) 161 163
5 12 12(40)/60(60) 20
6 15 15(20)/70(80) 45
7 15 15(15)/130(85) Al 161 22 Al 161
8 15 15(80)/75(20) Al 161 85 A| 161
9 15 15(20)/12(80) c| 161 110 Al 161
10 18 18(15)/65(85) 161 80 163
11 18 18 (80)/130(20) A 100 A
12 18 18(50)/85(50) A 85 B
13 18 18(70)/40(30) A 65 B
14 18 18(30)/120(70) A 100 B
15 18/25 18 A 25(70)/90(30) B
16 19 19(20)/50(80) 97
17 22 22(70)/18(30) Al 161 80 B| 163
18 25 25(20) Al 161 50 A| 166
19 28 )8 A 60(50)/70(50) A
20 29 29H1 A 65(20)/80(80)
21 29 29(20)/38(80) A 175 B

Tabla 28. Mosaicos detectados en nuestra serie de pacientes.
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Frag Inicio

Individuo | (kb) Sexo | (afos) Estado Fragmento EcoRl mosaico

1 >38 kb | Mujer Asintomatica No patoldégico (No DFEH1)
2 >38 kb | Mujer Asintomatica No patoloégico (No DFEH1)
3 >38 kb | Mujer 53 Afecta No patoldégico (No DFEH1)
4 12| Vardn Afecto Patoldgico (DFEH de novo)
5 12| Vardn 12 Afecto Patoldgico (DFEH de novo)
6 15| Vardn Afecto Patoldgico (DFEH de novo)
7 15| Mujer Afecto Patoldgico (DFEH de novo)
8 15| Vardn 18 Afecto Patoldgico (DFEH de novo)
9 15| Vardn 33 Afecto Patoldgico (DFEH de novo)
10 18| Mujer Afecta Patoldgico (DFEH de novo)
11 18| Vardn Afecto Patoldgico (DFEH de novo)
12 18| Mujer Asintomatica Patoldgico (DFEH de novo)
13 18| Mujer Asintomatica Patoldgico (DFEH de novo)
14 18| Vardn Asintomatico Patoldgico (DFEH de novo)
15 18/25| Vardn 10 Afecto No patoldgico (DFEH1 por frag de 18 kb)
16 19| Vardn Afecto Patoldgico (DFEH de novo)
17 22| Mujer Asintomatica Patoldgico (DFEH de novo)
18 25| Mujer Afecta Patoldgico (DFEH de novo)
19 28| Mujer 27 Afecta No patoldgico (DFEH1 por frag de 28 kb)
20 29| Mujer Afecta | No patoldgico (DFEH1 por frag hibrido de 29 kb)
21 29| Vardn Asintomatico Patoldgico (DFEH de novo)

Tabla 29. Sintomatologia y tamario de fragmento dentro de los casos mosaico.

En los 3 primeros individuos el fragmento mosaico esta por encima de las 38 kb, por lo

gue no esta asociado a la DFEH1.

En los individuos 19 y 20 son casos de DFEH1, pero no debido al fragmento mosaico

que esta por encima de las 38 kb, sino por otro fragmento EcoRI en el rango patoldgico (de
28kb y 29 kb respectivamente). En el individuo 15 a pesar de que el fragmento mosaico estd en
el rango patoldgico esta asociado a la variante B no permisiva por lo tanto en ese individuo la
enfermedad se expresa debido al otro fragmento de 18 kb que también tiene en el rango
patoldgico.

En el resto de los 15 casos, la patologia se debe a la aparicion de novo de ese
fragmento mosaico que se encuentra en el rango patoldgico. En los 2009 individuos estudiados
con un fragmento <38 kb, hemos detectado mosaicismo en el 0.75% de los casos. Segun la
informacidn clinica de la que disponemos y en los casos en que tenemos estudiados a los
progenitores, de los 15 casos, en 10 de ellos (0.5%) se detectd el fragmento delecionado EcoRl
en uno de los progenitores no afectos y en 5 casos (0.25%) se detectd dicho fragmento en los

mismos pacientes con DFEH1 de novo en cuyos progenitores no se habia detectado. En el
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estudio de van der Maarel y cols. (2000) detectaron un 40% de casos mosaico y los porcentajes
fueron del 14% frente al 26% respectivamente.

Entre los 15 casos en que la DFEH1 se debe a ese fragmento mosaico, tenemos 9
varones (dos de ellos asintomaticos) y 6 mujeres (tres de ellas asintomaticas).

Todos los casos detectados por LGE se han confirmado por PFGE. En los casos que
hemos analizado muestras con la sospecha de delecién de la region de la sonda no hemos
obtenido ninguln caso positivo.

Por lo tanto, la PFGE no mejora los resultados del LGE en los rangos <38 kb, pero
resulta imprescindible para aclarar los casos dudosos (6.2%) ya que permite afinar el resultado
y caracterizar los casos mosaicos y los casos hibridos.

No se han encontrado mosaicismos o hibridos en los cromosomas portadores de un
fragmento en la zona gris, mientras que la mayoria de hibridos se concentran en los rangos
mayores de 38 kb (sélo tenemos 11 casos de hibridos patoldgicos, 2 del tipo H2 y 9 del tipo H1)
al igual que los reordenamientos homogéneos de todo el grupo de repeticiones, no asi los
casos mosaicos que se concentran en mayor medida en los cromosomas patoldgicos, aunque

esto puede ser un sesgo técnico que no permite identificar mosaicos de fragmentos muy

grandes.
194-
*
145,5- *
97-
435- S " o -
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Figura 49. Ejemplos de algunas membranas de PFGE con distintos tipos de fragmentos:
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1: Caso de heterocigoto compuesto (en este caso los alelos del # 4 tienen 22 y 34 kb).

2: Caso mosaico (se visualizan 5 alelos en total, dos del # 4 de menor intensidad -*- representan el
mosaico y la intensidad depende del porcentaje de células que tengan ese tamafio de fragmento).

3: Caso hibrido H1 (el fragmento hibrido se indica mediante *).

4: Caso hibrido H2 (el fragmento hibrido se indica mediante *).

5: Casos disomicos (dos alelos del # 4 y dos alelos del # 10).

En el caso de fragmentos hibridos podemos visualizar dos tipos: los que comienzan por
repeticiones del # 10 seguidas por repeticiones del # 4 (hibridos H1) y fragmentos que

comienzan por repeticiones del # 4 seguidas por repeticiones del #10 (hibridos H2) (Figura 50).

EBXE B XEB XEBXEB X

#4H2 :
#4H1 -194
#4
-145,5
#10 dao
#10
-97
#4+10 . ™
-
410 | N 2| B #4+10
~ - .
#10 - . 4
- #10 )
#4H2 #10 -
#4+10 -43 5
#4 -] - Y
-23
#4M
#4H1 -15
1 2 3 4 5 -9

Figura 50. Membrana de PFGE con informacion completa de los alelos del # 4 y # 10 en 5 de nuestros pacientes (3
digestiones por paciente; E:EcoRI/Hindlll, B: EcoRI/BInl, X: Xapl). Paciente 1: paciente con DFEH con un fragmento
patoldgico del # 4 de 28 kb y otro fragmento hibrido H2 en el rango no patoldgico que comienza por repeticiones
del # 4 seguidas de repeticiones del # 10 (fragmento hibrido sefializado mediante la linea); Paciente 2: paciente
mosaico con un alelo del # 4 de 22 kb que se contrae a otro de un tamaio de 18 kb, el otro alelo del # 4 con un
tamafio de 70 kb que migra simultdneamente con un alelo del # 10 que tiene el mismo tamafio, y el otro alelo del #
10 tiene 55 kb; Paciente 3: individuo control con un fragmento hibrido H1 de 150 kb que comienza por repeticiones
del # 10 y continua por repeticiones del # 4 (sefializado por la linea), tiene otro alelo del # 4 con un tamafio de
fragmento de 75 kb, un alelo del # 10 de 85 kb y el otro alelo del # 10 de 110 kb; Paciente 4: paciente disémico (2
alelos del # 4 y 2 del # 10) con DFEH con un fragmento patoldgico de 28 kb comigrando con un alelo del # 10 del
mismo tamano; Paciente 5: individuo control en el que se pueden observar los 2 alelos del # 4 y los 2 del # 10.
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3.3.3. Heterocigotos compuestos

Se han descrito en la literatura individuos con DFEH que tienen 2 fragmentos en el

rango patolégico de la enfermedad (Wohlgemuth M y cols.,, 2003), que pueden ser uno

permisivo (variante A) y el otro no permisivo (variante B) o bien ser los dos fragmentos

permisivos. Al analizar nuestra serie hemos encontrado 11 casos de pacientes con los dos

alelos del # 4 en el rango patoldgico (ver ejemplo en la Figura 50):

Individuo | Tamafios de los frag (kb) | Alelo 4 (1) | 4 A/B (1) | CA 4(1) Alelo 4 (2) 4 A/B(2) | CA4(2)| Sexo
1 30/36 | 30H1(18) A| 166H 36 A 161 | Vardn
2 34/38 34 A 161 38 A 161 | Vardn
3 22/34 22 A 161 34 A 161 | Mujer
4 22/28 22 A 161 28 A 166 | Vardn
5 22/28 22 A 161 28 A 163 | Mujer
6 32/36 32 A 156 36 A 161 | Mujer
7 25/30 25 A 161 30 B 163 | Mujer
8 25/34 25 A 161 34 B 163 | Vardn
9 25/34 25 A 161 34 B 163 | Mujer
10 18/25 18 A 25(70%)90(30%) B Varén
11 22/28 22 A 161 28 A 168 | Mujer

Tabla 30. Casos de heterocigotos compuestos en nuestra serie.
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Figura 51. Membrana de LGE en la que se pueden ver la composicion de los alelos del # 4 y # 10 en 5 de nuestros

pacientes. El Ultimo individuo es un heterocigoto compuesto, ya que tiene dos fragmentos del # 4 por debajo de las

38 kb (22/28).

En 7 de los casos 11 casos los dos alelos del # 4 portan fragmentos permisivos

asociados a la variante A y mientras que los 4 restantes portan en un alelo del # 4 un alelo
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permisivo (normalmente suele ser el de menor tamafio) y un alelo del # 4 no permisivo
(variante B). El individuo 10 comentado en el apartado de moaicismo, su fragmento de 25 kb
no es permisivo.

El individuo 3 es un caso esporadico en su familia y es el Unico con dos fragmentos en
el rango patoldgico (de 22 kb y 34 kb). Este paciente tenia 6 hermanas mas y 3 de ellas que
estaban asintomaticas eran portadoras del fragmento de 34 kb 4gA161, pero este fragmento
no estaba asociado a la DFEH en esta familia (eran casos de poblacién control con un
fragmento de 34 kb que no estaba relacionado con la DFEH1). Este es un caso que ejemplifica
muy bien lo importante que es caracterizar clinica y molecularmente el caso dentro del

contexto familiar.

3.3.4. Fragmentos no patoldgicos en el rango <38 kb

Hemos establecido de acuerdo a la literatura que se necesita portar un fragmento
EcoRl asociado al # 4 en el rango patoldgico, pero también hemos visto que ese fragmento
tiene que estar localizado en un # 4 con un haplotipo permisivo. En este apartado vamos a
describir los casos que podrian llevar a confusién porque no cumplen estos requisitos:

Tenemos por una parte los 17 individuos con fragmentos no permisivos que hemos
encontrado (6 con un fragmento de 30 kb y el resto con fragmentos con un tamaio dentro de
la zona gris) y que hemos comentado en el apartado 2.1 de la PFGE y variante 4qgA/4qB.

Pero aqui también tenemos que contar con los fragmentos asociados al # 10 que estan
en el rango patoldgico y que no debemos confundir con los asociados al # 4. Para esto nos
ayudamos de la triple digestiéon que discrimina los fragmentos cuyo origen es # 4 de los del #
10 (Imagen 52). Pero existen casos que nos podrian llevar a confusidn y para los que es preciso
tener experiencia en la interpretacién de los resultados. Este es el caso de los fragmentos
hibridos del tipo H1 (empiezan por repeticiones del # 10 seguidas de repeticiones del # 4) que
tienen el mismo patrén que los fragmentos del # 10 y se visualizan también en la primera y
tercera digestiéon que realizamos. Normalmente la diferencia esperada entre esas digestiones
en los fragmentos del # 10 es de 6 kb y contando con eso podria discriminarse, pero podria
darse la casualidad que el patron del fragmento hibrido coincidiese con esa diferencia. En
estos casos el hacer el haplotipo SSLP tampoco nos serviria de dato de apoyo porque el
haplotipo mayoritario para los alelos del # 10 es el 166 y los fragmentos hibridos también
tienen en mismo haplotipo 166 (en ese caso se marca como 166H). Tendriamos que revisar el

caso mediante PFGE y ver la composicidon del resto de los alelos. También tendriamos el riesgo
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de dar un resutado con un falso negativo en los casos de monosomia en que el grupo de
repeticiones del tipo # 10 se transloca al # 4 dando apariencia de ser un fragmento del # 10
pero realmente su origen es # 4 y si este fragmento tiene menos de 38 kb es patoldgico y
causante de la DFEH1. Estos casos son dificiles de detectar. En todos los pacientes que hemos

estudiado mediante PFGE no hemos encontrado ningln caso de monosomia.
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Figura 52. Fragmentos del # 10 en el rango patoldgico en una de nuestras membranas. El segundo individuo es
portador de un fragmento EcoRI del # 4 en el rango patoldgico y los fragmentos EcoRl de los dos alelos del #10

tienen tamanos por debajo de las 38 kb.

No es muy frecuente encontrar fragmentos del # 10 con tamafos menores de 38 kb
(se estima que puede llegar a suceder en un 10% de la poblacién). En nuestra serie de

pacientes hemos encontrado la siguiente distribucion:

Rango tamaiio de frag (kb) | Alelo # 10 (1) <38 kb | Alelo # 10 (1) <38kb y Alelo # 10 (2) <38 kb | Total
Alelo # 4 (1) >38 kb 242 24| 266
Alelo # 4 (1) <38 kb 153 14| 167

Total 395 38| 433

Tabla 31. Fragmentos del # 10 menores de 38 kb en nuestra serie de pacientes No DFEH y DFEH1.

En 266 pacientes (61.4%) en que se ha descartado la DFEH1 por no tener ningun
fragmento del # 4 <38 kb, hemos encontrado que 242 individuos tienen un fragmento del # 10
por debajo de las 38 kb y que otros 24 individuos tienen fragmentos del # 10 con la

contraccion en los dos alelos del # 10.

Pero en pacientes confirmados como DFEH1 con un fragmento contraido del # 4
también nos encontramos que tienen fragmentos contraidos en el # 10 (38.5%), bien en uno

de sus alelos del # 10 (91.7%) o incluso en los dos alelos del # 10 (8.3%).
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En los casos de DFEH1 este hecho es muy importante porque existe una correlacién
entre el tamafio de los fragmentos y el % de metilacién de la regién D4Z4. Esto se pudo
corroborar en una publicacién conjunta con el Dr. Richard Lemmers en el 2015 (Referencia 9
del anexo de articulos derivados de esta tesis). En el articulo se establece un pardmetro que se
denomina Delta 1 que es la metilacién observada menos la metilacién predicha basada en el
nuimero total de repeticiones D4Z4.

Por ejemplo, estos fragmentos del # 10 <38 kb en pacientes con una DFEH1 pueden
dar una metilacion observada menor de la esperada para esos casos (incluso valores de
metilacion <25% como una DFEH2) y por eso se deberia corregir en estos calculando el factor
Delta 1 que tiene en cuenta los tamanos de los fragmentos del # 4 y del # 10.

En nuestra serie de pacientes, encontramos esta caracteristica en casi el 5% de los
casos. Hemos analizado la metilacién en 4 casos de DFEH1 que ademas tienen fragmentos <38
kb en los dos alelos del # 10 con unos resultados de: 18.3%, 24.2%, 20.4% y 6.8% esperables
para una DFEH2 (<25%).

4. Diagndsticos prenatales

Hemos realizado 93 estudios de diagndstico prenatal pertenecientes a 64 familias
distintas. Las muestras de partida han sido, ADN extraido de vellosidad corial (83) y ADN
extraido de células cultivadas de liquido amnidtico (10). Se han obtenido 40 resultados
positivos (43%) y 53 resultados negativos (57%). Dentro de las 64 familias estudiadas en los
prenatales, se han hecho el estudio prenatal 66 gestantes, ya que en dos familias se han hecho
el estudio dos personas afectas dentro de la misma familia. En varias familias, la misma mujer
se ha sometido al estudio prenatal en mas de una ocasidn. Hay 3 casos en que la misma mujer
se ha sometido a 4 prenatales, 4 casos a 3 prenatales, 10 casos a dos prenatales y el resto de
mujeres a un solo prenatal.

Los resultados se resumen en la siguiente tabla:

Origen % Origen % Total %
materno paterno
Feto Sano 27 58.7 26 55.3 53 57
Feto Afecto 19 41.3 21 44.7 40 43
Total 46 100 47 100 93 100

Tabla 32. Resultados de los prenatales realizados de DFEH1.
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En los 46 casos en que la madre era la portadora del fragmento patolégico, transmite
el fragmento en el 41.3% de los casos (p=0.403), mientras que en los 47 casos en que el padre
era el portador, lo transmite en el 44.7% de los casos (p=0.341).

El tamafio medio del fragmento heredado de origen materno ha sido de 22.2 kb y el
tamafio medio del fragmento heredado de origen paterno ha sido de 21.9 kb.

Hemos realizado el estudio indirecto mediante marcadores en 23 de los 93 estudios
prenatales (25%) en paralelo al método directo mediante Southern blot ya que contadbamos
con familiares afectos previamente estudiados e individuos sanos dentro de la misma familia.

Entre las 66 familias en que se han realizado los estudios prenatales cabe destacar 3 de

ellas por tener caracteristicas peculiares (A, B, C):

Familia A

H o O

1 o) 3

O MO

4 5 6

<O

74

Recibimos para hacer el estudio molecular la muestra del individuo 5 en el afio 2003.
Resultd ser un caso heterocigoto compuesto con dos fragmentos en el rango patolégico, uno
de 22 kb y uno de 28 kb. En estos casos se debe ver si los fragmentos estdn en un #4 permisivo
(variante A) o no permisivo (variante B). Se realizd el estudio y los dos fragmentos eran
variante A. Al afio siguiente la pareja (individuos 4 y 5) se quedd embarazada y querian hacer el
estudio prenatal. En este caso se necesitaba estudiar a mas miembros de la familia para poder
caracterizar la penetrancia de los dos fragmentos encontrados en el individuo 5 y su
patogenicidad. Nos enviaron al resto de miembros de la familia con los siguientes resultados:

- Individuo 1: 22 kb 4gA

- Individuo 2: 28 kb 4qA

- Individuo 3: >38 kb 4gB

- Individuo 4: >38 kb 49B

- Individuo 6: 28 kb 4qB
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El individuo 5 habia heredado via materna el fragmento de 22 kb y via paterna el
fragmento de 28 kb. La madre y el padre fueron referidos como asintomaticos, aunque
después de una reevaluacioén clinica, la madre presentaba sintomas muy leves. La hermana del
individuo 5, era portadora del fragmento de 28 kb heredado también via materna, y se
encontraba totalmente asintomatica.

No tuvimos acceso a la muestra del hermano del individuo 1 que podia corroborar
nuestras sospechas en esta familia. Parecia que los individuos portadores del fragmento de 28
kb no expresaban la enfermedad mientras que los individuos portadores del fragmento de 22
kb presentaban sintomas. La madre del individuo 5 era portadora casi asintomatica pero su
hermano que si presentaba sintomas, sospechamos que era portador también del fragmento
de 22 kb. Al hacer el estudio prenatal se detecté que el feto habia heredado el fragmento de
28 kb de su padre.

El estudio de todos los miembros de esta familia nos permitié con los conocimientos
en esa época informar que parecia que el fragmento de 28 kb no era penetrante en esa familia
y aunque estaba en el rango patolégico no se expresa. Por lo que los portadores de este
fragmento no llegarian a expresar la enfermedad.

