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Resumen. Objetivo: Estudiar clinica, citogenéticay
molecularmente 85 familias espafiol as afectas de sindrome del
cromosoma X fragil. Material y métodos: Para el estudio clinico se
siguid el protocolo de Hagerman, el estudio citogenético serealizé en
presenciade 5-fluorodeoxiuridinay parael estudio molecular se
combinaron la técnica de Southern blotting utilizando la sonda StB12.3
y lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Resultados: En total se
caracterizaron 620 individuos. En 126 varones se confirmd la sospecha
clinica de sindrome del cromosoma X frégil, se identificaron 197
mujeres portadoras del sindrome (48 de ellas afectas de retraso mental)
y 15 varones asintométicos trasmisores (NTM), ala vez que se descart6
la presencia de lamutacion en 246 individuos con riesgo y en 36
individuos correspondientes a parejas de |0s consultantes. Se detectd un
varén asintomatico con una expansion superior alas 200 repeticionesy
sin metilacion delaisla CpG adyacente a gen FMR-1. No se ha
detectado ninguna mutacién «de novo ni ninguna otra mutacion
distintaalaexpansion del triplete (CGG)n. El andlisis del triplete
(CGG)n mediante PCR en 297 cromosomas normales mostré una
distribucion del nimero de (CGG)n entre 17 y 54 repeticiones, con el
aelo de 29 como e més frecuente, representando el 24% del total de
cromosomas estudiados. Conclusiones: La combinacion de Southern-
blotting y PCR permite la caracterizacion de todos los miembros
implicados en unafamilia, sustituyendo a diagndstico citogenético, y
facilitando € consejo genético y el diagndstico prenatal.
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GENETIC AND MOLECULAR STUDIES OF 85 FAMILIES
AFFECTED WITH FRAGILE X SYNDROME

Abstract. The objective of this study wasto analyze clinically,
cytogenetically and molecularly 85 Spanish families with fragile X
syndrome. Clinical studies were based on the score proposed by
Hagerman, cytogenetic studies were made by adding
5-fluorodeoxiuridine and molecular studies were performed by using a
StB12.3 probe and the polymerase chain reaction (PCR). The results of
the molecular studiesin 620 individuals at risk confirmed the clinical
diagnosis of fragile X syndromein 126 affected males. In addition, 197
carrier females were detected (48 with mental retardation) and 246 “at
risk” individuals and 36 non-related members were found not to have
the expansion. Fifteen cases of normal transmitting males (NTM) were
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detected. We found one non-mentally retarded male where the CpG
island of the FMR-1 gene was not methylated, but with more than 200
(CGG)n repesats (high functioning male). In the sample studied, no de
novo mutations were found and al of the mutations detected were
(CGG)n expansions. PCR andysis of the (CGG)n repeat in 297 normal
chromosomes showed an allele distribution that ranged from 17 to 54
repeats, with an alele of 29 (CGG)n repeats accounting for 24% of the
chromosomes. In conclusion, molecular genetic study of fragile X
provides accurate diagnosis and facilitates genetic counselling in
families with affected members. Southern blot analysis and PCR of the
(CGG)n repesat provides efficient diagnosis, compared to cytogenetic
techniques, for the detection of female carriers, NTMs, and prenatal
diagnosis.

Key words. Fragile X syndrome; (CGG)n repesats; Mental
retardation; FMR-1 gene.

Introduccién

El sindrome del cromosoma X fragil esla causa mas fre-
cuente de retraso mental familiar. Desde €l punto de vista cli-
nico se caracteriza por retraso mental que va de moderado a
severo, cara alargada, orejas grandes y macroorquidismo2. A
pesar de sus caracteristicas clinicas definidas, el sindrome del
cromosoma X frégil presenta una gran variabilidad, dificultan-
do el diagnostico, especialmente en la edad prepuberal.

