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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1 Microsatélites

Las secuencias de DNA repetidas en tdndem se encuentran ampliamente
distribuidas en los organismos eucariotas. Todos los genomas eucaridticos
estudiados hasta el momento presentan estas secuencias, que pueden llegar a
constituir hasta un 10% del genoma humano. Los microsatélites forman una clase
de secuencias repetitivas, caracterizadas por repeticiones directas en tdndem de un
motivo corto de DNA. Historicamente, el término microsatélite se aplicaba sélo a las
repeticiones del dinucledtido CA (Litt y Luty, 1989; Weber y May, 1989), pero, a
pesar de que la definicion de este término sigue siendo arbitraria, su aplicacion se
ha extendido a repeticiones directas en tandem de motivos cortos de DNA de hasta
6 bp.

La tasa de mutacién del genoma humano es muy variable entre las distintas
secuencias que lo forman. Las secuencias génicas Unicas varian muy lentamente,
con unas tasas de mutacién puntual del orden de 10° a 107'° Las secuencias
repetidas de DNA, en cambio, son muy inestables con unas tasas de mutacion de
alrededor de 107 eventos por locus por replicacién en E.coli (Levinson y Gutman,
1987) y alrededor de 10 a 10 en levaduras (Henderson y Petes, 1992; Strand et
al., 1993). Estimas realizadas a partir de analisis de pedigries en humanos sugieren
tasas de alrededor de 107 eventos por locus por generacién (Weber y Wong,
1993), mientras estudios con ratones dan unas estimas de entre 103y 10 (Dallas,
1992). En Drosophila las tasas de mutacién de microsatélites parecen ser
relativamente bajas, alrededor de 6x10°® (Schug et al., 1997) (revisado en
Goldstein y Schlotterer, 1999).

1.1 Distribucidon gendmica

Las repeticiones de mononucleétidos mas comunes en el genoma humano
son las secuencias poli(A) (Beckmann y Weber, 1992; Stallings, 1992; Hancock,
1996). Dentro de los dinucledtidos, Beckmann y Weber (1992) mostraron que los
mas abundantes son las repeticiones CA, con una frecuencia dos veces mayor que
las repeticiones AT, y tres veces mas que las AG. Entre las repeticiones de

trinucledtidos (TNR, trinucleotide repeats), las mas comunes son las repeticiones
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CAG y AAT (Stallings, 1992). Estas proporciones se mantienen con algunas
pequeinas diferencias en el resto de mamiferos, sin embargo, en especies mas
divergentes, las proporciones varian. Asi, por ejemplo, respecto a los dinucleédtidos,
las levaduras son mas ricas en las repeticiones AT que el genoma humano (Valle,
1993; Hanckoc, 1995), mientras en plantas ademas de las secuencias AT también
son muy frecuentes las repeticiones GA (Stallings, 1992; Lagercrantz et al., 1993),
y en Drosophila melanogaster las repeticiones CA son las mas comunes. Los
organismos procariotas contienen muy pocas secuencias repetidas en tandem, pero
las mas comunes son las poli(A) (Hanckoc, 1995; Field y Wills, 1996) (revisado en
Goldstein y Schlétterer, 1999).

Existen numerosas evidencias que indican que la distribucién gendémica de
los microsatélites no es al azar. Asi, una parte de los loci microsatélites seleccionan
las expansiones o contracciones al azar en contra, presumiblemente por su posible
efecto en la organizacion de la cromatina, regulacion de la actividad génica,
recombinacion, replicacion del DNA, ciclo celular, reparacién, etc. (revisado en
Goldstein y Schlotterer, 1999).

Li y colaboradores (2002) revisaron la literatura que estudiaba Ia
distribucion de los microsatélites en el genoma de muchas especies, desde
procariotas hasta humanos. En estos estudios se vio que todos los tipos de
microsatélites (desde mono- hasta hexanucleétidos) se encuentran mayormente en
regiones no codificantes del genoma, a excepcion de los tri- y hexanucledtidos que
pueden encontrarse tanto en regiones codificantes como en regiones no
codificantes. Estas diferencias en la distribucion de microsatélites entre regiones
codificantes y no codificantes podrian ser debidas a una seleccion especifica contra
las mutaciones de cambio de pauta de lectura en las regiones codificantes,
resultantes de cambios en el tamano en repeticiones no formadas por trinucleétidos

o hexanucleétidos (Metzgar et al., 2000).

1.2 Funciones

Durante mucho tiempo se ha creido que la evolucién de los microsatélites
sigue el modelo de la teoria neutra, es decir, al azar y sin constricciones de ningln
tipo, considerandose Unicamente como marcadores de DNA evolutivamente
neutros. En los Ultimos tiempos han aparecido algunos estudios que han puesto en
entredicho estos modelos, creando cierta controversia en cuanto a la evolucion de

estas secuencias. Estos estudios han demostrado que en algunos loci microsatélites
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si existen constricciones de tamafio, y que estas secuencias pueden tener un
significado funcional como elementos codificantes o reguladores.

Kashi y colaboradores (1997) sugirieron que los microsatélites, considerados
como elementos funcionales del genoma y debido a su elevada tasa de mutacion,
podrian ser una fuente importante de variacién genética cuantitativa y de
adaptacién evolutiva, capacitando a la poblacién a reponer la variacion genética
perdida por la deriva o seleccién.

Parece entonces que las secuencias microsatélites si tienen alguna funcion
en los organismos superiores. Li y colaboradores (2002) realizaron una revision de
todos los estudios publicados sobre el tema, y agruparon las funciones o efectos de
los microsatélites en tres areas: organizacion de la cromatina, regulacion de

procesos metabdlicos del DNA y regulacion de la actividad génica (ver figura 1).

Funciones de los microsatélites

Organizacion de la

: Regulacion génica
cromatina

Regulacion de los

procesos metabdlicos
del DNA
Organizacion Estructura Centrémero Uni6n a
del cromosoma del DNA y telomero Transcripcion proteinas Traduccion
Replicacion — : :
del DNA Recombinacion Reparacion Ciclo celular

Figura 1. Clasificacion de las funciones de los microsatélites (Adaptado de Li et al., 2002)

En cuanto a la participaciéon de los microsatélites en la organizacién de la
cromatina y teniendo en cuenta la distribucion de estas secuencias en el genoma,
se sugiere que puedan tener un papel en la estructura del cromosoma. Algunas
secuencias microsatélites se encuentran flanqueando los centromeros, sugiriendo
una funcion en la cohesiéon de las cromatidas hermanas y/o en la formacion vy
funcién del cinetocoro.

Los microsatélites también estan implicados en la regulacion de los procesos
metabolicos del DNA, tales como la replicacion, la recombinacidn, el control del ciclo

celular y el sistema de reparacion de apareamientos erréneos (MMR, mismatch
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repair). Estéa demostrado que los microsatélites pueden interferir en el proceso de
replicacion del DNA (Freudenreich et al., 1997; Samadashwiliy et al., 1997;
Pelletier et al., 2003). Jeffreys y colaboradores (1998) propusieron que los
microsatélites y minisatélites podrian ser puntos calientes (hot spots) de
recombinacién. Asi, se ha demostrado que el tipo de secuencia repetida y el
numero de repeticiones pueden afectar a la recombinacién. Los microsatélites
también pueden afectar a los enzimas responsables del control del ciclo celular, ya
que algunos de estos genes, como hMSH3, hMSH6, BAX, IGFIIR, TGFbetal IR, E2F4
y BRCA2, contienen pequefias secuencias repetidas. Ademas, algunos de los genes
del sistema MMR también contienen secuencias poli(A) en sus regiones codificantes,
cuya alteracion puede afectar a la funcion de la proteina que codifican. Dado que
las proteinas del sistema de reparacion MMR corrigen errores de la replicacion e
inhiben activamente la recombinacidn entre secuencias divergentes (Chen y Jinks-
Robertson, 1998; Kolodner y Marsischky, 1999), Chang y colaboradores (2001)
sugirieron que la elevada densidad de microsatélites en genes del sistema MMR
permite modular la tasa de mutacion adaptativa a lo largo del tiempo evolutivo.

El efecto de los microsatélites en la regulacion génica es el mejor
documentado, ya sea a través de su efecto en la transcripcion, la traduccién o la
unién a proteinas. Hay numerosas evidencias de que los microsatélites localizados
en las regiones promotoras y los localizados en intrones podrian afectar a la
transcripcién, actuando como elementos reguladores. También se conoce la
importancia del nUmero de repeticiones de los microsatélites en la regulacion de la
expresion génica. Algunos microsatélites localizados en regiones promotoras sirven
como sitios de unién para una variedad de proteinas reguladoras (revisado en Csink
y Henikoff, 1998), de modo que variaciones en el niumero de repeticiones de la

secuencia podria afectar a la union de estas proteinas.

2 Inestabilidad de trinucledtidos

El incremento en el nimero de repeticiones de secuencias de DNA es la base
molecular de una lista creciente de enfermedades genéticas humanas. Estas
secuencias son muy inestables y su tasa de mutacion esta relacionada con el
numero de repeticiones, asi, la mutabilidad de la secuencia después de un cambio
en el numero de repeticiones difiere de la de su predecesor. Por este motivo, a este

incremento de frecuencia de mutacidon se denomina mutaciéon dindmica (Richards
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y Sutherland, 1992), para diferenciarlo de la tasa de mutacidon constante que
caracteriza a la mayoria de las secuencias del genoma.

La mutacién dinamica no es exclusiva de los microsatélites ya que también
se puede encontrar en minisatélites. Asi, Richards y Sutherland en 1997
establecieron que las secuencias con mutaciones dinamicas pueden tener unidades
repetidas de entre 3 y 33 bp. Se ha demostrado, por ejemplo, que una expansion
masiva del nimero de repeticiones de un minisatélite rico en AT de 33 bp, es la
base molecular de la fragilidad cromosémica FRA16B (Yu et al., 1997). La mutacion
mas comun en el locus de la epilepsia EPM1 es una expansion de una repeticion rica
en GC de 12 bp (Virtaneva et al., 1997; Lalioti et al., 1997). En 1998 Hewett y
colaboradores demostraron que la fragilidad cromosdmica FRA10B esta relacionada
con la expansion de un minisatélite de 42 bp, rico en AT. A pesar de ello, las
expansiones de repeticiones de trinucledtidos (ERT) son las mas frecuentes dentro
de los desdrdenes genéticos relacionados con inestabilidad de secuencias repetidas,
y se han convertido, por lo tanto, en objeto de particular interés en la comunidad

cientifica en los ultimos afios.

2.1 Enfermedades humanas asociadas a repeticiones de
trinucledtidos

En 1991 se descubrié la ERT como un nuevo mecanismo causante de
enfermedad genética, describiéndose la expansion del trinucleétido (CGG), como la
base molecular del sindrome del X fragil (FXS, Fragile X Syndrome) (Fu et al.,1991;
Oberlé et al., 1991; Verkerk et al., 1991; Yu et al., 1991). Desde entonces, se han
asociado 14 enfermedades genéticas neurodegenerativas y 3 fragilidades
cromosdémicas con la expansidén de los siguientes trinucleétidos: (CTG),, (CGG), o
(GAA),.

Las TNR asociadas a alguna patologia tienen caracteristicas comunes
(Richards y Sutherland, 1997). La poblacién normal presenta un grado elevado de
polimorfismo en estas secuencias, que siempre mantienen un numero de
repeticiones bajo de generacién en generacién. A partir de un determinado nimero
de repeticiones la secuencia se vuelve inestable, tanto en células somaticas como
germinales, observandose un mosaicismo somatico y una variacion
intergeneracional tipicos de la patologia. Ademas, todos estos desdrdenes genéticos
presentan el fendmeno de la anticipacidon, que consiste en un incremento de la
severidad de los sintomas y una disminucién de la edad de aparicién de la

enfermedad con el paso de las generaciones. Este fendmeno esta relacionado con la
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magnitud de la expansién, cuanto mayor sea el nimero de repeticiones mas graves
seran los sintomas y antes apareceran. La magnitud de las expansiones también se
ha relacionado con la inestabilidad de la secuencia, de modo que cuantas mas
repeticiones tenga la secuencia mas inestable serd. Asi, las secuencias con un
numero de repeticiones que provoquen un fenotipo alterado son secuencias que
sufren mutacién dindmica. Todos estos desérdenes genéticos, no obstante, difieren
en la secuencia de la unidad repetida y en la localizacién de la repeticién respecto al
gen afectado. Las repeticiones se pueden encontrar tanto en el extremo 5’ del gen,
dentro de la region codificante, dentro de un intrén o en el extremo 3’ del gen (ver
figura 2). Dada esta diferencia en la localizacion, el papel del trinucleétido en la
etiologia molecular de la enfermedad sera distinto en los diferentes desdrdenes.
También dependiendo del desorden, la expansion es inestable preferentemente en

la transmision paterna o materna.

Principio Fin

(CGG)n (CAG)n (GAA)n (CTG)n
FRAXA HD FRDA DM1
FRAXE SBMA SCA8
FRAXF SCA1
FRAX16A SCA2
FRAX11B SCA3
SCA12 SCA6

SCA7

DRPLA

Figura 2. Esquema de la localizacién de las TNR en los diferentes desérdenes genéticos
relacionados (Adaptado de Sinden et al., 2002).

Desde el punto de vista patoldgico, los desdrdenes producidos por TNR se
dividen en dos grupos: Tipo I y Tipo II (Reddy y Housman, 1997). Las
caracteristicas mas relevantes de los trinucledtidos asociados a estos tipos de
patologias se muestran en la tabla 1. Los desordenes de Tipo I se caracterizan por
una pérdida neuronal progresiva, que depende de la edad de aparicion y del
tamafio de la repeticion. El triplete repetido es CAG y se encuentra siempre en una
zona codificante, dando lugar a un segmento poliglutaminico en la proteina. Debido

a que el trinucledtido se encuentra en una zona codificante del gen, el nimero de
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repeticiones en los individuos afectados es relativamente pequefio, en general entre
40-70 repeticiones. El incremento de tamafio del segmento poliglutaminico se
asocia con un cambio significativo en las propiedades fisicas de la proteina,
provocando toxicidad en las neuronas. En este grupo se incluyen desérdenes como
la enfermedad de Huntington, la atrofia muscular espinobulbar, la ataxia

espinocerebelar y la enfermedad de Machado-Joseph.

Tabla 1. Desérdenes genéticos relacionados con ERT (Adaptado de Sinden, 1999 y Sinden et
al., 2002)

Numero de repeticiones

Enfermedad Locus TNR Normal Premutacion Mutacion
completa
Sindrome de Kennedy (SMBA) Xq13-21 9-36 ? 38-62
Enfermedad de Huntington (HD) 4p16.3 10-34 36-39 40-121
Ataxia espinocerebelar 1 (SCA1) 6p23 6-39 40-82
Tipo Ataxia espinocerebelar 2 (SCA2) 12q24.1 13-33 32-100
CAG
I Enfermedad de Machado Joseph } 5 ;
(MID) (SCA3) 14932.1 13-44 ? 55-84
Ataxia espinocerebelar 6 (SCA6) 19p13 4-18 ? 20-29
Ataxia espinocerebelar 7 (SCA7) 13p12-13 4-35 ? 37-306
Sindrome de Haw-River (HRS) / : ” )
DRPLA 12p13.31 7-25 ? 49-75
Fragil XA (FRAXA) Xq37.3 6-52 59-230 230-2000
Fragil XF (FRAXF) - CGG  7-40 ? 306-1008
Sindrome de Jacobsen (FRA11B) - 11 80 100-1000
Fragil XE (FRAXE) Xq28 4-39 (31-61)? 200-900
Ti CCG
ﬁo FRA16A - 16-49 ? 1000-1900
Ataxia espinocerebelar 8 (SCA8) 13q21 CTG 16-92 ? 100-127
Ataxia espinocerebelar 12 } } 5 )
(SCA12) 5g31-33 CAG 7-45 ? 55-78
Distrofia miotonica (DM) 19q13 CTG 5-37 50-80 80-3000
Ataxia de Friedreich (FRDA) 9q13-21.1 GAA 6-32 33-60 200-1700

Los desérdenes de Tipo II presentan una patologia mas multisistémica y mas
variada. La expansion de repeticiones se encuentra en regiones no codificantes, y
por lo tanto, el intervalo de repeticiones es mas amplio, desde 50 a miles de
repeticiones. Dentro de este grupo encontramos el FXS, la ataxia de Friedreich y la
distrofia miotonica tipo 1 (DM1). En el caso del FXS y de la DM1, el triplete repetido
esta localizado en regiones no traducidas, y en la ataxia de Friedreich se encuentra
en un intrén. Por lo tanto, se considera que la relacion entre expansion de las

repeticiones y la patologia en estos desoérdenes reside en el efecto de la repeticidon
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en la expresién del gen o en la funcién del mRNA. En los desdrdenes asociados con
las repeticiones (CGG), la metilacion del DNA que contiene las repeticiones CGG,
provocaria el silenciamiento del gen. En la DM1 y en las ataxias espinocerebelares 8
y 12, la localizacién de la expansidén de repeticiones en la regiéon 3’ del gen puede
llevar a un procesamiento aberrante del mRNA o a una expresion aberrante de los
genes flanqueantes (ver tabla 1).

En esta tesis, vamos a centrarnos en la TNR asociadas a los desérdenes
genéticos DM1 y FXS.

2.1.1 Distrofia miotdnica

La DM1, o enfermedad de Steinert, fue descrita por primera vez en 1909 por
Steinert, pero se cree que su existencia es muy antigua, remontandose incluso al
antiguo Egipto. Se sospecha, a partir de las caracteristicas fisicas que se deducen
de los dibujos y figuras, que Amenhotep (IV), mas conocido como Akhenaton, uno
de los Ultimos faraones de la decimoctava dinastia real y otros miembros de la
dinastia, padecian esta enfermedad (Cattaino y Vicario, 1999), pudiendo ser ésta la

causa del fin de la dinastia.

2.1.1.1 Caracteristicas fenotipicas

La DM1 es la forma mas comun de distrofia muscular en el adulto, con una
elevada incidencia en la poblacién caucasica (1 de cada 8.000 individuos), baja
frecuencia en orientales (1 de cada 18.000), y muy rara en africanos (Deka et al.,
1996). Es un desorden autosémico dominante, pero presenta un patron de herencia
no mendeliana debido al fendmeno de la anticipacion.

La DM1 es una enfermedad multisistémica, que se caracteriza por distrofia
muscular, miotonia y anomalias en varios sistemas. La distrofia muscular consiste
en una degeneraciéon muscular lenta y progresiva, con creciente debilidad y atrofia
muscular. Los musculos mas afectados son los mas distales de las extremidades
(antebrazos, manos, parte baja de las piernas y pies) y los musculos del cuello y la
cara. La debilidad y pérdida de volumen de estos Ultimos confieren al paciente una
apariencia caracteristica: cara delgada y alargada con sienes hundidas y parpados
caidos y calvicie frontal temprana en los hombres. La miotonia consiste en el
retraso de la relajacion muscular tras una contraccidon, ya sea voluntaria o

provocada, que afecta tanto a la musculatura lisa como a la estriada. Normalmente
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afecta a las manos y los dedos de tal forma que el paciente tiene dificultad de abrir
la mano después de cerrarla. A pesar de que la miotonia es el sintoma mas
caracteristico de la DM1, no suele representar un gran problema para el paciente
gue lo suele atribuir a una rigidez algo incomoda (revisado en Rittler et al., 1997 y
en Mason, 2000).

La miotonia y la debilidad muscular pueden afectar también a los musculos
de drganos internos como el tracto digestivo y el Utero, provocando complicaciones
gastrointestinales y, en mujeres afectadas, problemas durante el embarazo e
irregularidades menstruales. También puede afectar a los musculos respiratorios y
de la garganta, alterando las funciones respiratorias y de deglucion. Otro érgano
que se ve afectado en la mayoria de los pacientes es el corazon provocando
alteraciones del ritmo cardiaco o palpitaciones, siendo la segunda causa de muerte
en pacientes DM1. La afectacion mas frecuente es la catarata, que aparece
practicamente en el 100% de los casos, y a veces es el Unico sintoma de la
enfermedad. La mayoria de pacientes pueden desarrollar un tipo leve de diabetes
llamada resistencia a la insulina con niveles elevados de azlUcar en sangre
(hiperglucemia insulinoresistente). Algunos pacientes presentan también algunas
anormalidades del sistema nervioso central: retraso mental, personalidad evasiva
caracteristica e hipersomnolencia (revisado en Rittler et al., 1997 y en Mason,
2000).