Cuando afios mas tarde se descubrieron los haplotipos SSLP (afio 2007), reevaluamos
esta familia, y pudimos comprobar que este fragmento de 28 kb, a pesar de ser variante A,
tenia un haplotipo 166 (4gA166) que es la Unica excepcidn de haplotipo con la variante A que

no es permisivo.

Familia B

O
00 @0

Se trata de una mujer (individuo 4) afecta que se hizo el estudio molecular en el afio
2003 y como resultado se obtuvo un fragmento de 38 kb en el limite del rango patoldgico. El
clinico responsable nos comentd que tenia un fenotipo muy tipico de DFEH. Mas tarde nos

envian a los progenitores y al hermano para estudio molecular. La hija habia heredado el

fragmento de su madre (individuo 2), pero ésta ultima estaba asintomatica.
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A finales del afio 2003 se publicé que los pacientes con DFEH tienen hipometilacién en
el alelo del # 4 que sufre la contraccidn de repeticiones. En el afio 2005 se publicé que también
los que no tenian la contraccion (DFEH2) tienen una hipometilacion <25% en esa regidn. Al
estudiar la metilacidén en esta paciente, se detectd que la paciente tenia un 7% de metilacidn.

En el afio 2011 se quedd embarazada y nos solicitd un diagndstico prenatal en el que
se vié que el feto habia heredado el mismo fragmento de 38 kb asi que se informd que en
nuestra experiencia un fragmento de 38 kb no confiere una sintomatologia tan acusada como
tenia la paciente, lo que abria la posibilidad de tratarse de otro tipo de DFEH no asociada a un
tamafio de fragmento menor de 38 kb. No obstante, la paciente decididé no seguir adelante con
el embarazo. En el afio 2012 se descubrié el gen SMCHD1, y siguiendo nuestro protocolo de
diagndstico revisitamos este caso para secuenciar el gen SMCDH1, encontrando la mutacion
c.565 A>G p.(Met189Val) en el exdn 5.

Por lo tanto, este caso se trataba de una DFEH2, que ademds tenia un fragmento en el
limite de 38 kb (DFEH1+DFEH2). La madre (individuo 2) que era portadora del fragmento de 38
kb, no tenia la mutacion en SMCHD1 y tampoco la tenia su padre (individuo 1). Este caso por
tanto es un caso esporadico de DFEH2. En el afio 2014 y 2015 se volvié a quedar embarazada y
como ya conociamos la mutacion puntual causante del fenotipo en el exdn 5 del gen SMCHD1,
secuenciamos directamente la mutacion y analizamos el haplotipo. En los dos embarazos el

feto heredd tanto la mutacion patogénica como el haplotipo permisivo.

Familia C

6 7

En el afio 2002 se realizé el estudio molecular a un varén con un fenotipo tipico de
DFEH (individuo 1) con un resultado confirmado para la DFEH1 con un fragmento EcoRI

patoldgico de 28 kb.
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En el afio 2011 nos enviaron para estudio la muestra de su hija (individuo 4) que era
también portadora del fragmento de 28 kb. En el afio 2014 ésta (individuo 4) se quedd
embarazada y enviaron la muestra del marido (individuo 5) y de la vellosidad corial para el
estudio prenatal. El feto (6) no habia heredado el fragmento de 28 kb, pero en los casos
prenatales solemos hacer también el estudio de haplotipos SSLP (progenitores y feto) por si
ayuda también a la informatividad del resultado mediante Southern. En este caso, al hacer el
haplotipo observamos que la madre tenia el siguiente haplotipo: 163, 163, 166, 161. Esto
significaba que la paciente tenia un haplotipo 163 en los dos alelos del # 4, un haplotipo 166
para uno de los alelos del # 10 y el otro alelo del # 10 tenia un haplotipo 161 por lo que debia
ser un fragmento translocado con todo el grupo de repeticiones del # 4 en el # 10, con un
haplotipo 10qB161T. Debido a esta posibilidad nos alarmamos, ya que normalmente el
haplotipo 163 suele ir asociado a alelos no permisivos que son variante B. En un estudio en
poblacién control se vio que el haplotipo 163 va asociado en el 32.9% a la variante B y en un
0.9% a la variante A (Lemmers RJ y cols., 2010). Inmediatamente informamos de esto al centro
remitente y nos planteamos analizar si el fragmento de 28 kb estaba asociado a la variante A
(patoldgica) o a la variante B (no patoldgica, y entonces la patologia no era producida por este
fragmento). Realizamos el Southern blot e hibridamos con la sonda 4gA y efectivamente el
fragmento era variante A. Asi que por muy infrecuente que fuera tener un fragmento 4qA163,
en este caso se did esta combinacién.

En el afio 2015 enviaron a la hermana (individuo 3) que también fue portadora del
fragmento de 28 kb.

En el afio 2018 se volvieron a quedar embarazados (individuos 4 y 5) y ya que teniamos
estudiados a varios miembros afectos de la familia, pedimos también muestra de la madre
(individuo 2) para en paralelo al Southern blot, realizamos el estudio indirecto mediante los 11
marcadores proximales a la region D4Z4 (ANEXO 5) para poder determinar el haplotipo
patoldgico que segregaba con la enfermedad y ver si el feto lo habia heredado o no. En este
caso el feto (7) heredd el fragmento de 28 kb visto mediante Southern blot y este resultado

fue apoyado por el resultado de los marcadores.
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Figura 53. Estudio prenatal de DFEH1 de la familia C mediante marcadores proximales a la region D4Z4.

149

244
147
185
230
228
180
224

98
144
222
288

244
141
189
230
228
178
208

116
138
222
286



RESULTADOS

5. Pacientes con clinica de DFEH pero sin la contraccion de D4Z4

5.1. DFHE tipo 2. Estudio de metilacion.

Siguiendo los criterios descritos en Material y Métodos (punto 6) en nuestra serie de
pacientes se ha realizado un muestreo y estudiado el nivel de metilacidon en 232 individuos con
fenotipo compatible con DFEH y sin un fragmento en el rango patoldgico (<34 kb). El 31% de
los casos (72) han sido positivos para DFEH2. De estos, 2 pacientes con mutacion en DNMT3B,
70 pacientes DFEH2 con mutacién en SMCHD1, y 8 de ellos tienen ademas un fragmento EcoRI

en la franja gris (34-38 kb), por lo tanto son DFEH1 + DFEH2 (3.9%).

Estatus N2 individuos estudiados | %
No DFEH 160 69
DFEH2 64 27,6
DFEH1+DFEH2 | 8 3,4
Total 232 100

Tabla 33. Pacientes DFEH2 y DFEH1+DFEH2 en nuestra serie.

Los pacientes DFEH2 con mutaciones en el gen SMCHD1 o DNMT3B tienen una
hipometilacidn muy marcada (<25%). En la figura 54 se pueden ver 6 pacientes DFEH2 con

hipometilacidn.
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Figura 54. Membrana de uno de nuestros blots con 6 individuos con hipometilacion. #4Met: # 4 metilado; #4No Met:

# 4 no metilado.
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Hemos resumido todas las variantes encontradas en la Tabla 38 (ANEXO 6). En ella se
ha incluido ademds de la mutacién encontrada y el % de metilacidn, los tamafios del
fragmento EcoRl para los dos alelos del # 4.

Aunque tenemos 72 casos de DFEH2 confirmados, como se puede observar en la tabla,
algunos son esporadicos (42 casos) y en otros casos son casos familiares con varios individuos
afectos (30 casos que pertenecen a 13 familias distintas).

Entre los casos con DFEH2 tenemos:

- Un caso se trata de un heterocigoto compuesto con dos mutaciones en el gen
SMCHD1 que fue incluido en la publicacion de van der Boogaard ML 2016 en la que
colaboramos (Ref. 385).

- Un caso tiene un cambio intrénico en el gen SMCHD1 descrito como VUS ademas
de un cambio en el gen DNMT3B predicho como patoldgico.

- Un caso con un cambio en el gen DNMT3B con prediccién patoldgica, aunque no
publicado en la literatura ni en las bases de datos (LOVD, HGMD, ClinVar). Este
caso ademas se trata de un caso de DFEH1+DFEH2 porque porta ademas un
fragmento EcoRI de 34 kb.

- Los otros 53 casos portan cambios en el gen SMCHD1, de los que estdn solamente
publicados 15 de ellas (en las bases de datos LOVD, HGMD, ClinVar), los 38
restantes estdn pendientes de publicacién.

En la Tabla 39 (ANEXO 6) se anotan como hemos comentado las variantes
previamente publicadas y en las que no es el caso, las predicciones in silico de su
patogenicidad.

Segln Lemmers RJ y cols., 2015 en los casos de DFEH2 la gravedad viene determinada
en parte por el tamafio del alelo permisivo y por otra parte por el tipo de mutaciéon. En general,
las mutaciones sin sentido dan un fenotipo mas grave (efecto dominante negativo, P-ORF) que
las mutaciones de cambio de pauta de lectura o coddn stop que causan haploinsuficiencia
(pérdida de funcion, D-ORF). No contamos con datos clinicos suficientes de los pacientes como

para correlacionar la gravedad de la presentacidn clinica con el tipo de mutacién.

La metilacién media de los casos de DFEH2 en nuestra serie es del 11% (SD 5.6%).

Para caracterizar nuestra serie en funcidn de la metilacion, realizamos el estudio en un
muestreo mas amplio de muestras, sobre todo en los casos con fragmentos en la zona gris

(34kb-38kb):
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N2 individuos | % metilacién
(n=453) (medio) °P
Casos con fragmentos <34kb 66 29.6 10.5
Casos con fragmentos 34kb-38kb (no DFEH1+DFEH2) 130 31.6 12.2
Casos con fragmentos >38 (no DFEH2) 257 39.7 14.1

Tabla 34. Estudio de metilacién en pacientes No DFEH, en pacientes en la zona gris (no DFEH1+DFEH2) y en

pacientes DFEH1.
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Figura 55. Distribucién del % metilacién (Fsel) en los 3 grupos: DFEH1, DFEH1 (zona gris) y No DFEH.

Dentro de los casos estudiados en que hemos estudiado la metilacién, hemos
encontrado 29 pacientes (6.4%) con fragmentos en el rango de la zona gris y en tamafios
mayores de las 38 kb que cumplen todos los requisitos para ser una DFEH2 (hipometilacién +
haplotipo permisivo) pero en los que no hemos encontrado mutaciones en los genes SMCHD1

y DNMTS3B.

5.2.  Pacientes sin DFEH: Otros sindromes (Diagndstico diferencial)

Como se ha comentado en la introduccion existen otros sindromes que pueden

compartir semejanzas clinicas con la DFEH.
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En algunos casos estudiados y con resultados negativos para la DFEH1 y 2, hemos
sabido a posteriori por comunicacidon del clinico responsable que 4 casos se debian a
mutaciones en el gen CAPN3 (distrofia de cinturas LGMDR1, calpainas), un caso de miopatia
central core, un caso de distrofia miotdnica, un caso con mutaciones en el gen ANOS5 (distrofia
de cinturas LGMD2L).

Debido a los rasgos clinicos que comparte la DFEH con algunos sindromes escapulo-
peroneales, en nuestro laboratorio se ha puesto a punto el estudio de dos genes, VCP (Valosin-
containing protein) y FHL1 (Four-and-a-Half-LIM Protein 1). Mutaciones en dichos genes dan
lugar al sindrome IBMPFD (Hereditary inclusion body myopathy (IBM) associated with Paget’s
disease of bone (PDB) and frontotemporal dementia (FTD)) y a una miopatia escapuloperoneal

dominante ligada al # X, respectivamente.

5.2.1. Gen VCP

Se han secuenciado los 17 exones del gen VCP en 166 muestras cuya procedencia es la

siguiente:

PAIS | COMUNIDAD AUTONOMA | MUESTRAS RECIBIDAS
ESPANA 140
ANDALUCIA 19
ARAGON
ISLAS BALEARES
CASTILLA LA MANCHA
CASTILLA Y LEON

CATALUNA 27
EXTREMADURA 4
LA RIOJA
COMUNIDAD DE MADRID 32
MURCIA
NAVARRA 2
PAIS VASCO 35
SUIZA 3
FRANCIA 10
HOLANDA 13
TOTAL 166

Tabla 35. Procedencia de las muestras estudiadas para VCP a nivel nacional e internacional.

Las 25 muestras de Suiza, Francia y Holanda pertenecen a trabajos colaborativos con la

finalidad de encontrar mutaciones en estos pacientes que tenian un fuerte componente
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miopatico entre sus caracteristicas clinicas, y 6 muestras se recibieron expresamente para
realizar la secuenciacién del gen VCP. El resto (135 muetras), fueron seleccionadas de los 2149
individuos negativos para DFEH1 de nuestra serie por tener un fenotipo compatible con un

perfil miopatico debido a mutaciones en VCP.

Los resultados obtenidos los resumimos en la tabla 39 (ANEXO 7).

De estos 166 casos estudiados, 28 fueron positivos para mutaciones en el gen VCP
(16.8%). De estos resultados han derivado tres publicaciones, una a nivel nacional - mutacion
€.383G>T p.(Gly128Val) en el exdn 4 del gen - y dos a nivel internacional (con un grupo francés
— mutacion c.469G>C p.(Glyl57Arg) en el exdn 5 - y con un grupo suizo — mutacién c.616A>T
p.(lle1206Phe)- en el exdén 6) debido a que las mutaciones encontradas no estaban adn
descritas (ver publicaciones derivadas de esta tesis — referencias 4, 8, 12-) (marcadas en

negrita en la tabla 39 del Anexo 7).

5.2.2. FHL1

Durante una estancia en Nueva York en la Columbia University Medical Center en el
afo 2001, pudimos estudiar una gran familia con sindrome escdpulo-peroneal en la que
previamente se habia establecido ligamiento con el # 12 (Wilhelmsen, K.C y cols., 1996). Sin
embargo 10 individuos que no estaban afectos compartian el haplotipo del # 12 con individuos
afectos sugiriendo penetrancia incompleta, o doble recombinacién en esos individuos no
afectos, o un falso ligamiento positivo. Por lo tanto, se realizé un estudio de genoma completo
con marcadores microsatélite para identificar un nuevo locus de la enfermedad (en esta
ocasién se incluyeron marcadores del # sexual ya que el arbol familiar podia sugerir un
ligamiento con el # X). Como resultado se obtuvo ligamiento con el # X y se secuenciaron
varios genes candidatos, entre ellos FHL1 encontrandose un cambio (G a C), en el nt 365 del
exon 3, cambio de triptéfano a serina en la posicion 122, W122S (Quinzii C y cols., 2008)
(Referencia 2 del anexo de articulos derivados de esta tesis) que segregaba perfectamente con
los miembros afectos de la familia y que no portaban individuos sanos.

Posteriormente, secuenciamos los 7 exones del gen FHL1 en 18 pacientes de nuestra
serie que después de haber sido negativos para DFEH1 y que tras reevaluar la clinica podrian

ser sugestivos de tener mutaciones en este gen, pero los resultados fueron negativos.
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El objetivo de esta discusion es destilar las principales ensefianzas que son fruto de un
trabajo continuado realizado a lo largo de 20 anos en relacion al diagndstico molecular de la
tercera enfermedad neuromuscular mas comun en el adulto, la DFEH. El valor fundamental de
los mismos se basa en las caracteristicas de una muestra que se puede considerar
representativa de la poblacidn espafola, pues a lo largo de ese periodo nuestro laboratorio ha
sido el Unico que realiza esta determinacién para la practica totalidad de hospitales publicos y
privados espafioles.

La DFEH es una enfermedad compleja tanto a nivel molecular como epigenético que a
lo largo de estos afios me ha ido sorprendiendo y maravillando por esa misma complejidad,
gue como mi director de tesis expone muy bien, se asemeja a las “matrioshkas”, las
tradicionales muiiecas rusas en las que abres una y te encuentras otra en su interior. Las
matrioshkas de la DFEH se han ido acumulando y adn a la hora de cerrar esta tesis no estoy
segura de que conozcamos todos los entresijos moleculares que determinan los aspectos
clinicos de la enfermedad y si no existe aun una ultima sorpresa encerrada en la ultima

muneca.

1. Correlacion fenotipo-genotipo

1.1. Correlacion clinico-molecular

Al analizar los resultados obtenidos sobre el tamaio del fragmento en los pacientes
con clinica clara de DFEH hemos podido establecer con mayor nitidez los limites de
normalidad/patogenicidad del tamafio del fragmento, estrechando lo que se conocia en la
literatura como zona gris o zona de incertidumbre gracias a la combinacién de los datos
gendmicos y epigenéticos. Como ya se ha comentado en la presentacion de los resultados en
la literatura existe un consenso bastante extendido de considerar DFEH con un fragmento
menor de 38 kb o 10 repeticiones (Wijmenga C y cols., 1992; van Deutekom JC y cols., 1993),
aunque existen otros grupos que el limite lo sitian en 34-35 kb o 8-9 repeticiones (van
Deutekom JCy cols., 1996).

En este trabajo, en base a la correlacién con la observacidn clinica hemos llegado a
establecer como DFEH indubitada a aquellos casos con un fragmento por debajo de 34 kb (8
repeticiones), reduciendo al rango de 34-38 kb (ambos inclusive) los casos dudosos (ya que
existe poblacion control con fragmentos dentro de este rango). De acuerdo a este clasificador

podemos asegurar que los casos con fragmentos por encima de 38 kb no tienen DFEH1.
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En la zona dudosa (zona gris) podemos encontrar en nuestra serie casos que no
muestran clinica de DFEH y casos que si, lo que sugiere que es precisamente en estos casos
donde debemos poner el acento para encontrar los factores extragendmicos que determinan
la emergencia de los rasgos fenotipicos de DFEH. Estos casos sintomaticos pueden
corresponder a DFEH1 o a la suma de DFEH1+DFEH2.

Corroborando trabajos anteriores (Padberg GW y cols., 1995; Upadhyaya M y cols.,
1995), podemos confirmar que los pacientes de novo (sin afectacidon clinica aparente en
progenitores pasados los 30 afios ni otros casos en la familia cercana) presentan un menor
tamafio de fragmento que los pacientes familiares y que en parte por esta circunstancia, son
clinicamente mas graves. Casi la mitad de las nuevas mutaciones en la DFEH ocurren en los
primeros pasos de replicacién después de la fertilizacidn, resultando en casos de mosaicismo
somatico presente en los progenitores de estos casos graves. Lemmers RJ y cols., (2004)
estudiaron el mecanismo en 11 casos mosaico y detectaron un fragmento contraido en el
rango patoldgico con una mezcla del alelo ancestral que no cambiaba de tamafio, lo que
sugeria que este reordenamiento ocurria preferentemente mediante una conversién de genes
mitéticos sin sobrecruzamiento. Se especula que los cambios conformacionales de la
cromatina en los primeros pasos de la divisidon celular pueden dar lugar a esas roturas en la
cadena de ADN que inician esos reordenamientos mitéticos en D4Z4. Siendo estos casos en
nuestra serie mucho menos (0.75%) que los estimados en la literatura (10-30%) (Lunt PW y
cols., 1995; Padberg GW vy cols., 1995), podemos colegir que este fendmeno es relativamente

raro sin que por el momento podamos establecer factores favorecedores de su aparicion.

1.2. Caracteristicas demogrdficas de nuestra serie

La distribucién del fragmento EcoRl en el rango <38 kb muestra que la mayoria de los
pacientes se encuentra en el rango entre las 22kb-27kb (35.3%), y luego la proporcidn es
parecida en los rangos entre las 18kb-21kb (21.3%) y entre las 28kb-33kb (22.1%). Teniendo en
cuenta que nuestra serie es mayoritariamente clinica (77.5%) (pacientes sintomaticos
derivados para diagndstico) (frente al 22.5% pacientes asintomaticos enviados para
diagndstico de portadores), estos son los rangos esperables en los casos detectados en la

clinica.
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1.3. Edad de inicio y casos de novo

La edad de inicio es significativamente menor en los casos de novo (19.85 afios) frente
a los casos familiares (25 afios), y ademds hemos corroborado que existe la relacién lineal
entre el tamafio del fragmento y la edad de inicio detectada en trabajos previos, aunque con
un porcentaje de variabilidad interindividual que impide usar este dato para hacer
predicciones individuales o prenatales. Llamativamente, en los casos de novo esta linealidad se
pierde en los casos con tamafios de fragmento mayores de 24 kb (5 repeticiones). Aunque es
un dato que hay que tomar con cautela debido a la extrema variabilidad en los datos (como se
observa en el incremento del intervalo de confianza (Figura 43), en varias de las
comparaciones se observan diferencias en las tendencias entre pacientes en relacién a este
punto de corte (ver punto 1.5.).