El sindrome del cromosoma X frégil se caracteriza citoge-
néticamente por la presencia de una constriccion o rotura a ni-
vel delabandaq27.3, lacua esvisible sdlo empleando cultivos
delinfocitos en medios pobres en écido félico®. El defecto mo-
lecular consiste en laexpansion de la secuenciarepetitiva (CGG)n
del gen FMR-1¢459), E| gen FMR-1 norma transcribe un RNA
mensgjero de 4,8 kb y expresa una proteina de 70 kD en indi-
viduos normales. Latranscripcion se encuentra ausente o inten-
samente disminuida en pacientes con sindrome del cromoso-
ma X fragil®. Laateracion en latranscripcion del gen FMR-1
esta relacionada con la expansion de la secuencia (CGG)n por
encima de 200 repeticiones, incremento que favorece lametila
cién andbmaadelaidaCpG adyacentey lainactivacion de FMR-
1, impidiendo en |os afectados la transcripcion del mismo. En
la poblacién general €l nimero de (CGG)n es altamente poli-
morfico variando de 6 a 52 repeticiones. Una expansion entre
54y 200 copias se asociaa estado de premutacion que corres-
ponde a los portadores asintomaticos, pero adquiere unagran
inestabilidad pudiendo pasar a mutacién completa cuando su-
peralas 200 repeticionesy se transmite através de una mujer®),
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El sindrome del cromosoma X fragil afectaa uno de cada
1.250 varones y una de cada 2.500 mujeres®19, se hereda co-
mo un trastorno mendeliano de tipo dominante ligado al cro-
mosoma X, con una penetranciaincompleta (80% para varones
y 30% paramujeres) y unaexpresividad variable®12, | afre-
cuencia de portadores se estimaen 1/700, siéndolo tanto las mu-
jeres como los varones, denominados NTM («normal trans-
mitting males»)®3), Este tipo de herencia peculiar dificulta el
consgjo genético en las familias con miembros afectos de este
proceso.

En este trabgjo presentamos el estudio de 85 familias espa-
fiolas con sindrome del cromosoma X fragil, las cuales han si-
do estudiadas con la sonda StB12.3 y laamplificacion dela zo-
na repetitiva (CGG)n mediante PCR (reaccion en cadenadela
polimerasa). Este andlisis ha permitido la caracterizacion de 620
individuos, y el consgjo genético adecuado en todas las fami-
lias.

Material y métodos
Familias

Se han estudiado 85 familias con uno o més miembros afec-
tos de sindrome del cromosoma X fréagil. En 40 familias exis-
tiaun diagnosti co citogenético anterior y se completd e estudio
anivel molecular. Enlas 45 familias restantes el estudio clinico
se baso en el protocolo de Hagerman®@ y se consideraron indi-
cativos de estudio molecular cuando los valores del protocolo
fueron iguales o superiores a 13, basdndose el diagndstico del
sindrome del cromosoma X frégil, enlaclinicay € estudio mo-
lecular. En tota se han estudiado 620 individuos. 285 varonesy
335 mujeres, distribuyéndose de laforma siguiente: 149 (126
varonesy 23 mujeres) con retraso mental, 435 (148 varonesy
287 mujeres) sanosariesgo y 36 (11 varonesy 25 mujeres) co-
rrespondientes a parejas de |os consultantes, aparentemente sin
ningun riesgo de ser portadores. Adicionalmente se estudiaron
297 cromosomas normal es independientes procedentes de una
poblacion contral.

Estudios citogenéticos

Como minimo el caso indice afecto de cada familia fue ana-
lizado citogenéticamente, en algunos casos lamadre y las her-
manas a riesgo también fueron estudiadas , 30 mujeres en total.

El estudio serealizd mediante un cultivo de linfocitos de 72
horas a que se leincorpord 5-fluorodeoxiuridina (FrdU) a una
concentracion final de 4uM. Se estudiaron 100 metafases con
tincion habitual y posteriormente se realizaron bandas GTG pa-
raconfirmar lafragilidad del cromosoma X en g27.3.