Una de las caracteristicas mas notables de este desorden es la gran
variabilidad fenotipica que se observa entre individuos, incluso dentro de una
misma familia. Segldn la sintomatologia clinica y la edad de aparicion de la
enfermedad, los pacientes son divididos en tres grupos (figura 3). La forma
intermedia, que a veces es dificil de diagnosticar, se observa en individuos de
mediana o avanzada edad y se caracteriza por cataratas y, a veces, pequefios
problemas musculares. La forma clasica se observa mas frecuentemente en la
adolescencia y principios de la edad adulta, presentdandose los sintomas
caracteristicos de la enfermedad. La forma mas severa de la enfermedad es la
forma congénita, que estd asociada con una hipoplasia muscular generalizada,

retraso mental y elevada mortalidad neonatal.
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Figura 3. Fotografia de tres generaciones de portadores del gen
DM1, donde se observa la variacion intergeneracional de Ia
apariencia facial: (i) la abuela, a la izquierda, estd ligeramente
afectada y no presenta debilidad facial; (ii) su hija, a la derecha,
presenta una cara estrecha y alargada caracteristica de la DM1,
con debilidad facial; (iii) el nieto, estd severamente afectado,
presentando la forma congénita de la enfermedad, con las
caracteristicas faciales tipicas, como la boca abierta y de forma
triangular (Shaw, 1995).

2.1.1.2 Base molecular

La DM1 es la forma clasica, mas comun de distrofia miotdnica, pero en 1994
se describié una nueva forma de la enfermedad con los mismos sintomas, que tiene
una base molecular distinta (Thornton et al., 1994). Este nuevo locus (DM2) se
encuentra en el cromosoma 3, y contiene un tetranucleétido CCUG, cuya expansion
es caracteristica de la DM2 (Thornton et al., 1994).

La base molecular del desorden DM1 es una expansion de repeticiones del
trinucledtido CTG en la regién 3’ no traducida del gen de la proteina kinasa DMPK,
localizado en el cromosoma 19, concretamente en la regién 19q13.3 (Brook et al.,
1992). Esta expansion se encuentra en una regién rica en genes, por lo que es

posible que provoque la disfuncién de los genes préximos (ver figura 4).

DMWD P DMPK DMAHP

= R

- 4 :
(CTG)n

Figura 4. Representacion esquematica del locus DM1. La ERT se localiza en la regiéon 3’ no

traducida del gen DMPK, pero puede afectar a la expresion de los genes vecinos (adaptado
de Groenen y Wieringa, 1998).
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El intervalo de la expansion del trinucleétido CTG es muy amplio, entre 80 y
miles de repeticiones, y muestra una correlacion con la severidad y edad de
aparicion de la enfermedad (Harley et al., 1992). En la poblaciéon normal el nimero
de repeticiones es polimérfico, y puede variar entre 5 y 40 repeticiones. Entre 50 y
80 repeticiones el individuo estaria medianamente afectado, pudiendo presentar
sélo algunos sintomas leves de la enfermedad. A partir de unas 100 repeticiones, el
individuo presenta el fenotipo clasico de la DM con todos los sintomas
caracteristicos de la enfermedad, observandose incluso la forma congénita al llegar
a miles de repeticiones (Longshore y Tarleton, 1996). La longitud de las
expansiones también se ha relacionado con la inestabilidad de estas secuencias
tanto en células somaticas como germinales, de forma que a mayor nimero de
repeticiones mayor inestabilidad (Monckton et al., 1995; Martorell et al., 1998). La
inestabilidad meidtica se observa como una variacidon intergeneracional del nimero
de repeticiones, y es la explicacion molecular del fendmeno de la anticipacion que
se observa en las familias afectadas. La inestabilidad mitdtica se refleja con un
elevado mosaicismo somatico y una heterogeneidad en el nimero de repeticiones
entre y dentro de los tejidos del mismo individuo, que ird incrementando a lo largo
de la vida del individuo. La secuencia presenta una tendencia a expandirse,
caracteristica que se puede asociar con la naturaleza progresiva de la enfermedad
(Martorell et al., 1998). Existe un umbral, alrededor de las 50 repeticiones, a partir
del cual la secuencia se vuelve inestable. Asi, el intervalo de 50 a 80 repeticiones se
considera de premutacion porque la secuencia es ya bastante inestable y puede
sufrir grandes expansiones, pasando al intervalo considerado de mutacién

patoldgica.

2.1.1.3 Efecto patoldgico de la expansion

Los desordenes genéticos dominantes son causados normalmente por la
expresion de un gen alterado que produce una proteina con una funcién alterada.
En el caso de la DM1 esto no se cumple, pues la expansién de las repeticiones CTG
se halla en una regién que no se traduce. La afectacién multisistémica de la
enfermedad dificulta conocer exactamente cual es el efecto patolégico de la
expansién. La expansién CTG asociada a la DM1 se encuentra en el extremo 3’ no-
traducido del gen DMPK, de modo que el primer candidato responsable de la
patologia de la DM1 fue la reduccién de los niveles de DMPK como consecuencia
directa de la expansién del trinucledtido CTG. Los modelos de ratéon knockout para

el gen DMPK no muestran el fenotipo completo de la DM1 (revisado en Wansink y
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Wieringa, 2003). Por lo tanto, se ha sugerido que la expansién puede afectar
también a otros genes vecinos, debido a que las repeticiones CTG aumentan el
ensamblaje de los nucleosomas, provocando una reestructuracion de la cromatina
(Otten y Tapscott, 1995) y afectando, asi, a la accesibilidad y a la formacién de
complejos transcripcionales. De esta forma, la expresién de los genes cercanos
como el DMAHP (SIX5) y el DMWD, que parece que pueden estar involucrados en la
patologia de la DM1, se verian afectados (Klessert et al., 1997; Thornton et al.,
1997; Alwazzan et al., 1999). Otro mecanismo de implicacion del trinucleétido CTG
en la patogénesis de la DM1, es a nivel del mRNA. Los mRNAs de DMPK con
expansiones CUG, se acumulan como foci nucleares, y se propone que de esta
forma se altera la regulacion de proteinas de union a CUG, alterando la funcion
normal del mRNA (Revisado en Larkin y Fardaei, 2001 y en Ranum y Day, 2002a).
Todos los mecanismos propuestos podrian contribuir a la patogénesis de la
DM1, y en este caso se trataria de un desorden génico regional. Sin embargo, la
descripcion de un nuevo locus relacionado con una segunda forma de distrofia
miotdnica, la DM2, localizado en otro cromosoma, era inconsistente con el modelo
aditivo de patogénesis de la DM1 propuesto. Asi, aunque la expansion de un
tetranucleétido en el locus DM2 afecte la regulacion de varios genes en la region, es
improbable que alteraciones en la regulacién de conjuntos de proteinas diferentes
en los dos loci resulte en enfermedades con caracteristicas clinicas multisistémicas
tan parecidas. Ademas, en el caso de la DM2 también se han encontrado foci
nucleares de mRNA con expansiones CCUG, similares a los encontrados en el caso
de la DM1, indicando que los efectos patogénicos comunes a las dos enfermedades
son debidos a un efecto patogénico del mRNA con expansiones que, al formar foci
nucleares, secuestran proteinas de union a CUG vy alteran asi la funcién normal del
mRNA. Asimismo, la alteracién en la expresion de los genes de la regién DM1
podrian contribuir a la patogénesis de aquellas caracteristicas fenotipicas que sean

diferentes de la DM2 (revisado en Ranum y Day, 2002b).

2.1.2 Sindrome del X fragil

La primera enfermedad genética que se asocié a una mutacién dinamica de
un microsatélite fue FXS (Yu et al.,1991; Verkerk et al., 1991; Oberlé et al., 1991),
la forma mads comun de retraso mental hereditario. No se establecié el origen
genético de esta enfermedad hasta 1969, cuando Lubs observo la relacion entre el
sindrome clinico que ya habian descrito Martin y Bell en 1943 con una alteracion

citogenética en el cromosoma X (Lubs, 1969). Tal como indica el nombre de la
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enfermedad, esa alteracidon es una fragilidad del cromosoma X localizada en la
parte distal del brazo largo del cromosoma, concretamente en la banda g27.3, vy
denominada FRAXA. Como demostré Sutherland en 1977 en sus estudios sobre
fragilidades cromosdmicas, esta fragilidad es detectable citogenéticamente en
cultivos de linfocitos utilizando medio deficiente en acido fdlico. Se trata, por lo

tanto, de una enfermedad genética ligada al cromosoma X.

2.1.2.1 Caracteristicas fenotipicas

El FXS es la forma mas comun de retraso mental hereditario, y la segunda
cromosomopatia mas frecuente después del Sindrome de Down, con una incidencia
en la poblacién caucasica de 1 de cada 4000 hombres y 1 de cada 8000 mujeres
(Turner et al., 1996). El desorden se da en todas las etnias, aunque la incidencia
puede variar de un grupo a otro (Crawford et al., 2001).

Las manifestaciones clinicas del sindrome son muy variables y dependen en
gran medida de la edad y el sexo. Las principales caracteristicas fisicas del FXS en
el varon afectado, asociadas al retraso mental tipico, incluyen orejas prominentes
acompafiadas de una cara alargada y estrecha con un mentdén prominente (ver
figura 5). Ademds, el 80% de los hombres adultos afectados presentan
macroorquidismo, sin efectos en la fertilidad. Estos rasgos fisicos normalmente
estan muy atenuados en los nifos prepuberales, pero se van acentuando con la
edad. En los nifios, la primera manifestacion clinica suele ser un retraso en la
aparicion del lenguaje, acompanado de hiperactividad y falta de atencion. Los
pacientes pueden presentar también problemas oftalmoldgicos, como el estrabismo,
problemas de otitis y sinusitis recurrentes y problemas ortopédicos, como pies
planos. La piel de estos nifios es fina, suave y aterciopelada, y presentan
hiperlaxitud de las articulaciones, sobretodo de los dedos de las manos. El sistema
nervioso central también se ve afectado de forma general, manifestandose como
hipotonia y bajo tono muscular. El comportamiento de estos individuos presenta
unas pautas caracteristicas que a veces resultan mas utiles para el diagnostico que
el fenotipo fisico, como la hiperactividad y falta de atencién, timidez y ansiedad
social, contacto visual pobre, aleteo con los brazos, hablar reiterativamente y, en
algunos casos, comportamiento similar al autismo (revisado en Hagerman vy
Cronister, 1996).
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Figura 5. Varones con FXS que muestran algunos de los
rasgos faciales tipicos, como orejas y mentdn prominente y/o
una cara estrecha y alargada (Hagerman y Cronister, 1996).

El sindrome puede manifestarse también en mujeres, pero con una gran
variabilidad. Existen desde casos con retraso mental y fenotipo parecido a los
varones hasta casos en los que no se presenta ningun rasgo fisico caracteristico,
que es lo mas frecuente, y se observan tan solo ligeros problemas de aprendizaje y

dificultades emocionales.

2.1.2.2 Base molecular

El FXS estd causado por la expansion del trinucleétido CGG en la region 5’
no traducida del gen FMR1, concretamente en la regidon promotora del gen (Fu et
al., 1991; Verkerk et al., 1991). Este gen codifica para una proteina llamada FMRP

que se encuentra ausente o a nivel muy bajo en los individuos afectados. Cuando el
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numero de repeticiones CGG sobrepasa un umbral la isla CpG que se encuentra
cerca de la regiéon de las repeticiones (a 250 pb) se hipermetila, provocando la
inactivacién del gen vy, por lo tanto, la falta de producciéon de la proteina.

El trinucledtido CGG asociado al FXS es muy variable, y en la poblacion se
encuentran esencialmente tres intervalos de longitud referidos como normal,
premutacién y mutacién plena. En la poblacién normal el nUmero de repeticiones
varia entre 6 y unas 50 repeticiones, entre las cuales el gen se expresa a nivel
normal. El tamafio mas comun del trinucleédtido son 30 repeticiones CGG con 1-3
secuencias simples AGG intercaladas (Fu et al., 1991; Yu et al., 1991) y esta
secuencia es estable en la transmisiéon de padres a hijos. Cuando el nimero de
repeticiones se sitla entre 50 y 200, la secuencia adquiere una gran inestabilidad
tanto en células somaticas como en células germinales, de manera que puede
expandirse en tamafio al pasar de padres a hijos. Estos individuos, llamados
también portadores, son sanos, ya que la isla CpG adyacente al trinucledtido no
sufre hipermetilaciéon y existe expresion del gen FMR1, sin embargo, estos
individuos pueden tener descendencia afectada con el sindrome. La forma de
mutacion plena consiste en un tamano del trinucleétido mayor de 200 repeticiones.
A partir de este nimero de repeticiones, la isla CpG adyacente se encuentra
anormalmente hipermetilada, de modo que la inactivacién del gen impide la
produccion de proteina FMRP, manifestandose la enfermedad (revisado en
Hagerman y Cronister, 1996).

La inestabilidad del trinucleétido CGG asociado al FXS esta directamente
relacionada con el niumero de repeticiones y con la edad del individuo. Asi mismo,
la pureza de la secuencia, es decir, si tienen o no secuencias simples intercaladas,
afectan a la estabilidad de la secuencia repetida. Como en el caso de la DM1, la
inestabilidad de las repeticiones se observa en células somaticas, dando lugar a un
mosaicismo celular y una elevada heterogeneidad del nUmero de repeticiones entre
células y tejidos del mismo individuo. También se observa inestabilidad en células
germinales, dando el fendmeno de la anticipaciéon. En el caso del FXS el fenémeno
de la anticipacién fue denominado como paradoja de Sherman, pues cuando aun no
se conocia la explicacién molecular para el fendmeno, Sherman (1984; 1985)
observd que en pedigries afectados por el FXS, al avanzar en las generaciones

mayor era la probabilidad de padecer la enfermedad.
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2.1.2.3 Efecto patoldgico de la expansion

La causa ultima de la afectacidon clinica del FXS es la ausencia de la proteina
FMRP, debido a una metilacién anormal de la isla CpG del promotor del gen que la
codifica. Esta proteina es fundamental en las primeras etapas del desarrollo, pero
se sintetiza en todos los tejidos durante toda la vida del individuo, aunque de forma
mas abundante en cerebro y testiculo. La FMRP es, pues, una proteina ubicua, que,
dentro de la célula, se localiza principalmente en el citoplasma. Se trata de una
proteina que se une al mRNA y participa en su transporte desde el nucleo de la
célula hasta el citoplasma (Khandjian, 1999), de modo que su ausencia afecta a la
produccion de otras proteinas y, por lo tanto, las manifestaciones clinicas de la
enfermedad son heterogéneas.

Este modelo presenta ciertas limitaciones ya que no explica porqué en
individuos con un nimero de repeticiones CGG en los margenes de la premutacion
(< de 200 repeticiones), que presentan una transcripcion normal del gen FMR1, a
veces se presenta un cuadro clinico leve. Se ha observado que en estos individuos,
a pesar de que el gen se transcribe a nivel normal, los niveles de proteina son muy
bajos (Tassone et al., 2000 a,b,c). Esto indica que la traduccion del mRNA y/o el
transporte del mismo al citoplasma esta afectado, dando lugar a niveles bajos de la

proteina FMRP (revisado en Hagerman y Hagerman, 2001).

2.2 Origen de los alelos patogénicos con ERT

En un principio, existe la idea de que el mecanismo por el que un alelo
normal pasa a ser un alelo premutado con predisposicion a futuras expansiones, es
distinto del mecanismo que genera diversidad de alelos dentro del intervalo normal.
Se cree que en el rango de alelos cortos las variaciones siguen el modelo paso a
paso (step-wise) que se observa en el resto de microsatélites, segun el cual, el
incremento o disminucién en el ndmero de repeticiones se da de uno en uno
(Valdés et al., 1993). No obstante, no estd claro si las nuevas mutaciones que
permiten el paso de un alelo normal a un alelo premutado son frecuentes o si se
trata de sucesos raros.

Existen varias evidencias que indican que los sucesos de generacidon de
alelos permutados son raros y, por lo tanto, sugieren un origen comun de la
mutacion que causa la enfermedad. Esto significa que se darian pocas mutaciones
gue deriven en alelos permutados e incluso podria tratarse de un Unico suceso

ancestral. Todo esto contrasta con la caracteristica dominante de estas
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enfermedades que conllevan una reduccién de la eficacia bioldgica, por lo tanto,
para mantener el alelo patogénico en la poblacién, se necesita un nivel elevado de
nuevas mutaciones. Dado que en las enfermedades asociadas con ERT los
individuos mas severamente afectados representan el punto final genético, debe
haber una cantidad importante de individuos en la poblacion que lleven y

transmitan la premutacion sin sufrir efectos fenotipicos graves.

2.2.1 Origen de los alelos DM1

En el caso de la DM1, hay evidencias claras de que en distintas poblaciones
existe un desequilibrio de ligamiento entre el locus de la DM1 y polimorfismos en
loci cercanos (Harley et al., 1991; 1992). En uno de los primeros estudios
realizados en pacientes europeos y japoneses, se encontrd un desequilibrio total de
ligamiento entre el alelo con la mutacién plena y un polimorfismo de insercion de
un elemento Alu (Alu(+)), situado a 5 kb de las repeticiones CTG (Harley et al.,
1992; Yamagata et al., 1992; Mahadevan et al., 1993). Posteriormente, se estudid
la distribucion de los alelos normales en la poblacién con relaciéon al polimorfismo
Alu(+). Este estudio muestra que las poblaciones caucasicas presentaban una
distribucién tri-modal para los alelos normales. En esta distribuciéon, el alelo de 5
repeticiones es el mas frecuente, los alelos de 11-13 repeticiones representan el
segundo modo en frecuencia, y existe un ultimo modo heterogéneo, sin un pico
claro (Zerylnick et al., 1995). Ademas, se encontrd una asociacion del 100% entre
los alelos con 5 repeticiones y Alu(+), del 98% entre los alelos (CTG)11-13 Y Alu(-), vy
del 100% en los alelos = 18 repeticiones con Alu(+) (Yamagata et al., 1996). En
este estudio se sugiere que los 3 modos observados en la distribucién podrian
provenir de un numero muy pequefio de sucesos iniciales. Asimismo, se propuso
que los sucesos mutacionales que generan un nuevo modo son muy raros, mientras
que los polimorfismos dentro de un modo tendrian su origen en el deslizamiento de
la DNA polimerasa durante la replicacion de estas secuencias (Yamagata et al.,
1996). A partir de todos estos datos se propuso que los alelos patogénicos
provienen del cromosoma Alu(+) que lleva el alelo (CTG)s, a partir del cual, por una
0 pocas mutaciones ancestrales, se llegd al alelo de = 18 repeticiones, y estos
alelos actuarian como reservorio para generar los alelos DM1 mediante mutaciones
recurrentes. El otro cromosoma ancestral seria Alu(-) con un alelo (CTG)11, 12 o 13-
Un estudio mas amplio llevado a cabo por Tishkoff y colaboradores (1998) permitio
establecer que el haplotipo ancestral es el alelo (CTG)e.17 con Alu(+), a partir del
cual se generaron el resto de haplotipos. El alelo de 5 repeticiones tendria un origen

mas reciente, generado por pequefas variaciones en el nUmero de repeticiones, por
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lo tanto, su elevada frecuencia se podria explicar por deriva genética o efecto
fundador, por una mayor estabilidad del alelo de 5 repeticiones, y/o por una
seleccién en contra de mutaciones que generen alelos <5 repeticiones. El resto de
haplotipos se formarian por mutaciéon y/o recombinacién, llegando el haplotipo
(CTG)11.13 - Alu(-) a una frecuencia mayor por deriva genética. A partir del
haplotipo ancestral se formarian los alelos >18 repeticiones, que componen el

reservorio para la generacion de alelos DM1 largos.

2.2.2 Origen de los alelos FXS

Los primeros estudios llevados a cabo con FXS también muestran que las
nuevas mutaciones en el trinucledtido eran sucesos raros, lo cual era dificil de
conciliar con la caracteristica dominante de la enfermedad ligada al cromosoma X,
en la que los varones afectados raramente se reproducen. Analizando los haplotipos
de los cromosomas normales y mutantes, se demostré la existencia de un efecto
fundador para los cromosomas X fragil, ya que se observd un desequilibrio de
ligamiento entre el locus del FXS y determinados haplotipos (Richards et al., 1992;
Chakravarti, 1992). Todo esto sugirido que los alelos con premutaciones podrian ser
llevados silenciosamente a través de pedigries humanos durante muchas
generaciones antes de su hiperexpansion e hipermetilacion asociada a la
enfermedad (Chakravarti, 1992; Oudet et al., 1993). Morton y Macpherson (1992)
propusieron un modelo multialélico para explicar el origen de la enfermedad, segln
el cual, la transicidn de un alelo normal estable a uno completamente expandido
(>200 repeticiones) se da a través de una progresion entre 4 estados alélicos
definidos. Un alelo normal estable (N) de forma rara podria sufrir una modesta
inestabilidad, pasando a ser un inserto estable (S) de alrededor de las 40
repeticiones. Estos alelos con una pequena predisposicion a futuras expansiones
pueden mantenerse en la poblacion durante unas 90 generaciones antes de
progresar a un alelo mayor mas inestable (Z) o alelo premutado. La conversiéon de
un alelo inestable (Z) a un alelo con la mutacion completa (L) se da muy
frecuentemente a través de la linea germinal femenina. Implicito a este modelo es
el incremento gradual en el tamafio de las repeticiones CGG a medida que produce
la progresién de N a S a Z. Segun el modelo, debido a la longevidad del alelo S en
las poblaciones humanas, se esperaria encontrar un enriquecimiento de alelos S
largos, en aquellos haplotipos que presentan asociacién al FXS, sin embargo, sdlo
se ha visto en algunos haplotipos. Esto sugiere que a parte de las influencias
haplotipo-especificas, existe una influencia de las secuencias flanqueantes a las

repeticiones o intrinsecas a las mismas, que pueden ser importantes a la hora de
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determinar la estabilidad de un alelo, como el nimero y distribucion de las
interrupciones AGG (revisado en Lenzmeier y Freudenreich, 2003).