Otro dato interesante a resaltar de nuestro estudio es que no parece existir relacion

entre la edad de inicio y el sexo del paciente.

1.4. Origen del fragmento patoldgico

Hemos analizado en los casos en los que teniamos acceso a esa informacidn (n=656),
de qué progenitor procedia el fragmento heredado, encontrando un mayor porcentaje de
casos en los que el fragmento heredado provenia por via materna (57.8%). Aunque esta
diferencia no es significativa, la tendencia apuntada mereceria ser tenida en cuenta en
estudios centrados en esta cuestién por si existe algun tipo de impronta respecto a la

expresion clinica de la enfermedad asumiendo una herencia estrictamente mendeliana.

1.5. Gravedad de los sintomas

En la escala de GMW que mide la gravedad de los sintomas y el tamafio de fragmento,
existe una relacién lineal que pierde su linealidad cuando el tamafio del fragmento es mayor
de 24 kb. En relacion a la sintomatologia extramuscular en un trabajo realizado en
colaboracidn con la Dra. Sistiaga (Referencia 3 del anexo de articulos publicados derivados de
esta tesis) estableciamos una clara relacidon entre el coeficiente intelectual de los pacientes
analizados y el tamafio del fragmento, estableciendo nuevamente el punto de corte en 24 kb,
reforzando la idea de que la frontera de 24 kb puede servirnos para diferenciar dos grupos de

pacientes. En nuestra serie, el 48.4% de los pacientes DFEH1 se encuentran en el grupo de
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tamafio menor o igual que 24 Kb (n=972). Creemos que este punto de corte deberia analizarse
desde otros puntos de vista para establecer por ejemplo si la sobrexpresién de DUX4 se

relaciona con este punto de corte o con otras variables epigenéticas de la enfermedad.

1.6. Anticipacion

En las familias en las que hemos podido analizar esta cuestidon por existir varias
generaciones afectadas podemos afirmar que existe un fendmeno de anticipaciéon definido
como un adelanto de la edad de inicio en la generacion siguiente. Este es un fendmeno
descrito en otras enfermedades neuroldgicas debidas a inestabilidad del ADN como la distrofia
miotdnica tipo 1 o la corea de Hungtinton que aparece vinculado a mecanismos epigenéticos
(Pratte Ay cols., 2015; Neto JL y cols., 2017). En estos estudios hay que tener en cuenta que en
la segunda, y sobre todo en la tercera generacién la edad de inicio mas temprana en realidad
puede deberse a un diagndstico mas temprano (sesgo de seleccion de casos por conocimiento
previo de la enfermedad en las familias que harad que esas familias acudan antes al neurdlogo
ante los primeros sintomas y que éste llegue a un diagndstico con mas facilidad).

No obstante, la cuestion queda pendiente de resolver en una serie con mds datos
clinicos mas completos y cuando comprendamos mejor los mecanismos de expresion

fenotipica de la DFEH.
1.7. Sintomas de inicio

En el drea de resultados se describe con detalle la distribucidn de los sintomas de inicio
recopilados de aquellos casos en los que se ha aportado informacidn clinica, siendo el sintoma
de inicio mas frecuente (en mds de un 30% de los casos) la debilidad en los miembros
superiores seguido por la debilidad en los miembros inferiores (aproximadamente un 13 %) y
de la debilidad escapular y facial (11%).

Aunque parecen existir diferencias en la aparicion del primer sintoma entre los casos
con DFEH1 y DFEH2, el tamafio de nuestra serie de DFEH2 es demasiado pequefio para
establecer conclusiones y esa tendencia deberia ser confirmada en series clinicas mas grandes

o0 conun metaandlisis de series.

2. Problemas técnicos en el diagnostico molecular de la DFEH
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2.1. Necesidad de Informacion clinica

A lo largo del periodo de recogida y analisis de los datos de nuestra cohorte (mas de 20
afios) se han producido variaciones en la aproximacidn al diagndstico molecular de la DFEH
derivadas tanto de mejoras en la tecnologia como de los nuevos conocimientos generados. En
este sentido y en relacion a lo primero, la complejidad de la patologia molecular ligada a la
DFEH1 (translocaciones, casos con mosaicismo, fragmentos en el rango patoldgico que no
producen DFEH, casos de delecidon de la regidn de la sonda, casos con un fragmento EcoRl en la
zona gris, casos de novo, etc) ha obligado a incorporar las nuevas técnicas a medida que se
iban descubriendo casos con peculiaridades que escapaban a los métodos de rastreo usados
hasta entonces. Con este proceso de mejora continuo hemos podido discriminar mejor a los
distintos grupos de pacientes. La escasa informacion clinica derivada de un origen de los
pacientes muy diverso (mas de 175 hospitales y centros diferentes) ha sido uno de los mayores
problemas a los que nos hemos enfrentado en el dia a dia para poder establecer con nitidez las
correlaciones entre estas peculiaridades genéticas y la expresion clinica. Esta limitacion, el no
contar con informacidn clinica completa que permita orientar el diagndstico molecular hacia
los estudios complementarios correctos en cada caso, es una de las principales limitaciones de
nuestro trabajo y que refuerza la idea de que es necesaria una estrecha colaboracién con los
clinicos para poder establecer el valor de los hallazgos moleculares y sobre todo para dotarlos
de capacidad predictiva dentro de la teoria integrada sobre la enfermedad (Lemmers R} y cols.,
2010).

A este respecto, nos llama la atencién que en las muestras estudiadas constatamos un
promedio de acierto del 48.4% en el caso de la DFEH1, si incluimos también a los pacientes que
tienen unos tamafos de fragmento en la franja gris (34kb-38kb). Si contamos de forma mas
estricta e incluimos a los pacientes con menos de 34 kb, el promedio baja a un 42.2%. Esto
demuestra que la caracterizacion clinica de la enfermedad no lleva en muchos casos a un
diagnéstico de presuncién fundado y que posiblemente muchos estudios se han ordenado sin
claros criterios clinicos. Resulta también curioso que este porcentaje se ha mantenido bastante
estable a lo largo de los afios, lo que ilustra una cierta dificultad del sistema sanitario para
generalizar el conocimiento basico sobre la enfermedad, aspecto que se podria paliar con las

unidades de referencia.
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2.2. Del revelado manual al escaneado

En relacidn a los problemas técnicos vamos a ir enumerando los distintos problemas
técnicos que nos hemos encontrado en el diagndstico de la enfermedad y las herramientas
que hemos ido utilizando para solventarlos, asi como las mejoras en protocolos y técnicas de
deteccién del fragmento o reordenamientos patoldgicos.

El tamafio de los fragmentos obtenidos en el analisis mediante LGE no es ni uniforme
ni continuo. Esto se debe a que los fragmentos de menor tamafno se separan con una mejor
resolucidn en el gel mediante electroforesis horizontal estandar (los tamafios menores a 30 kb),
y a medida que nos acercamos al limite patoldgicos la resolucién es menor, ya que la técnica
no permite visualizar de forma tan nitida los fragmentos. Ademads, en los primeros afios
utilizdbamos un marcador de peso molecular no comercial, que era una mezcla de ADNs de
distintos pacientes con DFEH de los cuales se conocian los tamafios de los fragmentos. Por este
motivo hay algunas muestras con tamafios de 19 kb, 24 kb, 26 kb, 29 kb, 31 kb y 33 kb.
Posteriormente, empezamos a utilizar un marcador de peso molecular comercial (Material y
Métodos, punto 3.4.2) y se han ido ajustando los tamanos del fragmento a los del marcador
molecular comercial, por tanto, la ausencia de determinados tamafos de fragmentos no es un
hecho bioldgico, es una consecuencia del cambio de la técnica a lo largo de los afios.
Actualmente se prefiere definir los casos por el numero de repeticiones.

En los primeros afios, el revelado de las membranas y la visualizacién de las bandas se
hacia de manera manual, con relevado en placa fotografica lo que conllevaba unos tiempos de
espera hasta poder revelar la primera placa fotografica de entre 5y 7 dias y la necesidad de un
congelador de -80°C.

La incorporacion de una mejora técnica como es el escaner Typhoon Trio (GE
Healthcare) mejoré considerablemente este paso aportando las siguientes ventajas:

- El tiempo de exposiciéon es aproximadamente una décima parte de la de la
autorradiografia tradicional usando placa fotografica.

- Lasensibilidad es de 10 a 100 veces mayor.

- El rango dindmico lineal es de 1 a 100.000 (5 6rdenes de magnitud). Las placas
fotograficas tienen un rango dinamico lineal sélo de 1 a 500 (2,5 4rdenes de
magnitud). El rango dindmico lineal de la pantalla de almacenamiento de fdsforo
permite visualizar sefiales fuertes y débiles y cuantificar en una uUnica exposicidn, lo
cual elimina la necesidad de multiples exposiciones.

- Las pantallas de almacenamiento de fosforo son reutilizables.
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- Las pantallas de almacenamiento de fésforo se colocan sobre las membranas con luz y

la exposicion tiene lugar a t2 ambiente

- No se necesitan tratamientos quimicos adicionales, cuarto oscuro o tratamiento

especial.

- Los resultados estdn en formato digital y pueden ser analizados cualitativa vy

cuantitativamente utilizando ImageQu

2.3. Laimportancia de las digestiones

ant.

Como hemos visto hasta ahora, la DFEH estd asociada a deleciones parciales del grupo

polimérfico de repeticiones D4Z4 en 4g35. Esta delecidn se visualiza mediante hibridacion con

la sonda p13E-11 del ADN digerido con EcoRlI.

El uso de la doble digestién EcoRI/Binl dié lugar a un avance en el diagndstico

molecular en la DFEH ya que los fragmentos especificos del # 1026 son eliminados por la

digestion de Binl (Bakker E y cols., 1996; Upadhyaya M y cols., 1997). Posteriormente se vio

gue con el enzima de restriccion Xapl se digerian diferencialmente las repeticiones del # 4935,

aumentando la fiabilidad del diagndstico molecular para la DFEH a un 98% (Lemmers RJ y cols.,

2001).

Repeticiones D424

EcoRl | EcoRI/BInl

Xapl

Hindll

Sonda: p13E-11

Sonda: 49A o D424

Visualizacion de fragmentos de los alelos 4q y 10q

Visualizacion de fragmentos de los alelos del # 4 -
Binl resistentes- (digiere los fragmentos del # 10)

Visualizacion de fragmentos de los alelos del # 10
-BInl sensibles- (digiere los fragmentos del # 4)

Visualizacion de deleciones de la regién de la
sonda p13E-11

Tabla 36. Funcidn de las distintas digestiones en el diagndstico molecular de la DFEH.

Como resultado, la hibridacién mediante Southern blot del ADN gendmico digerido con

EcoRl, EcoRI/BInl y Xapl y la electroforesis horizontal estandar (LGE) es la herramienta que se
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usa actualmente en el diagndstico molecular de la DFEH, ya que los fragmentos especificos del
# 10926 y del # 4935 son eliminados por la digestién de BInl y Xapl respectivamente. A partir
de su publicacion en 2001, nosotros incluimos el enzima Xapl en la rutina del diagndstico y en
vez de realizar dos digestiones por paciente pasamos a realizar la triple digestion.

Aunque la especificidad y sensibilidad de esta técnica de doble o triple digestion para
mejorar el diagndstico de la DFEH se ha asegurado y demostrado como alta (Lunt PW 1998),
hay una complicacién adicional para el diagndstico debido a los intercambios subteloméricos
de los cromosomas entre los dos loci homdélogos 4935 y 10g26 con repeticiones D4Z4, los
cuales estan presentes en el 20% de la poblacién normal (Lemmers RJ y cols.,, 1998;
Matsumura Ty cols., 2002; van Deutekom JCT y cols., 1996).

Hace muchos afios que se sugiriéd que la sonda p13E-11 detecta los fragmentos EcoRI
en el rango de 10-35 kb con una sensibilidad del 95% y una especificidad del 100% en el rango
de las 34 kb. Se ha publicado cierto solapamiento con controles normales en el tamafio de
fragmentos EcoRI mayores de 35 kb (Butz M y cols., 2003) e incluso se describieron fragmentos
menores de 35 kb en algunos controles normales (van Deutekom JCT y cols., 1996). Por ello, en
la literatura mas clasica sobre la patologia molecular de la DFEH algunos autores consideran el
limite del rango patoldgico las 35 kb y otros las 38 kb. En esta zona gris, el resultado molecular
debia ser analizado conjuntamente con una informacién clinica detallada del caso en cuestion
para poder confirmar una DFEH con un tamafio del fragmento EcoRl en el limite patoldgico en
que los rasgos clinicos suelen pasar incluso desapercibidos. En ese sentido en nuestro trabajo
hemos podido observar algunos fallos de interpretacion, como es el caso de considerar un caso
de DFEH1 en zona gris a un caso clinico con una afectacién clinica muy clara (que seria muy
poco probable en ese rango de patologia si fuese una DFEH1) y que realmente correspondia a
un caso de DFEH2. Este hecho sugiere la conveniencia de verificar todos los diagndsticos de
DFEH1 con fragmentos en la zona gris, realizados antes del descubrimiento de la DFEH2 y de la
generalizacién de los estudios de metilacion, mediante el estudio de los genes SMCHD1,

DNMT3B vy LRIF1.

2.4. ADN embebido en bloques de agarosa frente a ADN liquido

La limitacidn que tenemos al realizar la PFGE es que podemos no visualizar alguno de
los alelos que porte un fragmento EcoRlI de alto peso molecular debido a la fragmentacién del
ADN liquido durante la extraccién. Para evitar una mayor fragmentacién del ADN, hemos

realizado, e instado a realizar la extraccién a los centros remitentes de muestras, de forma
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manual lo que permite conservar su integridad. El rendimiento mediante extraccién
automadtica es muchisimo menor y ademds no se consigue tanta cantidad de ADN ni tan
concentrado como con el método manual. Estos dos puntos son muy importantes para
asegurarnos el resultado del diagndstico. Lo ideal para la PFGE es utilizar ADN embebido en
bloques de agarosa ya que se preservan mucho mejor los fragmentos de alto peso molecular y
con ello se asegura poder visualizar los cuatro alelos. En nuestros resultados, a veces no
visualizdbamos algun alelo de tamafio muy alto por este motivo, pero la realizacidn de bloques
de agarosa es muy laboriosa y no es coste-efectiva para realizarlo en el diagndstico de rutina

en muchos laboratorios asistenciales.

2.5. Delecion de la sonda (Falsos negativos)

Hace unos afos que se sabia que en unos pocos pacientes, tanto casos esporadicos
como familiares, el fragmento corto EcoRl caracteristico derivado de 4g35 no se puede
visualizar mediante el diagndstico de rutina (Upadhyaya M y cols., 1997). Una explicacién para
estos casos era la presencia de otras mutaciones no ligadas al locus de la DFEH en 4g35. En
algunos casos, sin embargo, la aparente ausencia de este fragmento caracteristico puede ser
debido a la ausencia de la regién gendmica proximal al grupo de repeticiones D4Z4 que
engloba a la sonda p13E-11 (locus D4F104S1) (Lemmers RJ y cols., 1998). La presencia de este
tipo de deleciones causadas de forma independiente a la DFEH1, estaria facilitando la
aparicidon de falsos negativos en el diagndstico, ya que no se detectan con la electroforesis
convencional y no aparecen asociados a un fenotipo clinico especial (Lemmers RJ y cols., 2003).
La frecuencia de estas deleciones a nivel proximal de D4Z4 en pacientes con DFEH no se
conoce actualmente con exactitud, principalmente debido a las dificultades practicas
inherentes a la valoracién de su presencia en la puesta a punto del diagndstico de rutina,
aunque segun datos de diferentes grupos se podria estimar que esto sucede en
aproximadamente un 3% de los casos (Lemmers RJ y cols., 2012). Se comprobd que la
extensién de las deleciones era diferente en algunos casos estudiados, sugiriendo que habian
ocurrido por medio de diferentes mecanismos moleculares. En conclusion, es importante usar
analisis adicionales para confirmar la DFEH en ausencia del fragmento delecionado. En nuestra
serie de pacientes no hemos encontrado casos de delecidn de la sonda.

En los casos en que segun la clinica el paciente es una DFEH y mediante la LGE el
resultado es negativo, se deberia hacer PFGE para tener toda la informacién de los alelos y

descartar una posible delecidn de la regidén de la sonda p13E-11. En estos casos con sospecha
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de delecién de la regidn de la sonda, se realiza otra digestién aparte con el enzima Hindlll y la
hibridaciéon con la sonda 4gA permitird visualizar el fragmento delecionado en el rango
patoldgico. Para la deteccidon de dichas deleciones también se puede utilizar otra sonda
llamada D4Z4 que hibrida directamente dentro de las repeticiones en cuya puesta a punto
colaboramos con el grupo de la Dr. Melanie Ehrlich en el afio 2007 (Referencia 1 del anexo de

publicaciones derivadas de esta tesis).

2.6. Permisividad

En el afio 2007 se publicaron los haplotipos SSLPs y tras ponerlos a punto en nuestro
laboratorio, pudimos incorporar su estudio al diagnéstico molecular de la DFEH. Sin embargo,
hoy sabemos que el analisis del haplotipo SSLP no es tan sencillo como se creia y aqui se
esbozan algunas consideraciones que cualquier laboratorio diagndstico molecular de la
enfermedad deberia tener en cuenta:

- Cuando analizamos los picos de los tamafios de los SSLPs para los dos alelos del # 4 y
los dos alelos del # 10, los tamafios van a ser 3 pb mas cortos que el fragmento de
PCR, esto se debe a un artefacto de la carrera.

- Las alturas de los picos de los distintos SSLPs no aparecen con la misma altura en el
resultado de la carrera, hay picos mas altos que otros (por ejemplo
164>166>161>168>163>176,180).

- Ademas, los patrones de los picos son diferentes. Algunos picos aparecen como un
pico desdoblado en dos antes de la base del pico y otros después de la base del pico.

- En el articulo citado (Lemmers RJ y cols., AJHG 2007) se muestran los haplotipos
encontrados en individuos con una configuracion alélica estandar, pero en un articulo
posterior (Lemmers RJ y cols., 2010) se muestran todos los haplotipos encontrados en
la poblacién europea. Ademads, se han detectado otros tamarfios (>170 bp). Nosotros
en nuestra serie hemos encontrado tamafos de picos infrecuentes, como 153, 156 y
157, y también hemos encontrado picos de 170 de tamafio y de tamafios mayores
(172 y 174) (punto 3.2 de resultados).

