Diagnostico rapido del sindrome de Prader-Willi y
de Angelman mediante test de metilacion por PCR

C. HuertaRivas, A. Barabash Bustelo, J. Gallego Merlo, C. Ramos Corrales, A. Osorio Cabrero, M. Robledo Batanero,
J. Benitez Ortiz

Resumen. Introduccion: Los sindromes de Angelman (SA) y de
Prader-Willi (SPW) son dos enfermedades neurogenéticas diferentes,
causadas por una contribucion genética materna deficiente en el caso del
SA 'y paternaen el SPW delaregion 15q11-13. El diagnostico
molecular de estas patol ogias puede realizarse por varias técnicas:
andlisis de polimorfismos de marcadores microsatélites, técnicas
citogenéticas de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) y test de
metilacion con técnicas de Southern Blot (SB), siendo estalamasfiable.
Recientemente ha aparecido una técnica basada en el estudio de
metilacion, mediante tratamiento con bisulfito y posterior reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Por larapidez y las ventajas que puede
representar, esta técnica ha sido evaluada comparando |os resultados con
|os obtenidos previamente por SB en un grupo de pacientes con
sospechade SPW y SA.

Material y métodos: ADN gendmico de 70 pacientes con sospecha
de SPW 0 SA. Test de metilacion mediante SB, utilizando la sonda
PW71B marcada radiactivamente. Test de metilacién mediante PCR,
tratamiento del ADN con hisulfito e hidroquinonay realizacion de PCR
utilizando cebadores especificos parael aelo materno y paterno.

Resultados'y discusion: De los 70 pacientes estudiados mediante
PCR; 45 resultaron normales, 17 y 8 presentaron un patrén molecular
aterado compatible con SPW y SA respectivamente. Al comparar estos
resultados con los obtenidos previamente por SB |a concordancia fue del
100%. Estos datosindican que lafiabilidad y especificidad de esta
nuevatécnica es muy elevada, presentando ventajas respecto a SB, a
necesitar unamenor cantidad de ADN y poder ser aplicada en neonatos
para un diagnostico de exclusion.
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become available. We have evaluated this technique, comparing the
results with those previoudly obtained by SB in a group of patients
suspected of having PWS or AS.

Patients and methods: Genomic DNA from 70 patients with
suspected PWS or AS was used. Methylation testing by SB was carried
out using the probe PW71B labeled with radioactivity. For methylation
testing by PCR the DNA was treated with sodium bisulphite and
hydroquinone and PCR preformed using specific primers for the
maternal and paternal aleles.

Results: Of the 70 patients studied by PCR, 45 were normal, 17 and
8 showed altered molecular patterns that were compatible with PWS and
AS, respectively. The concordance with the results obtained previously
with SB was 100%.

Conclusions: These data suggest that the reliability of this new
technique is very good and it has advantages compared to SB, since it
requires a smaller quantity of DNA and can be applied for diagnosisin
newborns.
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RAPID DIAGNOSIS OF PRADER-WILLI AND ANGELMAN
SYNDROMESBY MEANSOF METHYLATION TEST BY PCR

Abstract. Objective: Angelman (AS) and Prader-Willi (PWS)
syndromes are two different neurogenetic diseases caused by a deficiency
of materna (AS) or paternal (PWS) contributions of the region 15q11-13.
Molecular diagnosis of these pathol ogies can be accomplished by several
techniques: DNA polymorphism (microsatellite) analysis, cytogenetic
techniques of fluorescent in situ hybridization (FISH) and methylation test
by Southern blot (SB), with the latter being the most reliable. Recently, a
new technique, based on the study of methylation through treatment with
sodium bisulphite and subsequent polymerase chain reaction (PCR), has
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Introduccién

Los sindromes de Angelman (SA) y de Prader-Willi (SPW)
son distintas enfermedades neurogenéticas causadas por una con-
tribucion genética deficiente maternaen el caso del SA, o pa-
ternaen el SPW , del cromosoma 15. Los genes implicados es-
tan localizados en un dominio de 2 megabases (Mb) dentro de
laregion 15911-13 regulados por expresion génica paterno/ma
terno especifica®,

El SPW presenta unaincidencia de 1/10.000 a 1/25.000 re-
cién nacidos vivos y esta caracterizado clinicamente por pre-
sentar hipotonia grave, hiperfagia con obesidad, hipogonadis-
mo y retraso mental®. Las anomalias genéticas que definen el
SPW son: 1) delecion de laregion 15g11-13 paterna (70% de
los casos)@, 2) disomia uniparental materna (25%)©@4 y 3) alte-
raciones en la metilacion del ADN (5%)©9).