Eichler y colaboradores (1996), propusieron dos vias mutacionales distintas
para explicar el origen de los alelos patoldgicos FXS. Por un lado, existirian unos
haplotipos asociados a la mutacién X fragil que mantendrian el patrén de
interrupciones AGG y que, de manera gradual, progresarian hacia el umbral de
inestabilidad, formando un reservorio de cromosomas con predisposicidon a sufrir
grandes expansiones. Por otro lado, habria haplotipos también asociados a la
mutacion, pero en estas condiciones se darian pérdidas frecuentes de las
interrupciones AGG, que llevarian a una progresion rapida hacia el umbral de
inestabilidad. Por Ultimo, habria haplotipos no asociados o asociados negativamente
con la mutacién, que de forma esporadica podrian perder las interrupciones AGG,
llevando también a una rapida progresidon hacia el umbral de inestabilidad.

Segun todo lo indicado anteriormente, parece claro que los alelos con Ia
mutacion completa se originan a partir del reservorio que suponen los alelos
premutados, pero los eventos que llevan a la formacion de estos alelos premutados
parece que son mas raros de lo que se esperaria debido a las caracteristicas de
estas enfermedades, y siguen sin estar del todo claros.

De todas formas hay que senalar que la mayoria de estudios se han
centrado en los intervalos de premutacion y mutacion patoldgica, ya que son los
alelos mas inestables y donde encontramos patologia. Por lo tanto, es interesante
estudiar lo que ocurre en el intervalo normal, a nivel de pocas repeticiones, ver si

también hay inestabilidad y como puede darse este paso a premutacion.

3 Mecanismos de inestabilidad de las TNR

En los ultimos afios se han propuesto numerosos modelos para explicar la
ERT, pero por el momento, poco se conoce realmente sobre la dindmica de los
mecanismos de inestabilidad de estas repeticiones. Cada vez parece mas claro que
para generar el patron de inestabilidad caracteristico de las TNR asociadas a
desordenes humanos deben actuar multiples mecanismos (McMurray, 1999). Varios
estudios en organismos modelo, como en bacterias y levaduras, han permitido
empezar a entrever los procesos celulares involucrados en las ERT.

Los desérdenes neurodegenerativos relacionados con las ERT muestran un

umbral definido para el tamafio de la regidn de las repeticiones a partir del cual la
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secuencia se vuelve altamente inestable, llevando a grandes expansiones. Aunque
no se sabe exactamente qué es lo que lleva a las secuencias de repeticiones cortas
a llegar a ese tamafio umbral, una posible explicacion consiste en la acumulaciéon
lenta de pequenos incrementos en el nimero de repeticiones (Parniewski y Staczek,
2002). Este mecanismo de cambios en un nimero pequeno de repeticiones (step-
wise) puede dar lugar a aumentos o pérdidas en el nUmero de repeticiones y es el
mecanismo de inestabilidad que se da en los microsatélites en general. Este
mecanismo (ver figura 6) consiste en el deslizamiento de las dos cadenas
complementarias posterior a una desnaturalizacidon en la regién de las repeticiones,
formandose bucles de pocas unidades. Estos bucles, si no son reparados, durante la
replicacion van a producir pequenas expansiones o contracciones. Si los bucles son
reparados, también pueden producirse expansiones o contracciones de pocas
unidades (ver figura 6). Una vez se ha llegado al tamafo umbral, las secuencias
largas de repeticiones se vuelven muy inestables, produciéndose grandes
expansiones mediante un mecanismo necesariamente distinto del responsable de la
inestabilidad de las secuencias cortas.

Una diferencia importante entre los modelos generados para estudiar la
inestabilidad y los datos obtenidos a partir de pedigries humanos es la tasa de
expansiones respecto a las contracciones. En todos los modelos estudiados se ha
obtenido una mayor frecuencia de contracciones. En cambio, tanto en los estudios
realizados en células humanas, como en los estudios in vivo llevados a cabo en
pacientes de las enfermedades relacionadas con las ERT, se observa un claro sesgo
hacia las expansiones, que aumenta al incrementarse el nimero de repeticiones de
la secuencia. Este sesgo, no obstante, puede variar dependiendo del tipo celular,
del locus estudiado, e incluso del paciente (revisado en Lenzmeier y Freudenreich,
2003).

Khajavi y colaboradores (2001) en cultivos linfoblastoides derivados de
pacientes DM1 y Gomes-Pereira y colaboradores (2001) en cultivos celulares de
ratones transgénicos, observaron que las células con numeros de repeticiones
mayores presentaban una ventaja selectiva de crecimiento, de manera que las
células con mayor niumero de repeticiones acababan siendo las mas representadas
en la poblacién celular. Propusieron que este fendmeno, al que llamaron mitotic
drive, era el responsable de la tendencia hacia las expansiones observada en los

pacientes.
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Figura 6. Mecanismo propuesto para explicar los pequefos cambios en el
numero de repeticiones (adaptado de Parniewsi y Staczek, 2002).

3.1 Factores que actdan en cis

Los elementos en cis que afectan a la inestabilidad de las TNR, son todos
aquellos que afectan a la formacién y estabilidad de estas estructuras secundarias
en la region de las repeticiones. Entre ellas se incluyen el tamafo, la pureza vy el
contexto cromosdmico de la secuencia (como la direccién de la replicaciéon, la

proximidad al origen de replicacién, la metilacién del DNA, etc.).
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Un factor importante para la inestabilidad de las TNR es la secuencia de
repeticiones por si misma. En varios experimentos con levaduras, en que se integré
Unicamente la region de las repeticiones en distintos loci, se observaron elevadas
frecuencias de mutacion (revisado en Lenzmeier y Freudenreich, 2003), sugiriendo
gue la inestabilidad es inherente a la secuencia, dependiendo de su composicion de
bases, numero de repeticiones y la presencia de interrupciones en las repeticiones.
Ademas, otros elementos en cis pueden contribuir a la inestabilidad, como las
secuencias flanqueantes a la region de las repeticiones y las condiciones
epigenéticas de alrededor, incluyendo la metilaciéon del DNA, la estructura de la
cromatina y la posicién de los nucleosomas, ya que secuencias repetidas idénticas
en distintos loci genéticos presentan niveles distintos de inestabilidad (revisado en
Cleary y Pearson, 2003).

Otras evidencias que apuntan a la contribucion de factores en cis en la
inestabilidad de las TNR provienen de la comparacion del patréon de inestabilidad de
estas repeticiones con la inestabilidad gendmica asociada a enfermedades causadas
por una deficiencia en la reparacion del DNA. A diferencia de la inestabilidad
inducida por factores en trans tipico de las células deficientes en reparacion, la
expansion de la secuencia de trinucledtidos en un individuo afectado se da
Unicamente en loci concretos, sin que se vean afectados otros loci con TNR. Asi, en
el caso del cancer de colon hereditario no-poliposo (HNPCC, hereditary
nonpolyposic colorectal cancer), con mutaciones en genes implicados en el sistema
MMR, la inestabilidad se da en casi todos los microsatélites analizados (Goellner et
al., 1997; revisado en McMurray, 1999).

Todos los modelos propuestos para explicar la ERT se basan en la evidencia
de que estas secuencias tienen una propension a formar estructuras secundarias in
vitro (revisado en Sinden, 1999; Sinden et al., 2002). Asi, la formacién de estas
estructuras in vivo se ha propuesto como primera fuente de inestabilidad genética
de las repeticiones, ya que su presencia podria tener un impacto significativo en los
procesos metabodlicos del DNA que se den en la regién de las repeticiones, como la
replicacion, la transcripcion, la reparacion y/o la recombinacién. Las secuencias de
TNR presentan unas caracteristicas inherentes a la secuencia misma que permiten
una mayor flexibilidad de la doble hélice y la formacién de varias estructuras
alternativas a la forma canodnica B-DNA. Estas estructuras secundarias incluyen
horquillas de cadena sencilla, cadenas triples o cuadruples de DNA, vy
deslizamientos entre las dos cadenas con la formacion de pequefios bucles y/o

horquillas (ver tabla 2 y figura 7).
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Figura 7. Estructuras alternativas de DNA formadas en las regiones con
TNR: estructuras tipo horquilla (A); cadenas triples de DNA (B); cadenas

cuadruples de DNA (C); deslizamientos entre las cadenas, formandose
bucles y/o horquillas (D y E) (Sinden, 1999).

Tabla 2. Estructuras alternativas de DNA que pueden formar cada una de las TNR (adaptada
de Sinden et al., 2002).

Trinucledtido repetido

Estructuras alternativas de DNA

(CTG)*(CAG), Hélice flexible, horquillas en cadena sencilla, deslizamientos entre
cadenas.

(CGG),*(CCG) Hélice flexible, horquillas en cadena sencilla, deslizamientos entre
cadenas, cadena cuadruple de DNA.

(GAA)+(TTC)n

Triple DNA intramolecular, deslizamientos entre cadenas?

Experimentos en sistemas modelo muestran que el avance de una horquilla
de replicacidon por secuencias repetidas proporciona la oportunidad de formacion de

estructuras secundarias, y es igualmente probable que el proceso de reparaciéon
cerca de la region de las repeticiones pueda producir el mismo efecto.
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También hay que destacar que en diferentes tejidos y en momentos
diferentes del desarrollo, los elementos repetitivos de loci especificos, muestran
niveles variables de inestabilidad, sugiriendo mecanismos diferentes entre los
distintos loci y entre tejidos. Esto sugiere que elementos en cis especificos de
tejido, desarrollo y locus contribuyen a la inestabilidad de las TNR. No obstante,
dada la compleja naturaleza de las mutaciones dinamicas, es probable que tanto
elementos en cis como factores en trans actuen de manera conjunta para producir
una inestabilidad especifica de tejido, desarrollo y locus, probablemente a través de
los procesos de replicacion del DNA, reparaciéon y/o recombinacion (revisado en

Cleary y Pearson, 2003).

3.2 Metabolismo del DNA

Como se ha indicado anteriormente, la formacién de estructuras secundarias
complejas en las secuencias de TNR puede alterar el funcionamiento normal de los
procesos metabolicos del DNA que se den en la regidn de las repeticiones, pudiendo
generar inestabilidad en el niumero de repeticiones de la secuencia. Por otra parte,
la resolucion de estas estructuras secundarias proporciona oportunidades
adicionales para que se den cambios en el nimero de repeticiones (revisado en

Lenzmeier y Freudenreich, 2003).

3.2.1 Replicacion del DNA

Parece claro que existe una conexion entre la inestabilidad de TNR y la
replicacion del DNA, ya que en desdrdenes de TNR se observa inestabilidad en
tejidos con una elevada proliferacion celular. En el caso de la DM1, por ejemplo, se
observa inestabilidad en células proliferativas, (Martorell et al., 1995, 1998). Las
grandes expansiones observadas en tumores de pacientes DM1 en comparacion con
sus tejidos no-neoplasicos sugieren que las expansiones pueden estar asociadas a

la proliferacién celular adquirida (Jinnai et al., 1999).

3.2.1.1 Modelo clasico de deslizamiento entre las cadenas de DNA

Durante la replicacion del DNA se pueden producir errores de
insercién/delecidon de bases por deslizamientos entre la cadena naciente y la cadena

molde. Por su naturaleza repetitiva, las secuencias de TNR son perfectos candidatos
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para el deslizamiento de las cadenas, ya que pueden formar estructuras
secundarias.

El modelo mas aceptado de deslizamientos (figura 8) propone que las
contracciones se producen si el bucle se forma en la cadena molde con sintesis
discontinua (orientacién II). Una regién de repeticiones CTG o CGG de simple
cadena dentro de la horquilla de replicacion forma un bucle termodinamicamente
estable, que no es replicado, produciéndose una delecién. A la inversa, las
expansiones aparecen como consecuencia de la formacion de estructuras
secundarias en los fragmentos de Okazaki durante la sintesis de la cadena de

sintesis discontinua (orientacion I) (revisado en Parniewski y Staczek, 2002).

ORIENTACION 1 ORIENTACION 11
(CAG), (CTG)n
(CTG)n (CAG),
l Sintesis del DNA l
Formacién de un bucle en el Formacién de un bucle en
fragmento de Okazaki la cadena molde
-

7 {

|

expansion contraccién

Figura 8. Modelo de inestabilidad por deslizamientos entre las cadenas durante la
replicacion (adaptado de Parniewski y Staczek, 2002).
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Segun este modelo, la direccién de la replicacién a través de la region de las
repeticiones afecta a su estabilidad, y depende de qué cadena contiene la secuencia
de repeticiones mas propensa a formar estructuras secundarias. Esta polaridad de
las expansiones estd de acuerdo con los estudios realizados in vivo en E.coli y
levadura en los que se observa que la direccidn de la replicacion a través de las
repeticiones CTG afecta a la inestabilidad de la secuencia (Kang et al., 1995;
Maurer et al., 1996; Freudenreich et al., 1997; Miret et al., 1998). Lo mismo se ha
encontrado en células de primate y en extractos de células humanas,
demostrandose que la expansidn es mas probable cuando la secuencia CTG se
encuentra en el fragmento de Okazaki (Cleary et al., 2002; Panigrahi et al., 2002).
Asimismo, se ha encontrado que las repeticiones CGG en E.coli y levadura también
muestran una inestabilidad dependiente de la direcciéon de la replicacién (Hirst y
White, 1998; Balakumaran et al., 2000).

3.2.1.2 Procesamiento aberrante de los fragmentos de Okazaki

Algunos de los modelos propuestos para la inestabilidad de las TNR
involucran al procesamiento aberrante de los fragmentos de Okazaki iniciados
dentro de la region de las repeticiones (Gordenin et al., 1997; Spiro et al., 1999;
Henricksen et al., 2000). Estos modelos surgen a partir de los estudios realizados
por Tishkoff y colaboradores (1997) en levaduras, donde mutantes deficientes en
rad27/FEN-1, una proteina implicada en la eliminacion de los cebadores de RNA que
permiten la sintesis de los fragmentos de Okazaki (Lieber, 1997), mostraron un
incremento de unas 1000 veces la tasa de duplicacion de grandes secuencias
aleatorias. Ademas, estos mutantes presentaban una tasa de recombinacion
elevada y sélo podian sobrevivir si eran capaces de reparar las roturas de doble
cadena. Estos estudios sugieren que en la expansién de repeticiones pueden
intervenir el procesamiento de los fragmentos de Okazaki, la recombinacién y las
roturas de doble cadena. La proteina RAD27 (igual que su homologa en mamiferos,
FEN-1) es la endonucleasa responsable de eliminar el fragmento de cadena sencilla
que se genera en el extremo 5’ de los fragmentos de Okazaki, durante la sintesis
de la cadena discontinua cuando la DNA polimerasa encuentra el extremo 5’ del
siguiente fragmento de Okazaki y lo desplaza (Lieber, 1997) (figura 9A). Estudios
adicionales en levadura, muestran una desestabilizacion de las secuencias CTG y
CGG en mutantes Rad27  (Freudenreich et al., 1998; Schweitzer y Livingston,
1998; Spiro et al., 1999; White et al., 1999). A partir de todos estos estudios
Gordenin y colaboradores (1997) propusieron un nuevo modelo para la ERT basado

en el procesamiento de los fragmentos de Okazaki. Segun este modelo, cuando en
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el extremo 5’ de los fragmentos de Okazaki se encuentran secuencias repetidas,
éstas pueden formar estructuras secundarias resistentes a la endonucleasa FEN-1,
proporcionando el paso inicial para la generacion de grandes expansiones (figura
9B). Estudios in vitro sobre la especificidad de FEN-1 han demostrado que sélo
puede actuar sobre DNA de cadena sencilla, de modo que las estructuras
secundarias parcialmente de doble cadena bloguean la accién de la enzima
(Bambara et al., 1997; Lieber, 1997).
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Figura 9. Modelo de la expansion de las repeticiones basado en
el procesamiento de los fragmentos de Okazaki. (A) Accidn de la
endonucleasa FEN-1. (B) Via propuesta para la ERT en el
extremo 5’ del fragmento de Okazaki (Henricksen et al., 2000).

Hay varios caminos por los que un extremo 5’ del fragmento de Okazaki no
procesado puede producir una expansiéon. Por un lado, el bucle formado puede
equilibrarse de nuevo con la cadena molde, permitiendo la ligacién dando lugar a
una expansion (figura 9B). Otra posibilidad, es que el extremo 5’ del fragmento de
Okazaki no escindido provoque un paro o retraso de la replicacion, produciéndose
una rotura de doble cadena que puede ser reparada via recombinacién homodloga
(HR, homologous recombination) o via unién de extremos no homodlogos (NHEJ,
non-homologous end joining), resultando en una expansion o delecion (Gordenin et
al., 1997).

Lo importante que se puede inferir de estos estudios es que la expansion
pude tener lugar en células donde FEN1/Rad27 es funcional, debido a la propension

de las secuencias de repeticiones de formar estructuras secundarias.
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3.2.1.3 Bloqueo de la horquilla de replicacion

Las estructuras secundarias formadas en las cadenas de DNA durante la
replicacion pueden provocar el blogueo de la horquilla de replicacidon a su paso por
la regidon de las repeticiones (Pelletier et al., 2003; Freudenreich et al., 1997;
Samadashwiliy et al., 1997). Estudios tanto in vivo como in vitro han mostrado una
dependencia de tamafio y composicién de las repeticiones en la pausa de la
horquilla de replicacién (revisado en Lenzmeier y Freudenreich, 2003 y en Cleary y
Pearson, 2003). Asi, las secuencias mas largas de repeticiones provocan mas
pausas en la replicacion que las secuencias mas cortas, y esta pausa es
dependiente de la secuencia de la cadena de sintesis discontinua molde, de tal
forma que las secuencias CTG y CGG son mas propensas a formar estructuras
secundarias y provocar mas pausas que las CAG y CCG. Asimismo, la presencia de
interrupciones AGG en las repeticiones CGG produce una disminucion de la pausa
de la horquilla de replicacion, facilitando asi la progresion de la replicacion a través
de la region de las repeticiones (revisado en Lenzmeier y Freudenreich, 2003).

Se han propuesto distintos mecanismos que permiten restaurar la
replicacion dentro de la secuencia repetida después del bloqueo de la replicacion.
Estos mecanismos, entre los que se encuentran la inversion de la horquilla de
replicacion, la recuperacion mediada por roturas de doble cadena o |la
recombinacion, pueden facilitar la inestabilidad de las repeticiones, (revisado en

Cleary y Pearson, 2003).

3.2.2 Transcripcion

El proceso de transcripcion de la region de las repeticiones es un factor
potencial para influir en la inestabilidad de las repeticiones, pues supone la
separacion de las dos cadenas complementarias, permitiendo la formacion de
estructuras secundarias de las secuencias de repeticiones. En estudios realizados en
bacterias se ha visto que la induccién de la transcripcion incrementa la inestabilidad
de las repeticiones, favoreciendo las contracciones (Bowater et al., 1997;
Schumacher et al., 2001). Al igual que el efecto de la replicaciéon en la estabilidad
de las secuencias repetidas, el efecto de la transcripcion también depende del
tamano y la composicion de la secuencia. Las contracciones se producen cuando la
cadena que se transcribe es la menos propensa a formar estructuras secundarias,
de modo que la cadena complementaria queda en cadena sencilla, pudiéndose

formar un bucle, que sera saltado por el complejo de la DNA polimerasa durante la
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replicacion (Parniewski y Staczek, 2002). La transcripcién puede afectar a la
estabilidad de las repeticiones a través de la colisidon con la horquilla de replicacién
o a través de una reparaciéon aberrante acoplada a la transcripcion (revisado en

Cleary y Pearson, 2003).

3.2.3 Reparacion

Como ya se ha comentado previamente, la inestabilidad de las TNR no esta
limitada a las células proliferativas, ya que también se ha observado en tejidos no
proliferativos como el cerebro, en pacientes de la Enfermedad de Huntington, de
Ataxia espinocerebelar 1 y de DM1 (revisado en Cleary y Pearson, 2003). Por lo
tanto, se sugiere que procesos metabodlicos independientes de la proliferacion
celular contribuyen a la inestabilidad de las repeticiones.