- Cuando se dan translocaciones homogéneas del grupo entero de repeticiones tanto
del # 4 al # 10 o viceversa, en estos alelos inusuales se han observado otros tamafios
del haplotipo SSLP (161 [10B161T], 176 [10A176T] and 180 [10A180T]). En nuestra
serie de pacientes el mas frecuente es el reordenamiento de un grupo de repeticiones

del # 4 al # 10 (trisdmico) que se observa en el 16.53% de los individuos.
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- A veces, diferentes combinaciones de haplotipos dan el mismo patrén SSLP (pero en

estos casos, uno de los dos es mas probable). Podemos dar algunos ejemplos:

Con los resultados para el SSLP de: 161, 161, 166, 166 podemos tener 2

combinaciones, aunque la primera es la mas probable:

Alelo 4(1) |Alelo4(2) |Alelo10(1) |Alelo 10(2) |Incidencia

4gA161 4gA161 10gA166 | 10gA166 11.2%

4gAl61 49A166H 10gA166 10gB161T 0.1%
Con un resultado para el SSLP de: 161, 163, 166, 166

Alelo 4(1) |Alelo4(2) |Alelo10(1) |Alelo 10(2) |Incidencia

4gA161 4qB163 10gA166 | 10gA166 9.5%

4qB163 49A166H 10gA166 10gB161T <0.1%
Con un resultado para el SSLP de: 161, 168, 166, 166

Alelo 4(1) |Alelo4(2) |Alelo10(1) |Alelo 10(2) |Incidencia

4gA161 4qB168 10gA166 | 10gA166 3.8%

49A166H 49B168 10gA166 10gB161T <0.1%
Con un resultado para el SSLP de: 161, 161, 164, 166

Alelo 4(1) |Alelo4(2) |Alelo10(1) |Alelo 10(2) |Incidencia

4qA161 4gA161 10gA164 | 10gA166 0.6%

4gAl61 49A166H 10gA164 10gB161T <0.1%

No se puede realizar un genotipado o un diagnédstico de DFEH1 fiable basandonos solo
en el resultado del SSLP. Al considerarse todos los haplotipos que podemos encontrar, algunos
ocurren con mas frecuencias en 4q (como 161) y en 10q (166). Por tanto, hay que combinar
los datos del SSLP con los datos obtenidos mediante PFGE con los tamafios de todos los
fragmentos (los dos del # 4 y los dos del # 10) y los datos obtenidos de los fragmentos con la
hibridacidn de las sondas 4gA/4qB. El SSLP nos puede servir de mucha utilidad a la hora de
detectar alelos translocados ya que tienen tamanios especificos.

En nuestra muestra hemos podido analizar el SSLP en 788 individuos, 368 de individuos
con tamafios el rango >38 kb y 420 de individuos con fragmentos en el rango patoldgico. Las

combinaciones mas prevalentes en el rango <38 kb son:
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DFEH1
Haplotipo %
#4 A161A161 30.23
A161B163 27.13
#10 A166A166 53.72
A166B161T 12.4
Ambos | A161A161/A166A166 | 22.22
A161B163/A166A166 | 15.74

Tabla 37. Combinaciones mas prevalentes de la variante Ay del haplotipo SSLP en los pacientes DFEH1.

Los resultados de nuestra serie de pacientes apoyan los datos de prevalencia de los
haplotipos previamente publicados con las combinaciones mas frecuentes para los alelos del #
4 en poblacion holandesa (Lemmers RJ y cols., 2010). Esto no quiere decir que en otras
poblaciones se puedan encontrar distribuciones diferentes, por lo que es muy importante
conocer la variabilidad genética de nuestra propia poblacién antes de dar por vdlidas estas

proporciones.

2.7. Fragmentos hibridos y casos de mosaicismo

La complejidad diagnodstica de la DFEH se incrementd por la observacion de que esos
intercambios subteloméricos pueden también resultar en la formacidon de grupos hibridos,
conteniendo una mezcla de repeticiones D4Z4 derivadas de 4935 y 10926 (van der Maarel SM
y cols., 1999). Ya se sefaldé hace afios que los intercambios subteloméricos pueden dar
problemas durante el diagndstico molecular en el 5% de los casos (Bakker E y cols., 1996; van
Deutekom JCT y cols., 1996). A pesar de que el tamario del fragmento en el rango patoldgico se
cuantifica mucho mejor mediante la LGE ya que la resolucién es mayor en fragmentos
menores de 38 kb, la técnica de PFGE es muy ventajosa para detectar tanto translocaciones
subteloméricas como casos de mosaicismo. Segin Lemmers RJ y cols. (2004), un 90% de casos
de mosaicismo pasaron desapercibidos al utilizar LGE. Aunque con la LGE es mas facil detectar
un mosaicismo somatico en un progenitor no afecto o muy poco afecto de un paciente con

DFEH de novo, si el porcentaje de células con el fragmento contraido supera el 60%, ese
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mosaico puede pasar por un paciente no mosaico, porque la intensidad de la banda es muy
similar.

Entre los 2009 individuos con fragmentos EcoRI <38 kb de nuestra serie, solamente se
detectaron 15 casos de mosaicismo mediante LGE (0.75%). Pensamos que esta baja deteccidn
de mosaicos puede deberse a la técnica que utilizamos de rutina que es la electroforesis
horizontal como ya comentdé Lemmers y cols. en su publicacién (2004).

Es importante subrayar que sélo estan asociados con la DFEH1 grupos de repeticiones
<38 kb en el # 4 (tanto si su origen deriva del # 4935 o 10926 o si son fragmentos hibridos)
(Cacurri Sy cols., 1998; Lemmers RJ y cols., 1998). Por lo tanto, hay que tener cuidado en los
casos trisdbmicos (vamos a visualizar un fragmento del # 10 y tres fragmentos con apariencia de
# 4 — aunque uno de ellos tiene su origen en el # 10 -), ya que si ese fragmento translocado del
# 4 al # 10 tiene un tamaiio < 38 kb no seria patoldgico ya que reside en el # 10, por lo que
podriamos encontrarnos ante un falso positivo en el diagndstico molecular. Y en los casos
monosémicos (vamos a visualizar un fragmento del # 4 y tres fragmentos con apariencia de #
10 — aunque uno de ellos reside en el # 4 -). Si ese fragmento translocado del # 10 al # 4 tiene
un tamano < 38 kb si seria patoldgico ya que el fragmento translocado reside en el # 4, por lo
que podriamos encontrarnos con un falso negativo. En los pacientes estudiados mediante
PFGE en nuestra serie no hemos encontrado ninglin caso de monosomia.

Por este motivo en los casos que el patron de bandas mediante LGE nos hace
sospechar un fragmento hibrido o un caso mosaico, se debe realizar también la PFGE. La
indicacion de realizar pruebas complementarias depende totalmente de la informacién clinica
que se posea del paciente.

La mayoria de nuestros pacientes son disdmicos, portan 2 alelos del # 4 y 2 alelos del #
10 (76.5%) pero dentro de los reordenamientos subteloméricos que pueden darse, los que
mas abundan en nuestra poblacién de pacientes (39.6%) son las trisomias (presentan 2 alelos
del # 4, 1 alelo del # 10y en el otro alelo del # 10 nos encontramos un grupo de repeticiones
homogéneo del # 4, dando una apariencia de alelo de # 4 al digerirlo con las enzimas de
restriccion pero que en realidad su origen es # 10). Estos fragmentos reordenados del # 4 al #
10 aunque se encuentren en el rango patolégico no son patoldgicos y pueden resultar en
falsos positivos.

El siguiente reordenamiento mas comun (33.6%) es la presencia de fragmentos
hibridos H1 en el # 4 (presenta 1 alelo del # 4, 2 alelos del # 10 y la composicidn del otro alelo
del # 4 van a ser repeticiones translocadas del # 10 seguidas de repeticiones del # 4). Y en

tercer lugar nos encontramos fragmentos hibridos H2 también en el # 4 (16.8%) en que sucede
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lo contrario que los H1 (el fragmento hibrido va a estar compuesto por repeticiones del # 4
seguidas de repeticiones translocadas del # 10). Estos dos tipos de hibridos si tienen <38 kb,
son patoldgicos, y en nuestros pacientes hemos encontrado 12 casos de hibridos patolégicos, 9
del tipo H1 y 3 del tipo H2.

Nos ha sorprendido la gran similitud en las frecuencias de los reordenamientos
subteloméricos entre nuestra serie de pacientes y la serie holandesa publicada (van Overveld
PG y cols., 2000). Este dato podria sugerir una homogeneidad de la poblacién de origen y

deberia cotejarse con estudios en otras poblaciones (asiatica, africana, etc.).

2.8. Heterocigotos compuestos

Aunque la mayoria de pacientes con DFEH portan un solo alelo con la enfermedad de
acuerdo con el patron de herencia dominante, se debatia si la ausencia de pacientes con dos
alelos delecionados se debia a la rareza de la enfermedad o a la letalidad de esa constitucion
alélica. Se anticip6 que, si la heterocigosidad para dos alelos que producen la enfermedad no
es letal, tal constitucidn se deberia encontrar en la poblacién con DFEH y en 2003 describieron
dos casos de pacientes no relacionados heterocigotos compuestos para los alelos que
transmiten la enfermedad en ambos # 4q (Wohlgemuth My cols., 2003). Normalmente el alelo
de mayor tamafio suele ser variante 4gB y el de menor tamafio 4gA. En este trabajo se
describe que 2 fragmentos en el rango patoldgico no tienen por qué dar una mayor clinica en
el paciente ya que puede ocurrir un efecto de dosage genético y la penetrancia de los alelos
ser incompleta. En un estudio realizado en mas de 1100 casos incluidos en el registro nacional
italiano, encontraron un 2.7% de casos de heterocigotos compuestos con dos alelos D4Z4
contraidos, y el 0.5% de esos casos tenia un haplotipo permisivo 4gA en los dos alelos (Scionti |
y cols., 2012).

Reforzando estas observaciones, en nuestros pacientes hemos detectado 11 casos de
heterocigotos compuestos (0.55%) entre los 2009 pacientes con un tamafio de fragmento <38
kb, de los que el 0.35% tiene un haplotipo permisivo en los dos alelos del # 4 (7/2009).

También se ha descrito un caso de homocigosidad en un paciente que portaba dos
fragmentos 4gA de 24 kb ligados a la DFEH con un fenotipo cldsico y no mas severo de lo que
se podia esperar (Tonini MM vy cols., 2004).

En el caso de las DFEH2 también se han descrito 3 familias en las cuales el caso indice
era portador de dos variantes potencialmente patoldgicas en el gen SMCHD1. En la primera

familia, ambas variantes se encontraban en trans (en alelos diferentes) y actuaban de forma
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sinérgica sobre la hipometilacion en D4Z4 y en la penetrancia de la enfermedad. En la segunda
familia, las mutaciones se encontraban en cis afectando a la funcion de SMCHD1 (efecto
aditivo) mientras que, en la tercera familia, una de las dos variantes (en trans) no afectaba la
funcién. Para aclarar esto y en colaboracién con el grupo holandés de la Dra. Marlinde van der
Boogaard, aportamos a su publicacién la tercera familia (Ref. 385) (Referencia 10 del anexo de
articulos derivados de esta tesis) que nos permitid concluir que el hecho de tener dos
mutaciones que afectan a la funcién del gen también es compatible con la vida.
Recientemente, se ha identificado una mutacidon en homocigosis en el exdn 2 del gen
LRIF1 (Ligand-dependent nuclear receptor-interacting factor 1) en un paciente con un fenotipo
de DFEH (Hamanaka K y cols., 2020). Esta mutacidn estd relacionada con la relajacion de la
cromatina en D4Z4, y la expresiéon de DUX4 y sus genes diana en los nucleos de los miocitos,
gue son los sellos moleculares y epigenéticos de la DFEH. Por lo tanto, hay que tener en cuenta
al gen LRIF1 como modificador epigenético de la region D4Z4 y como tercer gen responsable
de la DFEH2 idiopatica (Hamanaka K y cols., 2020). En la actualidad hemos comenzado a
revisar este gen en la muestra de casos que presentan un fenotipo tipico de DFEH, a los que se
descartéd la DFEH1 en primer lugar y que cumpliendo los requisitos de permisividad e
hipometilacién han resultado negativos para mutaciones en SMCHD1 y DNMT3B (Hamanaka K

y cols., 2020).

2.9. Portadores asintomdticos de fragmentos en el rango patolégico

En nuestra serie de pacientes existe una relacidon inversa entre el tamafio de la
repeticidn D4Z4 y la gravedad clinica y progresidén de la DFEH, que podria explicar la reducida
penetrancia de los fragmentos con un tamafio préximo a las 38 kb. Se han descrito portadores
asintomaticos en aproximadamente el 30% de las familias con DFEH, pero se ha visto que
algunas de ellas concentran mas casos no penetrantes seguramente debido a otros factores
epigenéticos (Tonini MMO y cols., 2004). También han observado que el 19% de los probandos
con DFEH portan alelos de mds de 8 repeticiones y sélo el 50% de los probandos porta un
haplotipo permisivo 4qA161 asociado al fragmento delecionado (Scionti | y cols., 2012; Ricci G
y cols., 2013).

En nuestra serie hemos encontrado 79 individuos que permanecian asintomaticos a
pesar de tener un fragmento en el rango patoldgico, la mayoria concentrados en tamafios
entre las 22kb-33kb (50.63%) que son tipicamente casos familiares. Esto nos esta indicando

que algunas familias también concentran portadores asintomaticos a pesar de tener el
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haplotipo permisivo, apoyando los datos publicados por Tonini MMO vy cols. en 2004. A pesar
de encontrarnos 5 casos mosaico que al no tener el defecto genético en todas las células de su
organismo si no en un determinado % de ellas, presentan una clinica mucho menor de la
esperada, que puede incluso llegar a pasar desapercibida, nos Ilama la atencién encontrar
otros individuos con tamafios pequeiios desde las 15 kb hasta 21 kb (16.46%), subrayando la
gran heterogeneidad clinica que existe en esta enfermedad. En 2016 Nikolik A y cols.
publicaron la existencia de individuos con 1-3 repeticiones (10-15 kb) que permanecian
asintomaticos a pesar de tener un fragmento con haplotipo permisivo. En nuestra serie hemos
encontrado un Unico individuo con estas caracteristicas, siendo portador de un fragmento de
15 kb.

De los 79 individuos asintomaticos comentados en el parrafo anterior, 24 individuos
(30.4%) se concentran en el rango de la zona gris. Seguramente entre estos casos habra
individuos que quizds no estén bien caracterizados clinicamente y a pesar de tener un
fragmento del # 4 de este tamafio, no sean verdaderas DFEH1. Parte de estos individuos
pertenecen a las 53 familias de nuestra serie con fragmentos en la zona gris (34-38 kb). En
estas familias habrda individuos portadores del fragmento tanto sintomaticos como
asintomaticos, pero no podemos dar una estimacidon de porcentajes porque no tenemos
informacidn clinica suficiente. Los casos sintomaticos de este grupo cuya clinica refuerce la
sospecha de una DFEH tipica y que no cuadre con una clinica de un fragmento préoximo al
limite patoldgico, serian tributarios de estudios complementarios (metilacién, secuenciacion
de los genes responsables de la DFEH2) y en caso negativo, de un rastreo genédmico mediante
NGS para descartar otras posibilidades diagndsticas.

En todo caso, el solapamiento de individuos de poblacién control portando fragmentos
en el rango patoloégico (sobre todo en la zona gris) y de portadores asintomaticos dentro de
familias con DFEH confirmada sugieren que no estan descritos todos los factores que dan lugar
a la DFEH y hay que hacer un estudio exhaustivo de las caracteristicas de cada caso para
determinar lo que es relevante para la expresidn fenotipica.

Ademads, un 1% de los casos con fragmentos <38 kb, pueden explicarse por
translocaciones homogéneas 4:10 en las cuales el grupo de repeticiones del # 4 reside en el #
10 y estos casos no son patolégicos porque el origen del fragmento es el # 10 (posibles falsos
positivos). Estos casos son dificiles de detectar, ya que el detectar un fragmento con apariencia
del # 4 (como es el caso de este reordenamiento del # 4 en el # 10) en el rango patoldgico
induce a pensar directamente que es un fragmento cuyo origen es # 4. Se ha debido de hacer

PFGE y el haplotipo SSLP por algin motivo y observar un haplotipo tipico de este
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reordenamiento (pej. el 176) te plantea la posibilidad de estar ante un fragmento translocado.
En nuestra serie, en un portador de un fragmento hibrido H1 de 22 kb en el que no podiamos
discriminar si el origen del fragmento de 22 kb era el # 4 o el # 10. Para resolver este caso fue
necesario realizar un estudio de segregacion familiar mediante PFGE y con el haplotipo SSLP,
llegamos a la conclusién de que el fragmento era del # 10 y por lo tanto no era patoldgico.

En otros casos, los fragmentos D4Z4 <38 kb encontrados en la poblacién control
podrian explicarse por una incorrecta interpretacidn del analisis del ADN por una comigracion
accidental de alelos del # 10 (diferencia de 6 kb entre las dos digestiones) y alelos hibridos del
# 4 que coincidan con esa diferencia de 6 kb.

Cuando el diagnéstico molecular de un paciente con sospecha de DFEH revela un alelo
en el rango patoldgico, se puede asumir que es un alelo patogénico tipo 4gA (Tawil R y cols.,
2015). La DFEH no se ha asociado nunca con un alelo 4gB y se ha demostrado que estos alelos
no son patogénicos (Lemmers RJ y cols., Science 2010). Nuestros datos corroboran esta regla.

Por ello, es importante realizar el tipaje de los alelos en individuos que portan alelos
del # 4 en el rango patoldgico, pero sin sintomas de la enfermedad o con un fenotipo inusual
para la DFEH. Seguramente estos alelos pertenezcan a alguno de los haplotipos no patoldgicos

citados en el apartado 3.2 (resultados).

Por tanto, hemos podido ver hasta aqui que un nimero de factores han servido para
complicar el diagndstico molecular de la DFEH, pero que para la mayoria de ellos existen
herramientas moleculares que nos ayudan a solventarlos:

e El alto grado de homologia en la secuencia entre la regién asociada a la DFEH en 4g35
y otras regiones cromosomicas (triple digestion del ADN).

e La complejidad dindmica de los intercambios intercromosdmicos de 4935 y 10g26
(translocaciones y fragmentos hibridos).

e Evidencia de heterogeneidad clinica en familias con DFEH.

e Un mecanismo complejo causante de la enfermedad (deleciéon de la regién que
reconoce la sonda p13E-11): unos pocos pacientes DFEH de familias ligadas a 4935 no
manifiestan un alelo D4F104S1 EcoRl/BInl pequefio asociado a la enfermedad.

e Laincidencia de mosaicismo somatico y en la linea germinal.

e Laasociacién de la DFEH con la variante 4gA y a uno de los 4 haplotipos permisivos.

e La presencia concomitante de mutaciones en SMCHD1, DNMT3B y LRIF1.
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2.10. Hacia el modelo unificado de explicacion de la enfermedad

El afio 2010 es una fecha importante para la DFEH porque fruto de la experiencia de
cerca de 17 afios de varios grupos incluido el nuestro, se publica en la revista Science un
modelo unificador para explicar el mecanismo patogénico de la enfermedad. Se demuestra
que contracciones en entornos cromosdmicos permisivos son patogénicas ya que permiten
que se exprese el gen DUX4 de la ultima de las repeticiones y esa ganancia de funcién es tdxica
para el musculo. Para explorar si esos polimorfismos (4A161, 4A161L, 4A159, 4A168 y 4A166H)
afectan la transcripcidn distal de DUX4 se transfecté la ultima unidad D4Z4 y la secuencia
flanqueante pLAM de cromosomas permisivos y no permisivos en células C2C12, para evaluar
la estabilidad de la transcripcion distal de DUX4 mediante Northern. Como prueba de concepto,
el articulo confirmé la robustez de la teoria en familias con cromosomas patogénicos
complejos.

La familia estudiada por nosotros dentro de ese trabajo (Ref. F2) era portadora de un
fragmento hibrido H1 que comenzaba por repeticiones del # 10 seguidas por repeticiones del #
4. Se necesitaban casos complejos a nivel molecular como éste para demostrar que la teoria
funcionaba, esto es que en estos casos también se daba la expresién del gen DUX4 de la ultima
repeticion (Referencia 5 del anexo de publicaciones derivadas de esta tesis). También
describimos en este trabajo una excepcion a los cromosomas permisivos de variante A, que es

la asociada al haplotipo 166 (4gA166) que es no permisivo.

En nuestra serie hemos tenido casos de pacientes confirmados para la DFEH1 con

haplotipos permisivos bastante infrecuentes:

- Un individuo cuyo fragmento patoldgico es un fragmento hibrido H2 (que comienza
por repeticiones del # 4 seguidas de repeticiones del # 10) de 30 kb, asociado a un
haplotipo 4gA157.

- Un individuo con dos fragmentos por debajo de las 38 kb (heterocigoto compuesto)
con los dos fragmentos permisivos, uno de ellos de 32 kb con un haplotipo muy
infrecuente 4gA156 y otro de 36 kb con un haplotipo 4qA161.