Estudio molecular

Todoslos miembros de riesgo en cadafamilia, unavez diag-
nosticado el caso indice de sindrome del cromosoma X fragil,
fueron seleccionados para analisis molecular de la zona repe-
titiva (CGG)n del gen FMR-1 mediante la sonda StB12.3 y/o
PCR“8). En total fueron estudiados 620 individuos de 85 fami-
lias, incluyendo 285 hombresy 335 mujeres.
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Tabla | Caracterizacion molecular de 85 familias
afectadas del sindrome del cromosoma X
fragil

Hombres  Mujeres Total %
Afectos 126 23 149 24
Portadores 15 174 189 30,5
Sanos de riesgo 133 113 246 39,7
Pargjas de los 11 25 36 5.8

consultantes

Total 285 335 620
Sanos 6-50 (CGG)n
Portadores 50-200 (CGG)n
Afectos mas de 200 (CGG)n

De cadaindividuo se extrajeron 10 ml. de sangre periférica
en EDTA y el DNA seaid 6 segiin protocol o de precipitacion de
sales™, 5 ug de DNA gendmico sedigirieron con 40 U de EcoRl
(Boehringer-Mannheim) y 40 U de Eagl (New England Biolabs),
durante 18 horas a 37°C, se separaron mediante electroforesis
en gel de agarosaa 0,7% durante 20 horas, se transfirieron a
una membrana de nylon Hybond-N (Amersham) y se hibrida
ron con lasonda StB12.3#, marcada radi oactivamente median-
te oligolabelling. El lavado de los filtros fue con una astrin-
genciade 0,1 x SSC a 65°C. Losfiltros se expusieron frente a
una pelicularadiogréfica, a-80°C durante 48-72 horas. Lain-
terpretacion de los resultados se realiz6 atendiendo alos patro-
nes descritos por Rousseau y cols,®9),

Serealiz el andlisis delazonarepetitiva (CGG)n median-
te PCR, segun latécnica descrita por Fu y cols.® y Kruyer y
colsi9), seguin las siguientes modificaciones; Primers; P15'-
GCTAGCTCCGTTTCGGTTTCACTTCCGGT-3' y P2 5'-
TTGTAGAAAGCGCCATTGGAGCCCCGCACT-3'. Laam-
plificacion del DNA serealiz6 con: 200 ng de DNA gendmico,
3 pmol de cada primer (P1y P2) en un volumen fina de
15 pl, conteniendo 10mM Tris-HCI (pH 9,0 a 25°C), 50mM
KCl, 0,1% Triton X-100, 150 uM 7-deaza-dGTP, 10% DM SO,
1,5mM MgCl,, 200 pM dATP,200 uM dCTP, 200 uM dTTPR,
50uM dGTP, 3uCi de32Pa- dCTPy 1U de Taq Polimerasa
(Promega) en un termociclador (Perkin-Elmer 480). Las con-
diciones fueron: 5 minutos a 95°C, seguido de 25 ciclos de
denaturalizacién (95°C, 1,5 minutos) e hibridacién/elonga-
cion (65°C, 2 minutos). Los productos de PCR se analizaron
mediante electroforesis en un gel de secuenciacion desnatura
lizante a 5%. Los alelos se identifican por el tamafio en rela
cién con e marcador M13. Parael andlisis smulténeo delare-
gién (CGG)n del gen FMR-1y del receptor androgénico (AR),
como control positivo de PCR, se emplearon |os primers ARa
5- ACCAGGTAGCCTGTGGGGCCTCTACGATGGGC-3' y
ARb5 CCAGAGCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCG-
3', aunaconcentracion de 1,2 pmols de cada uno y se anali-
zaron en las mismas condiciones descritas parael FMR-1.
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Figura 1. Protocolo clinico para el diagnostico del sindrome del cromo-
soma X frégil (Hagerman 1991). Se valoran 13 pardmetros clinicos, con
puntuacion de 0 a2 para cada uno, que proporcionan un valor orientativo
sobre el fenctipo del paciente. Una puntuacion por encimade 13 esun va
lor indicativo pararealizar un estudio genético del sindrome del cromo-
soma X frégil.

Resultados

Lavaloracidn clinica de los varones afectos segln €l pro-
tocolo de Hagerman (fig. 1) dio unamedia genera de 16,5 sin
tener en cuenta la edad. En la edad prepuberal |os parametros
mas indicativos fueron: la hiperactividad y la hiperlaxitud arti-
cular, mientras que en la edad postpuberal fueron laevitacion de
lamiraday el macroorquidismo.