Las estructuras secundarias que se forman dentro de las TNR durante la
sintesis del DNA, pueden alterar la estabilidad de las mismas si no son eliminadas
mediante la reparacién del DNA. No obstante, células con funciones normales de
reparacién también muestran inestabilidad de TNR.

Actualmente predominan dos visiones no-mutuamente excluyentes sobre el
efecto de la reparacion del DNA en la inestabilidad de las TNR (Lahue y Slater,
2003). Una de ellas supone que las estructuras secundarias formadas por las TNR
bloquean la reparacion, de modo que incluso las células con reparacion normales no
pueden evitar las expansiones o contracciones de estas secuencias. Otro modelo es
que la reparacion del DNA contribuye a la inestabilidad de las TNR, es decir, que la
reparacion tiene un efecto pro-mutagénico. Asi, el dafio en el DNA cerca o dentro
de la region de las repeticiones o incluso la estructura aberrante formada por las
repeticiones por si misma, atraen a la maquinaria de reparacion del DNA y la
subsiguiente escision de nucledtidos es seguida de sintesis tendiente a error. Esta

sintesis, como en la replicacidon, puede generar expansiones o contracciones.

3.2.3.1 MMR

La via MMR es un sistema fundamental involucrado en el mantenimiento de
la integridad gendmica, porque ademas de corregir los pares de bases mal
apareados también repara algunas estructuras secundarias alternativas del DNA,
como pequefios bucles y regiones no apareadas dentro del DNA. En algunos casos

de cancer hereditario, como el HNPCC, un defecto en el sistema MMR produce una
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elevada inestabilidad de los microsatélites. Esto hizo pensar que el sistema MMR
podia estar implicado en la inestabilidad de las TNR.

La funcién principal del sistema MMR consiste en eliminar los apareamientos
entre bases incorrectos y los bucles de insercidon/delecion que se producen como
consecuencia del deslizamiento de la DNA polimerasa durante la sintesis del DNA.

En E.coli este sistema de reparacion esta bien establecido y en él intervienen
las proteinas MutS, MutL y MutH. La reparacion es iniciada por el reconocimiento y
la unién de MutS a las bases mal apareadas o al bucle, seguido de la unién de
MutL. Este complejo activa a MutH, una endonucleasa que corta en los sitios
hemimetilados GATC discriminando la cadena a reparar. Seguidamente, una
exonucleasa 3’-5’ 6 5’-3’ elimina la secuencia que contiene el apareamiento erréneo
y es reemplazada por la accion de la DNA polimerasa (Jiricny, 1998).

El sistema MMR estd altamente conservado en la escala evolutiva. En
humanos, el sistema es mas complejo, pues se conocen varios homdlogos para
cada proteina MMR bacteriana. Para el reconocimiento del apareamiento erréneo, la
proteina MSH2 forma un heterodimero con dos proteinas MMR adicionales, MSH6 o
MSH3, dependiendo de si hay que reparar un mal apareamiento entre bases o bien
un bucle, respectivamente. Otro heterodimero formado por MLH1 y PMS2 coordina
la interaccidén entre el complejo que reconoce la alteracién y el resto de proteinas
necesarias para la reparacion, que incluyen PCNA, exonucleasas, DNA polimerasas
(8 y ¢), factores de replicacion y posiblemente helicasas (Peltomaki et al., 2001).
Mutaciones en los genes implicados en MMR producen un incremento de la tasa de
mutacion y una elevada inestabilidad en microsatélites, sugiriendo la posible
implicacion del sistema MMR en la inestabilidad de las TNR (Boyer et al., 1995).

Sin embargo, el papel preciso del sistema MMR en la inestabilidad de las TNR
es bastante controvertido. Las mutaciones de TNR pueden implicar tanto pequenos
como grandes cambios de tamafio. Supuestamente, los cambios pequefios de
tamaino se producen por el mecanismo step-wise, provocado por el deslizamiento
de la DNA polimerasa durante la replicacion, mientras que los cambios grandes se
generan a partir de la formacion de estructuras secundarias alternativas.

Al igual que en otros microsatélites, el sistema MMR juega un papel
corrector en la rectificacion de pequefios bucles de TNR que se producen durante la
replicacion, evitando las pequefias mutaciones de TNR. Asi, los defectos en el
sistema MMR producen un incremento de pequefias expansiones y contracciones en
casi todos los microsatélites, incluyendo las TNR (Parniewski et al., 2000; Wells et
al., 1998; Schmidt et al., 2000; Hashem et al., 2002b; Schweitzer y Livingston,
1997; revisado en Lahue y Slater, 2003).
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Figura 10. Modelos para explicar la implicaciéon del sistema MMR en la inestabilidad de
las TNR (adaptado de Lahue y Slater, 2003).

La influencia del sistema MMR en la generacion de cambios grandes de
tamafio en las TNR no esta clara, ya que los resultados obtenidos en los distintos
estudios son contradictorios. En levadura se ha observado que el sistema MMR no
influye en la generacion de grandes expansiones o contracciones (revisado en
Lauhe y Slater, 2003). Una explicacion de este hecho es que el sistema MMR no
puede reparar los bucles formados por las TNR durante la sintesis del DNA (figura
10A) y estos precursores de expansiones y/o contracciones persisten en la célula.
Otro modelo propone que los bucles formados en las TNR pueden ser reparados si
el sistema MMR reconoce apareamientos erroneos localizados cerca vy, al repararlos,
también se repara el bucle (figura 10B). Estudios en bacterias muestran una mayor
frecuencia de grandes contracciones en cepas salvajes, comparado con cepas
deficientes en el sistema MMR, lo que sugiere un proceso en el que las
contracciones se produzcan durante un funcionamiento normal de la reparacién
MMR (figura 10C).
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Los estudios llevados a cabo con ratones deficientes (knockouts) en genes
gue intervienen en MMR permiten establecer un modelo adicional de la implicaciéon
de MMR en la inestabilidad de las TNR, indicado en la figura 10D (Kovtun y
McMurray, 2001; Manley et al., 1999; van den Broek et al., 2002). Asi, el complejo
Msh2/Msh3, se une a la horquilla probablemente a través de los apareamientos
erréneos que se dan dentro de la misma. Esta union estabilizaria la estructura,
permitiendo que la lesidn persista y pueda ser usada como un molde expandido
durante la subsiguiente sintesis del DNA. También se ha observado que el
heterodimero Msh2/Msh6 tiene una funcién anti-expansion, quizas por la unién
competitiva de Msh6 con Msh2, reduciendo asi, la disponibilidad del complejo pro-

mutagénico Msh2/Msh3 (revisado en Lahue y Slater, 2003).

3.2.3.2 Reparacion de las roturas de doble cadena

Estudios recientes en bacterias y levadura han implicado a la reparacién de
las roturas de doble cadena (DSBs, double strand breaks) como fuente de
inestabilidad de TNR. En E.coli se ha visto que la pausa de la horquilla de
replicacion puede producir DSBs (Michel et al., 1997), y en levadura se ha
observado que las TNR pueden ser susceptibles a la formacién de DSBs a través de
procesos como el deslizamiento de la DNA polimerasa o el procesamiento
endonucleolitico de las estructuras secundarias (Freudenreich et al., 1998; Cohen
et al., 1999; Jankowski et al., 2000; Richard et al., 2000). Por lo tanto, se sugiere
que la replicacion deficiente de las TNR puede llevar a DSBs y la reparacién de
estas roturas puede contribuir a la inestabilidad de las repeticiones (revisado en
Lenzmeier y Freudenreich, 2003 y en Cleary y Pearson, 2003).

Existen dos vias generales de reparacién de las DSBs, por HR y por NHEJ. El
sistema de HR es un tipo de reparacidon postreplicativa donde la cadena no danada
puede usarse como molde para la resintesis y reparacion de la cadena de DNA
dafiada. De este modo, la HR esta restringida a la fase S del ciclo celular y permite
gue la maquinaria de la replicacion continte la sintesis, resolviendo las estructuras
de DNA que bloguean el avance de la horquilla de replicacién. La HR es un proceso
muy preciso de reparacién, en el que participan, entre otras, la proteina RAD51 vy el
complejo MRE11-RAD50-NBS1.

El proceso de NHEJ es mucho mas robusto, pero con menos fidelidad de
reparacién de las DSBs, pues los extremos rotos simplemente se fusionan de nuevo
sin tener en cuenta la secuencia del DNA. El sistema requiere al menos algunos
pares de bases de homologia entre los dos extremos, pero puede llevar a la pérdida

de nucledtidos en la union, por ello se le denomina también recombinacion ilegitima
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0 recombinaciéon tendiente a error. Es el mecanismo de reparacion de DSBs
predominante en G1 y las proteinas implicadas son principalmente Ku70, Ku80,
DNA-Pkcs, DNA ligasa IV, XRCC4 (revisado en Haber, 2000 y en Barnes, 2001).

Estudios en levadura de induccion de DSBs y reparacion por recombinacion
homologa utilizando plasmidos con repeticiones CTG, mostraron que cuando el
plasmido contiene secuencias cortas repetidas, al inducir los DSBs, se producen
contracciones en el 20% de los casos (Richard et al., 1999). Al aumentar el tamafio
de la repeticion del plasmido donador, un 30% de los cambios de tamafio
observados fueron expansiones (Richard et al., 1999). Estas expansiones se dieron
por conversion génica durante la sintesis asociada a la reparacion de los DSBs
inducidos. Ademas, Richard y colaboradores (2000) encontraron que el complejo
nucleasa Mrell-Rad50-Xrs2 en levadura previene las expansiones de las
repeticiones CAG o CTG. Asi, observaron que mutaciones del gen Mrell o Rad50
provocaban mas expansiones que contracciones, mientras que la sobreexpresion de
Mrell o de Rad50 no altera el ratio de expansiones/contracciones. Estos resultados
juntos sugieren que el complejo Mrel1-Rad50-Xrs2 permite eliminar las horquillas
o bucles CAG o CTG que se dan durante la sintesis del DNA asociada con la
reparacion de las DSBs en estas repeticiones (Revisado en Lahue y Slater, 2003).

Por lo tanto, los estudios en levadura sugieren que la reparacion de las DSBs
via HR puede llevar a expansiones o deleciones. En mamiferos, sin embargo, la via
preferencial de reparaciéon de las DSBs es la NHEJ], y este mecanismo podria
generar mas expansiones que contracciones, explicando asi lo observado en
humanos. La baja tasa de NHEJ en bacterias y microorganismos podria explicar las
frecuencias relativamente bajas de expansiones en estos organismos. No obstante,
estudios realizados por Marcadier y Pearson (2003) en células de primate no
mostraron esa tendencia hacia las expansiones observada en humanos. Si
observaron que la reparacion, mediante NHEJ], de DSBs localizados dentro de la
region de repeticiones del trinucledtido CTG producia alteraciones en el tamafio de
la repeticion con un sesgo hacia deleciones (Cleary et al., 2002). Segun estos
resultados, es posible que las repeticiones CTG en los extremos libres formen
estructuras secundarias que son eliminadas, produciendo deleciones. Estas
estructuras formadas dentro de las TNR serian eliminadas por las proteinas que
participan en la NHEJ (Marcadier y Pearson, 2003). No estad claro qué proteinas
especificas participan en el procesamiento de las estructuras repetidas deslizadas,
pero lo que si mostraron Marcadier y Pearson (2003) es que cuando estas
estructuras se encuentran en una DSBs, su procesamiento produce deleciones
(figura 10).
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Figura 10. Modelo propuesto para explicar la
delecién de TNR a partir de una DSB (adaptado
de Marcadier y Pearson, 2003).

3.2.3.3 Reparacion por escision de nucleoétidos (NER)

Esta via de reparacion reconoce eficientemente y repara un gran numero de
lesiones, incluyendo grandes aductos en el DNA y enlaces cruzados que puedan
causar una distorsién importante en la hélice, asi como lesiones menos
distorsionantes como bases metiladas. También se ha observado la participacion de
NER en la reparacion de bucles de DNA in vitro (Ahn y Grossman, 1996; Kirkpatrick
y Petes, 1997). Como las TNR pueden formar in vivo estructuras de DNA inusuales
gue provoquen la desestabilizacion de la doble hélice, es probable que estas
estructuras atraigan a las proteinas de NER y que durante el proceso de reparacion
se incremente la inestabilidad de la secuencia repetida.

La transcripcion a través de la region de las repeticiones puede
desestabilizar adicionalmente las horquillas CTG, mediante la introduccion de
superenrollamientos negativos detras del complejo de la RNA polimerasa. Es
importante tener en cuenta que la via NER esta relacionada con la reparacion de las

cadenas que se transcriben (Surrallés et al., 2002). Cualquier clase de pausa de la
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RNA polimerasa atrae al factor de transcripcion asociado a la reparacién. Esta
proteina atrae a los componentes de NER a la regién que se esta transcribiendo,
permitiendo la reparacién rapida de lesiones en el DNA. Se podria asumir que la
formacion de estructuras en horquilla en la cadena molde asi como en la cadena
naciente de RNA podria llevar a la pausa de la RNA polimerasa (revisado en
Parniewski y Staczek, 2002).

3.2.4 Recombinacion

En humanos, las TNR asociadas a enfermedades exhiben una inestabilidad
meidtica extrema. Asi, se pensé que el entrecruzamiento desigual era un posible
mecanismo para la ERT (McMurray 1995; Sia et al., 1997). Una prediccion de este
modelo es que cada expansion en un alelo deberia estar acompafiada por una
contraccion en el otro alelo. No obstante, en las enfermedades asociadas a las ERT,
el alelo normal siempre se mantiene. Ademas, los marcadores flanqueantes mas
cercanos no se ven afectados por el entrecruzamiento (McMurray, 1995).

En levadura, las repeticiones CAG inducen DSBs durante la meiosis, y la
inestabilidad meidtica de las secuencias repetidas CAG es varias veces mayor que
su inestabilidad mitética (Cohen et al., 1999; Jankowski et al., 2000). Se ha
demostrado que el mecanismo de reparacion de DSBs es responsable de la elevada
tasa de inestabilidad de las TNR durante la meiosis. Por lo tanto, en el fondo
genético spoll (endonucleasa que inicia la recombinacion) deficiente, la frecuencia
de inestabilidad es similar al nivel mitdtico, sugiriendo que la mayoria de
alteraciones meiodticas en el nimero de repeticiones de la secuencia se dan por el
mecanismo de recombinacion (Jankowski y Nag, 2002). Ademas, la reparacion de
las DSBs involucrando a las cromatidas hermanas contribuye significativamente a la
inestabilidad de las secuencias de repeticiones. Experimentos con minisatélites
también sugirieron que su inestabilidad es dependiente de recombinacién, y que la
conversion génica se produce utilizando los dos cromosomas homodlogos y las
cromatidas hermanas (Debrauwere et al., 1999). En los estudios realizados en
levadura, la reparacion de DSBs resulta mayoritariamente en contracciones, con
pocas expansiones. En humanos, las expansiones son mas frecuentes que las
contracciones, sugiriendo que los eventos que siguen a la formaciéon de una DSB
difieren en estos dos organismos.

Como hemos visto con anterioridad, la reparacion de las DSBs puede ser una
fuente importante de inestabilidad de TNR, y puesto que las repeticiones CAG
inducen DSBs durante la meiosis y ademas la tasa de inestabilidad meidtica es

mayor que la mitodtica, es probable que la mayoria de alteraciones meidticas en el
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numero de repeticiones sean debidas a la reparacién de DSBs inducidos por spol1l,
mas que por el mecanismo de deslizamientos durante la replicacién (Jankowski y
Nag, 2002).

3.3 Mutagénesis

Hasta este momento no existe informacion acerca del alcance que pueden
tener los factores ambientales en la inestabilidad de las TNR, a pesar de que se ha
hipotetizado que estos factores podrian modular la inestabilidad de las repeticiones
(Martorell et al., 1998). Entre estos factores ambientales, los compuestos
mutagénicos son buenos candidatos, pues pueden interferir con los mecanismos del
metabolismo del DNA que se sabe estan involucrados en la inestabilidad de TNR.
Estos agentes mutagénicos pueden inducir lesiones en el DNA y su reparacion,
pueden producir el bloqueo de la transcripcion y de la replicacion y/o generar
eventos recombinacionales para reparar las lesiones inducidas en el DNA. Como ya
hemos visto, los procesos de replicacion, recombinacion y reparacion del DNA estan
relacionadas con la inestabilidad de las TNR, de modo que podemos hipotetizar que
el estrés mutagénico podria producir una induccion de la inestabilidad de las
secuencias de TNR, llevando a un incremento en la frecuencia de las
expansiones/contracciones en el nimero de repeticiones de la secuencia.

Muchos de los canceres humanos estan asociados con la exposicion a
agentes ambientales, por lo tanto, es probable que estos carcindgenos ambientales
provoquen también inestabilidad gendmica. Yamasaki y Mironov (2000) sugirieron
que los carcindgenos podian inducir inestabilidad en los microsatélites, y que esta
induccion seria mayor en células con inestabilidad de microsatélites. Estudios con
Drosophila llevados a cabo en nuestro grupo (Lopez et al., 2002) demuestran la
induccion de inestabilidad gendmica por la bleomicina dependiente de MMR.

Jeffreys y colaboradores (1997) relacionaron la radiacion ionizante con la
inestabilidad de minisatélites. Analizaron la inestabilidad de minisatélites en
poblaciones expuestas a radiacién, usando una poblacidn de nifios expuestos
crénicamente al *’Cs después del accidente de la central nuclear de Chernobyl en
1986. Encontraron que la tasa de mutacion de las secuencias minisatélites
estudiadas fue mayor en las familias expuestas que en las no expuestas,
observandose ademas una relacidon dosis-respuesta. Sugirieron que tanto la
radiacion como posiblemente otros contaminantes ambientales, tales como los
metales pesados, podian ser los inductores de la inestabilidad de minisatélites

observada.
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Ciertos agentes mutagénicos, incluyendo el EMS, ENU, luz UV y los agentes
anticancerigenos mitomicina C (MMC), cisplatino y rayos-X, incrementaron la tasa
de contracciones de las repeticiones CTG de un modo dependiente de tamafo y
orientacién en E.coli (Hashem y Sinden, 2002a). Asimismo, el dano oxidativo en el
DNA también provoca contracciones en estas secuencias e inestabilidad de
microsatélites (Jackson et al., 1998; Zienolddiny et al., 2000). A pesar de estos
estudios, la experimentacion es limitada con respecto a la induccién de inestabilidad
en las TNR asociadas a enfermedades humanas.

Teniendo en cuenta las evidencias descritas anteriormente, en el presente
estudio hemos analizado la induccién de la inestabilidad de trinucledtidos asociada
a enfermedades humanas utilizando un agente inductor de enlaces cruzados, la

MMC vy bajo distintos fondos genéticos.

3.3.1 MMC

La MMC es un antibidtico con propiedades antitumorales que se usa en
guimioterapia para el tratamiento de varios carcinomas. Su actividad bioldgica esta
relacionada fundamentalmente con su propensién a unirse covalentemente al DNA
y formar un enlace cruzado entre las dos cadenas complementarias, uno de los
tipos de lesiones mas letales del DNA. A nivel molecular la MMC actla como un
agente alquilante que forma aductos en el N-2 de la guanina, enlaces
intracatenarios y enlaces intercatenarios (Rink et al., 1996). La reacciéon es
especifica de secuencia: la MMC alquila preferentemente guaninas en secuencias
CpG, que pueden convertirse en un enlace cruzado intercatenario (Kumar et al.,
1992). Dentro de la célula, la MMC sufre un ciclo de oxidacion y reduccidn,
obteniéndose especies reactivas capaces de producir también radicales de oxigeno
(Pritsos y Sartorelli, 1986).

Existen evidencias de que la citotoxicidad de la MMC es debida
principalmente a la formacion de aductos de DNA mas que por los radicales de
oxigeno. En particular, los enlaces cruzados intercatenarios, que resultan de la
alquilacion bifuncional del DNA por la MMC se han propuesto como la causa
principal de muerte celular (Palom et al., 2002). No obstante, mientras la atencién
se ha enfocado usualmente a los enlaces cruzados intercatenarios como la lesidon
mas importante producida por la MMC, hay indicaciones de que algunos de los otros
aductos también pueden ser citotdxicos (Rink et al., 1996).

La MMC es un mutageno S-dependiente, ya que los enlaces cruzados que
genera producen un bloqueo de la horquilla de replicacién al entrar en fase S. Este

blogueo induce DSBs que, en células de mamifero, son reparadas principalmente

38



INTRODUCCION

por HR, generandose con frecuencia intercambios entre cromatidas hermanas (De
Silva et al., 2000; Jonhson et al., 2000). Todo esto hace de este mutageno un buen
candidato para la induccién de inestabilidad de TNR, pues estos mecanismos estan

claramente relacionados con la de ERT.