- Dos familias con fragmentos EcoRl de 18 kb y de 22 kb asociados a un haplotipo
4gA163. La incidencia de la asociacidon de la variante A con el haplotipo 163 es del 0.9%.

Lo mas frecuente es que la variante B vaya asociada al haplotipo 163 (32.9%).

174



DISCUSION

- Tres familias cuyos fragmentos patoldgicos son fragmentos hibridos H1 (que
comienzan por repeticiones del # 10 seguidas de repeticiones del # 4) de 28 kb, 22 kb y
18 kb respectivamente, asociadas al haplotipo 4qA166H. El haplotipo 166 asociado a la
variante A es la Unica excepcidn de no permisividad (el resto de haplotipos asociados a
la variante A son permisivos) sin embargo en el caso de los fragmentos hibridos si que
es permisiva (en Lemmers RJ y cols., Science 2010). Si el fragmento no fuera hibrido y

tuviera el haplotipo 166, no seria permisivo.

3. Diagnostico prenatal. Consideraciones y limitaciones.

Un apartado importante dentro del estudio molecular de la enfermedad son aquellos
casos que llegan en busca de asesoramiento genético de cara a un diagnéstico prenatal o
preimplantacional.

El asesoramiento genético es el proceso de proporcionar a los individuos y las familias
informacidn sobre la naturaleza, la herencia y las implicaciones de los trastornos genéticos
para ayudarlos a tomar decisiones médicas y personales informadas. La siguiente seccién trata
sobre la evaluacién del riesgo genético y el uso de la historia familiar y las pruebas genéticas
para aclarar el estado genético de los miembros de la familia en la DFEH.

Es vital conocer bien la historia familiar, incluyendo la informacién clinica completa:
sexo, fecha de nacimiento, edad de inicio de los sintomas y cudles fueron, progresion de la
enfermedad y sintomas actuales y los antecedentes familiares. Si en una familia dada podemos
establecer con nitidez que la transmisidn sigue un patrén de herencia autosdmica dominante,
podemos establecer que el riesgo para la descendencia de un caso dado como DFEH1 es del
50%. Sin embargo, y dada la complejidad de los entresijos moleculares de la condicidn, hay
que ser concienzudo en la caracterizacién molecular del caso y /o su familia y ser muy cauto en
el consejo cuando los datos preliminares son escasos o ausentes.

En los casos prenatales hay que apoyarse en todo el arsenal de herramientas técnicas
explicadas en el apartado de problemas en el diagndstico para dar un resultado con la mayor
fiabilidad posible. Para ello se realizard el diagndstico con LGE, triple digestidén y se apoyara el
resultado con marcadores (ver ANEXO 5) y SSLP. En cualquier caso, lo realmente critico en los
casos prenatales es tener informacidn exhaustiva de los progenitores, especialmente del
afecto, y una muestra de ADN de alta calidad. Los requerimientos comentados en cuanto a
calidad del ADN se vuelven criticos al abordar un diagndstico prenatal. Debido a la gran

heterogeneidad clinica incluso dentro de la misma familia es muy complicado hacer un
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asesoramiento genético respecto a la expresidn clinica ya que es imposible predecir si el
descendiente presentara mds o menos clinica que el progenitor afecto a pesar de tener el
mismo fragmento patoldgico. Ademads, hemos observado que es bastante frecuente la
concentracién de casos asintomaticos dentro de una misma familia que segin nuestros datos
es mas frecuente ademas en los tamafios en tamanos de fragmentos entre 22kb-33kb.

En relacidon a las cuestiones relacionadas con el asesoramiento genético podemos
establecer las siguientes condiciones:

Pruebas de individuos en riesgo. Las pruebas genéticas moleculares para los familiares adultos

en situacion de riesgo asintomaticos son posibles, pero con caracter general se desaconseja la
prueba de nifios menores de 18 afos en situacion de riesgo no afectados porque no hay
tratamiento disponible. En una familia con un diagndstico establecido de DFEH, es posible
considerar la realizacion de las pruebas de individuos sintomaticos independientemente de la
edad.

Consideraciones en familias con una aparente variante patogénica de novo. Es probable que

estemos ante un caso de novo cuando ninguno de los progenitores del probando porta el
fragmento patoldgico ni posee evidencia clinica del trastorno.

Respecto al diagndstico genético preimplantacional (DGP) en la DFEH puede ser una
opcién para las familias en las que se ha identificado el fragmento patoldgico y en la que
existen varios miembros afectos y sanos para poder determinar el haplotipo patoldgico
asociado al # 4 en los individuos afectos de la familia. Existe un solo articulo que trata este
tema (Barat-Houari y cols., 2010) que probd varios marcadores polimérficos en la regién D4Z4
a una distancia considerable del fragmento (0.55-1.88 Mb) y aunque cumplian técnicamente
los requisitos para el analisis en una Unica célula, el riesgo relativamente alto de
recombinacidn que mostraron dificulta su aplicacion al DGP, asi como la ausencia de
marcadores distales a las repeticiones.

En algunos centros se oferta esta opcion, pero sabiendo e informando de sus
limitaciones, que son:

1.- Tiene que ser un caso familiar puesto que necesitamos establecer el haplotipo a riesgo.

2.- Debido a la localizacién telomérica de la regién responsable de la enfermedad, solo es
posible analizar marcadores en uno de los lados y, por lo tanto, existe un riesgo de error de
diagnéstico debido a una potencial recombinacién, que lamentablemente no se puede

controlar.
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3.- Es importante contar con varios afectados puesto que, si solo se dispone de un padre y un
hijo y hubiera ocurrido una recombinacion en el hijo, el diagndstico se realizara
completamente al revés puesto que el haplotipo seria el contrario.
4.- La fiabilidad del DGP para esta enfermedad es inferior a la normal (en torno al 95%) debido
a esta posibilidad de recombinacidn.

Debido al riesgo de recombinacién y la ausencia de marcadores polimérficos distales

flanqueantes, no se recomienda el DGP para DFEH1 (Lemmers RJ y cols., 2012).

4. El proceso diagndstico

Aspectos técnicos

Aunque el diagndstico molecular para la DFEH puede realizarse con un 98% de
seguridad, todavia existe un margen de mejora ya que esta basado en el uso del andlisis por
Southern blot. La mayoria de estudios genéticos basados en PCR y secuenciacion se pueden
resolver en 1-2 dias mientras que para la DFEH se requieren 10-15 dias para obtener un
resultado. Para abordar estos retos han ido surgiendo en los Uultimos afios nuevas
aproximaciones técnicas que intentan dar solucién a estos problemas.

En el caso de pacientes con clinica segura de DFEH y resultado negativo en LGE, y
negativo en PFGE (mediante las digestiones de rutina y la posterior hibridacién con la sonda
4gA para descartar deleciones), el siguiente paso seria sospechar que se trata de un caso de
DFEH2. De acuerdo a Tawil R y cols. (2015), el estudio de la variante A/B no se incluye en el
diagndstico de rutina ya que los pacientes que van a llegar al laboratorio han sido enviados por
tener una sospecha clara de DFEH. En estos casos que envian con fenotipo clinico de DFEH,
realizar el estudio de si la contraccidn ocurre en un entorno genético permisivo (variante A) no
parece que mejore la especificidad del diagnéstico. (Figura 56).

Hace unos afios se comercializé una técnica denominada “molecular combing” que se
empleaba para ver reordenamientos cromosémicos y se enfocé al diagndstico molecular de la
DFEH (Nguyen Ky cols., 2011 y 2017). En esta técnica se extiende la molécula de ADN y gracias a
la hibridacién de sondas fluorescentes en moléculas de ADN individuales permite caracterizar
las repeticiones D4Z4 y las secuencias de los haplotipos gA y gB localizadas en las regiones
subteloméricas de los cromosomas 4 y 10. De momento su uso se restringe a pocos
laboratorios, y la técnica preferente en el diagndstico sigue siendo el Southern blot.

Recientemente se ha descrito una técnica basada en el mapeo 6ptico de una sola molécula
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(single-molecule optical mapping) que da una medida cuantitativa del nimero de repeticiones
D4Z4 con la configuracién alélica 4qA, pero todavia no se ha establecido en los laboratorios de
diagnéstico (Dai Yy cols., 2020).

Otra mejora en el diagnéstico, a pesar de seguir utilizando el Southern blot, es utilizar
un sistema de marcaje no radiactivo. En la reunién para llegar a un consenso de “buenas
practicas” en el diagndstico de la DFEH que tuvo lugar en Leiden (Holanda) en 2010 la mayoria
de laboratorios seguian utilizando la radiactividad porque la sefial de la impresion de la banda
era mejor que con el no radiactivo.

Los pacientes con DFEH1 son clinicamente indistinguibles de los pacientes con DFEH2
(Referencia 2 del anexo de publicaciones derivadas de esta tesis). Para determinar si es asi, se

debe realizar el analisis de metilacion.

Metilacion

La correlacion entre la clinica y la metilacion es controvertida en DFEH1. La
investigacion de la posible correlacién del nivel de metilacion con la gravedad de la
enfermedad reveld que los varones predominaban en el grupo con un curso mas grave de la
enfermedad e hipometilacién de la regién de repeticiones D4Z4 (Balog J y cols., 2012). Sin
embargo, en 2015 en una muestra de mas de 500 pacientes, los niveles de metilacion no
diferian estadisticamente entre los dos sexos (Lemmers RJ y cols.,, 2015). Nosotros
participamos en esta publicacién con una familia de nuestra serie (Referencia 9 del anexo de
publicaciones derivadas de esta tesis). En este trabajo se correlacionaba el tamafio de
fragmento con el nivel de metilacién tanto en DFEH1 como DFEH2. Se observé que ademas del
tamafio del fragmento en estos pacientes también influyd el tipo de mutacién (las que tienen
un efecto dominante son mas deletéreas que las que causan haploinsuficiencia). En este
trabajo se postulaba un factor denominado valor delta, que es la diferencia entre la metilacién
observada (por el método tradicional) y la metilacién predicha segun el tamafio de los cuatro
alelos, los dos del # 4 y los dos del # 10. Si este valor se acerca al 0%, esperamos que este
individuo no tenga mutacién en SMCHD1. Los pacientes con DFEH2 tienen un valor para Deltal
<-22% sugiriendo una fuerte contribucidn de la mutacién en SMCHD1 a la hipometilacion en
D4Zz4. Al igual que pasa en controles, en los pacientes con DFEH1 este factor Deltal es proximo
a 0 ya que en los DFEH1 solamente el alelo contraido del # 4 participa en la reduccion de
metilacion. La Unica excepcidon son los pacientes con tamanos entre las 28kb-38kb (7-10

repeticiones) entre los que se encuentra una gran variabilidad clinica que tienen un Deltal
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menor del esperado por el tamafo de los 4 alelos (-7.6) sefialando de que existe otros factores
gue participan en la reduccion de la metilacion. Sin embargo, los familiares asintomaticos de
estos individuos, también portadores de estos fragmentos entre 28kb-38kb tenian un valor de
Delta 1 similar a los controles, proximo a 0. Esto sugiere que, en este rango de 7-10
repeticiones, los pacientes con clinica son mas susceptibles a la presentacién de la enfermedad
que sus familiares portadores asintomaticos. Por ello calcular este valor Deltal es un dato
predictivo muy importante, pero para ello debemos contar con el tamafo de los dos
fragmentos del # 4 y de los dos del # 10.

En el estudio de metilacion que hemos realizado en 525 individuos, hemos encontrado
72 pacientes DFEH2 con mutaciones en los genes SMCHD1 y DNMT3B (13.7%) y en 29
pacientes (5.5%) cumplen los requisitos para ser DFEH2 (haplotipo permisivo e hipometilacion
<25%) pero no hemos encontrado mutaciones en estos genes. Tenemos que analizar el gen
LRIF1 en estos casos, pero seguramente estemos ante casos que se expliquen mediante otra
regulacién epigenética que a dia de hoy todavia desconocemos, que existan otros genes que
pueden explicar un fenotipo DFEH cuya vinculacién con esta distribucion topografica de la
debilidad es también otra cuestidn a resolver.

En los casos de DFEH2 de nuestra serie, el % de metilacion medio encontrado es de
11% (SD 5.6%) frente al valor de 12.1 % encontrado por Lemmers RJ (2015) en 83 portadores
de mutaciones en SMCHD1. Los valores medios de metilacidon en las DFEH1 <34 kb y las DFEH1
en la zona gris son muy similares, 29.6% (SD 10.5) y 31.6% (SD 12.2) respectivamente. Los
pacientes con >38 kb tienen un valor medio de metilaciéon de 39.7% (SD 14.1). Basandonos en
estos resultados, no podemos hacer uso de la metilacion como herramienta para distinguir
fehacientemente un caso de DFEH1, incluso en la zona gris, de un paciente sin DFEH. La
metilacion sdlo es significativa y permite detectar a los pacientes con DFEH2.

En relacidon a la gravedad clinica de los casos con DFEH2, se ha descrito que ésta viene
determinada en parte por el tamaio del alelo permisivo y por otra parte por el tipo de
mutacion (factor Delta2) (Lemmers RJ y cols., 2015 y 2018). El tamafio medio del fragmento
con haplotipo permisivo es de 115 kb (33 repeticiones) en los controles y de 60 kb (16
repeticiones) en los DFEH2. Entre los pacientes con DFEH2 de nuestra serie, los tamafios de los
fragmentos del alelo con haplotipo permisivo tienen en su mayoria (85.7%) tamafios menores
a 20 repeticiones, proximos a la media de 16 repeticiones comentada por Lemmers RJ y cols.
(2015 y 2018). En 8 de nuestros pacientes (14.3%) el tamafio es algo mayor (en tres casos 21
repeticiones, en dos casos 22 repeticiones, y en otros tres casos, 25, 31 y 34 repeticiones

respectivamente). Respecto al tipo de mutacién, como se ha comentado anteriormente, las
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mutaciones P-ORF (mutaciones sin sentido) dan un fenotipo mas grave que las mutaciones D-
ORF (cambio de pauta de lectura, coddn stop). En nuestra serie sélo contdbamos con la edad
de inicio en 14 de los casos (8 mujeres y 6 varones), 9 con mutaciones P-ORF y 6 con
mutaciones D-ORF y no se aprecian diferencias en las edades de inicio, aunque tampoco
contamos con informacién clinica para valorar la severidad de los sintomas que presentan.

En la misma linea, Sacconi y cols., 2019 describieron las dos condiciones, la DFEH1 y la
DFEH2, como un continuo de la presentacidon de la misma enfermedad con 2 patologias
moleculares diferentes pero interconectadas. Las mutaciones en SMCHD1 sélo se encuentran
en portadores de fragmentos entre las 34kb-38kb (8-10 repeticiones) y en ninguno con menos
de 8 repeticiones. La mayoria de estos pacientes tenian un alelo permisivo que va desde las 8 a
las 20 repeticiones, mientras que los portadores de >20 repeticiones normalmente se
encuentran asintomaticos. Este dato sugiere que quizas la busqueda de casos de DFEH2
deberia concentrarse en la zona gris como ocurrié en nuestro caso de falso diagndstico. En
nuestra serie de 72 pacientes con mutaciones en SMCHD1 (Tabla 37, ANEXO 6), 8 de ellas
poseen ademas un fragmento entre las 8 y 10 repeticiones siendo factible catalogarlas como
posibles casos de doble patologia molecular (DFEH1+DFEH2). Sin embargo, no hemos podido
validar si el hecho de tener las dos condiciones les hace tener un fenotipo mas grave que
individuos en su misma familia con una sola condicidon (mutacion en SMCHD1 o fragmento en
la zona gris) porque no disponemos de la suficiente informacidn clinica de los casos.

Adicionalmente tenemos un caso (DFEH1+DFEH2) con un fragmento de 34 kb y con
una mutacion en el gen DNMT3B. Desgraciadamente, en este caso tampoco podemos
correlacionar con la clinica porque carecemos de ella.

En estos casos con las dos condiciones, el fragmento EcoRl en la zona gris y la mutacion
en SMCHD1 o DNMT3B, no hemos encontrado diferencias en los niveles de metilacion
encontrados en los pacientes con sélo la mutacién en SMCHD1 o DNMT3B.

Por lo comentado hasta ahora, si la presentacién neuromuscular es tipica de DFEH,
pero es significativamente mas severa de lo que cabria esperar para ese tamafio de fragmento,

se debe considerar la posibilidad de que se trate de una DFEH2 o de un caso de DFEH1+DFEH?2.

Diagndstico diferencial

En el afio 2012 en colaboracién con la Dra. Sabrina Sacconi ya reportamos la
importancia del hecho de que cuando ya se hayan descartado casos de fragmentos hibridos,

deleciones de la regién de la sonda e hipometilacién en los casos de DFEH tipo 2 sin
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contraccién, se deberian estudiar otras entidades que pueden compartir un fenotipo similar a
la DFEH como son: mutaciones en el gen de la calpaina (CAPN3) incluso en ausencia de déficit
de proteina en el Western blot y mutaciones en el gen VCP relacionado con el sindrome
IBMPFTD (Miopatia de cuerpos de inclusién, enfermedad de Paget y demencia frontotemporal)
(Referencia 7 del anexo de articulos derivados de esta tesis). Cuando los pacientes con
mutaciones en este ultimo gen tienen preferentemente sintomas miopaticos, el patrén de
debilidad muscular puede asemejarse al de una DFEH. De hecho, en nuestra serie hemos
encontrado varios casos de mutaciones en VCP. El andlisis de este gen en nuestra serie ha
permitido caracterizar 3 nuevas mutaciones (Referencias 4, 8 y 12 del anexo de articulos

derivados de esta tesis).

Algoritmo diagndstico

En 2012 Lemmers RJ et al., publicé en Neuromuscular Disorders un trabajo en el que se
sentaron las bases del diagndstico molecular de la DFEH que en gran parte sigue vigente en la
actualidad. Basandose en esa guia, el genetista molecular puede decidir si tras un resultado
negativo debe realizar andlisis genéticos adicionales o no continuar con el estudio. En esta
revisién de buenas practicas se presentd un diagrama del flujo de una muestra que llega al

laboratorio para estudio de confirmacidon o exclusién.

En otros estudios posteriores se propusieron otras variantes de flujo de trabajo
(Sacconi S y cols., 2012). En el de Larsen M y cols., 2015 ya se incluia la posibilidad de ser
DFEH1 + DFEH2; Posteriormente Tawil R y cols., 2015 y mas recientemente Hamel J y cols.,
2020y Rieken Ay cols., 2021, han revisado la cuestidn. En este Ultimo trabajo sobre la base de
los estudios diagndsticos que han realizado en la Universidad de lowa durante el periodo de
enero 2015 — julio 2019), se plantea como umbral para la metilacién de los pacientes con
DFEH2 un valor <28% en vez del 25% (que es el que estd establecido para el estudio de

metilacion mediante la enzima Fsel y es el que nosotros utilizamos).
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Sospecha de DFEH
éFamiliar de 1er grado
genéticamente confirmado?
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DFEHl Estudio genético de la
contraccion D424
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¢DFEH tipica clinicamente?
Considerar:
- DFEH2
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* LGMD2A
* Deficiencia maltasa acida
DFEHl Test del alelo 4qA * Miopatia mitocondrial
en el alelo D4Z4 contraido

7 X

DFEHl
conflrmada

Otras miopatias *

Figura 56. Flujo de diagnostico recomendado para la DFEH (llustracién modificada de Tawil R y cols., 2015).
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Fenotipo clinico de DFEH

l

Contraccién D4Z4
| Southern blot-sonda p13E-11

1-10 unidades D4Z4 ------- ) 11-150 unidades D4Z4

Haplotipo keanis * Haplotipo permisivo -----;

Southern blot-sonda Ay B _l I_ DFEH _l ;
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Southern blot o H
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> 25% < 25%

Secuenciacion SMCHD1 = =======1

r

No mutaciéon en SMCHD1 Mutacién en SMCHD1

N7 YV V¥ v l \Lv

DFEH1 No DFEH No DFEH2 - DFEH3? DFEH2 DFEH1+2

Figura 57. Flujo de trabajo para el diagndstico de un paciente con un fenotipo tipico de DFEH (Imagen modificada de

Larsen My cols., 2015).