El SA presenta unaincidencia de 1/20.000 recién nacidos
vivos. Laclinica que presentan estos individuos incluye au-
sencia del lenguaje, convulsiones, microcefaliay retraso men-
tal severo®. El SA puede estar causado por 4 tipos de altera-
ciones genéticas®9: 1) delecidn materna de 15g11-13 (70% de
los casos), 2) disomia uniparental paterna (2%), 3) alteracio-
nes en lametilacion del ADN (3%) y 4) por mutaciones intra-
génicas de UBE3A (25%).

El diagndstico de estas dos patol ogias se puede realizar por
variastécnicas, tales como el andlisis de polimorfismos de mar-
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Figura 1. Southern Blot e hibridacion con la sonda PW71B marcadara-
diactivamente. Linea 1, ADN control. Linea 2, paciente con Sindrome de
Angelman. Lineas 3 a5 individuos normales. Linea 6, paciente con
Sindrome de Prader-Willi.

Lasbandas de 6 y 4 Kb corresponden alos patrones normales de hibrida-
cion obtenidos en un individuo control que no tiene metilada la region
15q13. Cuando existe metilacion de laregion donde selocalizael genres-
ponsable del S.Prader Willi o del S.de Angelman, la enzima Hpall que
essensible a estado de metilacion, no digiere el ADN observandose Uni-
camente una sola banda de 4Kb (linea 2) o de 6Kb (linea 6), segiin sea el
diagnostico de Angelman o de Prader Willi.

cadores microsatélites®9, técnicas citogenéticas de hibridacion
in situ con fluorescencia (FISH)12, o por € estudio de meti-
lacién de ADN en €l locus PW71 (D15S63) mediante Southern
Blot (SB) 0 “test de metilacion” (9. Detodas ellas, lamayor sen-
sibilidad y fiahilidad viene dada por €l test de metilacion. No
obstante, esta técnica presenta una serie de desventgjas, entre las
que destacan la gran cantidad de ADN necesaria, lalaboriosi-
dad y €l tiempo de espera que requiere la técnica de Southern
y lanecesidad de trabajar con isGtopos radiactivos. Por todo €llo
solo contados laboratorios pueden desarrollar esta metodolo-
giadiagnostica.

Recientemente se ha desarrollado una técnica basadaen la
propiedad quetiene el ADN de modificar su secuencia de bases
cuando se trata con bisulfito ; en concreto la capacidad de con-
vertir las citosinas en uracil os, excepto las que se encuentren me-
tiladas. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite
entonces diferenciar el cromosoma paterno y materno segin
su estado de metilacion al variar la secuencia que presenta19),

Debido alarapidez delaPCR y alasimplicaciones que po-
dria tener para una deteccion precoz en recién nacidos, hemos
[levado a cabo un estudio retrospectivo ciego en 70 pacientes
con sospecha de SPW o SA, previamente estudiados en nuestro
laboratorio con €l test de metilacion mediante SBY, paravar
lorar lafiabilidad de esta nuevatécnica

Material y métodos
a) Test de metilacién mediante Southern Blot

Se partio de ADN gendmico extraido a partir de sangre peri-
férica de 70 pacientes con sospecha de SPW 0 SA , con edades
comprendidas entre 2 meses y 25 afios, remitidos a nuestro ser-
vicio por distintos hospitales. (resultados parcial mente publica-
dos),
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Laextraccion de ADN apartir de linfocitos de sangre peri-
férica, asi como latécnica de SB fueron llevados a cabo me-
diante métodos convencional es®o),

Parael andlisis de metilacion por SB serealizd unadoble di-
gestion del ADN gendmico con las enzimas de restriccion Hind
[11'y Hpall (sensible a estado de metilacidn) y posterior hibri-
dacién con lasonda PW71B®) (Fig. 1). Enlafigural se mues-
tralos resultados del test de metilacion mediante SB, donde apa-
recen pacientes con un patrén normal de metilacion (dos ban-
das), pacientes con SPW (Unicamente labandade 6,0 Kb) y pa-
cientes con SA (con sdlo labanda paterna de 4,0 Kb).

b) Test de metilacion mediante PCR: Tratamiento con
bisulfito

El ADN genémico fue tratado con bisulfito sddico e hidro-
quinonacomo se ha descrito previamente®, 4 ug de ADN fue-
ron desnaturalizados en una disolucion de hidréxido sodico , e
incubados a 55°C durante 16 horas en oscuridad con hidroqui-
nonay bisulfito sddico (Sigma). Después del tratamiento, €l
ADN modificado se purifico usando el sistema“Wizard DNA
clean-up” (Promega) y serealiz6 una PCR utilizando cebadores
y condiciones previamente descritos® EI ADN es tratado con
hisulfito siguiendo €l protocol o de secuenciacion gendmicasie),
con |o que se consigue convertir las citosinas en uracilos, ex-
cepto aquéllas que se encuentran metiladas |as cual es permane-
ceran inalteradas. De este modo, variaré la secuencia nucleoti-
dica, pudiéndose diferenciar el ADN que se encuentrametilado
del que no o esta. Esta diferencia en la secuencia permite rea-
lizar amplificaciones especificas para cada a el 031419, (Fig. 2).
Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa
Metaphor (FMC) a 3%, tefiidos con bromuro de etidio y visua:
lizados con luz ultravioleta . Los individuos normales presentan
las 2 bandas amplificadas (maternay paterna), los pacientes con
SPW solo muestran la banda materna (174pb), y los pacientes
con SA solo la paterna (100ph). (Fig. 3).