4 Deteccion de la inestabilidad de trinucledtidos

Para el estudio de la inestabilidad de trinucledtidos se han usado varias
aproximaciones distintas, que podemos dividir en estudios in vivo e in vitro. Los
estudios in vivo incluyen los estudios con pacientes y pedigries, y, mas
recientemente, con modelos de ratones transgénicos que contienen fragmentos de
DNA gendmico de pacientes, que incluyen TNR flanqueadas del DNA original
humano (Monckton et al., 1995; Lia et al., 1998; Fortune et al.,2000; Seznec et al.,
2000; Zhang et al., 2002). Los estudios in vitro se han llevado a cabo en bacterias
y levaduras, utilizando construcciones artificiales con las repeticiones insertadas en
plasmidos, en el caso de las bacterias (Jaworski et al., 1995; Kang et al., 1995 y
1996), o en cromosomas, en el caso de levaduras (Schweitzer y Livingston, 1998).
Ademas, una parte importante de estos estudios se llevan a cabo en lineas
celulares con insertos que contienen las repeticiones o bien en lineas celulares
derivadas de pacientes o de ratones transgénicos (Gomes-Pereira et al., 2001).

Los estudios in vivo en pacientes presentan bastantes limitaciones, como la
disponibilidad de las muestras apropiadas a lo largo de la vida del individuo, y estan
seriamente comprometidos por la variacion genética inter-individual y ambiental
(Fortune et al., 2000). Ademas, los analisis de mutaciones en pedigries estan
también limitados por el pequefio nimero de mutantes que se pueden detectar.

Tanto en los sistemas in vivo como in vitro se necesitan métodos de analisis
sensitivos. Inicialmente los estudios in vivo en pacientes se basaban en analisis por
Southern blot o PCR estandar usando grandes cantidades de DNA (tipicamente
=5ug para el Southern y 2100ng para la PCR) (Brook et al., 1992; Buxton et al.,
1992; Fu et al., 1992; Lavedan et al., 1993; Harley et al., 1993; Ashizawa et al.,
1993). Estas dos aproximaciones sélo estiman el tamafio del alelo constitucional o
mas comun pues analizan simultdneamente el tamafio de expansién en como
minimo 10* células, y los alelos expandidos se presentan como una mancha difusa,
no como bandas discretas. En este tipo de analisis, se asume que la mancha esta
compuesta de multiples fragmentos no resueltos derivados de los elevados niveles

de inestabilidad de las repeticiones (Monckton et al., 1995).
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Jeffreys y colaboradores (1994) desarrollaron un método simple y sensible
para detectar y cuantificar los alelos mutantes de un locus minisatélite en gametos
individuales, mediante analisis por PCR de multiples alicuotas diluidas de DNA (SP-
PCR, small pool PCR). Al reducir la cantidad inicial de DNA, incrementa la
probabilidad de amplificar un alelo distinto del constitucional, mas raro, aunque
para ello hay que realizar multiples reacciones de la misma muestra. La SP-PCR
puede detectar alelos mutantes de novo de cualquier muestra de DNA germinal o
somatico.

EL método de la SP-PCR se ha aplicado con éxito en el estudio de la
estabilidad de las TNR. Esta técnica es el método de eleccion para examinar la
inestabilidad de las repeticiones entre alelos con TNR usualmente estables, ya que
con la SP-PCR no existe la limitacion del tamafio de muestra que es necesario para
observar cambios en el nimero de repeticiones utilizando Southern blot o PCR
estandar (Crawford et al., 2000). El método proporciona una aproximacion robusta
para el analisis preciso del nivel de variacidon de las repeticiones, proporcionando
tanto datos cuantitativos como cualitativos.

En los estudios in vitro realizados con lineas celulares, debido al nivel de
variabilidad inicial existente en las muestras, para poder detectar mutaciones de
novo se han usado principalmente dos métodos: la SP-PCR vy la clonacién celular. El
primer método, como ya se ha comentado, permite detectar nuevos alelos
mutantes que, ldgicamente, estardn menos representados que los alelos
constitucionales y, comparando las distribuciones de los cambios detectados,
permite determinar las tasas de mutacion (Gomes-Pereira et al., 2001; Ashizawa et
al., 1996). Otro método, muy usado también en los estudios de tumores con
inestabilidad de microsatélites, es la clonacion celular. Este método consiste en
hacer cultivos clonales a partir de una Unica célula del cultivo inicial, de modo que
se podran detectar los nuevos alelos generados a lo largo de la progresion del
cultivo (Yang et al., 2003; Khajavi et al., 2001).
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OBJETIVOS

1. OBJETIVOS

Muchas enfermedades genéticas humanas estan asociadas a la ERT.
Entender los mecanismos responsables de estas expansiones es muy importante
para conocer mejor la etiologia y evolucién de estas enfermedades. Las ERT se han
relacionado con los procesos de replicacion, reparacién y recombinacion, aunque
también podrian estar implicados factores ambientales, como los agentes
mutagénicos. Otro aspecto importante es conocer el mecanismo de generacion de
alelos patogénicos expandidos, asi como la inestabilidad de alelos normales con
pocas repeticiones.

En la presente tesis doctoral nos propusimos ampliar el conocimiento sobre
los procesos genéticos involucrados en las ERT, e investigar si la inestabilidad de
las TNR puede venir modulada por mutagenos ambientales. Asi, los principales

objetivos propuestos son los siguientes:

1. Comparar la inestabilidad en el numero de repeticiones de los trinucleétidos
CTG y CGG asociados a la DM1 y al FXS, respectivamente, en lineas
celulares deficientes y no deficientes en el sistema MMR, con un ndmero

normal de repeticiones.

2. Comprobar si la MMC puede inducir cambios en el niumero de repeticiones de
los trinucledtidos CTG y CGG asociados a la DM1 y al FXS, respectivamente,
en alelos de tamafio normal, y si este fendmeno podria estar modulado por

genes relacionados con el sistema MMR.

3. Estudiar la dinamica de la inestabilidad de las repeticiones CTG asociadas a
la DM1 en alelos de tamafio normal y patogénico en células somaticas a lo

largo del tiempo.
4. Evaluar el efecto de la MMC a lo largo del tiempo sobre la dinamica de la

inestabilidad de las repeticiones CTG asociadas a la DM1 en células

somaticas.
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ARTICULOS

ARTICULO 1

Induction of instability of normal length trinucleotide

repeats within human disease genes

J.Med.Genet., 41:e3, 2004
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ELECTRONIC LETTER

Induction of instability of normal length trinucleotide repeats

within human disease genes
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genic, prabably becatse normal lengeh alleies are thoughi 1w
b= mahle compared with expanded pathogendc alleles. In
adifition, much of the evidence lar the mechanisms thad ane
thaghi 16 produce repeat expansion in pathological THRs
are dlsmilssed s drrelevant for mormal alleles. Therclore,
undersitaniding the faciors influencdng the insabiliey of
nrmnal unexpanded alkeles s of ritical imporiance.

A mumber af marny and o acting facwers have been proposad
o play a modulating mole in the instabibity of expanded,
sraae relatod THEs' These faciors are ool morually
caclusive and include e purity and length of the repeated
seqquence,” U age of insdividaals” " miotc deive.™ the relative
poszizm of the THR with respect 1o adjacenn origins of DNA
replication." and mutations in genes invalved in DNA repair,
replication. and soeoombination.™™ Mulagenic agenis are
knowm 1o inierfere with DNA metabolism by indscdng DNA
lesions and repair, blocking transcription and  replication.
andior generating recombinational events o bypass or repair
tht induced DA lesions.” Therefore, we have hypathesized
thal mutageniks sress could resull B oan  indedn ool
insuabilisy of unexpanded THNRE soquences, beading 1o an
increase in the Fequency of  spontancously  ecourring
contractisnsexpansons in repeal number. To eess this
hypatsesis, we analysed pormal length TNR seqoences al a
singhe repeal resoldution by mdiosive PCR and denalurating
palvacrylamide gels. using BRA from mudtiple single oell
clomey expanded in the presence or absenoe of mblomycin-C

P q vatonks dysaraphy type | (D31 ) s the most leeguent
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(MMC L 0 muiagenic agent able w mduce intersirand A
cross links, strand breaks, and replication  blockage. In
addition. amd in order o Enower a poleniial mole of a
[enectiomal mismatch repair (MMRE) sy$iem in mulagen-
Indusced THH instabibiny, all experiments wene done in MMHE
proficicol { 5SWash} or deliciem cell lines [HCTL RS and LoYaoj,
e well asd in the HCTLES cell line correcied for MME
defickency by microcell mwodiated chromosome 3 fransler.
fiere we show that ponmal |I:I:|HI:|II dlleles are ool as spalsk as
presanusly Deleved amid thal maategenkl stress induces TNE
InsiEhilley shrough an MME -Il'hjli"l'ltl'hh:ﬂl e AT
mechanism

MATERIALS AMD METHODS

Cell lines

The human imalel colon canoer fbrablast cell e S%0380
(MME proficient). HCTIHIG (BMLHLD deficient), and LoVa
(hiSH2 and basHO deficient) (kndly provided by Do
B A Peinade, Institut de Heverca Onomoligica, Hospital Duran

L

Abbrivichons: DM, mycionic dyrtrophy hpe 1 MWL, mi in-
h“{ﬂ,.miuﬂddtrepuir:mﬂ.:inuﬂmidt Lﬂﬁ.um
reginn

!
g
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HCT 1 erche ) s dcdervigol i HCT 1 18 with the escepbon that e 11
T repant nlels wos oheant,
1wh_-uhmﬂ'—ﬁrlmhhu#rrqﬁ3nul_

1 Beymads, L' Hospitabet, Barcelona, Spaind wene mainilained in
REMI medivim supplemented with 15% fewal bovine serim,
1% pyruvate, % L-glovamine, and (1%} penicllin-strepio-
mvein asv  described  previously.™ The HCTIHG cell line
corrected for MME deficiency by micnooel]l mediaied chiremao-
soimes 3 aransier |HCTI i6+che. 3 cell line; generoosly prosdded
by Dr T Kamkel, Natsonal Instinsie on Environmental Health
Seicrices, Rescarch Park, MO USA) was maimained under
G 1B (0 ppeml | seleoison in the same cudiure medium. The
lengeh and sequence of ihe repeads inihe differend cell Boes
are summmarised molable 1.

Single cell cloning and culturing

single ool clofies were isolated foom confluem culiures by
limmiring dilusian mio @ well plates. The cells were diluted in
cubture mediam a1 a concentration of | cell per 5 gl Mohiiple
5wl drops were deposited in Per dishes and visuallsed wsing
an iovered microscope, Ondy drogs with one cell were
individually plated o 96 well plates, in 100 pl of cullune
medidm (with of withean muagen soe below ), The clones
were allweed o grow in the well and the mediumn was
rhanged onee a week. The expanded clenes were transferred
1o 25 oo flasks and maintatned wniil conlluence, when DNA
wias extraciad by stapdard phenol-chiorolorm precipitacion
Hecause of the limitations of the PCE o amplify rare alleles.
omby those tantraclicns or cxpansiams generaled during the
fiest population doublings can be deteoed: however, the
clones were expanded until confluence 1o increase the yield
of DMA.

Treatment of single call clones

MMC was diluged 10 0 conocnaration of | mgml and siored
an 4°C. The conceniration used i the micmsatedlite instabilsty
assays (0.005 el ) induced a similar redisction of 30-50% ol
cell wiabiliey in all the cell lines analysed (data no showmn)
Mulagenlc reamment was continumes in all cases. The
medium with mutagen, ai the isdicated conooniration, was
replaced once a week, Paralle] single cell culiares were left
untreated o comiral B spomianesus instabiliy,

Malecular analysis of microsatellite instability

A votal of 3257 (40 in most caves) single oell clanes per
treatment point and cell line were analysed Tor instability of
the CTG repeats an ihe DMPE boous (chromosame §19), CGG
reprats al the FMA) bocus | X chromesome . and the polya
maimaclemide repeatl BAT-25 (chromosome 1) which is
Erwwvrs o be umstable in MME deficien) backgrounids and
was  incladed as an miemnal  coniml of  microsaellice
inseability, Microsatellite insiability was analysed by radio.
active PCE amplification and subseguent sequencing gl
clecirophonesis w detec changes |0 the kengih ol the alleles
a1 a single repear resoduison, The number of repeais in the
ampdificd sequencoes was checked using a 50=330 bp ladder
(GiboBRL ) labelled with [¢-"PIATP. All PCR reactions

Ferndndaz-lépes, Pifeira, Morced, o ol

were performed in duplicate and run 0 parallel lancs of the
gels bo replicaie the resulis. The reactions were carried oo in
a todal wolume of 35l with | gg of DA using 3 pci
[=-""PICTP or dATP. Amplification of the DMI-CTG repeats
wids performeed as described by Cobo and co-workess™ bul

wsing the primers 100 and 102 described previoushy by Brook
el al' The amplificaion of the FMRI-OGO mepeat was
performed using the PCR conditions and primers §C amd Fj
desaribed |y Fu o ol The BAT-25 manenucleskde micro-
sateltite was analysed basically as previowsky reporeed, ™ bui
using the primers described by Parsoos and oo-waorkers.™ The
reactbon products weee separated by densuring clearaphor-
eiis i &% polyacrylamide gels containing & mal urea and
visualised by autcrasliography, cssengially as  described
peeviously. <™

Criteria for microsatellite instobility quontification

Uneler (e experiimenlal design and cosficditions el ol
those muian alleles generaed during tee fiese divisions of
the single ccll donal culiure could be deiscied. Those
mulalioms that ocour in Leler dbvisions remained  non-
amplificd  becawse the normal pre-exisung  alledss were
preferentially ampdified in the competiibve PCE meactian.
However, those mutant alleles generated in the first divisions
were predominans enaagh e be detemed becansse they were
clonally expanded. Each clone was denved from a single ool
anil, therelore. any clone presenting alleles with repoad sioes
shorer |contracied | of longer (expamded) than Uhe progeni-
v allele was counied as an unsiable clone beanng musang
alleles. Thus, ithe mutation frequency can only be measured
ot the sinple done level. All mutont dones presented new or

adiivienal alieles with a gam or loss of ondy pne or two repeal
unins

Statistics

Statisiscal analysis of maitagen induced insiability of orcro-
satellie sequences was performcd using Fisher's exac) st
comparing reaied and unireated culiores. The degree of
oncidence in the prafike af genaomic insiability of the thoee
nearkers, i miltiple single cell dones ol cach cell line, was
perfarmed  either by analysing  contingency 1ahbles and
porforming the f tesl ar by the p value of Fisher's cxan
1esl, depending on the mumber ol unstable clones.

RESULTS
The instability of three microsatellies (BAT-35, DM 1-CTGn,
and FMERE1-CGGA) has been stidied in muohiple single o2l
clomes expanded unider the effea of a biclogically effective
suhinxic conceniratian of MMO A osal of 32-57 (40 in moss
cases | single cells devived from MME proficent { SwWd&0 and
HCTI bévechie 3 amd delicient (HCTI6 and LoV cell Hnes
were clanally expanded in the presence or absence of MMC
All single cell dones were analysed for instabiliy of each of
the three microsaicdlite lea by radicactive PCE, seguencng
geds, and auwradiogeaphy. All single cell clomes were PCR
amphified mwice and elecirophoresed in consecutive lanes of
the gels 10 confirm the results. PCE resctions and analyses
wire repeau] when FPCE prodects of replicaicd resdians
gave nani-colncldent band patems in consecutive lanes of the
auloradivgraphs. Soome cxamples of the banding patterms
obtained in Lhe present investigation are shown in f[ig 1.
Table 2 &l fig 2 summarise e fesulis an Lse spoBLamsois
and MMC nduced instability of the monomusdeoride repeat
BAT-2% and the DM and FMEL THEs in muliiple singhe cell
clomes of MME prolicien) (SW480 aml HCT1le+che3) anmd
deficient [HCT116 and Lovod oell Hees. We fomd clevaled
levels of spontaneous instabiliy of the micresasellive RAT-25
i HCT1 R | 1] clones with expansions ar conlracisns in the
fepeal mumber ow ol 33 clofies analysed. ar 1133 chones b anil
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mazh commoutres kane Tre lengih of rep 4 wmcpom endd e }
of alldes in moch cell ine ore shown in iable 1.

expecially m ihe LoVo oell line (2535) compared with the
MME probcient ool Bocs SWHBD [&3%) of HCT1 M6=Chr.3
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charactesisuc of MMR deliciency and confinmed the sual-
ablliy of our experimensal design 10 devect micrasanellive
mstahiliny,

Alhough a statistically non-significam vendency wovwards
higher instability of THEs i MME deficient colls {espedally
the CO repeat in the Lowo cell lime and the CTG fepead i ihe
HCT1 b6 cel line) was obeerved, both irinucleoides presenied
4 biww spaivianesus imaabibioy i.l:llllFl-'"l:'\il with the mana-
nuclentide repeal. imespeciive of the MME geoetic back-
groumd (lable 2. fig 1), This resull indicaies that. in the
absonice of mulogenic siness, 4 [unctiohal MME plavs a
secailary mole I human oells 1o malntaln the swabiliyy of
unespanded TNR: assooated with human diseases in their
naural genamic conlexl.

MMC dramatically increased the frequency of unsiable
ciames in the SWARD ooll Hoe amd, & o ketser exient, in e
HCT1 16 cell line (tabde 2. kg 3). DRA sequencing analysis of
ihe mumnanis conflrmed thai changes in the size of the PCH
products were o changes in the repeat number, rather than
o deletdons clsewhere in the flanking regions |dala noi
shuwn ). MMC induced an 18-fold borease i the (requency
of CTG repweal mamatkans | frpm 2.6 10 45% In unitreated Al
MMC areated cells, respectively; p0A) and a =20-fold
increase in the frequency of CGG repeal mutations { from 0.0
o 35.8%; p<OUH ) in the SWHED cell line. In addition, all
MMC Indieted milations had 4 comirssbon of he fepeal
sEuenes I:ﬂ,!.: 3. This increase was nid observed in the MME

{0440, This |5 consistemn with the mutaor  phenooype praficient HCT1164chr.d cell line. mdicaging  that  the
Takka 2 inducnd wsiobility of the mononucloside
HAT-25 'H'- +HE 1 ICI'G} El'ngi:l X myndrome (0G5
irnuclsctide repeats. in :rrn.‘qﬂu singhe cel MR proficent |SWABD and
HCT1 Véache. 3] and debicient ll'ﬂ.'fﬂﬁmd Lea) nll knas

Call o
L BT Lot HET1 1% BICTT bbachd
Tromwasi  Muarker METE M ) WETC ML TE Pl
Canirod R1-35 LT & LG 11430 [33.3) Gl [T
| 1450 L8] 03 [ Ir2 R4l §iad 1.5
oG Ol [ &/57 (105 144 4331 Ol [0
T BAT-25 1540 |37.5] 738 T 23080 [57.5 40 [
(m ) 16/40 |as.0p= 1 2 /40 f200) 3075
(e b e L 200 5 T TEG  Oval i
MNCITC I, sresiand h fhoiedl charn | el mukant choran).
Thogr diflpnimsge busbargny conivid ged hl'ﬁtndd‘nﬁ bt s aibondy gl ot with ~p-<001 ar ™p=0001
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Flgure 3  MBC induced sons and conmochions of e
irimacheabcls repants [CTG], (DM loeus] and (053] | [rogile ¥ lew] i
MMA prohcen! [SWARD ond HIT1 1 &4chr 3] ond deficient [Love and
HCTT 4] cell fnes

abserved THE instability indueed by MMC in the 5480 ool
lime is nol dependent on o lundiional MME. However, the
level of MM iduced THE conaracbans s higher (p<20,00] |
im ahe MLHI deficieny HETL 16 cell lne than in its geneucally
maiched MLH] proficent HETI Mdche. comnierpan (fig 3],
suggesting two mechanisms of MMC induced THNE instabil-
ity: a major mechanism independent of MME and a minor
mechanism dependent on MLHI defidency. The negative
reskibis ohiaingd in the LoVa cell lines imndicale that MSH2/
MEHA deficiency plays oo mole in MME imduced instability.

To obtain further insighis into the mechanisms of MMC
indixed THE instabifity in the w480 and the HCTLES crll
lmes., we nexl analvesd the profide of MMC  Isduced
microsatellite instabiicy in mubtiplke singhe ool cones (Tig 4)
Sairpisingly, we observed Lhal most SW4B0 clanes presenting
insiahiliny in the CTG marker (black squarcs] also presented
instability in the CGG marker bui nol necessarily in the
monamsckeotide marker which profile of insability @ no
mincidenlal. That was mol the casc in the HCTE6 cofl lins
ifver MM ireatment. The ooincidence in the prodile of MMC
induced CTG and CGG contractions was highly significan
(pr=otnoiid ) and cell iype | SW4B0) specific. suggesting a s
acting mechanism of MMC imduced THNE instability in this
ool lime.