En nuestro laboratorio, hemos trabajado con un algoritmo que se refleja en la Figura
58. Como ya se ha comentado, el gran problema para orientar los casos es la falta de
informacidn clinica por lo que, ante un resultado de un fragmento en la zona gris,
directamente se informa que un fragmento con ese tamafio no nos permite confirmar el
diagndstico molecular de DFEH1, ya que existen individuos en poblaciédn control que portan
esos tamafos de fragmento, y que debe valorarse el caso con cautela dentro del contexto

clinico.
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Sospecha clinica de DEH

~ ¢Familiar de ler grado
genéticamente confirmado?

Si No

DFEH1 Estudio genético en 4q35—
contraccion repeticiones D4Z4

Positivo Negativo

A J

ePrpsentacionTipicade 11-20 repeticiones (41-71 kb) st N0 DFEH, considerar

? - ’
DFEH? otras mlopatlas
Si No/tamaﬁ.o repet Si )
en zona gris Alelo:B
v
Alelo No
DFEH1 contraido: A

s TeSt para el haplotipo A

Alelo con
41-71kb: A .
Si
Hipometilacion + =iy DFEH2

analisis mutaciones en
SMCHD1, DNMT3B

Figura 58. Algoritmo diagndstico para la confirmacién de la DFEH (llustracién modificada de Hamel J y cols., 2020 y

adaptada de Tawil Ry cols., 2015))

Sin embargo y como fruto de la revision de nuestra serie hemos elaborado un
algoritmo propio derivado del anterior que concreta un poco mas las distintas situaciones que
pueden darse, dependiendo de las configuraciones alélicas de los fragmentos encontrados, las

técnicas utilizadas y partiendo de si el individuo a estudio tiene sintomatologia o no (Figura 59).

184



CASO SINTOMATICO

I Caso esporadico

DISCUSION

CASO ASINTOMATICO

: Caso familiar afecto

Sin diagnéstico molecular
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Con diagnéstico molecular
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5. Perspectivas futuras. Estrategias terapéuticas.

De momento no hay una cura para la DFEH pero se estdn llevando a cabo actualmente
distintas estrategias con el objetivo de silenciar el gen DUX4 y asi evitar la produccidn de la
proteina téxica DUX4-fl, atacando en distintos puntos del proceso de expresién de DUX4, bien
aguas arriba o aguas abajo (por ejemplo compactando la cromatina para evitar que se copie
DUX4, enfocadas a destruir el ARN para evitar la produccién de proteina, a eliminar DUX4 del
nucleo para evitar la toxicidad de la proteina o a corregir directamente el ADN para destruir la

sefial polyA al final del gen, etc.) (Le Gall Ly cols., 2020).

Mechanism Treatment approach
SMCHD1/
. DNMT3B Modulating
y V¥ N SMCHD1
Modulating DUX4
repressive pathways

Adeno-associated viral
vectors carrying microRNAs

DUX4

Antisense oligonucleotides

Decreasing protein levels

Targets o—| Targeting DUX4 effects

Apoptosis, expression of
stem cell genes, altered
RNA processing, inhibition
of muscle regeneration etc.

Figura 60. Diferentes aproximaciones para un tratamiento dirigido en la DFEH: modificando la represion epigenética
de DUX4, dirigidas al ARNm, hacia la proteina DUX4, o a los efectos celulares posteriores a la expresién de DUX4

(Hustracién tomada de Hamel J y Tawil R 2018).

Resumiendo lo esencial de estas aproximaciones podemos establecer:
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1)

Aproximaciones aguas arriba: dirigidas a la transcripcién de DUX4

Destinadas a restaurar el estado epigenético reprimido de DUX4

Utilizando un ARNsg (single guide RNA) que dirige el sistema dCas9-KRAB al
promotor o al exdn 1 de DUX4 se consigue reducir el nivel endégeno de DUX4-fl
en miocitos de pacientes con DFEH (Gilbert LA y cols., 2013).

Inhibiendo transcripcionalmente DUX4 mediante el sistema CRISPR/dCas9 dirigido
a las repeticiones D4Z4 y alterando la cromatina (Himeda CL y cols., 2016).
Utilizando también un ARNSsi (small intertering) contra la regidon promotora de
DUX4 se induce un silenciamiento transcripcional epigenético dependiente del
sistema DICER/AGO (Lim JW y cols., 2015).

Se han intentado silenciar varios factores de regulacidon epigenética de DUX4
(ASH1L, BRD2, KDM4C y SMARCS5) utilizando técnicas de ARN interferente
mediante ARNsh (short hairpin) o una aproximacién de silenciamiento mediante
la técnica de dCasP-KRAB (Himeda CLy cols., 2018).

Se ha aumentado la actividad represora de dos factores silenciadores de DUX4
gue se unen al grupo de repeticiones D4Z4 (NuRD y CAF-1) (Campbell AE y cols.,
2018).

Destinadas a reducir los niveles de transcripciéon de DUX4

Se han identificado inhibidores de las proteinas de bromodominio extra terminal
(BET) y agonistas del receptor beta-2 adrenérgico (Campbell AE y cols., 2017) e
inhibidores de la fosfodiesterasa (PDE) como represores de la expresién de DUX4
(Cruz JM y cols., 2018).

Se han identificado las moléculas MAPKs, p38a y p38B, como supresoras de la
expresion de DUX4 en miotubos y mioblastos de pacientes con DFEH y modelos
animales (Oliva J y cols., 2019). Se han identificado inhibidores de p38, en especial
uno que se utilizaba ya para tratar enfermedades cardiovasculares, Losmapimod,
que disminuia de manera dosis dependiente los niveles de ARNm de DUX4 y de
sus genes diana (Oliva J y cols., 2019). Esta molécula esta actualmente bajo
evaluacidn en un ensayo clinico en fase 2 en pacientes con DFEH (Clinicaltrials.gov
Id: NCT04264442) que se espera terminar en 2025 y en el que han entrado a
formar parte pacientes incluidos en la serie de este trabajo.

Activando la ruta de Wnt se reduce la expresion de DUX4 (Block GJ y cols., 2013).
Inhibiendo PARP1, que es una proteina que se une al promotor de DUX4, se

suprime su expresién y la de genes diana de DUX4 (Sharma V y cols., 2016).
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2)

Se han encontrado estructuras denominadas G-cuadruplex (GQ) formadas por
ADN o ARN dentro del potenciador, promotor y transcritos de DUX4 (Ciszewski L y
cols., 2020) y se ha visto que la sustancia Berberina (alcaloide extraido de las
plantas) se une a los GQ e inhibe la expresién de DUX4, pero no se han visto
resultados in vivo tras una inyeccién local de un virus adenoasociado DUX4 (AAV-
DUX4) seguida de varias inyecciones intraperitoneales con Berberina (Ciszewski L

y cols., 2020).

Aproximaciones dirigidas al ARNm de DUX4

Métodos basados en ARNi (tanto los ARNsi como los ARNmi son los ARN pequefios

mas populares utilizados para silenciar la expresion de genes).

Se ha conseguido disminuir los niveles de ARNm y de proteina de DUX4 después
de transfectar miotubos primarios de pacientes con ARNsi contra DUX4
(Vanderplanck C y cols., 2011) y también después de inyectar varios ARNmi
dirigidos especificamente contra DUX4 en un modelo de ratén que expresaba

DUX4 (Wallace LMy cols., 2012; Giesige CR y cols., 2018).

Métodos basados en oligonucledtidos antisentido (AOs):

Se empezd hace diez afios tratando miotubos de pacientes DFEH con bases 20-O-
metilo en una cadena de fosforotioato dirigidas a los sitios de empalme de los
exones 2 y 3 de DUX4 y se redujo su expresion en un 50% (Vanderplanck C y cols.,
2011).

Posteriormente se usé un vivo-PMO (phosphorodiamidate morpholino oligomer)
dirigido al exén 3 de DUX4 y se consiguid reducir 30 veces la expresidén de su
ARNm (Ansseau E y cols., 2017).

Desde el desarrollo de los AO de tercera generacion (PMO), se han utilizado
distintas estrategias dirigidas al sitio de sefial de poliadenilacion en la
transcripcién de DUX4, demostrando su eficacia en la inhibicién de DUX4 de una
manera dependiente de la dosis en mioblastos primarios de pacientes (Chen JCy
cols., 2016), en clones inmortalizados de pacientes (Marsollier AC y cols., 2016) y
en un modelo de ratdn de xenoinjerto (Zhang Y y cols., 2014). Todos los modelos
in vitro e in vivo de DFEH han confirmado una disminucidn de la expresidn de los
niveles de DUX4-fl y de sus genes diana (TRIM43, MBD3L2 y ZSCAN4) (Marsollier
AC y cols., 2016), lo que confirma las propiedades terapéuticas de los AO y los

morfolinos en corregir la toxicidad mediada por DUX4 en el musculo esquelético.
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Se ha disefiado un oligonucélotido antisentido (gapmer) con un acido nucleico
bloqueado (LNA) para silenciar DUX4 (Lim KRQ y cols., 2020) que tiene una mayor
afinidad por el ARN diana. Su eficacia ha sido probada en un modelo de ratén
FLExDUX4 que expresa niveles muy bajos de DUX4, y los consiguieron reducir en

un 70%.

3) Aproximaciones aguas abajo: dirigidas a la toxicidad de la proteina DUX4-fl

e Bloqueando la actividad de la proteina DUX4

Se ha utilizado la isoforma DUX4-s (no téxica) como agonista de DUX4-fl. Es un
sistema que utiliza la sobreexpresién de DUX4-s en un modelo de pez cebra con
DFEH para prevenir la unién de DUX4-fl a ADN y bloquear al final su actividad
transcripcional (Mitsuhashi H y cols., 2018). Utiliza a DUX4-s como inhibidor que
compite con DUX4-fl para reducir su toxicidad.

Se han utilizado aptameros (moléculas de ADN o de ARN con capacidad para
unirse especificamente a proteinas, pequefios péptidos o incluso a células enteras)
dirigidos especificamente a la proteina DUX4 (Klingler C y cols., 2020). La
estructura especial de estos aptameros (tamafio de secuencia optimizado y
dominios en forma de horquilla y secuencias en bucle) aumenta su actividad de
unién a DUX4.

Dirigiendo estrategias contra los cofactores de DUX4: p300 y CBP son dos
proteinas con actividad histona acetiltransferasa (HAT) que interactian con el
dominio C terminal de DUX4 y se reclutan en los sitios de unién a proteinas diana
de DUX4 lo que resulta en una mayor acetilacién y expresion de los genes diana.
Dirigirse y controlar la interaccion DUX4/p300 y/o DUX4/CBP o la actividad HAT de
esos factores de unién a DUX4 constituyen un punto de control importante para
controlar la actividad de DUX4 (Choi SH y cols., 2016). Se ha utilizado el
compuesto iP300w dirigido contra la actividad HAT para regular la citotoxicidad
de DUX4 en el musculo esquelético, aunque parece que puede haber una
regulacién alternativa para los genes diana de DUX4 porque no todos disminuyen

su expresion, como por ejemplo ZSCAN4 (Bosnakovski D y cols., 2019).

e Dirigidas a las vias de sefializacion mediadas por DUX4.

La expresion de DUX4 en células musculares esqueléticas induce a una
citotoxicidad debido a una acumulacién anormal de niveles de acido hialurénico
(HA) (DeSimone AM vy cols., 2019). Esta acumulacion de HA produce varias

anomalias como la induccidn de focos de ARNds o agregacion de FUS (proteina de
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unién al ARN). Se ha utilizado la molécula 4MU (4-metilumbeliferona) como
inhibidor competitivo de la biosintesis de HA para evitar esas patologias nucleares
y reducir la citotoxicidad de DUX4. A pesar de que 4MU tuvo un bajo impacto en
la expresion de DUX4, consiguid reducir la expresién de genes diana como LEUTX

y MBD3L2.

En los ultimos afios se ha acelerado todas estas lineas de investigacién gracias a la

colaboracidn de las empresas farmacéuticas y biomédicas.

El campo enfocado a terapia estd evolucionando muy rdpidamente y hay resultados
esperanzadores que apuntan a que en un lapso breve de tiempo se va a encontrar una
estrategia terapéutica, que consiga detener o frenar los efectos deletéreos de este fallo en el
sistema de represién de la célula que permiten la expresion perjudicial de DUX4 en el musculo.

Todo ello sin olvidar otras aproximaciones comunes a otras distrofias dirigidas a
neutralizar o compensar los fallos en cadena que se producen aguas abajo de la desrepresidn
de DUX4 que conducen a la apoptosis muscular.

Es por eso que he introducido la palabra “inacabada” en el titulo de esta tesis, porque

seguramente aln queda una o mds matrioshkas por descubrir en la DFEH.

Desde nuestro punto de vista y de cara al futuro préximo, nos planteamos una serie de
temas interesantes de abordar en nuestra serie de pacientes:

- Realizar una busqueda mds exhaustiva de pacientes con clinica caracteristica de DFEH1
sin contraccién y que mediante la PFGE no hayamos podido visualizar uno de los alelos
del # 4 en busca de candidatos de delecion de la region donde hibrida la sonda p13E-
11.

- Secuenciar el gen LRIF1 en los pacientes que han sido negativos para la DFEH1 y que
cumplen los requisitos de una DFEH2 (hipometilacion muy marcada y haplotipo
permisivo).

- Dentro de los casos en los que hemos obtenido un fragmento EcoRl en la zona gris,
habria que hacer revisar bien la clinica y estudiar la metilacién en los casos con mas
sintomas que los que corresponderian con un fragmento de ese tamafio por si estamos
antes casos de DFEH1 (con un fragmento de 8-10 repeticiones) y de DFEH2 (que se

secuenciaria en los casos en que la metilacion fuera <25%).
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Quedan aun muchas cuestiones por resolver como por ejemplo la posible impronta del
sexo sobre la expresion clinica, dilucidar definitivamente si existe un fendmeno de anticipacién
o el papel regulador del fenotipo que pueden jugar los demds genes relacionados con DFEH2 u
otros que pudieran descubrirse.

A este respecto creemos que aquellos pacientes con un fragmento en la zona gris con
hipometilacién y sin mutaciones en los 3 genes DFEH deberian ser tributarios de un rastreo
gendmico con NGS para buscar nuevos genes relacionados con la condicion.

Por ultimo y aunque esto no es solo importante para la DFEH, seria muy importante
establecer las razones por las que determinados musculos se afectan selectivamente en esta
condicidn asi como el papel que puede jugar la inflamacion como agente efector del dafo
muscular desencadenado por la desrepresion de DUX4.

Aunque los ensayos clinicos ya estan aqui no hay que dejar de perseverar por
encontrar modelos animales mas adecuados que los actuales para mejorar la compresién de
esta enigmatica enfermedad.

Queda pues mucho trabajo por hacer hasta descubrir la Ultima sorpresa que a buen

seguro nos deparard esta enfermedad.
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El diagndstico molecular de la DFEH supone un reto técnico cuya complejidad ha
podido ser abordada en los ultimos anos pero que a diferencia de otras enfermedades
genéticas no se ha beneficiado tanto de las técnicas de NGS y precisa de un abordaje

especifico para cada contexto y depende de la informacién clinica del caso y/o familia.

El porcentaje de casos con diagndstico molecular de DFEH confirmado en series de
casos generados por diferentes hospitales, esta en torno al 50% en Espafia y se
mantiene estable en los Ultimos 20 afos, lo que puede ser interpretado como signo de
un conocimiento defectuoso de la clinica por parte de los clinicos y/o un amplio

solapamiento con otras miopatias con perfil clinico cercano.

La distribucion de los alelos patoldgicos en los casos DFEH1 sigue una distribucién
normal, agrupandose el 50% de los individuos entre los tamafios de 20 kb-28 kb y un

6.2% concentrandose en el rango de la “zona gris” (34kb-38kb).

El 8.4 % de los casos DFEH1 son de novo, esto es, sin antecedentes familiares de la
enfermedad, y presentan un fragmento contraido de menor tamafio comparado con
los casos familiares (18 kb frente a 25 kb). Estos casos de novo, presentan una edad de

inicio mas temprana (19.89 afios frente a 25 afos) que los familiares.

A pesar de no contar con datos clinicos de muchos pacientes corroboramos en nuestra
serie que existe una correlacion directa entre la edad de inicio y el tamafio de
fragmento en casos familiares, sin embargo, esta correlaciéon desaparece en los casos
de novo con fragmentos por encima de las 24 kb. Por debajo de las 24 kb se mantiene
una correlacién inversa entre la gravedad y el tamafo del fragmento que también

desaparece con fragmentos mayores.

En 557 familias estudiadas en nuestra serie con al menos dos individuos estudiados
molecularmente, 72 individuos (3.7%) que han sido portadores del fragmento
patoldgico familiar, permanecen asintomaticos. Existe una mayor proporcién de
mujeres asintomaticas (62.5%) en los rangos intermedios de delecion (22kb-33kb) en

los casos familiares de la enfermedad.



10.

11.

12.

El sintoma de inicio mas comun en los pacientes DFEH1 es la debilidad de miembros
superiores (31.66% de los casos) seguido de debilidad de miembros inferiores (12.23%)
y de debilidad de la cintura escapular (11.29%). En la DFEH2 el orden se invierte, el
primer sintoma es la debilidad de miembros inferiores (28.57% de los casos), seguido
de debilidad de miembros superiores y de debilidad de cintura escapular (19.05% en
ambos casos). Aunque estos datos no tienen significacién estadistica apuntan a que en
contra de lo publicado por nosotros mismos hace afios el fenotipo de la DFEH2 puede

ser diferente a la DFEH1 (afectacidn de inicio topogréfico diferente y mas simétrica).

En la poblacién espafiola no afecta con DFEH, la combinacién de alelos del # 4 mas
comun es A161/B163 (29.38%) seguida de la A161/A161 (15.82%). La combinacién de
alelos del # 4 mas comun en los pacientes con DFEH1 es A161/A161 (30.23%) seguida
de A161/B163 (27.13%).

La mayoria de los pacientes de nuestra poblacion con DFEH1 (76.5%) tienen una
configuracion estandar para los alelos del # 4 y # 10 (disomia), sin embargo, el 23.5%
restante sufre reordenamientos cromosémicos (hibridos H1 y H2, translocaciones
homogéneas de repeticiones del # 4 al # 10 y viceversa, mosaicismo, reordenamientos
complejos). De esos reordenamientos subteloméricos, solamente el 1.5% fueron los
causales de la DFEH1 en nuestra serie de pacientes. Estos reordenamientos precisan

un estudio mediante PFGE para ser resueltos.

En nuestra poblacidon, como en otras series publicadas, hemos encontrado dentro de
nuestra serie de pacientes con DFEH1 casos de heterocigotos compuestos (0.5%) que

portan dos fragmentos del # 4 en el rango patoldgico.

De los individuos con fenotipo sugestivo de DFEH pero con diagndstico molecular
negativo para DFEH1, el 27.6 % de los casos (72) han sido diagnosticados de DFEH2 por
portar mutaciones en SMCDH1 (70 casos) y en DNMT3B (2 casos). De estos 72 casos, 8
presentan ademas un fragmento en la zona gris (34-38Kb) y son por lo tanto DFEH1 +

DFEH2. Los 72 casos presentan una hipometilacion muy marcada (<25%).
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13.

14.

15.

De los 130 pacientes con fragmentos en la zona gris en los que hemos estudiado la
metilacion, hay un 18% de casos con un porcentaje de metilacién <25%, que tiene un
haplotipo permisivo y en los que se han descartado mutaciones en los genes SMCHD1
y DNMT3B. Seguramente entre estos individuos se encuentren pacientes con una
DFEH3 de la que todavia desconocemos la alteracién genética o epigenética

subyacente.

Asi como en los pacientes con DFEH2 la metilacién es una herramienta indicativa del
proceso epigenético subyacente y es <25% en todos los casos, en los pacientes con
DFEH1 no se puede utilizar como herramienta diagndstica, ya que los rangos de

metilacion de los pacientes con DFEH1 y los controles se solapan.