Todos los varones afectos que se estudiaron citogenética-
mente, mostraron fragilidad en Xg27.3 entre un 3y un 20% de
las metafases estudiadas. Respecto alas mujeres tan s6l0 se ob-
servo citogenética positivaen 6 de ellas.

Enlatablal se describen los diferentes grupos de individuos
segUn los resultados del estudio molecular en las 85 familias.
Mediante el andlisis con la sonda StB12.3 se confirm6 € diag-
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Figura 2. Andlisis del sindrome del cromosoma X frégil con la sonda
StB12.3 tras doble digestion con EcoRI/Eagl en unafamiliacon un miem-
bro afecto. Los simbolos en blanco indican normales, los negros afectosy
los punteados portadores. El tamafio de las bandas se indica en kilobases
(kb). Carril 1 varon afecto; carriles 2,-5, 8y 11 varones normales; carril 6,
NTM; carriles 7, 9 y 10 mujeres portadoras; y carril 12 mujer normal.

ndstico de sindrome del cromosoma X frégil en 126 varones, se
detectaron 197 mujeres portadoras (23 de ellas con retraso men-
tal 12%), en 282 individuos se descart6 la presencia de la mu-
tacion, se observaron 15 casos de varones normal es trasmisores
(NTM) y se dedujo la existencia de otros 6 casos més. La de-
duccién se hizo en base ala presencia de dos 0 mas hermanas
portadoras de la premutacion, madre sin alteracionesen €l gen
FMR-1y padre falecido. En lamuestra estudiada no se obser-
varon mutaciones de novo, ni otras mutaciones distintas ala des-
critaparalazonarepetitiva. Enlasfiguras 2 y 3 se muestra el
andlisis de varios individuos afectos y portadores de sindrome
del cromosoma X fragil. En estafigurase muestran los patrones
obtenidos para algunos de los casos, tras una doble digestion con
EcoRlI y Eagl y posterior hibridizacion con lasonda StB12.3. El
varén normal muestra una solabandade 2,8 kb, y lamujer nor-
mal muestra dos bandas una de 2,8 kb que corresponde a cro-
mosoma X activoy otrade 5,2 kb que corresponde a cromoso-
ma X inactivo (metilado). Los NTMs muestran una sola ban-
da, pero sensiblemente de mayor tamafio que los varones nor-
males, aunque por debajo de labanda de 5,2 kb, lo que nosin-
dica que no esta metilado. En las mujeres portadoras observa-
mos cuatro bandas, las dos normales de 2,8 y 5,2 kb respecti-
vamentey otras dos proximas a éstas, seglin €l tamafio dela ex-
pansion. El varén afecto del sindrome muestra una banda supe-
rior a5,2 kb indicando expansion y metilacion, o unazona di-
fusa queindicalainestabilidad mitética de larepeticion (CGG)n.
Lamujer portadora de la mutacién completa muestra el cro-
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Figura 3. Andlisis del sindrome del cromosoma X frégil con la sonda
StB12.3 tras doble digestion con EcoRI/Eagl en miembros de tres fami-
lias. Los simbolos en blanco indican normales, los negros afectosy los
punteados portadores. El tamafio de las bandas se indica en kilobases (kb).
Carril 1, varon afecto en mosaico, mostrando una banda de 3,3 kb y una
zona difusade 8 kby; carriles 6, 8 y 9 varones afectos; carril 7, mujer por-
tadora de la mutacion completa; carriles 3y 4 mujeres normales; y carri-
les2y 5 varones normales.

mosoma normal en la banda de 2,8 kb y el mutado por encima
de 5,2 kB ya sea una sola banda o una zona difusa. Finalmente
hemos de contemplar a posibilidad de mosai cos cuando coe-
xiste lasituacion de premutacion y mutacion. (Fig. 3).

Laregion repetitiva (CGG)n fue estudiada mediante PCR en
todas las familias, 10 que permiti6 obtener alelos entre 20 y 50
repeticiones en los miembros que no mostraron expansion dela
zonarepetitivay permitio definir el rango de repeticiones de 53
a 127, cuando se estudiaron las mujeres portadoras y |os varo-
nes NTM. No se obtuvo amplificacién por encima de 127
(CGG)n.