DISCUS5I0N

Expanshons ol THE: are causally refaied o an increasing
number of human geneilks discases, Maosi studics have been
ficused an expanded |pre-) pathogenic albeles thal, onlike
normal kenglth allckes, are known 1o be highly unstable al
both the somatic and germinal levels, Mouse models and

wherw nisdgeral.com

Farmdindaz-Lépee, Pifaire, Marest, o al

Coll line HT114

«2 () R O

Fgure 4 Prolile of MWC induced BAT-25, (CTGL,. and (CGG],

micronenlie invrhility in £0 molspendan) rall done. derved e
the ool lines SWASD ond HCT1 14, Grey block bases repeesent
slable aned unidckde [wih corfracted or mapanched alele| donm

repmcitenly, for moch micecagiellée orobysd

micro-organisms have been used 1o siudy such insiabiling
and the role of MMR deliciency, abhough in these genciic
mdels the expanded pathopenic allede i out of s human
nauEa  genomic conicxl. 1o addition. e resalls  ae
rnnﬂmmi. as MMR |'.||:'|:||_'I|:'I'|I'!.' keads wr THE Insiahillny in
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Excherichnr colf and yeasy,™ ™ whereas MSHZ™ amd MSH3" are
required for THE insiabilisy in mdoe. Oiher studies have
predicied no fole of MMR In THR instability in yeast.™ all
these siodies were performed with expanded discase causing
alleles, Swadies on the imstability of non-expanded albeles are
very ame. Here we show thatl non-cxpanded allcles ane o
a4 dable as peeviously belisved and can be dramarically
desiabifised in their natiral genomic context afier mutagenic
stress by a drans acting mechanism independent of MMEL A
minor rmle for MLHI was also observed i our stody and,
iherefore we concluded that there are owo mechanisms of
MMC induced THE instabdliny: a major mechanlsm indepen-
dem of MME and a minor mechanism dependent on MLHI
deficiency. To reach this condusion, we have used a8 novel
approach based on the detection of nstability of Boomal
length alleles at single repear tesolution o cell chomes
expanded I (e presence of absence of mutagenic MC
treatmenl. This approach led us w concheds that MMC was
abde 10 indhsce a = 18-Tald increase in the frequency of tutam
chones bearing cankractions in both THRES inothe SW450 cell
line only. A minee increase in MMC induced THR conarac-
tons was abso observed in the MLH) deficdent cell line
(HET L6 however, such inductions were nol observd in
thie MSHMMSHE deficient cedl lime {LoVa) or i the HCT116
ccll line corrected for MLHI defichency by micrecell mediaced
chramosome 3 ransfer. This is in agresment with previous
data sugpesikng that M5H2 deficency plays a minoe role in
disease associaied THER instability in human cells® or yeasp.™
A previpus study inoooll lines also indicated that matations in
RMLM I of RMEH2 docs nol result in the msuabiliy of TTG or
CGG waets 1o the bevels observed in individuals with DM or
fragile X symdrome,™ However, the method wsed in that siudy
{houthern blod) did not allowed the dewsction af mutant
alleles resulting o expansions of deletions of single
fepeals

Interestingly, those single cell 5W480 clones showing
MMC Induced coniractions at the DM repeat alse presenied
conractions al the FMR] repeal This fading is probably
unredated 1o the numder of repeals and thelr sequence ar
purity in the differene cell lines, as they all have a pure 10-12
CTG repeal sequence in the DM locus and 29=5] CGG
repears with two inlerruptions in the fragile X loous. The
coincidence in the profile of THE inscability in the SW4ED
ocdls is highly indicative aof & gnens acting mechandsm of THE
inswabifity in this cell tine Insicad of a direct o5 action of
MM on the repeaved sequence al both o o cach unstahle
chone,

The exact mechanismis] explaining our observalion is
currendly unkmown. MMC is an 5 phase dependeni mukagen
Uhal irsduces DA cross links thar block replicadion. The
relateapship bevween replication and THE expansion is well
documemed, cspectally in yeasl, where mulations in genes
involved in the replication apparatus have been shinsm 1o
increase THE imstability.™ © According 10 the Berature, a
possibde candidane is FEMI, & prodein involved in base
cxcision  repalr amd in the processing of the Okazaki
fragmenis during replication of the Lagging strand.™ with
an imporiant role i THR stability, a1 least in yeas.™ ™
Honwever, human FEN] immunabloging experimenis indi-
cale ihal FENI is present al pormal expression levels and
molecular size i SWaE0 cell extracts (data nod shown).
Anather candidate gene we are nony extengively Investipating
% pFi. as 1l v known that the SYWaB0 oell line cXprosses a
noz-functional p3d prowin.

The fact thal the non-coincidenisl increase of CTG and
CGG instabiliny afver MMC  wreaiment b5 cbserved i
the HETL L6 cell lne bt not in the corrected HETL Lche d
cell line suggesis a o effec of MMC in THE instabilaty
in an hMLHMI deficient backgromndd. (s fesializ  also

Sofd

imdicaie thas hadLH1 plays a mole in the cellubar response (o
MM

In thee presend stosdy we have dentifisd minagenic sizess as
a new facor in diseasc associaled normal length THE
instability. suppesting that norenal bength alleles are mot as
stable as previowsly belleved, As all MMC Induced altered
chonies had contractions, this effect is probably wnrelated 16
the generation of | prefjpathogenic alleles from normal length
albeles. Moseover, the process regulating repeat inswability in
somatic miseaks cells may be different w the shiuation inoihe
germibine i viva, To cdarify a poteniial role of MMC in the
farmation of pathogenic alleles. we are currenily invesiigat-
ing by small pood PCE* whether MMC modulates the repear
dynamics of DaL1 allzles In successive cedl generations.
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ABSTRACT

The molecular basis of the myotonic dystrophy type
1 is the expansion of a CTG repeat at the DMPK
locus. The expanded disease-associated repeats are
unstable in both somatic and germ lines, with a high
tendency towards expansion. The rate of expansion
is directly related to the size of the pathogenic allele,
increasing the size heterogeneity with age. It has
also been suggested that additional factors, includ-
ing as yet unidentified environmental factors, might
affect the instability of the expanded CTG repeats to
account for the observed CTG size dynamics over
time. To investigate the effect of environmental
factors in the CTG repeat instability, three lympho-
blastoid cell lines were established from two myo-
tonic dystrophy patients and one healthy individual,
and parallel cultures were concurrently expanded in
the presence or absence of the mutagenic chemical
mitomycin C for a total of 12 population doublings.
The new alleles arising along the passages were
analysed by radioactive small pool PCR and
sequencing gels. An expansion bias of the stepwise
mutation was observed in a (CTG)424 allele of a cell
line harbouring two modal alleles of 28 and 124 CTG
repeats. Interestingly, this expansion bias was
clearly enhanced in the presence of mitomycin C.
The effect of mitomycin C was also evident in the
normal size alleles in two cell lines with alleles of
13/13 and 12/69 repeats, where treated cultures
showed new longer alleles. In conclusion, our
results indicate that mitomycin C modulates the
dynamics of myotonic dystrophy-associated CTG
repeats in LBCLs, enhancing the expansion bias

of long-pathogenic repeats and promoting the
expansion of normal length repeats.

INTRODUCTION

Myotonic dystrophy type 1 (DM1) is an autosomal dominant
neuromuscular disorder with a multisystemic phenotype. The
molecular basis of DM1 is the expansion of an unstable CTG
repeat in the 3’-untranslated region of the myotonic dystrophy
protein kinase gene, on chromosome 19q13.3 (1). The size of
the expanded allele directly correlates with the severity of the
disease (2,3), and the number of CTG repeats progressively
increases in successive generations of DM1 families, being the
molecular explanation for anticipation (4).

Early Southern blot analysis of expanded CTG repeats
revealed their somatic instability (5,6). Such instability was
later demonstrated in both somatic and germ cells by using the
small pool PCR (SP-PCR) technique (7). Somatic tissues of
DM1 patients show mosaicism for CTG repeat size and, it has
been found, a high tendency towards expansion throughout
their lifetime. Thus the number of CTG repeats in peripheral
blood leukocytes of young patients is rather stable whereas
high levels of heterogeneity are observed in older patients
(6,8). Germ cells from DM1 patients also show a high degree
of variation in repeat size, including large contractions (9,10).

Analysis of tissue samples from DM 1 subjects revealed that
the major factor affecting the rate of expansion is the initial
size of the expanded allele, with increased size heterogeneity
over time (6,8). Although the model for the somatic instability
proposed by Monckton et al. (7), based on the stepwise gain of
a small number of repeats with age proceeding through
expansion, agrees with these observations, a detailed analysis
of the lifelong dynamics of somatic repeat size suggests that
the expansion process is affected by other unknown transact-
ing genetic factors (8). Additional in vitro studies using
lymphoblastoid cell lines (LBCL) from DMI1 patients have
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shown that two types of mutations arise in the pathogenic CTG
repeats: (i) a frequent gain or loss of a small number of repeats,
which is in concordance with the stepwise model described by
Monckton et al. (7); and (ii) a less frequent large change of the
repeat size (11), associated with a growth advantage of the
cells bearing longer CTG repeats (12). This later phenomenon
has been nominated mitotic drive (12).

The influence of environmental factors on the instability of
CTG repeats associated with DM1 has not yet been properly
addressed, although it has been hypothesized that such factors
could modulate CTG repeat instability (8). Among these
environmental factors, mutagenic compounds are good can-
didates since they can interfere with mechanisms known to be
involved in trinucleotide repeat instability such as replication,
recombination and DNA repair. In this study, we evaluate the
effect of mutagenic stress on the dynamics of CTG repeat
instability in mitotically dividing cells. To do so, we have
established LBCLs from two DM1 patients and one normal
individual to analyse the effect of mitomycin C (MMC) on the
CTG repeat size dynamics of both normal length and long
pathogenic alleles, along successive cell generations. The
variant allele sizes in the heterogeneous population of
transformed cells were resolved using the SP-PCR technique
together with sequencing gel analysis. Using this procedure
we have been able to study the dynamics of the CTG size and
detect new alleles arising along the passages, in untreated and
MMC-treated LBCL cultures.

MATERIALS AND METHODS

Lymphoblastoid cell lines and treatment

Peripheral blood samples were obtained from two symptom-
atic DM1 patients and one healthy individual by venipuncture,
and lymphocytes were EBV-transformed into LBCLs. The
cells were cultured as we previously reported (13,14).
Transformed cells (2 X 10°) were cultured in 75 cm? flasks
at a concentration of 1 X 103 cells/ml and allowed to grow
until the culture reached 2 X 107 cells (1 X 10° cells/ml).
These expanded cultures were passed on as follows: 2 X 10°
cells were transferred to new 75 c¢cm? flasks and maintained
until the culture reached 2 X 107 cells and then a new passage
was performed. The remaining cells were split in two aliquots,
one was kept frozen and the other was used for DNA
extraction following a standard phenol-chloroform protocol.
This procedure was repeated in each passage and the number
of population doublings (PDs) in each passage was calculated.

MMC was diluted to a concentration of 1 mg/ml and stored
at 4°C and treatments of the LBCL were performed by adding
MMC to the medium to get a final concentration of 5 ng/ml.
The mutagen treatment was continuous. The effect of MMC in
cell proliferation and viability was evaluated by the Cell
proliferation Kit II (XTT) (Boehringer Mannheim) and the
fluorescein diacetate-mediated viability assay (15), respect-
ively. We found that 5 ng/ml of MMC was not cytotoxic for
any of the three LBCL but reduced the cell growth rate by 15%
(data not shown). The effect of MMC on the culture growth
dynamics is shown in the Supplementary Material available at
NAR Online.

SP-PCR analysis

The concentration of the DNA extracted from the cell lines
was measured spectrophotometrically and 5 pg of genomic
DNA were digested with EcoRI. In order to estimate the true
number of amplifiable genome equivalence (a.g.e.) in a
volume of DNA sample, digested DNA was diluted in 10 mM
Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA and 5 ng/ul carrier
herring sperm DNA by serial 1:10 dilution steps to a final
concentration of 5 pg/ul. Then the number of amplifiable
molecules was determined by SP-PCR using the final dilution
containing 5 pg/|l of digested genomic DNA. At this level of
input DNA, some reactions will fail to contain an amplifiable
copy of one or the other allele, and observing the number of
reactions that amplified one allele or fail to amplify, the true
number of a.g.e. in the input DNA was estimated (data not
shown). Subsequently the CTG repeat size variations were
analysed by performing 40 SP-PCRs using 200 a.g.e. of
input DNA in each 25 ul reaction. The SP-PCR conditions
previously described by Cobo et al. (16) were used, with some
minor modifications. 36% of betaine (Sigma) was added to the
reaction tube and the reactions were performed using the
DM-93 and DM-103 primers described by Brook et al. (1).
The amplified products were labelled by adding 3 pCi
[0-*3P]dCTP to the SP-PCRs. Amplification conditions were
94°C 3 min for 1 cycle; 96°C 45 s, 68°C 45 s, 70°C 3 min for
28 cycles, with a final extension step at 68°C 1 min, 70°C
10 min, in a PT-100 Thermocycler (MJ Research, USA).
Then, 7 pl of the SP-PCR products were resolved on 6%
polyacrylamide sequencing gels and visualised by autoradio-
graphy. A 50 bp ladder (Amersham Biosciences) end-labelled
with [y-33P]JATP was used as a molecular size marker. The
length of the CTG repeats in the long alleles was estimated
by densitometry using the Molecular Analyst 1.5 software
(Bio-Rad).

Statistical analysis

Statistical comparisons between mutation frequencies were
performed with the Fisher’s exact test.

RESULTS

To investigate the effect of MMC on the CTG repeat
instability of the DM1 locus, LBCLs were established from
two DM1 patients and one normal individual. The sizes of the
CTG repeats on these individuals were determined in
peripheral blood samples by using standard radioactive PCR
(Table 1). After Epstein—Barr virus (EBV) transformation, the
lymphoblastoid cells were expanded until 1 X 10° cells/ml and
the size of the CTG repeat was again analysed to establish the

Table 1. Size of the CTG repeat associated with DM1 in peripheral blood
cells and their corresponding lymphoblastoid cell lines (LBCLs) of two
DM1 patients and one normal individual

Individual Age Genotype in blood* LBCL genotype at Py?

(years) (CTG)n (CTG)n
DMI1-1 31 114/28 124/28
DM1-2 30 70/13 69/12
CM-1 27 13/13 13/13

aFor the expanded allele, only the number of CTGs of the modal allele is
indicated.
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Figure 1. Representative examples of the SP-PCR analysis in the DM1 LBCLs using 200 a.g.e. of input DNA per reaction. Each line represents an SP-PCR.

Variations of the normal and pathogenic alleles are indicated (arrowheads).

repeat length at the start of the experimental process. We have
designated this stage as passage zero (Py). Due to the
heterogeneous size of the expanded CTG repeats in the
peripheral blood cells of the two DM1 individuals, the LBCLs
derived from their lymphocytes showed a modal pathogenic
allele that differs from the modal size determined in the blood
sample of the DM1 individuals. Normal size alleles, however,
maintained their original size in the cell line (see Table 1). At
Py, the cells were diluted to 1 X 103 cells/ml in medium with
and without MMC and cultures were allowed to expand up to
1 X 10° cells/ml and then subpassed again. The same process
was repeated four times. Following this approach, the
molecular analysis of CTG instability was performed after 0O,
6 and 12 PDs, both in the presence or absence of mutagenic
treatment, by radioactive SP-PCR. To obtain the variant allele
distribution in the cell population, at each point of the time-
course study, we performed 40 identical SP-PCRs with an
input of DNA of 200 a.g.e., which represents a total of 8000
analysed alleles in each PD. Under our SP-PCR conditions,
and in the range of the allele size studied (12 to 124 CTGs), the
amplification of the normal and the pathogenic alleles showed
the same efficiency and, therefore, in the heterozygous LBCLs
we considered a 1:1 ratio for normal and disease-causing
alleles (4000 of each allele analysed at each point of study).

Mutations at the DM1-pathogenic CTG alleles

The SP-PCR approach, together with sequencing gel analysis,
was applied to study the size-distribution of variant long
alleles in two DM1 LBCLS, LBCL69/12 and LBCL124/28. The
cells were concurrently grown in the presence or absence of
MMC. The SP-PCR is a technique that allows for the
resolution of individual alleles by limiting the amount of
input DNA in the PCR (7,17). However, the use of too little
amplifiable DNA would limit the detection of infrequent
mutant alleles, unless many PCRs are performed. On the other
hand, due to the PCR stutter effect when large trinucleotide
repeats are amplified (18), small variations in allele size would
not be detected while larger amounts of input DNA are used.
Therefore, in our experimental conditions where 200 a.g.e. of
input DNA were used, small changes in the CTG repeat size of
the two analysed large alleles (69 and 124 CTG repeats) were
not resolved, whereas rare gross mutations were efficiently
detected by performing 40 SP-PCRs (Fig. 1).

The SP-PCR analysis showed that the two LBCLs with long
pathogenic alleles (69 and 124 CTG repeats), growing in
standard conditions (without MMC), presented two types of
spontaneous CTG repeat mutations: small changes in the
number of CTG repeats and large size changes in the repeat
number. The small size changes were manifested as a wide
band containing a modal allele. The modal allele sizes and the
upper and lower limits of these bands were determined as an
indication of the allele size heterogeneity, being 69 *= 5
repeats for the (CTG)gy allele and 124 = 6 repeats for the
(CTG);4 allele at Py. This type of mutation was constant
along the passages and was detected in all the SP-PCRs
performed. It is unlikely that PCR stutter could account for
this type of small change in repeat size, since this experimental
artefact would have an effect on repeat size no larger than a
three repeat shift, as recently reported (18). Nevertheless,
whereas in the LBCLgg,» cell line the modal (CTG)g allele
remains the same along the passages, in the LBCL 405 cell
line the modal (CTG);,4 allele at Py, showed a gradual shift to
slightly longer CTG tracks along the passages, being the new
modal alleles 126 and 129 CTG tracks long after 6 and 12 PD,
respectively (see Fig. 2). This shift was detected in all 40 SP-
PCRs performed at each point of study, and it is clear evidence
of a stepwise mutation mechanism with an expansion bias. In
addition, new alleles with large size changes were also
detected as discrete bands outside the wide major band (see
Fig. 1). Based on the number of SP-PCRs, the relative
frequency of such mutations with respect to the modal allele
was determined, and their frequency distributions are repre-
sented in Figure 2. Large contractions and expansions were
observed in both alleles and at all PD. Considering that 4000
expanded alleles per cell line were analysed at each point of
study by using 200 a.g.e. of input DNA in each of the 40 SP-
PCR performed, we have estimated the spontaneous frequency
of large size changes at 0, 6 and 12 PD. As no differences were
observed between PD, data were pooled and the overall
spontaneous frequency of large mutations was 4.6 X 1073 and
2.2 X 1073 for the (CTG)go allele and for the (CTG);,4 allele,
respectively.

MMC enhances the expansion bias of the (CTG);,4 allele

When the LBCLgg,» and the LBCL 54,5 cultures were
concurrently expanded in the presence of MMC, the same
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Figure 2. Distribution of the pathogenic DM1 alleles in the LBCLgo/1» and LBCL 5405 cultures grown in the presence or absence of MMC up to 12 PD.
Modal alleles and mutant alleles resulting from large contractions and expansions along the passages are shown. The frequency of mutant alleles is calculated
considering the number of SP-PCRs that showed new bands with respect to modal allele bands. Modal alleles are indicated with an arrow. Number shows the

modal CTG repeat size.

type of small changes observed in the long CTG repeats in the
absence of MMC were found, i.e. along the passages a width
SP-PCR band indicates the heterogeneity of the allele size
around the modal allele. The heterogeneity for the (CTG)go
and (CTG),,4 alleles was in the same range of the control
experiment. As shown in Figures 2 and 3, the major effect of
the MMC was an increase in the shift towards expansion of the
(CTG),4 modal allele along the passages, compared to the
control culture. Thus, the modal allele at Py shifts from 124 to
129 and 148 CTG repeats after 6 and 12 PD, respectively.
These results clearly suggest that MMC accelerated the
expansion bias of the pathogenic allele in successive cell
generations. In contrast, a statistically significant decrease in
the number of large changes in the allele size was observed in
the presence of MMC, with respect to control cultures. Thus,
of 4000 alleles analysed after 12 PD, 22 and three alleles were
large size variants of the (CTG)go allele in control and

MMC-treated cultures, respectively (P < 0.001). In the case of
the (CTG);,4 allele, we found 10 and four of this type of
variant allele in the absence or presence of MMC, respectively
(P < 0.01). A feasible explanation for this fact is that a
selection against those highly MMC-damaged cells is taking
place along the passages, with a consequent elimination of the
infrequent types of cells in the population.

Effect of MMC on the stability of normal length DM1
alleles

At the same time that the pathogenic alleles were analysed, the
distribution of normal alleles in the DM1 LBCLgo,» and
the LBCL 54,08 cell lines was explored, together with the
LBCL, 3,5 obtained from a healthy individual of the same age.
Performing 40 SP-PCRs with an input of DNA of 200 a.g.e.,
we were able to detect rare alleles emerging along the
passages, including those small variations in repeat number.