En el diagndstico prenatal es vital la informacion clinica y la calidad y cantidad de la
muestra recibida (de vellosidad corial, de liquido amnidtico o de ADN fetal extraido). El
diagndstico ademas debe apoyarse cuando se pueda (en casos familiares en los que se
cuente con al menos dos individuos afectos) en técnicas complementarias como los
marcadores indirectos y el haplotipo SSLP que requieren una menor cantidad de ADN.
En nuestra serie hemos realizado el estudio indirecto en paralelo al Southern blot en el
25% de los casos prenatales estudiados (93), siendo informativos los marcadores en

todos ellos.
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ANEXOS

ANEXO 1. Extraccion del ADN fetal

La extraccion de ADN fetal a partir de vellosidad corial se realizd siguiendo los siguientes pasos:

1 En una placa de Petri separar los restos hematicos del villi con una aguja.

2 Pasar el villi a otra placa de Petri con una hoja de bisturi y homogeneizar la muestra.

3 Si hubiera mucha contaminacién hematica, hacer una lisis de eritrocitos con el tampdn
correspondiente (se echan 300 pl aproximadamente; para 5 ml de lisis de eritrocitos: 50 pl
TrisHCI 2M pH 7,5 + 1 ul MgCl;, + 4,949 ml H,0) y se pone inmediatamente en hielo (de 5 a
15 min; 15 min si hay mucha sangre). Se centrifuga 1 min a 14.000 rpm.

4 Se descarta el sobrenadante y se agregan 300 pl aprox. de tampdn de urea (se hace
siempre fresco y se calienta a 37°C para que se disuelva): Urea (2,4 g), NaCl 5M (300 ul),
EDTA 0,25M (200 pl), Tris 2M pH 7,5 (25 ul), SDS 10% (1 ml), Agua c.s.p (5 ml).

5 Se agregan 6 pl de Proteinasa K 10 mg/ml. Dejar a 562C durante 2h a 372C toda la noche

6 Se afade un volumen de Fenol-Cloroformo-lsoamilico (25:24:1). El fenol se calienta
primeramente a 652C. Para un volumen de 5 ml: 2,5 ml fenol + 2,4 ml cloroformo + 100 pl
isoamilico. Se invierte el eppendorf varias veces para homogeneizarlo

7 Centrifugar 1 min a 14.000 rpm

8 Se pasa con mucho cuidado el sobrenadante a otro tubo eppendorf

9 Se afiade un volumen de Cloroformo-Isoamilico (a TA). Para un volumen de 5 ml: 4,8 ml
cloroformo + 200 ul alcohol isoamilico. Se invierte el eppendorf varias veces para
homogeneizarlo

10 Centrifugar 1 min a 14.000 rpm

11 Pasar el sobrenadante a otro tubo eppendorf (si el tamafio del villi es muy grande, se
pueden hacer dos fenoles y dos cloroformos)

12 Agregar 40 ul de Acetato de Na 3M pH 5,3 (ajustar el pH con 4cido acético)

13 Precipitar con dos volumenes de etanol absoluto

14 Lavar con etanol al 70%

15 Resuspender la medusa resultante en Tris/EDTA 10/1

En el caso de vellosidad corial se recomienda partir de una cantidad aproximada de 20

mg a poder con la minima contaminacidn hematica posible. En el caso de liquido

amnidtico, tras su extraccién las células se ponen en cultivo durante 2-3 semanas para obtener

un crecimiento alto (4-5 flask T25 confluentes) ya que se necesita bastante ADN en la técnica
de Southern blot. El protocolo a seguir es el mismo que se utiliza para la vellosidad corial

comenzando con la centrifugacion de las células 10 min a 3.000 rpm y se continda en el paso 4

del protocolo.
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ANEXOS

ANEXO 2. Amplificacion de la sonda p13E-11

Se parte de ADN plasmidico (p13E-11 inserto en el plasmido Blue Script) (5 ng/ul) y se
amplifica la sonda por PCR utilizando los cebadores M13 (el producto de PCR da
aproximadamente un fragmento de tamafo de 1kb).

M13 Forward: 5° GTAAAACGACGGCCAGT 3’
M13 Reverse: 5° GGAAACAGCTATGACCATG 3’

Condiciones de PCR:

dNTPs 5mM 3 pl

MgCl, 3ul

H,0 74,79 ul
Tp10X 10 ul
M13 F/R 4ul /4 ul

EcoTaq (5U/ul) 1,2 pl
DNA 0,01 l

Programa de PCR:

94eC 5’

94°C 45"

652C 65" } X32
72°C 1

72°C 5’

Sembramos el producto en un gel de agarosa y purificamos la sonda con el kit ExoSAP-
IT (Cat. No. 78250.40.UL, Thermofisher) segun las instrucciones del fabricante.
Después de la purificacion, utilizamos aproximadamente 1000 ng del inserto para la

reaccién de marcaje.
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ANEXO 3. PFGE (www.urmc.rochester.edur/fields-center/protocols/)

Bloques de agarosa (plugs)

Previamente a la digestidn se equilibran los bloques de agarosa:

Para una digestiéon, se equilibran 3 bloques de agarosa, uno para cada una de las

digestiones. Primero se afiade agua destilada y luego se afiade a la muestra TE* que dejamos 2

horas en un agitador giratorio, se vacia y se vuelve a afiadir TE* que dejamos otras 2 horas

girando. Después eliminamos el TE™y afiadimos el tampdn de equilibrio, diferente para cada

una de las digestiones en el que dejamos las muestras girando toda la noche:

E/H

100 pul tampdn B

33 pl espermidina 200 pM
1wl DTT 1M

x ul H,0 (866 pl)

E/B

100 pl tampon H

33 pl espermidina 200 pM

1l DTT 1M
x ul H,0 (866 pl)

Xapl

100 pl tampdn Y*+Tango™
33 pl espermidina 200 uM
1 ul DTT 1M

x ul H,0 (866 pl)

Después de equilibrar los bloques de agarosa, se elimina el tampdn de equilibrio y se

afiade la mix de digestion a la muestra correspondiente y se ponen en el bafio a 37°C unas 6

horas.

E/H

15 pl tampdén B

2,5 pl espermidina 200 uM
1,5 ul DTT0,1M

125 ul H,0

3 ul EcoRI (10U/pl)

3ul Hindlll (10U/pl)

E/B

15 pl tampén H
2,5 pl espermidina
1,5ul DTTO0,1 M
126ul H,0

3 wl EcoRl

2 ul Binl (10U/pl)

Xapl

15 pl tampdn Y*+Tango™
2,5 pl espermidina

1,5 ul DTT0,1 M

125,5 pul H,0

2 ul Xapl (10U/pl)

Para las posteriores digestiones con Hindlll se utiliza el mismo protocolo:
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H

15 pl buffer B

2,5 pl espermidina 200 uM
1,5 pl DTT 0,1M (dilucién)
128 pl H,0

3ul Hindlll

Vr =150 pl

ADN liquido

Si partimos de ADN liquido, directamente realizamos las digestiones (necesitamos 5 ug

de ADN):

E/H

3 ultampén B

0,5 pl espermidina 200 uM
x ul H,0

x pl ADN

1,5 pl EcoRI (10U/pl)

1,5 pl Hindlll

H

3 wl buffer B

0,5 pl espermidina 200 uM
x ul H,0

x wl ADN

2 pl Hindll

Vr=30pl

E/B

3 ul tampdn K

0,5 ul espermidina
x ul H,0

x pl ADN

1,5 pl EcoRl

1,5 pl Binl
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0,5 ul espermidina
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2 ul Xapl
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ANEXO 4. Amplificacion de las sondas 4qA/4qB

Se parte de ADN plasmidico (10 ng/ul) y se amplifica la sonda por PCR. Para hacer la
PCR, debo anadir 0,1 ng del ADN plasmidico.

Partimos del ADN plasmidico (1 ng/ul) y vamos a amplificar la sonda por PCR utilizando
los cebadores M13.
M13 Forward: 5° GTAAAACGACGGCCAGT 3’
M13 Reverse: 5° GGAAACAGCTATGACCATG 3’

Tamafio del producto de PCR:
4qA: 788 pb

4qB: 1036 pb

Condiciones de PCR:

dNTPs 5mM 0,75 ul
MgCl, 50mM 0,75 ul
H,0 18,4 ul
Tp10X 2,5 ul
M13 F/R 10uM 1l /1l
EcoTaq (5U/ul) 0,3 ul
DNA 0,3 ul

Programa de PCR:
94°C 5’

94°C 45"

55eC 50" X32

Sembramos el producto en un gel de agarosa y purificamos la sonda con el kit ExoSAP-
IT (Cat. No. 78250.40.UL, Thermofisher) segln las instrucciones del fabricante. Después de la

purificacién, utilizamos aproximadamente 250 ng del inserto para la reaccién de marcaje.
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ANEXO 5. Estudio molecular indirecto basado en marcadores (prenatales)

En los casos familiares en que tengamos acceso a las muestras de varios individuos

afectos y sanos, para complementar el estudio directo realizado mediante Southern blot se

realiza en paralelo el estudio indirecto.

Este estudio se ha llevado a cabo analizando varios marcadores polimdrficos

localizados hacia el centrémero (upstream) en la zona 4g35.2, que nos permitirdn seguir la

segregacion del alelo patoldgico en la familia. Para este estudio se cuenta con los marcadores

mas cercanos a la zona de repeticiones D4Z4 (D4S2390, D4S1652, D4S2930 y D4S1523),

localizados a < 1,23 Mb, con una frecuencia de heterocigotos (Informatividad) del 67-91%

(Mouna Barat- Houari et al, 2010) y ampliando el estudio a 7 marcadores mas.

STR D4S2688 D4S2299 BF992518 17x7G 220G *D4F104S1
markers Dis126 D452390 D4S1652 D4S2283 D4S152 BGI67386 (SSLP)
D452930 BC087857 D474 A/B
’ it il 1] | P |
CEN pI3EIl 4qter
(1) Distance to 188 146 |1.23 0.90 0.55 0=0.0
D4Z4 (Mb) 1.88 0.89
(2) Positions 208 208 |208 208 208 212
(cM) 207 208
(3) Estimated 74 67 91
Het (%) 74
(4) CEPH 7 93 |81 75 56 69
Het (%) 79 86

En este estudio se han analizado un total de 11 marcadores, los 4 recomendados en el

articulo de Mouna Barat- Houari et al, 2010 (marcados con un recuadro verde) y se ha

ampliado el estudio a 7 marcadores mas.

Los marcadores utilizados han sido los siguientes:
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M1: D4S3047 (UT7035)

M2: D4S171 (SHGC4-3)

M3: D4S1540 (AFM185XF8)
M4: D4S2924 (AFMA202ZE9)
M5: D4S3051 (AFMAQ99ZE1)
M6: D4S426 (AFM238VE3)
M7: D4S2299 (UT5785)

M8: D452390 (CHLC.ATA22F02)

M9: D451652 (CHLC.GATA5B02.932)
M10: D452930 (AFMA224XH1)
M11: D4S1523 (UT1366)

Los marcadores se encuentran localizados en el # 4 (locus 4q35.2) siguiendo la
siguiente distribucion y localizados entre las posiciones 185,410,232-190,768,707
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway):

position/search chrd:185,683,123-190,893.744 gene [ jump ][ clear Is:lzeSZlD 622 bp. m

chr4 (o35, 1-035.2) [T I | HoCTE B N i

Scale T} i
chra ! | 186000000 187000000 188000000/ 189006000 190000000 191000000
STS Markers on Genetic (& and_Radiation Hybrid (black)
AFMRISYB4 | AFMAGTIYHI| UT7635) mam| RHE7269 | AFMADSI2EL | AFMA19O2FS | AFMAZ24XH1] 045273
AFMAS4EXFS u.m 1| RH33428| RH4TS GATA129063 | D4
AFMIESXCIL | 1587| D4S1164 | KLK38| ux-mo| F4QC43| | AFM23BVE3| SHGC-68147| | UT1366
RHS9282 | AFM1652FS | 045916 BV166518| WI-3583| 871 D45130| 045163
RH4S818 | GATA136E02 | 9] RH41347| D4S1295| D4S1192| SHOC-24852 gt | m
RHS6434 |  RH316| RHS630| -2645|  WI-3166| D4S1374| 0451369 3)
RHO8944 | ECO21344 | RHS0906| POLIM3|  RH41301| RH16350S| AT . GATABE be , 9o 0481622 |
RH36484 | RHASQIA | AFMIAQXF2 | RH4A21Q1 NI-747281 RH4A128Q | SHAN-Q444 | WI-Q7QR |

El marcador D4F104S1 (D4S810) se encuentra en la zona solapante del SSLP descrito

por Lemmers et al, 2007 y por eso no se ha utilizado.

Los marcadores que no aportan informatividad se marcan con una *. El haplotipo

patoldgico se marca en rojo y el haplotipo no asociado a la enfermedad se marca en azul.

A continuacién, se detalla un ejemplo en el que puede verse un evento de

recombinacion en el individuo I1:3.
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I:1 12
D4as3f7  |238 244 D4S3047 238 234
D4S171  |145 145 D4S171 145 147
D4S1540 | 187 183 D4S1540 185 185
D4S2924 | 238 230 D4S2924 230 230
D4S3051 228 228 D4S3051 228 230
D4S426 | 178 176 D4S426 174 184
DAS2299 |04 208 DAS2299 224 220
D4S2390 | 119 98 DAS2390 116 104
D4S1652 | 134 144 DAS1652 144 134
D4S2930 | 5oy 222 D4S2930 5y 222
D4S1523 | g4 300 DAS1523  pg6 300
1:1 -2 -3 11:4 1:5
D4S3047 244 238 238 238 244 234 238 234 242 242
D4S171 145 145 145 145 145 147 145 147 145 147
D4s1540 | 183 185 187 185 183 185 187 185 185 185
D4S2924 | 230 230 238 230 230 230 238 230 234 230
D4S3051 | 228 228 228 228 228 230 228 230 228 230
D4S426 | 176 174 178 174 176 184 178 184 186 176
D4S2299 | 208 224 224 224 208 220 224 220 208 208
DAS2390 | 98 116 10| 116 C10| 104 10| | 104 110 108
D4S1652 | 144 134 134 144 134 134 134 134 144 134
DAS2930 | 222 224 224 224 224 222 224 222 234 222
D4S1523 | 300 286 284 286 284 300 284 300 296 288
ni:1 -2
K
D4S3047 238 242 234 242
D4S171 145 145 147 147
D4S1540 187 185 185 185
D4S2924 238 234 230 230
D4S3051 228 228 230 230
D4S426 178 186 184 176
DAS2299 | 204 | 208 220 | 208
D4S23%0 1719 110 104 108
D4S1652 134 144 134 134 | %
D4S2930 224 234 222 222
D4S1523
284 296 300 288

Figura 61. Estudio prenatal de DFEH1 con un evento de recombinacién en el individuo I1:3.
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ANEXO 6. Variantes identificadas en los genes SMCHD1 y DNMT3B

Pasamos a detallar en la siguiente tabla las variantes identificadas en los 72 individuos

con DFEH2 en nuestra serie de pacientes estudiados.
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Tamaiio Tamaiio
. . . Namero . . a Gen Posicion exon Posicion Posicion Posicion NIV,EI de fi mqr‘neftto fi mqr‘neftto
Identificacion Herencia de Sexo Tipo de mutacion b Cromosoma © Transerito ® Proteina® metilacion (i ) (i )
sujetos Fsel (%) Aalelo 1 del Alelo 2 de
#4 #4
16-345 N.D. 1 M Nonsense SMCHD1 Exon 1 g.5227_5237del c.38_48del p.(Ser13*) 4 18 N.D.
06-006", 07-219 Materna 2 V,M Indel+FS SMCHD1 Exo6n 2 g.15286_15295del €.202_211del p.(Pro68Asnfs*38) 6,15 12,12 19,12
13-424 N.D. 1 \ Missense SMCHD1 Exdn 3 g.16008_16009delinsGA €.287_288delinsGA p.(Thr96Arg) 10 9 (DFEH1) N.D
20-104 N.D. 1 \Y Indel+FS SMCHD1 Ex6n 3 g.16138del c.417del p.(Pro140Leufs*9) 8 13 24
14-107 De novo 1 M Missense SMCHD1 Exén 5 g.23186A>G c.565A>G p.(Met189Val) 7 11 19
17-1 73/, 17-1747 N.D. 2 M, M Missense SMCHD1 Exdn 5 g£.23201C>T ¢.580C>T p.(Leu194Phe) N.D., 13 N.D. N.D.
18-122 De novo 1 Y Missense SMCHD1 Exén 5 g8.23231A>G c.610A>G p.(Lys204Glu) 5 22 28
15-0837, 16-120”,
16_,121f ’ Paterna 3 V, M,V Indel (1 aa deletion) SMCHD1 Exon 6 g.37600_37602del c.728_730del p.(Phe244del) 54,5 13, N.D., 16 27,N.D., 28
16-088 De novo 1 Vv Missense SMCHD1 Exon 7 g.37810A>G c.823A>G p.(Lys275Glu) 8 N.D. N.D.
03-216 De novo 1 Vv Nonsense SMCHD1 Exdn 8 8.43796C>T c.1030C>T p.(Arg344%*) 15 13 25
96-021 N.D. 1 M 58 SMCHD1 Intrén 8 g.43807G>A c.1040+1G>A - N.D. 10 (DFEH1) N.D.
18-268 N.D. 1 \ 58 SMCHD1 Intrén 8 g.43807G>A c.1040+1G>A - 7 N.D. N.D.
01-499 De novo 1 Vv Missense SMCHD1 Exén 9 8.46162A>G c.1058A>G p.(Tyr353Cys) 3 25 31
SMCHD1y Intrén 10 y c.1342+3delA y )
17-108 N.D. 1 \Y 55 DNMT3B Exén 11 g.47157del y g.38042C>T 1144C5T p.(Arg382Cys) rs35846833 20 N.D. N.D.
(DNMT3B)
16-187 N.D. 1 Vv Missense SMCHD1 Ex6n 11 8.49724T>C c.1415T>C p.(Phed72Ser) 6 10 (DFEH1) N.D.
17-065 De novo 1 \ Missense SMCHD1 Exén 11 g.497247>C c.1415T>C p.(Phe472Ser) 13 13 33
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13-426, 15-005" Materna M, M Indel+FS SMCHD1 Exon 11 g.49730del c.1421del p.(Cys474Phefs*7) 10, 10 13,13 25,19
15-024 N.D. \ Missense SMCHD1 Exén 11 g.49737G>T €.1428G>T p.(Trp476Cys) 21 N.D. N.D.
03-049 De novo M Missense SMCHD1 Exon 12 8.49964C>T ¢.1580C>T p.(Thr527Met) 14 9 (DFEH1) N.D.
17-011 N.D. Vv Missense SMCHD1 Exdn 14 8.54862T>C ¢.1898T>C p.(Leu633Pro) 7 N.D. N.D.
20-090 De novo \ Missense SMCHD1 Exon 14 g.54900G>C c.1936G>C p.(Gly646Arg) 6 N.D. N.D.
14-099 De novo M 3s SMCHD1 Intrén 15 g.56674A>G c.2064-2A>G - 18 10 (DFEH1) N.D.
03-217 De novo M Missense SMCHD1 Exon 16 g.56680C>T €.2068C>T p.(Pro690Ser) 13 12 15
03-115 Paterna M Missense SMCHD1 Exon 17 g.56997A>G c.2224A>G p.(Lys742Glu) 20 13 21

16—125f, 15-2027 N.D. M, M Nonsense SMCHD1 Exon 18 g.67339A>T €.2329A>T p.(Lys777%*) 7,8 18,19 19, 40

16162 17}327/' N.D. M, M, Missense SMCHD1 Exon 20 8.71668A>C €.2495A>C p.(Asp832Ala) 13, 16, 21,31, N.D. 31, N.D., N.D.
18-051 M N.D.
17-349 N.D. M 58 SMCHD1 Intrén 20 g.71779A>T €.2603+3A>T - 10 19 28
17-182 N.D. ?? Missense SMCHD1 Exon 23 g.77591T>A c.2795T>A p.(Val932Glu) N.D. N.D. N.D.
19-346 N.D. M Missense SMCHD1 Exon 23 g.77671A>G c.2875A>G p.(Asn959Asp) 6 19 25

14—014f, 16-268 Padre M,V Indel+FS SMCHD1 Exén 23 g.77710_77714del €.2909_2913del p.(Cys970Phefs*16) 6,19 19, 22 22,N.D.