Adicionalmente se analizaron 297 cromosomas normalesin-
dependientes, obteniéndose el valor de 29 repeticiones como el
mas frecuente (24%) y un rango de 17 a 54 repeticiones (Fig.
4).

Discusion
Manifestaciones clinicas del sindrome del X fréagil

Martiny Bell describieron en 1943 un cuadro clinico de
retraso mental, que afecta a varonesy se caracteriza por cara
alargada, orgjas grandesy salientes, y macroorquidismo®. A pe-
sar de estas caracteristicas clinicas especificas, €l Unico rasgo
presente en todos |os varones afectos es € retraso mental, y la
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clinica completa se encuentra solamente en € 60% de los afec-
tos. Desde € punto de vistaclinico y diagnéstico, debe distin-
guirse entre la etapa pre y postpuberal, y 16gicamente entre va-
ronesy mujeres. Incluso dentro de cada uno de estos subgrupos
se observa una gran variabilidad fenotipica, por lo que e diag-
ndstico clinico a veces resulta muy dificil.

En los varones de edad prepuberal las manifestaciones cli-
nicas del sindrome del cromosoma X fragil estan muy atenua
das, con retraso mental que va de leve amoderado y retraso en
la maduracién motora. La sedestacion se produce alrededor de
l0s 9 meses, ladeambulacion alos 18 mesesy d inicio del ha
bla entre los dos afios y medio y los tres, con un lenguaje muy
pobre y repetitivo, que resulta muy caracteristico. Existe hipe-
ractividad motriz como signo més constante. En este periodo €
aspecto facial no suele ser caracteristico. Finamente, en algu-
nos casos puede observarse hiperlaxitud articular.

A medida que estos nifios crecen, van apareciendo los sig-
nos descritos originamente. El retraso mental se hace mas evi-
dente, la carase alargay €l 80% de los varones en edad post-
puberal presentan macroorquidismo. La hiperlaxitud articular
puede estar presente y también es frecuente d prolapso delava-
vulamitral. Lostrastornos de conducta son caracteristicos, con
un lenguaje pobre y repetitivo, tendencia a autolesiones en las
manos como consecuencia de mordeduras, movimientos este-
riotipados, evitacion de lamiraday actitud defensiva. De este
modo, € diagnostico clinico en el periodo postpuberal resulta
mas facil. Hagerman describié un protocolo en €l que se valo-
ran 13 pardmetros clinicos, con puntuacién de 0 a 2 para cada
uno, que proporciona unainformacion cuantitativa sobre € fe-
notipo del paciente® (Fig. 1). Una puntuacion por encimade 13
esun valor indicativo para solicitar un estudio genético de sin-
drome del cromosoma X fragil.

En las mujeres no existen rasgos fisicos caracteristicos, mar
nifiestando un retraso mental ligero, con trastornos de conduc-
ta, aislamientoy angustiasocial, asi como un sentimiento dein-
defension. El retraso en €l lenguaje estapresentey € retraso es-
colar se centrafundamentalmente en el &rea de las mateméticas.

Citogenética del sindromedel cromosoma X fréagil

Durante muchos afios |os estudios citogenéticos fueron el
Unico instrumento de laboratorio para confirmar €l diagndstico
clinico de este sindrome. El cromosoma fréagil en Xq27.3 pue-
de detectarse en précticamente todos |os varones afectos, pero
dificilmente en las mujeres portadoras. De las mujeres porta-
doras estudiadas, solo el 20% presentaban fragilidad del cro-
mosoma X27.3 y todas ellas eran portadoras de la mutacion
completaen el estudio molecular, no se detect6 nunca en los
varones portadores, ni en mujeres que resultaron ser portado-
ras de la premutacién en € estudio molecular. De forma simi-
lar, el andlisis cromosomico tiene muy poca fiabilidad en €l
diagnostico prenatal de este sindrome. Por todo lo mencionado
se deduce que actualmente | os estudios cromosémicos no de-
ben utilizarse como método diagndstico para el sindrome del
cromosoma X fragil al disponer de métodos moleculares mu-
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Figura 4. Distribucion del nmero de repeticiones (CGG)n del gen FMR-1 en 297 cromosomas normales independientes de |a poblacion espafiola.