LBCL 2428
{CTG)

164
147
131
114

-MMC + MMC
L0 6 w12y 0 46 y 12

47
31

LBCLggn2

(CTG), -MMC + MMC

L0 6 12 (0 5 6 4 12

81—
64—

LBCLj3113 -MMC +MMC
CTGW | 0 4 6 121 L0 6 12
14—

Figure 3. Evolution of the (CTG)o4 and (CTG),g allele sizes in the three
lymphoblastoid cell lines along the culture passages in the presence or
absence of MMC. The number of cell population doublings, 0, 6 and 12, is
indicated. Each line represents an SP-PCR.

This was due to the fact that our sequencing gel conditions led
to a higher resolution on the short CTG tracks range. The
distribution of the normal alleles in the three cell lines
expanded in the presence or absence of MMC is shown in
Figure 4, including the relative frequencies of the rare alleles
with respect to the modal normal alleles of 12, 13 and 28 CTG
repeats. While both contractions and expansions of the
(CTG),, and (CTG),5 alleles were detected, for the (CTG),g
allele only contractions were found. The same procedure used
in the analysis of large changes in the pathogenic alleles was
applied to estimate the frequency of rare alleles emerging from
the normal DM1 alleles in the three cultures. Thus, at each
experimental point, a total of 4000 normal alleles were
analysed in the LBCLgy,1» and LBCL 54,5 cell lines and 8000
normal alleles in the LBCL,3,3 cell line. Because no
differences between PD were observed, the estimated overall
frequencies of spontaneous mutation (untreated cultures) of
the normal alleles were 1.1 X 1073 and 8.3 X 10 in the
LBCLgo/;» and LBCLj,4g cultures, respectively. These
frequencies are significantly different and greater than the
frequency of 2.9 X 10%, found in the LBCL,3,3 culture
(P <0.01 and P < 0.05, respectively).

Regarding the effect of MMC in the short alleles, we have to
point out that the majority of alterations found were expan-
sions into the normal range size. As shown in Figure 4a and b,
a clear difference was observed in the length distributions of
new alleles found in the MMC-treated LBCL,3/3 and

Nucleic Acids Research, 2003, Vol. 31, No.23 6737

LBCLgo,1> cell lines; i.e. in these cultures, after 6 and 12
PDs, new long alleles to the normal size range were apparent.
Most of these new alleles have a number of repeats that
exceeds twice the number of repeats of the most represented
allele (range 27-29 repeats). In addition, the frequency of new
long alleles found in concurrent LBCL,3,5 cultures in the
absence or presence of MMC, after 6 and 12 PD, is
significantly higher (6.3 X 1075 versus 7.5 X 107, respect-
ively; P < 0.01). In the LBCLgy,;, culture, a significant effect
of MMC was also observed when we considered the frequency
of expansion mutations in the normal size range (1.3 X 10~ in
control versus 1.0 X 103 in MMC-treated cells; P < 0.05). In
contrast, only contractions were observed in the (CTG),g
allele of the LBCL 54/ cell line in all PD irrespective of
MMC-treatment (see Fig. 4c).

DISCUSSION

Somatic CTG repeat instability associated with DM1 has a
strong bias towards expansion that depends on the size of the
repeat and the age of the affected individuals (6). In addition,
previous studies on the repeat size dynamics hypothesized that
environmental factors might affect the expansion process (8).
In this study we have evaluated the effect of MMC on the
instability of the CTG repeat of DM1 alleles of both normal
and pathogenic length. The analysis of the CTG size dynamics
was carried out in LBCLs from two DMI1 patients and one
normal individual. This analysis was performed along suc-
cessive cell generations in a time-course study, using radio-
active SP-PCR and sequencing gel analysis to resolve small
variations in the CTG repeat size.

The instability of the expanded CTG alleles found in the
untreated DM1 LBCLs cultures agrees with previously
reported data on DM1 LBCLs (11,12). Thus, frequent small
changes in the CTG repeat size (contractions or expansions of
five to six repeats) were observed along the passages, in
accordance with the stepwise mutation model proposed by
Monckton et al. (7) and Khajavi et al. (12) to explain the
in vivo and in vitro size heterogeneity of this repeat,
respectively. Moreover, and as shown in Figure 3, the
sensitive method of analysis used allowed us to detect a
gradual increase of the (CTG);,4 allele size in successive cell
generations, revealing the expansion bias of the stepwise
mutation of this allele in short-term cultures. Such an effect
was not observed in the (CTG)gg allele. A possible explanation
for the difference found between the two pathogenic alleles
could be the extension time of the cultures, so that longer
cultures would be necessary to detect a presumed expansion
bias of the (CTG)go allele. Alternatively, a threshold in the
number of CTG repeats might exist to display a bias towards
expansion of the stepwise mutations occurring over time.
Based on our results, this threshold would lie between 69—-124
repeats, which includes the protomutation range (50-80
repeats), considered relatively stable in vivo somatic cells
(19,20). In a similar study carried out in LBCLs (12) the
authors reported expansion bias of alleles longer than 180
CTG repeats, which are not comparable to the 69 repeats allele
of the present investigation. Martorell ef al. (8) did not detect
changes in the size of DM1 alleles of <200 repeats over time
in vivo, although the resolution of their analysis procedure
(Southern blot) would have limited the detection of small
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changes on repeat number. In addition, our data show no effect
of MMC in the instability of the (CTG)go allele (see Fig. 2),
supporting our hypothesis of the presence of a size threshold in
the expansion bias of the stepwise mutations.

A less frequent type of change of the (CTG),4 and the
(CTG)gy alleles, which corresponds to size changes exceeding
five to six repeats, the modal allele size was also found along
the passages, displaying discrete bands on the sequencing gels
(see Fig. 1). Unlike previous studies that reported more
contractions than expansions (11,12), our data show that this
type of variant allele included a similar number of contractions
and expansions.

The clear effect of MMC on the (CTG);,4 allele instability
is intriguing. MMC increased the spontaneous expansion bias
of this allele along the passages resulting in a shift of 24 CTG
repeats in 12 PD (from 124 to 148 repeats). One may speculate
that either the (CTG);45 allele already existed at the starting
point or that this mutation arose by chance in the culture.
However, independently of MMC, and regardless of the
possibility that mitotic drive could increase a possible
likelihood of the cells with the (CTG),45 allele to take over
the rest of the cell population through the passages, the
probability of this happening by chance would be very low,
considering the short term cultures established. In addition, it
should be considered that these rare cells would suffer a cell
drift in successive cell generations and eventually disappear
from the cell population, although a counter cell drift by
mitotic drive is also expected. Therefore, this indicates that
MMC plays a direct role in the observed repeat expansion.
MMC produces DNA interstrand cross-links that are repaired
by an error prone pathway at replication, consisting in the
combination of nucleic excision repair and a lesion bypass
process (21). The bypass process is responsible for the MMC
S-phase dependent mutagenesis. Thus, new variant alleles
could be induced by a replication-dependent stepwise
mechanism in the presence of MMC. The MMC dose
(5 ng/ml) used in our experiments had no effect on cell
viability although it induced a 15% delay in the cell cycle and
a consequent increase in the cell doubling time. As
hypothesized before (11) this could be an important factor in
DMI1 repeat mutation. Accordingly, young patients with
congenital DM1 do not manifest repeat heterogeneity regard-
less of the rapid cell divisions that take place in embryogenesis
(22). Taking into account the above observations, we propose
that MMC induces new variant alleles in culture cells and that
the genetically heterogeneous cell population would be the
substrate for the selection of those cells bearing larger alleles,
ultimately displacing the original cell population in few
passages. This model is supported by recent published data
suggesting an association between high proliferating rate and
large CTG repeats (12).

The spontaneous rates of instability of the non-pathogenic
DM1 alleles in the LBCL69/12, LBCL124/28 and LBCL13/13 cell
lines were in the same order of magnitude that the overall rate
of instability of microsatellite sequences reported in humans
(23). However, the spontaneous mutation frequency of these
normal alleles in the cell lines derived from DM1 patients was
statistically higher that the mutation frequency of the allele in
the cell line derived from a healthy individual. Although we do
not have any feasible explanation for this finding, growth rate
differences should be considered in interpreting our results.
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The population doubling time of the DM1 cell lines LBCL¢g,;,
and LBCL 54,5 was 3 and 3.5 days, respectively, compared to
2 days for the LBCL 3,13 cell line. Therefore the relative lower
growth rate of the DMI1 cell lines would have allowed
additional time for spontaneous replication-independent muta-
tions to occur. In addition, new alleles were observed in the
presence of MMC, mainly with expansion of the CTG
repeat, some of them reaching 29 repeats. The trinucleotide
repeat instability induced by MMC is mainly independent of
mismatch repair, as we have recently reported (24). Therefore
these variant alleles could be generated by either recombina-
tion-dependent or -independent repair pathways involved in
DNA interstrand cross-link repair (21,25). The MMC induced
alleles lie within the long modal distribution of the normal size
range and, therefore, could have significant importance in
generating new premutational alleles to maintain the high
incidence of DM1 in the population (15,26).

In conclusion, we have found that MMC modulates the
dynamics of DMl-associated CTG repeats in mitotically
dividing human cells, enhancing the expansion bias of long-
pathogenic alleles and promoting the instability of normal
length alleles. To our knowledge, this is the first description of
an environmental factor affecting DM1-associated trinucleo-
tide repeat instability. Although our in vitro results in somatic
cells cannot be directly extrapolated to the in vivo situation,
our findings suggest a novel mechanism of trinucleotide repeat
instability with important clinical implications. Thus, muta-
genic stress induced by environmental agents could accelerate
the anticipation process and also increase the severity of the
disease in symptomatic individuals due to an increased
instability of the trinucleotide repeats in their somatic cells.
It will be interesting to prove in mouse models whether
mutagenic stress is involved in the anticipation process, by
promoting the in vivo germ line expansion of trinucleotide
repeats, and in the in vivo heterogeneity and mosaicism in the
number of repeats.

SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supplementary Material is available at NAR Online.
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El incremento en el niumero de copias de repeticiones en ciertas secuencias
microsatélites es la base molecular de una creciente lista de enfermedades
genéticas humanas y, en concreto, la ERT es comuUn en la mayoria de estos
desoérdenes, siendo objeto de particular interés para la comunidad cientifica, en los
ultimos afios.

Las secuencias de TNR asociadas a desdrdenes genéticos presentan un
grado elevado de polimorfismo en la poblacion normal, que siempre tiene un
nuamero de repeticiones bajo que se mantiene de generacion en generacion. A partir
de un determinado numero de repeticiones la secuencia se vuelve inestable, tanto a
nivel somatico como germinal, dando lugar a un mosaicismo somatico y una
variacion intergeneracional, tipico de estas enfermedades. Todos estos desérdenes
genéticos, ademas, presentan el fendmeno de la anticipacién, relacionado con la
longitud de las expansiones, que consiste en un incremento de la severidad de los
sintomas y una disminucién de la edad de aparicion de la enfermedad con el paso
de las generaciones. Los estudios sobre la inestabilidad de los alelos no expandidos
son muy escasos, ya que la mayoria de estudios se centran en los alelos
patogénicos expandidos que presentan gran inestabilidad. No obstante, es
importante estudiar la inestabilidad de las secuencias con un nimero normal de
repeticiones, pues el caracter dominante de la enfermedad y el fendbmeno de la
anticipacién implican que la transmisidn genética de los alelos patogénicos se
interrumpa, de modo que a partir de los alelos normales se tienen que generar
nuevos alelos expandidos.

Se han propuesto varios factores que actuando en cis o en trans pueden
jugar un papel modulador en la inestabilidad de las ERT asociadas a enfermedades
humanas, como la DM1 y el FXS (Richards, 2001). Estos factores incluyen la pureza
y tamafio de la secuencia repetida (Eichler et al., 1994; Martorell et al., 1998), la
edad de los individuos (Monckton et al., 1995; Martorell et al., 1998), la deriva
mitética (Khajavi et al., 2001), la posicién relativa de la repeticion respecto al
origen de replicacion (Cleary et al., 2002) y mutaciones en genes involucrados en la
reparacion del DNA, en la replicacion y en la recombinacion (Manley et al., 1999).

Uno de los procesos involucrados en el proceso de ERT podria ser el sistema
MMR. Para estudiar el papel de la deficiencia en este sistema de reparaciéon sobre la
inestabilidad de las ERT, se han usado modelos de microorganismos y de ratén, con
la limitacion de que en estos modelos implica que los alelos estudiados se

encuentran fuera de su contexto gendmico natural. Ademas, los resultados
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obtenidos en estos estudios son contradictorios, pues mientras que en E.coli y en
levaduras la deficiencia en MMR lleva a la inestabilidad de las TNR (Jaworsky et al.,
1995; Schweitzer et al., 1997), en ratdon se requieren las proteinas MSH2 (Manley
et al., 1999) y MSH3 (van der Broek et al., 2002) para la inestabilidad de estas
repeticiones.

Dadas las contradicciones existentes sobre el efecto del sistema MMR sobre
la ERT, decidimos estudiar la induccidon de inestabilidad de TNR dependiente de
MMR en alelos cortos y dentro de un contexto genédmico natural. Con este objetivo,
estudiamos el efecto de la MMC, un mutdgeno quimico inductor de enlaces
cruzados, sobre la inestabilidad de las secuencias (CTG), y (CGG), enddgenas,
asociadas a la DM1 y al FXS, respectivamente, en distintas lineas celulares que
contienen un numero normal de repeticiones en un fondo genético deficiente en el
sistema MMR (Articulo 1).

El analisis se llevé a cabo en cultivos celulares monoclonales expandidos
bajo la presencia o ausencia de tratamiento mutagénico. Para la deteccion de la
inestabilidad hemos usado una aproximaciéon muy sensible que consiste en analizar
la longitud de los alelos en geles de secuenciacion, lo cual nos permite detectar
pequefios cambios en el nidmero de repeticiones (incluso de una sola repeticiéon). En
nuestro estudio hemos observado que los alelos no-expandidos no son tan estables
como se creia y pueden ser inestabilizados en su contexto genémico natural por
estrés mutagénico mediante dos mecanismos: un mecanismo en trans basicamente
independiente del sistema MMR, y otro mecanismo menor dependiente de hMLH1.

Respecto a la inestabilidad espontanea, vemos que el comportamiento de los
trinucledtidos asociados a la DM1 y al FXS es distinto que el del mononucledtido
BAT-25, el cual se muestra inestable en las dos lineas celulares deficientes en el
sistema MMR, HCT116 y LoVo (ver tabla 2 y figura 2, Articulo 1). Esto esta de
acuerdo con la bibliografia, ya que estas dos lineas celulares son derivadas de
tumores y presentan una elevada tasa de inestabilidad de microsatélites (Boyer et
al., 1995). Actualmente se conoce que en algunos casos de cancer hereditario,
como el cancer de colon hereditario no-poliposo (HNPCC), un defecto en enzimas
del sistema MMR produce una elevada inestabilidad de microsatélites (Boyer et al.,
1995; Dietmaier et al., 1997) y las lineas celulares derivadas de tumores
deficientes en MMR presentan también este fenotipo mutador.

La mayor inestabilidad del mononucleétido BAT-25 observada en la linea
LoVo respecto a la linea HCT116 estd de acuerdo con estudios realizados en
levadura donde las mutaciones en el gen hMSH6 producen una mayor inestabilidad
de mononucleétidos, por lo tanto, las lineas celulares derivadas de tumores

deficientes en hMSH6 presentaban también mayor inestabilidad de
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mononucledtidos (Verma et al., 1999). Dado que la linea LoVo tiene defectos tanto
en el gen hMSH2 como en el hMSHG6, nuestros resultados muestran que la
frecuencia de alteraciones en el mononucleétido BAT-25 en la linea celular LoVo es
mayor que en la linea celular HCT116 que tiene mutado el gen hMLH1. Ademas, la
elevada inestabilidad detectada en el mononucledtido BAT-25 en las lineas
deficientes en MMR (LoVo y HCT116) en comparacién con las lineas celulares
normales para MMR (SW480 y HCT116+Chr.3), confirma que nuestro disefio
experimental es adecuado y nos permitira detectar y cuantificar la inestabilidad de
de TNR dependiente de MMR.

Los trinucledtidos CTG y CGG analizados muestran niveles de inestabilidad
muy bajos respecto al mononucleétido BAT-25. No obstante, se observa una
tendencia no significativa hacia una mayor inestabilidad de estos trinucledtidos en
las lineas deficientes en el sistema MMR (en especial el trinucleétido CGG en la linea
LoVo) (ver tabla 2 y figura 2, Articulo 1). Se sabe que ciertos microsatélites son
especialmente susceptibles a la inestabilidad. Asi, en las células con MSI las
repeticiones de mononucleétidos suelen ser las mas inestables, seguidas de las
repeticiones de dinucledtidos, siendo las repeticiones de tri-, tetra- vy
pentanucleétidos las que muestran la frecuencia de inestabilidad mas baja
(Dietmaier et al., 1997). Esto explicaria la baja inestabilidad observada en los dos
trinucledtidos analizados.

La baja inestabilidad espontanea de los dos trinucleétidos analizados
tampoco es rara si tenemos en cuenta que la inestabilidad de estos dos
microsatélites depende del nimero de repeticiones de la secuencia (Martorell et al.,
1998; Manley et al., 1999). Segun estos estudios, las secuencias con un ndmero
pequefio de repeticiones se mantienen estables. En nuestras lineas celulares, los
dos trinucledtidos presentan un namero de repeticiones dentro del intervalo normal
(ver secuencias en Tabla 1, Articulo 1), lo que implica una tasa de mutacion baja.

Kramer y colaboradores (1996) estudiaron la inestabilidad de las TNR CTG y
CGG asociados a la DM1 y al FXS, respectivamente, en diversos tipos celulares,
entre los que se incluian las lineas celulares HCT116 y LoVo. En este estudio,
mutaciones en los genes hMLH1 o hMSH2/6 no mostraron efecto en la inestabilidad
en estas secuencias, a los niveles observados en individuos con DM1 o FXS. Hay
que destacar que el método usado en este estudio (Southern blot) no permite la
deteccion de alelos mutantes raros resultantes de la expansiéon o contraccion de
pocas repeticiones y, por lo tanto, de este estudio no se puede descartar la
posibilidad de que el sistema MMR pudiera estar implicado en la inestabilidad de los

trinucledtidos CTG y CGG en el rango de longitud no patoldgica.
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En nuestro estudio el hecho de detectar frecuencias mayores de clones
inestables para TNR en la linea HCT116 comparada con la corregida HCT116+Chr.3
(ver tabla 2 y figura 2, Articulo 1), nos permite atribuir parte de esta inestabilidad
espontanea a la deficiencia de hMLH1l. A diferencia del estudio de Kramer y
colaboradores (1996) nuestro analisis se llevé a cabo por un método altamente
resolutivo que nos permite detectar frecuencias de mutacién tan bajas como de 1
alelo mutante en 4000-20000 alelos pre-existentes. La resolucién de la técnica se
determindé a partir de estudios previos que nos permitieron establecer una
sensibilidad de 1:100-1:500.

Como se ha indicado anteriormente, los resultados obtenidos después del
tratamiento con MMC indican que existen dos mecanismos de induccién de
inestabilidad de TNR: un mecanismo en trans independiente del sistema MMR y otro
mecanismo secundario dependiente de la deficiencia en hMLH1.

Nuestros resultados, tras el tratamiento con MMC, muestran un incremento
drastico (mas de 18 veces) de la frecuencia de clones inestables para las TNR
analizadas en la linea celular SW480 y, en menor medida, en la linea HCT116 (ver
tabla 2 y figura 3, Articulo 1). En un principio, el hecho de que, al tratar con MMC,
Unicamente la linea celular SW480 presente esta inestabilidad tan elevada en los
dos trinucledtidos analizados, podria indicar una inestabilidad dependiente de un
sistema MMR funcional, lo que estaria de acuerdo con los estudios realizados en
raton que muestran que la inestabilidad de estas secuencias requiere las proteinas
MSH2 (Manley et al., 1999; Kovtun y McMurray, 2001) y MSH3 (van der Broek et
al., 2002) funcionales. Seguidamente analizamos la induccion de inestabilidad en
los tres microsatélites estudiados en la linea HCT116 corregida para su deficiencia
en MMR mediante la transferencia del cromosoma 3 (HCT116+Chr.3), donde no se
observé ningun incremento de la inestabilidad (ver tabla 2 y figura 3, Articulo 1).
Ademas, en la linea celular HCT116+Chr.3 los niveles de inestabilidad espontanea e
inducida fueron menores que en la linea celular deficiente. Estos resultados nos
llevan a concluir que la inducciéon de inestabilidad en los dos trinucleétidos
analizados por la MMC observada en la linea celular SW480 no depende de un
sistema MMR funcional, y que el responsable es un mecanismo independiente de
este sistema de reparacion.