14-0417, 17-139’, M, M
16:208 ’ Materno IIVI ! Indel+FS SMCHD1 Exon 24 g.78412_78413insGT €.2938_2939insGT p.(Val980Glyfs*5) 11,7, 26 16, 16, N.D. N.D., 28, 28

Exén 24
01'2%‘;?2‘;;'232’ :::er V,V,M '\:/ﬁzse;?:ey SMCHD1 (E::r:eisy iggéii . C.2941T>G y ¢.5596C>G ’:)..((-LyrrgglzlsAestl)y\)/ 4,17,9 15,15,16 27,22,27
(madre)
13-425 N.D. M Missense SMCHD1 Exén 25 g.81475C>T c.3146C>T p.(Ala1049Val) 3 N.D. N.D.
19-157 N.D. " 5S+Indel SMCHD1 Intrén 25 g.81603_81606del €.3274_3276+1delAAAG - 7 18 N.D.
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19-087 N.D. \ 5S+Indel SMCHD1 Intrén 25 g.81605_81609del €.3276_3276+4delAGTAA - 6 N.D. N.D.
18-172 N.D. \Y Indel+FS SMCHD1 Exdn 27 8.88625_88626insGAGA €.3506_3507insGAGA p.(Glu1170Argfs*34) 12 N.D. N.D.
16-195 N.D. M Indel+FS SMCHD1 Exdn 28 g.89869del c.3567del p.(Ser1190Leufs*17) 6 16 34
16-346 De novo M 3s SMCHD1 Intrén 29 g8.96633A>G c.3802-22>G - 11 18 27
18-008 De novo \ Nonsense SMCHD1 Exén 30 £.96683C>T c.3850C>T p.(GIn1284*) 10 18 22
05-3107, 05-308 Padre M,V Missense SMCHD1 Exén 32 8.99564G>C €.4109G>C p.(Arg1370Pro) 5,N.D. 20,20 31,61
15-062 N.D. \ 3S SMCHD1 Intrén 35 g.111217G>A €.4435-1G>A - 5 10 (DFEH1) N.D.
15-277 N.D. M Indel+Nonsense SMCHD1 Exon 38 g.118913_118916inv c.4826_4829inv p.(Leu1609_Val2005delinsArg) 15 12 N.D.
17-253 N.D. \Y Missense SMCHD1 Exén 39 g.119135C>A .4880C>A p.(Thr1627Lys) 7 16 28
16-140 N.D. M Indel+FS SMCHD1 Exon 39 g.119141_119145del c.4886_4890del p.(Glu1629Glyfs*11) 19 21 N.D.
06-103 N.D. M Nonsense SMCHD1 Exon 40 g.120690G>T ¢.5011G>T p.(Glu1671%) 7 15 34
18-242 N.D. \Y Missense SMCHD1 Exén 42 g.124875A>G ¢.5204A>G p.(Asp1735Gly) 19 7 (DFEH1) 9 (DFEH1)
20-159 N.D. M Missense SMCHD1 Exon 42 g.124884C>T c.5213C>T p.(Ala1738Val) 22 34 N.D.
15-220/, 15-064 Madre V,M Missense SMCHD1 Exon 42 g.124920A>G c.5249A>G p.(Asp1750Gly) 7,16 15,15 18, N.D.
11-184 N.D. \Y Nonsense SMCHD1 Exén 43 g.126935C>T €.5383C>T p.(Argl795%) 20 15 42
16-279, 15-155 Madre V,M Indel+FS SMCHD1 Exdn 43 g.126972del €.5419del p.(Pro1807GInfs*8) 10,9 12, 8 (49B) 37,12
15-021, 16-053" Padre V,M Indel (1 aa deletion) SMCHD1 Exon 44 g.127341_127343del ¢.5536_5538del p.(Tyr1846del) 6,11 19,19 43,25
17-129 N.D. Vv Missense SMCHD1 Ex6n 44 g.127352G>C €.5547G>C p.(Glu1849Asp) 10 21 36
11-149 N.D. M Missense SMCHD1 Exon 45 g.133594T>A c.5579T>A p.(Leu1860GIn) 15 13 27
05-130 N.D. \Y Nonsense SMCHD1 Exdn 45 g.133617C>T €.5602C>T p.(Arg1868%*) N.D. N.D. N.D.
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19-154 N.D. 1 Vv Indel+FS DNMT3B Exén 2 g.22978del c.39del p.(Asp13Glyfs*52) 23 8 (DFEH1) N.D.

Tabla 38. Mutaciones identificadas en SMCHD1 y DNT3B en nuestra serie, porcentaje de metilacién asociado, tamafio de los fragmentos EcoRl de los alelos del # 4.

? Indel+FS: insercién o delecién que producen un cambio del marco de lectura; Indel (1 aa deletion): insercién o delecién de nucleétidos que produce la delecién de un aminoacido;
Indel+Nonsense: cambio de inversion de nucledtidos que en este caso produce un triplete de parada; Missense: cambio que produce un aminoacido distinto; Nonsense: cambio que produce
un triplete de parada; 3S: cambio que afecta al sitio de corte y empalme 3’ (splicing); 5S: cambio que afecta al sitio de corte y empalme 5’ (splicing)

® NGimero de exén esté basado en GenBank NG_031972.1 (SMCHD1) y NG_007290.1 (DNMT3B)

“ Posicién genémica basada en hg19

la posicion del transcrito esta basada en NM_015295.2 (SMCHD1) y NM_

¢ La posicion de la proteina esta basada en NP_056110.2 (SMCHD1) y NM_

Hijos

N.D. No disponible
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SIFT / PolyPhen-2"

L .o Nivel de . A
. i . . a ., . b Posicion Posicion . Mutation Taster
Identificacion Tipo de mutacion Posicién exon 4 e metilacién y h
Gen Transcrito Proteina Fsel (%) UMD Predictor )
Human Splicing Finder (HSF)'
16-345 Nonsense SMCHD1 Ex6n 1 c.38_48del p.(Ser13*) 4 Marco de lectura interrumpido por un codén de parada prematuro
06-006%, 07-219 Indel+Fs SMCHD1 Ex6n 2 ¢.201_210del p.(Pro68Asnfs*38) 6,15 Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD)
0,02/0,988"
13-424 Missense SMCHD1 Exo6n 3 c.287_288delinsGA p.(Thr96Arg) 10 Causante de enfermedad (0.999) ®
g
20-104 Indel+FS SMCHD1 Ex6n 3 c.417del p.(Pro140Leufs*9) 8 Causante de enfermedad (1)
14-107 Missense SMCHD1 EX6n 5 C.565A5G p.(Met189Val) 7 Publicada como patolgica (LOVD, HGMD)
17-173%, 17174’ Missense SMCHD1 Ex6n 5 .580C>T p.(Leu194Phe) N.D., 13 Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD)
18-122 Missense SMCHD1 EX6n 5 ¢.610A>G p.(Lys204GIu) 5 Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD)
g
15-083% 16-120%, 16-121° | Indel (1 aa deletion) | SMCHD1 EX6n 6 ¢.728_730del p.(Phe244del) 5,4,5 Causante de enfermedad (1)
0.01/0.059"
g
16-088 Missense SMCHD1 Ex6n 7 .823A5G p.(Lys275Glu) 8 Causante de enfermedad (0.695)
Patogénica (78) n
03-216 Nonsense SMCHD1 Ex6n 8 ¢.1030C>T p.(Arg344%) 15 Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
96-021 55 SMCHD1 Intrén 8 €.1040+1G>A _ N.D. Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
18-268 55 SMCHD1 Intrén 8 C.1040+1G>A _ 7 Publicada como patolégica (LOVD, HGMD, ClinVar)
01-499 Missense SMCHD1 Ex6n 9 .1058A5G p.(Tyr353Cys) 3 Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD)
B p.(Arg382Cys) VUS (LOVD, Clinvar)
SMCHD1 )
17-108 55 y Intron 10y €.1342+3delA y 20 p.(Arg382Cys) Causante de enfermedad (0.961) &
Exon 11 c.1144C>T p.(Arg382Cys) rs35846833 ;
DNMT3B p.(Arg382Cys) Patogénica (84)

(DNMT3B)
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0/0.995"
16-187 Missense SMCHD1 Ex6n 11 .1415T>C p.(Phe4725Ser) 6 Causante de enfermedad (0.994) ®
Patogénica (93) "
0/0.995"
17-065 Missense SMCHD1 Exén 11 €.1415T>C p.(Phe472Ser) 13 Causante de enfermedad (0.994) ®
Patogénica (93) "
VUS (ClinVar)
_ - f . *
13-426, 15-005 Indel+FS SMCHD1 Exén 11 c.1421del p.(Cys474Phefs*7) 10,10 Causante de enfermedad (1) ®
0/0.999"
15-024 Missense SMCHD1 Ex6n 11 €.1428G>T p.(Trpa76Cys) 21 Causante de enfermedad (0.999) ®
Patogénica (93) n
03-049 Missense SMCHD1 Exén 12 ¢.1580C>T p.(Thr527Met) 14 Publicada como patolégica (ClinVar, LOVD, HGMD)
0.01/17
17-011 Missense SMCHD1 Ex6n 14 .1898T>C p.(Leu633Pro) 7 Causante de enfermedad (0.999) ®
Patogénica (84) n
0/17
20-090 Missense SMCHD1 Exén 14 €.1936G>C p.(Gly646Arg) 6 Causante de enfermedad (0.999) ®
Patogénica (100) n
14-099 3s SMCHD1 Intrén 15 €.2064-2A>G - 18 Alteracién del sitio dador de splicing '
03-217 Missense SMCHD1 Ex6n 16 €.2068C>T p.(Pro690Ser) 13 Publicada como patolégica (ClinVar, LOVD, HGMD)
0/0.927
03-115 Missense SMCHD1 Ex6n 17 €.2224A>G p.(Lys742Glu) 20 Causante de enfermedad (0.909) ®
Patogénica (84) n
16—125{ 15-2027 Nonsense SMCHD1 Exdn 18 ¢.2329A>T p.(Lys777%) 7,8 Marco de lectura interrumpido por un coddn de parada prematuro
0/0.928"
16-162% 17-327% 18-051" Missense SMCHD1 Exén 20 €.2495A>C p.(Asp832Ala) 13, 16, N.D. Causante de enfermedad (0.844) ®
Patogénica (84) n
17-349 5S SMCHD1 Intrén 20 ¢.2603+3A>T - 10 Alteracidn del sitio aceptor de splicing i
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0/0.998"
17-182 Missense SMCHD1 Exon 23 €.2795T>A p.(Val932Glu) N.D. Causante de enfermedad (0.998) ®
Patogénica (100) "
0.1/0.996"
19-346 Missense SMCHD1 Exon 23 €.2875A>G p.(Asn959Asp) 6 Causante de enfermedad (0.934) ®
Probable polimorfismo (60) "
14-0147, 16-268 Indel+FS SMCHD1 Exon 23 €.2909_2913del p.(Cys970Phefs*16) 6,19 Causante de enfermedad (1) ®
14-0417, 17-139", 16-208 Indel+FS SMCHD1 Exdn 24 €.2938_2939insGT p.(ValogoGlyfs*5) 11,7,26 Causante de enfermedad (1) ®
01-2347, 01-232, 01-233 Missense y SMCHD1 Exon 24 (padre) y €.2941T>G y c.5596C>G p.(Tyr981Asp) y p.(Arg1866Gly) 4,17,9 Publicadas como patoldgicas (LOVD, HGMD)
Missense Exdn 45 (madre)
0.37/0.996
13-425 Missense SMCHD1 Exon 25 c.3146C>T p.(Ala1049Val) 3 Causante de enfermedad (0.860) ®
Patogénica (93) "
19-157 5S+Indel SMCHD1 Intrén 25 €.3274_3276+1delAAAG - 7 Publicada como patolégica (LOVD)
19-087 5S+Indel SMCHD1 Intrén 25 €.3276_3276+4delAGTAA - 6 Publicada como patoldgica (ClinVar, LOVD, HGMD)
18-172 Indel+FS SMCHD1 Exdn 27 ¢.3506_3507insGAGA p.(Glu1170Argfs*34) 12 Causante de enfermedad (1)
16-195 Indel+FS SMCHD1 Exon 28 ¢.3567del p.(Ser1190Leufs*17) 6 Causante de enfermedad (1) ®
16-346 3s SMCHD1 Intrén 29 €.3802-2A>G - 11 Alteracién del sitio dador de splicing '
18-008 Nonsense SMCHD1 Ex6n 30 €.3850C>T p.(GIn1284*) 10 Marco de lectura interrumpido por un codén de parada prematuro
0.02/0.986"
05-3107, 05-308 Missense SMCHD1 Exon 32 .4109G>C p.(Arg1370Pro) 5,N.D. Causante de enfermedad (0.788) ®
Probablemente Patogénica (69) h
15-062 3s SMCHD1 Intrén 35 .4435-1G>A - 5 Alteracién del sitio dador de splicing '
15-277 Indel+Nonsense SMCHD1 Exdn 38 €.4826_4829inv p.(Leu1609_Val2005delinsArg) 15 Marco de lectura interrumpido por un codén de parada prematuro
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0.09/0.961°

17-253 Missense SMCHD1 Ex6n 39 €.4880C>A p.(Thr1627Lys) 7 Causante de enfermedad (0.997) ®
Patogénica (78) "

16-140 Indel+FS SMCHD1 Exon 39 c.4886_4890del p.(Glu1629Glyfs*11 ) 19 Causante de enfermedad (1) ©
06-103 Nonsense SMCHD1 Exdn 40 €.5011G>T p.(Glu1671*) 7 Marco de lectura interrumpido por un coddn de parada prematuro
0.18/0.805
18-242 Missense SMCHD1 Exon 42 .5204A>G p.(Asp1735Gly) 19 Causante de enfermedad (0.978) *
Patogénica (100) n
0.01/1"
20-159 Missense SMCHD1 Ex6n 42 €.5213C>T p.(Ala1738Val) 22 Causante de enfermedad (0.999) *
Probablemente polimorfismo (63) n
0.23/17
15-2207, 15-064 Missense SMCHD1 Ex6n 42 C.5249A5G p.(Asp1750Gly) 7,16 Causante de enfermedad (0.998) *

Patogénica (93) "

11-184 Nonsense SMCHD1 Exon 43 €.5383C>T p.(Arg1795%) 20 Publicada como patolégica (LOVD, HGMD)
16-2797, 15-155 Indel+FS SMCHD1 Exon 43 c.5419del p.(Pro1807GInfs*8) 10,9 Causante de enfermedad (1) ®
15-021, 16-053" Indel (1 aa deletion) | SMCHD1 Ex6n 44 €.5536_5538del p.(Tyr1846del) 6,11 Causante de enfermedad (0.999) ®

0.12/0.853"

17-129 Missense SMCHD1 Ex6n 44 €.5547G>C p.(Glu1849Asp) 10 Causante de enfermedad (0.994) ®

Patogénica (100) "
0/17
11-149 Missence SMCHD1 Exon 45 €.5579T>A p.(Leu1860GlIn) 15 Causante de enfermedad (0.997) ®

Patogénica (100) n

05-130 Nonsense SMCHD1 Exdn 45 ¢.5602C>T p.(Arg1868*) N.D. Marco de lectura interrumpido por un codén de parada prematuro

g
19-154 Indel+FS DNMT3B Ex6n 2 c.39del p.(Asp13Glyfs*52) 23 Causante de enfermedad (1)

Tabla 39. Mutaciones identificadas en SMCHD1 y DNMT3B en nuestra serie (cambios descritos y predicciones in silico de cambios no descritos en la literatura) y porcentaje de metilacién
asociado.
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VUS: Variante de significado incierto

Algoritmos “in silico” de prediccion functional y de splicing de la proteina:

FSIFT (Sorting Intolerant From Tolerant): rangos de 0 a 1. La sustitucidn se predice como “deletérea” si el valor es <0.05, y “tolerable” si es 20.05 / PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2):
el resultado de la prediccién puede ser “probablemente dafiino” (1), “posiblemente dafiino” o “benigno” (0)

€ Mutation Taster: “causante de la enfermedad” (un valor cercano a 1 indica una alta seguridad de la prediccién, probablemente deletérea), “polimorfismo” (un valor cercano a 0 indica una

alteracidn probablemente inofensiva)
" UMD Predictor: rangos de 0-100 (<50 polimorfismo, 50-64: probable polimorfismo; 65-74: probablemente patogénico; >74: patogénico)

"Human Splicing Finder (HSF): predice el efecto de mutaciones que afectan a los sitios de splicing (empalme de exones en el procesamiento del ARNm)
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ANEXO 7. Variantes identificadas en el gen VCP

Pasamos a detallar en la siguiente tabla las variantes identificadas en nuestra serie de

pacientes estudiados.
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SIFT / PolyPhen-27

Identificacion familias e individuos Tipo .d'e a Posicion exon ® Pos:c:c.m d Pos:c,lone Mutation Taster °
mutacion Transcrito Proteina . h
UMD Predictor
07-355 Missense Exon 3 c.277C>T p.(Arg93Cys) Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
16-077, 16-249 Missense Exo6n 4 c.383G>T p.(Gly128val) Publicada como patolégica (LOVD, HGMD)
13-232 Missense Exon 5 c.463C>T p.(ArgR155Cys) Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
09-119, 10-197 Missense Exén 5 c.464G>A p.(Arg155His) Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
09-1000, 09-530, 13-569 Missense Exdn 5 c.464G>A p.(Argl55His) Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
15-181 Missense Exdn 5 c.464G>A p.(Argl55His) Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
02-366, 98-280 Missense Exon 5 c.469G>C p.(Gly157Arg) Publicada como patolégica (LOVD, HGMD, ClinVar)
09-762, 10-305, 10-306 Missense Exdn 5 c.476G>A p.(Argl59His) Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
05-035, 05-042, 05-043, 06-090, 06-162 Missense Exdn 5 c.476G>A p.(Argl59His) Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
14-056 Missense Exdn 5 c.476G>A p.(Argl59His) Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
07-381 Missense Exdn 5 c.476G>A p.(Argl59His) Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
10-519, 11-046, 11-119 Missense Exdn 5 c.572G>A p.(Argl91Gin) Publicada como patoldgica (LOVD, HGMD, ClinVar)
08-193, 09-095 Missense Exon 6 c.616A>T p.(llel206Phe) Publicada como patolégica (HGMD)
Publicada como VUS (ClinVar)
0/1f
08-428 Missense Exén 10 c.1106T>C p.(1le369Thr)

Causante de enfermedad (0.999) &
Patogénica (99) h
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Tabla 40. Mutaciones identificadas en VCP en nuestra serie (cambios descritos y predicciones in silico de cambios no descritos en la literatura).

® Missense: cambio que produce un aminodécido distinto

® Nimero de ex6n esta basado en GenBank NC_000009.12

© Posicién gendmica basada en hg19

ola posicion del transcrito esta basada en NM_007126

¢ La posicion de la proteina esta basada en NP_009057

VUS: Variante de significado incierto

Algoritmos “in silico” de prediccion functional y de splicing de la proteina:

FSIFT (Sorting Intolerant From Tolerant): rangos de 0 a 1. La sustitucidn se predice como “deletérea” si el valor es <0.05, y “tolerable” si es 20.05 / PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2):
el resultado de la prediccidén puede ser “probablemente dafiino” (1), “posiblemente dafiino” o “benigno” (0)

€ Mutation Taster: “causante de la enfermedad” (un valor cercano a 1 indica una alta seguridad de la prediccién, probablemente deletérea), “polimorfismo” (un valor cercano a 0 indica una
alteracién probablemente inofensiva)

" UMD Predictor: rangos de 0-100 (<50 polimorfismo, 50-64: probable polimorfismo; 65-74: probablemente patogénico; >74: patogénico)

Marcadas en negrita las incluidas en las publicaciones derivadas de la tesis con las referencias 4, 8 y 12.
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