Resultados y discusion

Delos 70 pacientes estudiados mediante PCR con sospecha
de SPW 0 SA, 45 presentaron un patrén molecular normal, mien-
tras que en 17 y 8 aparecio un patron alterado compatible con
SPW y SA respectivamente.

Al comparar los resultados obtenidos con esta técnica con
los hallados previamente con SB, la concordancia observadafue
del 100%. Todos los pacientes que presentaron un patrén mole-
cular alterado habian sido diagnosticados de SPW o SA mediante
técnicas de SB . Losindividuos con un patrén normal por PCR
también o fueron por SB. Estos resultados muestran |a fiabili-
dad y especificidad delatécnica, asi como laaplicacion quetie-
neparad diagnostico rapido y diferencia en recién nacidos, ya
que aquellos con marcada hipotonia son susceptibles de ser es-
tudiados para descartar un diagnostico de SPW. Para estos ca-
s0s, las técnicas que utilicen muy poca cantidad de sangre total
estan especialmente indicadas y en este sentido hemos realiza-
do €l test de metilacidn por PCR a partir de muestras de 500 pl
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100 pb producio de ln PCR

Figura 2. Representacion esquemética del tratamiento con bisulfito y amplificacion de la cadena no metilada. En lalinea 1 se muestra parte de la se-
cuencia que se quiere amplificar. En lalinea 2 se observala misma secuenciatras €l tratamiento con bisulfito, en el que las citosinas no metiladas se
han convertido en uracilos (en negrita). En lasiguiente linea (3) se representa la reaccidn en cadena de la polimerasa. El cebador paterno (a) seuneasu
region homologa del ADN modificado y generala hebra complementaria. A esta hebra complementaria generada se une el cebador paterno (b) forman-
do una nueva cadena que servird de molde para el cebador paterno (a). Este proceso serealizavarias veces (ciclos), generando un producto de 100 pb que
puede visualizarse tras realizar una electroforésis. Los cebadores maternos no se pueden unir a esta cadena del ADN modificado, debido a que no son
complementarios, son cebadores especificos parala hebra con citosinas metiladas (materna). En el caso que la cadena fuese lametilada los cebadores que
se unirian serian los maternos generando un producto de 174 ph.

de sangre periférica obteniendo los mismos resultados que par-
tiendo de una mayor cantidad de sangre (datos no mostrados),
lo que demuestra la aplicacion de la PCR especifica de metilar
cion para el diagnostico precoz de estos sindromes.

Uno de los casos, previamente diagnosticado como SA por
técnicas de SB, presentd una banda débil de 174pb (banda ma-
terna) al hacer € estudio por PCR. Esta misma observacion ha
sido descritaen uno de lostres trabajos previos®d, sugiriendo la

existencia de mosaicismo en estosindividuos. Esta situacion no
seria detectada por SB y si por PCR a partir de ADN modifica
do, por lo que lasensibilidad de esta Gltimatécnica seria mayor
s cabe que la utilizada hasta €l momento.

Segun nuestra experiencia, laamplificacion por PCR espe-
cifica de metilacion exige unos requerimientos concretos. En es-
te sentido, la proporcion de cebadores debe estar muy ajusta-
da, para no tener problemas de amplificacion alelo-especifica.
Asi mismo, la cantidad de ADN resulta ser un parametro criti-
co en laobtencién de los resultados y debe ser gjustada antes de
realizar laPCR.

En resumen, lafiabilidad del andlisis de metilacion por PCR
apartir de ADN modificado parece demostrada. Al igual que €l
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Figura 3. Andlisis por PCR de ADNs de individuos a estudio después de
tratarlos con hisulfito. Linea1, ADN control. Lineas2,4,5y 7, individuos
normales. L inea 3, paciente con sindrome de Angelman. Linea 6, pacien-
te con sindrome de Prader-Willi .

Southern Blot, la PCR es capaz de diagnosticar pacientes con
SPW o SA independientemente de laateracion genética que los
origine: deleciones, disomias uniparentalesy defectosenlame-
tilacion, aunque ninguna de las dos técnicas puede distinguir en-
tre estas alteraciones. Ademas, la PCR resulta ser més sensible
en casos de individuos con bajo grado de metilacion en mosai-
co, eintroduce una claraventgjaa poder trabajar con muy po-
ca cantidad de ADN, lo que le convierte en una técnica enor-
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memente (itil, sobretodo en el caso de recién nacidos en los que
haya que descartar cualquiera de |os dos sindromes.
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