Para profundizar mas en el mecanismo responsable de la inestabilidad de
trinucledtidos inducida por la MMC en la linea celular SW480, analizamos el perfil de
inestabilidad de los tres loci microsatélites estudiados en las 4 lineas celulares
utilizadas en el estudio. Sorprendentemente, encontramos una coincidencia en el
perfil de inestabilidad de los dos trinucleétidos en la linea celular SW480, pero no

con el mononucleétido BAT-25 (ver figura 4, Articulo 1). En esta linea celular, los
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clones que presentaban inestabilidad inducida por la MMC en el locus DMPK
también la presentaban en el locus FMR1. Esta coincidencia en el perfil de
inestabilidad TNR en esta linea celular sugiere un mecanismo en trans de
inestabilidad mas que una acciéon directa de la MMC en la secuencia repetida.
Ademas, la coincidencia en el perfil no estaria relacionada con el numero de
repeticiones, la secuencia repetida o la pureza de la misma, pues todas las lineas
celulares analizadas tienen una secuencia pura de 10 a 12 repeticiones CTG en el
locus de la DM1 y de 29 a 31 repeticiones CGG con dos interrupciones en el locus
del FXS (ver tabla 1, Articulo 1).

Entender cual o cuales son los mecanismos en trans que puedan explicar
nuestras observaciones es una cuestion importante para futuras investigaciones.
Estos mecanismos en trans podrian ser activados/abolidos por el estrés mutagénico
mediado por la MMC. Este mutageno es dependiente de fase-S e induce enlaces
cruzados en el DNA que bloquean la replicaciéon. La relacidon entre replicacion y ERT
esta bien documentada, especialmente en levaduras, donde mutaciones en los
genes involucrados en la replicacion incrementan la inestabilidad de las TNR
(Ireland et al., 2000; Mirkin y Smirnova, 2002). Yang y colaboradores (2003), en
un estudio realizado en fibroblastos derivados de fetos DM1 utilizando inhibidores
de la replicacion, concluyeron que la perturbacion de la dinamica de la horquilla de
replicacion podia tener algin papel en las expansiones CTG asociadas a la DM1.

Segun la literatura un posible candidato para la inestabilidad de TNR es FEN-
1, una proteina involucrada en la reparaciéon por escision de bases y en el
procesamiento de los fragmentos de Okazaki durante la replicaciéon de la cadena
retardada (Gordenin et al., 1997). Se ha visto que FEN-1 esta implicada en la
fidelidad de la replicacion de las TNR y en la estabilidad cromosémica y gendmica.
Levaduras deficientes en Rad27 (homodlogo de FEN-1) muestran incremento de la
inestabilidad de las secuencias repetidas, sobretodo trinucleétidos (Freudenreich et
al., 1998; Schweitzer y Livingston, 1999). Tanto las células SW480 como las
deficientes en Rad27 se caracterizan por inestabilidad gendmica y cromosdmica
(Greene et al., 1999; Melcher et al., 2000), de modo que podria ser que la linea
celular SW480 presentara una deficiencia en esta proteina, lo que explicaria la
inestabilidad de trinucledtidos observada. Hay que tener presente no obstante, que
si esta linea celular fuera deficiente para FEN-1, lo I6gico seria observar también
niveles elevados de inestabilidad espontanea, no solo bajo la induccién de la MMC.
Nuestro andlisis por western-blot con anticuerpos contra la FEN-1 en extractos
celulares de las SW480 indica unos niveles de expresion normales y un tamario
molecular normal, indicando que FEN-1 no es responsable de la inestabilidad de

trinucledtidos inducida por MMC observada en la linea celular SW480.
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Sabemos que la linea celular SW480 es deficiente para la proteina p53
(Nigro et al., 1989) y sobreexpresa una forma mutante de esta proteina. La
expresion de p53 incrementa en respuesta al dafio inducido por la MMC, y este
incremento lleva a una disminucion de la expresiéon de BRCAL (Aritzi et al., 2000;
MacLachland et al., 2000). La proteina BRCAL esta involucrada en la reparacion de
DSBs mediante recombinacién homoéloga, de modo que este efecto podria ser
determinante para mantener la estabilidad de las TNR, asi como del resto del
genoma. Asi, la proteina p53 es un buen candidato para explicar la inestabilidad de
trinucledtidos inducida por MMC observada en la linea celular SW480.

Ademas de la induccidon de inestabilidad de las TNR asociadas a la DM1 vy al
FXS en la linea celular Sw480, también observamos un incremento de la
inestabilidad de las repeticiones CTG y CGG (no coincidente) después del
tratamiento con MMC en la linea HCT116 pero no en la corregida HCT116+Chr.3
(ver figura 3, Articulo 1), que sugiere un efecto en cis de la MMC en la
inestabilidad de estas TNR en un fondo genético deficiente en hMLH1. Nuestros
resultados también indican que la proteina hMLH1 juega un papel en la respuesta
celular a la MMC. Esto esta de acuerdo con estudios anteriores que sugieren que la
deficiencia en el sistema MMR juega un papel menor en la inestabilidad de TNR
asociadas a enfermedades en células humanas (Goellner et al., 1997) o de levadura
(Miret et al., 1997).

Por lo tanto, nuestros resultados indican que la inestabilidad de TNR
asociadas a enfermedades humanas es inducible. El hecho de que una secuencia
corta de repeticiones pueda inestabilizarse por la accion de un mutageno es
importante, ya que estas secuencias se creian estables, aunque este efecto
probablemente no esta relacionado con la generacion de alelos pre-patogénicos a
partir de alelos de tamafio normal, pues todos los clones alterados por la induccion
de la MMC presentan contracciones (ver figura 3, Articulo 1). Ademas, el proceso
que regula la inestabilidad de repeticiones en células mitdticas somaticas puede ser
diferente del que ocurre en la linea germinal in vivo.

Pero si la MMC es capaz de inestabilizar secuencias cortas de repeticiones
tedricamente estables, se puede pensar que también tendra efecto en las
secuencias repetidas largas (pre)patogénicas, que son en si mismas bastante
inestables, afectando al proceso de expansién. Ademas, la inestabilidad de las TNR
asociadas con desdrdenes hereditarios presenta un fuerte sesgo hacia las
expansiones que depende del niumero de repeticiones de la secuencia y de la edad
de los individuos afectados (Wong et al., 1995).

Asi, quisimos evaluar el efecto de la MMC en la inestabilidad de las

repeticiones CTG de los alelos DM1 de tamafio normal y patogénico (Articulo 2). El
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analisis de la dinamica del tamafio de las repeticiones CTG se realizd en lineas
celulares linfoblastoides (LBCLs) derivadas de dos pacientes DM1 y de un individuo
normal. Este analisis se llevo a cabo a lo largo de sucesivas generaciones celulares
(0-12 PD), usando SP-PCR radioactiva y analisis mediante geles de secuenciacion
para resolver pequefias variaciones en el tamafo de las repeticiones CTG.

El analisis por SP-PCR nos permitié detectar dos tipos de mutacion
espontanea en las repeticiones CTG de los alelos patogénicos grandes ((CTG)go Y
(CTG)124): (1) pequefnos cambios en el niumero de repeticiones CTG y (2) grandes
cambios en el nimero de repeticiones. Los cambios pequefios de tamafio se
manifestaron como una banda ancha que contenia al alelo modal. El tamafio del
alelo modal y los limites superior e inferior de estas bandas se determinaron como
una indicacion de la heterogeneidad del tamarfio del alelo, siendo de 6915
repeticiones para el alelo (CTG)ey Yy de 12416 repeticiones para el alelo (CTG);»4 al
inicio del cultivo (punto Py). Este tipo de mutaciéon fue constante a lo largo de los
pasajes y se detecté en todas las reacciones de SP-PCR realizadas. Esta
inestabilidad de los alelos CTG expandidos observada en nuestros cultivos no
tratados esta de acuerdo con datos publicados previamente en LBCLs DM1
(Ashizawa, et al., 1996; Khajavi et al., 2001). Se ha propuesto un modelo de
mutacion paso a paso (step-wise) (Monckton et al., 1995; Khajavi et al., 2001)
para explicar los cambios pequefios frecuentes en el tamafio de estas repeticiones
in vivo e in vitro, respectivamente. Por lo contrario, es improbable que el
tartamudeo de la PCR (PCR stutter) pueda explicar estos pequefios cambios en el
numero de repeticiones, pues como se ha publicado recientemente (Zhang et al.,
2002), este artefacto experimental solo explicaria los cambios en el tamafio de no
mas de tres repeticiones.

Sin embargo, mientras que en la linea celular LBCLgg/1> €l alelo modal
(CTG)es permanecio estable a lo largo de los pasajes, en la linea celular LBCL124/2s,
el alelo modal (CTG);,4 mostré6 un cambio gradual a secuencias ligeramente mas
largas a lo largo de los pasajes, siendo los nuevos alelos modales de 126 y 129
repeticiones CTG después de 6 y 12 duplicaciones de la poblacién celular (PD),
respectivamente (ver figura 2, Articulo 2). Este cambio se observé en las 40
reacciones de SP-PCR realizadas en cada punto del estudio, y es una clara
evidencia de un mecanismo de mutacién step-wise con un sesgo hacia las
expansiones.

Como se muestra en la figura 3 (Articulo 2), la sensibilidad de nuestro
método de analisis nos permitié detectar este incremento gradual del tamarfio del
alelo (CTG)124 en las sucesivas generaciones celulares, demostrandose el sesgo

hacia las expansiones de la mutacién step-wise de este alelo en nuestros cultivos a
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corto plazo. Este incremento en el tamario del alelo, sin embargo, no se observo en
el alelo (CTG)es. El tiempo de extension de los cultivos podria ser un factor
importante para explicar las diferencias halladas entre los dos alelos patogénicos,
pues tal vez serian necesarios cultivos mas largos para poder detectar una
tendencia hacia las expansiones de las mutaciones del alelo (CTG)g. Otra
explicacion podria ser la diferencia de tamarfio entre los dos alelos, es decir, que
exista un umbral a partir del cual se manifieste el sesgo hacia las expansiones de
las mutaciones step-wise que se den en el cultivo. Basandonos en nuestros
resultados, este umbral podria estar entre 69-124 repeticiones, que incluye el
intervalo de premutaciéon (50-80 repeticiones), considerado relativamente estable
en células somaticas in vivo (Barcel6 et al., 1993; Martorell et al., 2001). En un
estudio similar realizado en LBCLs (Khajavi et al., 2001), los autores mostraron una
desviacidon hacia expansiones de alelos mayores de 180 repeticiones CTG, que no
son comparables al alelo de 69 repeticiones de nuestro estudio. Martorell y
colaboradores (Martorell et al., 1998) no detectaron cambios en el tamafo de alelos
de menos de 200 repeticiones a lo largo del tiempo in vivo, aunque la resolucion de
su método de andlisis (Southern blot) podria haber limitado la deteccion de
pequefios cambios en el niumero de repeticiones. Ademas, nuestros datos muestran
que no hay un efecto de la MMC en la inestabilidad del alelo (CTG)e9 (Vver figura 2,
Articulo 2), lo que apoya nuestra hipotesis de la presencia de un umbral de
tamanfo en la desviacion hacia expansiones de las mutaciones step-wise.

A parte de estos pequefios cambios en el nUmero de repeticiones, a lo largo
de los pasajes se detectd también otro tipo de cambio, menos frecuente, de los
alelos (CTG)124 Y (CTG)eo. Estos cambios eran de mas de 5-6 repeticiones respecto
al tamarfio del alelo modal, y en los geles de secuenciacidn se observaron como
bandas discretas fuera de la banda ancha del alelo modal (ver figuras 1 y 2,
Articulo 2). Nuestros datos muestran que este tipo de variantes alélicas incluyen
un namero similar de expansiones y contracciones.

A pesar de que se observa un claro efecto de la MMC sobre la inestabilidad
del alelo (CTG)1,4, NO esta claro como se da ese efecto. A lo largo de los pasajes, la
MMC incrementd el sesgo hacia expansiones de este alelo, con un cambio de 24
repeticiones CTG en 12 PD (de 124 a 148 repeticiones), a diferencia del cambio
gradual observado en los cultivos sin tratar, que fue de 124 a 126 y 129
repeticiones después de 6 y 12 PD, respectivamente (ver figura 2, Articulo 2). En
los cultivos con MMC, se podria especular tanto que el alelo (CTG)148 Ya existia al
inicio del cultivo, o que la mutacién de 148 repeticiones se produjo por azar en el
cultivo. Partiendo de cualquiera de las dos posibilidades, considerando nuestros

cultivos a corto plazo, la probabilidad de que por azar las células con el alelo de 148
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repeticiones reemplacen al resto de la poblacién celular por la ventaja mitética de
las células que contienen este alelo (mitotic drive) seria muy baja. Ademas, se
podria considerar que estas células raras podrian sufrir una deriva celular en las
sucesivas generaciones celulares y, eventualmente, desaparecer de la poblacion
celular, a pesar de que se espera un aumento en el nimero de estas células si
tienen mitotic drive. Por lo tanto, nuestros resultados indican que la MMC juega un
papel directo en la expansién de repeticiones observada. La reparacion de las DSBs
producidas por el bloqueo de la replicacién causado por la MMC, podria darse via
recombinaciéon desigual entre los dos alelos, generdndose asi las nuevas variantes
alélicas. La MMC produce enlaces cruzados intercatenarios (entre las dos cadenas
de DNA) que pueden ser reparados por una via de replicaciéon tendiente a error, en
la que intervienen la NER y un mecanismo de bypass de la lesiéon (Zheng et al.,
2003). El proceso de bypass de la lesién es responsable de la mutagénesis de la
MMC dependiente de fase-S. Asi, las nuevas variantes alélicas podrian ser inducidas
mediante un mecanismo step-wise dependiente de replicacion en la presencia de
MMC. En el estudio realizado por Yang y colaboradores (2003) en fibroblastos
derivados de fetos DM1, observaron un incremento de la inestabilidad de las
repeticiones CTG al perturbar la dinamica de la horquilla de replicaciéon con
inhibidores de la replicacion. Nuestros resultados parecen estar de acuerdo con los
obtenidos independientemente por estos autores, pues la MMC es un mutageno S-
dependiente, que provoca el bloqueo de la horquilla de replicacion. Estudios
realizados en nuestro laboratorio con la bleomicina, un mutageno S-independiente,
no muestran induccidon de las TNR asociadas a DM1 y al FXS en las mismas lineas
celulares usadas en esta tesis, lo que refuerza la hipotesis de un mecanismo de
inestabilidad dependiente de replicacion.

Por otro lado, se conoce que las células tratadas con MMC reducen su tasa
de crecimiento celular debido a la activacion del punto de control de la division
celular y, en un menor grado, a la activacion del punto de control de la replicacion
(Lambert et al., 2003). La activacion de estos puntos de control extiende el tiempo
para reparar el dafio inducido en el DNA. La dosis de MMC (5 ng/mL) usada en
nuestros experimentos no tiene un efecto en la viabilidad celular, aunque induce un
retraso del 15% en la velocidad del ciclo celular y, como consecuencia, un
incremento en el tiempo de duplicacién de la poblaciéon celular (ver anexo, Articulo
2). Tal como se habia sugerido anteriormente (Ashizawa et al., 1996) la reduccién
de la tasa de crecimiento celular podria ser un factor importante para la generaciéon
de mutaciones en las repeticiones DM1. De acuerdo con esto, los pacientes jévenes

con DM1 congénita no manifiestan heterogeneidad en el tamafio de las
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repeticiones, a pesar de las rapidas divisiones que se dan en la embriogénesis
(Mankodi et al., 2002).

Tomando en consideracion todas estas observaciones, proponemos que la
MMC induce nuevas variantes alélicas en cultivos celulares y que la poblacién
celular genéticamente heterogénea podria ser el sustrato para la seleccién de
aquellas células que llevan alelos mayores, desplazando finalmente a la poblaciéon
celular original en pocos pasajes. Este modelo esta secundado por datos publicados
recientemente sugiriendo una asociacidn entre una tasa elevada de proliferacién
celular y grandes repeticiones CTG (Khajavi et al., 2001).

Las tasas de inestabilidad espontanea de los alelos DM1 no-patogénicos
observadas en las lineas celulares LBCLgg/12, LBCL124/08 Y LBCL13/13 fueron del mismo
orden de magnitud que la tasa general de inestabilidad de secuencias microsatélite
reportadas en humanos (Weber and Wong, 1993). No obstante, la frecuencia de
mutacion espontanea de estos alelos normales en las lineas celulares derivadas de
pacientes DM1 fue estadisticamente mayor que la frecuencia de mutacion del alelo
en la linea celular derivada de un individuo sano. Aunque no tenemos ninguna
explicacion factible para este hallazgo, las diferencias en las tasas de crecimiento
de las lineas celulares podrian explicar nuestros resultados. El tiempo de PD de las
lineas celulares LBCLgg/12 Y LBCLissms fue de 3 y 3,5 dias, respectivamente,
comparados con los 2 dias para la linea LBCLj3/3. Asi, una tasa relativa de
crecimiento menor en las lineas celulares DM1 podria proporcionar mas tiempo para
que se den mutaciones espontaneas independientes de la replicacion. Ademas, se
observaron nuevos alelos en la presencia de MMC, principalmente con expansiones
de las repeticiones CTG, algunas de ellas alcanzando las 29 repeticiones. Como
hemos visto en el estudio anterior (Articulo 1), la inestabilidad de las repeticiones
CTG inducida por la MMC es principalmente independiente del sistema MMR. Por lo
tanto, estas variantes alélicas podrian ser generadas durante la reparacion de los
enlaces cruzados intercatenarios inducidos por la MMC en la que intervienen
procesos dependientes o independientes de recombinacién (Zheng et al., 2003;
Cole et al., 1976). Los nuevos alelos generados por el efecto de la MMC se
encuentran dentro del intervalo de tamafo normal, pero cerca del limite superior,
de modo que el estrés mutagénico podria tener una importancia significativa en la
generacion de nuevos alelos premutacionales para mantener la elevada incidencia
de la DM1 en la poblacién (Straus, 1991; Imbert et al., 1993).

En conclusién, hemos encontrado que la MMC puede inducir inestabilidad de
las TNR asociadas a la DM1 y al FXS por dos vias distintas: principalmente por un
mecanismo en trans independiente de MMR y por un mecanismo menor

dependiente de la deficiencia en hMLH1. También hemos encontrado que la MMC
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modula la dinamica de las repeticiones CTG asociadas a la DM1 en células humanas
en division mitdtica, incrementando la desviacidon hacia expansiones de alelos
patogénicos y promoviendo la inestabilidad de alelos de tamafio normal. Que
nosotros sepamos, esta es la primera descripcion de un factor ambiental afectando
la inestabilidad de las TNR asociadas a la DM1 o al FXS. A pesar de que nuestros
resultados in vitro en células somaticas no pueden extrapolarse directamente a la
situacion in vivo, nuestros hallazgos sugieren un mecanismo nuevo de inestabilidad
de trinucleétidos con potenciales implicaciones clinicas. De esta forma, el estrés
mutagénico inducido por agentes ambientales podria acelerar el proceso de
anticipaciéon y podria incrementar la severidad de la enfermedad en individuos
sintoméaticos debido a una mayor inestabilidad de las TNR en sus células somaticas.
Seria interesante probar en modelos de ratéon si el estrés mutagénico esta
involucrado en el proceso de anticipacidon promoviendo la expansién in vivo de las
TNR en la linea germinal, y en la heterogeneidad y mosaicismo en el nimero de

repeticiones in vivo.
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V. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en esta tesis doctoral se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1. Las lineas celulares deficientes para el sistema MMR presentan una
tendencia no significativa hacia una mayor inestabilidad de las TNR

asociadas a la DM1 y al FXS.

2. La MMC induce inestabilidad de los alelos con un nimero normal de
repeticiones CTG y CGG asociadas a la DM1 y al FXS, respectivamente,

en su contexto genémico natural.

3. La induccién de la inestabilidad de las TNR asociadas a la DM! Y al FXS
por la MMC se produce por dos vias distintas: principalmente por un
mecanismo en trans independiente del sistema MMR y por un mecanismo

menor dependiente de la deficiencia en hMLH1.

4. En LBCLs derivadas de pacientes DM1, las repeticiones CTG asociadas a
la DM1 en alelos patogénicos muestran dos tipos de inestabilidad:

grandes cambios en el niumero de repeticiones y cambios pequefios.

5. En las LBCLs derivadas de pacientes DM1, los cambios pequefios en el
namero de repeticiones muestran un sesgo hacia las expansiones a lo
largo de las sucesivas generaciones celulares, generado por un

mecanismo de mutacion step-wise.

6. La MMC modula la dindmica de la inestabilidad step-wise de las
repeticiones CTG asociadas a la DM1 en células humanas en divisién
mitética, incrementando la desviacién hacia expansiones de los alelos

patogénicos.

7. La MMC promueve la inestabilidad de los alelos con un nimero normal de
repeticiones CTG asociadas a la DM1 en células humanas en divisién
mitética, generando alelos expandidos cerca del limite superior del

intervalo de tamano normal.
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