cho més precisos.
Diagndstico molecular de sindrome del cromosoma X
fréagil

El andlisis de la secuencia repetitiva (CGG)n del gen
FMR-1 permite el diagnostico directo de la mutacion principal
del sindrome del cromosoma X frégil, mgorando los estudios
moleculares previos basados en métodos indirectos™. El estu-
dio consiste en analizar & nimero de repeticionesy € estado de
metilacion delaislaCpG adyacente al gen FMR-1. Mediante el
andlisis de Southern estudiamos €l tamafio de la expansion
(CGG)ny € estado de metilacion delaida CpG de FMR-1, per-
mitiendo identificar tanto los individuos afectos como los fa-
miliares ariesgo.\8),

Con € estudio por PCR, obtenemosinformacién sobre €l ni-
mero exacto de repeticiones que tiene un individuo, pero no so-
bre la metilacion. No obstante, el andlisis mediante PCR tiene
importancia para el consegjo genético de los portadores, ya que
existe unarelacion directa entre el nlimero de repeticionesy la
probabilidad de que se produzca el paso de premutacion a mu-
tacion completaen lasiguiente generacion y por lo tanto la pro-
babilidad de tener hijos afectos. Asi, paraunamujer con unapre-
mutacion por encimade las 90 repeticiones la penetrancia es del
100%. Si lamujer portadora tiene arededor de 54 repeticiones
(Ilimiteinferior) lapenetranciaesdel 18%®. Latécnicade PCR
presenta algunas limitaciones, siendo laprincipal quelosalelos
con un elevado nimero de repeticiones (CGG)n son muy difi-
ciles de amplificar. En nuestro caso, el maximo conseguido fue
de 127 repeticiones. De este modo, las mujeres portadoras de la
mutacion completa podrian aparecer como fal sos negativos, por
lo que es necesario combinar € estudio de PCR con € andlisis
de Southern.

Nuestros resultados indican que todos |0s varones con mu-
tacion completa (incremento superior a 200 repeticiones) pre-
sentan retraso mental, excepto uno, que a pesar de mostar lamu-
tacion completa presentalaislaCpG adyacente sin metilar. Este
caso tiene un coeficiente intelectual (C.1.) de 102, sin mostrar
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ninguin rasgo fenotipico del sindrome, comportandose como un
varén transmisor alos que se ha llamado altamente funcionan-
tes (high functioning male, HFM)@9 el término altamente hace
referenciaasu nivel intelectua respecto alos otros varones afec-
tosdel sindrome. Esta observacion apoya que € fenotipo se co-
rrelaciona fundamental mente con la metilacién de laida CpG,
mas que con €l incremento del nimero de tripletes (CGG)n.

Los 15 varones catalogados de NTM (10,5%) presentaban
inserciones pequefias que corresponden a una premutacién (50-
200 (CGG)n). El nimero de NTMs detectados esinferior al ci-
tado en laliteratura (20%), pero en 6 casos adicionales se ha po-
dido deducir laexistencia obligadade NTMs, los cuales habian
fallecido, cuya contabilizacion permite obtener una proporcion
del 14%.

Todas las madres de |os varones afectos eran portadoras de
la premutacion o de la mutacion completa, por 10 que no se ob-
servd ninguna mutacion «de novo». De las 197 mujeres porte:
dorasidentificadas, 57 presentan la mutacién completa (29%) y
140 (71%) muestran un pequefio incremento que corresponde a
unapremutacion. LaPCR mostré variaciones de 53 a 127 repe-
ticiones, siendo muy dificil de amplificar los al€los que estaban
por encima de 100 repeticiones. Segiin nuestros datos un 40 %
del total de mujeres portadoras de lamutacion completa, tienen
retaso mental que precisa de educacion especial, mientras que
el resto de portadoras de la mutacion completa tienen un coefi-
cienteintelectua en el limite delanormalidad. Una de estas mu-
jeres portadoras tiene retraso mental y citogenética positiva, y
es portadora de la expansion en ambos cromosomas®), uno he-
redado del padre con la premutacién y el otro con lamutacién
completa heredado de la madre.

Considerando todos | 0s casos, se han detectado 15 casos
de mosaicismo (4,5 %), donde coexisten la mutacidn completa
y la premutacion, valor que de nuevo resultainferior a citado
por otros autores de 15%“ y 28%). La mayoria de estos mo-
saicos se detectaron en varones, apoyando |os resultados pu-
blicados por Rousseau(@,
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Se han estudiado dos casos de gemel os monacigéticos, com-
probados mediante estudios moleculares. El primero de ellos se
trata de dos varones, ambos con retraso mental, con citogenéti-
capositiva (3%) y con un incremento distinto de la zona repe-
titiva, debido a inestabilidad mitética que darialugar a un pa-
tron de Southern heterogéneo, contrariamente a los datos citar
dos por Rousseau® que menciona tres pares de gemelos mo-
nozigéticos con un patron idéntico. Por e contrario, € otro ca-
S0 consiste en dos gemelas, con idéntica expansion, pero unade
ellas presenta retraso mental y la otrano. La explicacion para
este caso estaria en lainactivacion preferencial de uno u otro
cromosoma X, de formaque lamujer enlacual € X inactivo es
preferentemente @ quetiene d alelo con lamutacién no presenta
retraso mental, mientras que en la otra mujer ocurre lo contra-
riot8), Este caso apoya la necesidad de realizar una doble di-
gestion EcoRl y Eagl, que permite e andlisis smultaneo dela
amplificacion y del estado de metilacion delaisia CpG.

El estudio de 297 cromosomas independientes, pertenecientes
alapoblacion general, mostré que e nimero mas frecuente de
repeticiones (CGG)n fue de 29, como en poblacion americana,
incluyendo los grupos caucasi co, negro, hispano y asiatico®. El
rango de 17 a 54 (CGG)n esiguamente comparable, si bien el
limite inferior en nuestro caso se sitlia por encimay &l maximo
de 54 corresponde a la zona de solapamiento entre € limite su-
perior normal y el premutado (Fig. 3).

Conclusiones

L os resultados obtenidos indican que el estudio directo dela
zonarepetitiva (CGG)n del gen FMR-1 representa el test de elec-
cién parael diagnostico de familiares de riesgo delosindividuos
afectos de sindrome del cromosoma X fragil: varones normales,
trasmisores y afectos y mujeres normalesy portadoras. El estu-
dio molecular de FMR-1 resulta fundamental mente eficaz parael
diagndstico prenatal, debido ala perfectacorrelacion entrelas dis-
tintas situaciones clinicasy €l patrén molecular observado. Tan
sdloen el caso del diagndstico prenatal en fetos del sexo femeni-
no, permanece laincognita sobre su nivel de afectacion deretra-
so mental cuando se observa la mutacién completa, por €l con-
trario, si conocemos perfectamente que en estado de premutacion
0 gen sin alteraciones, no van atener repercusiones fenotipicas.

Los individuos con clinica sugestiva de sindrome del cro-
mosoma X frégil y estudios citogenéticos y moleculares nega-
tivos podrian tener mutaciones distintas ala descrita parala zo-
na repetitiva (CGG)n, como ya ha sido descrito en algunos ca-
s05%29), Por otra parte, 10s casos hegativos pueden ser estudia-
dos para el gen FRAXE, localizado en laregion Xg28, el cual
tiene una region repetitiva (CGG)n que se encuentra expandi-
daen |os pacientes afectos y en las mujeres portadoras?).

La metodol ogia de que disponemos en la actualidad permi-
te el diagnostico y prevencion del sindrome del cromosoma X
fragil (FRAXA) de forma eficaz. Teniendo en cuentaque esla
causamés frecuente de retraso mental hereditario, el andlisisde
la expansion (CGG)n del gen FMR-1 debe realizarse, no sélo
cuando existen criterios clinicos de FRAXA, sino ante cualquier
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caso de retraso mental no filiado. El estudio molecular del gen
FMR-1 en los casos con sospecha clinica debe permitir el diag-
nostico de esta patol ogia, facilitando unaintervencion precoz en
los individuos afectos, posibilitando asi un mejor desarrollo psi-
comotor de los mismos.

Finalmente, la prevencion en las familias afectas debera con-
ducir a una reduccidn de laincidencia de esta causa de retraso
mental.
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