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I. INTRODUCCIÓN 

 

1 Microsatélites 
 

Las secuencias de DNA repetidas en tándem se encuentran ampliamente 

distribuidas en los organismos eucariotas. Todos los genomas eucarióticos 

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 tándem de un 

motivo corto de DNA. Históricamente, el término microsatélite se aplicaba sólo a las 

repeticiones del dinucleótido CA (Litt y Luty, 1989; Weber y May, 1989), pero, a 

pesar de que la definición de este término sigue siendo arbitraria, su aplicación se 

ha extendido a repeticiones directas en tándem de motivos cortos de DNA de hasta 

6 bp. 

La tasa de mutación del genoma humano es muy variable entre las distintas 

secuencias que lo forman. Las secuencias génicas únicas varían muy lentamente, 

con unas tasas de mutación puntual del orden de 10-9 a 10-10. Las secuencias 

repetidas de DNA, en cambio, son muy inestables con unas tasas de mutación de 

alrededor de 10-2 eventos por locus por replicación en E.coli (Levinson y Gutman, 

1987) y alrededor de 10-4 a 10-5 en levaduras (Henderson y Petes, 1992; Strand et 

al., 1993). Estimas realizadas a partir de análisis de pedigríes en humanos sugieren 

tasas de alrededor de 10-3 eventos por locus por generación (Weber y Wong, 

1993), mientras estudios con ratones dan unas estimas de entre 10-3 y 10-4 (Dallas, 

1992). En Drosophila las tasas de mutación de microsatélites parecen ser 

relativamente bajas, alrededor de 6x10-6 (Schug et al., 1997) (revisado en 

Goldstein y Schlötterer, 1999). 

 

 

1.1 Distribución genómica 
 

Las repeticiones de mononucleótidos más comunes en el genoma humano 

son las secuencias poli(A) (Beckmann y Weber, 1992; Stallings, 1992; Hancock, 

1996). Dentro de los dinucleótidos, Beckmann y Weber (1992) mostraron que los 

más abundantes son las repeticiones CA, con una frecuencia dos veces mayor que 

las repeticiones AT, y tres veces más que las AG. Entre las repeticiones de 

trinucleótidos (TNR, trinucleotide repeats), las más comunes son las repeticiones 
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CAG y AAT (Stallings, 1992). Estas proporciones se mantienen con algunas 

pequeñas diferencias en el resto de mamíferos, sin embargo, en especies más 

divergentes, las proporciones varían. Así, por ejemplo, respecto a los dinucleótidos, 

las levaduras son mas ricas en las repeticiones AT que el genoma humano (Valle, 

1993; Hanckoc, 1995), mientras en plantas además 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 más comunes. Los 

organismos procariotas contienen muy pocas secuencias repetidas en tándem, pero 

las más comunes son las poli(A) (Hanckoc, 1995; Field y Wills, 1996) (revisado en 

Goldstein y Schlötterer, 1999). 

Existen numerosas evidencias que indican que la distribución genómica de 

los microsatélites no es al azar. Así, una parte de los loci microsatélites seleccionan 

las expansiones o contracciones al azar en contra, presumiblemente por su posible 

efecto en la organización de la cromatina, regulación de la actividad génica, 

recombinación, replicación del DNA, ciclo celular, reparación, etc. (revisado en 

Goldstein y Schlötterer, 1999). 

Li y colaboradores (2002) revisaron la literatura que estudiaba la 

distribución 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 hexanucleótidos) se encuentran mayormente en 

regiones no codificantes del genoma, a excepción de los tri- y hexanucleótidos que 

pueden encontrarse tanto en regiones codificantes como en regiones no 

codificantes. Estas diferencias en la distribución de microsatélites entre regiones 

codificantes y no codificantes podrían ser debidas a una selección específica contra 

las mutaciones de cambio de pauta de lectura en las regiones codificantes, 

resultantes de cambios en el tamaño en repeticiones no formadas por trinucleótidos 

o hexanucleótidos (Metzgar et al., 2000). 

 

 

1.2 Funciones 
 

Durante mucho tiempo se ha creído que la evolución de los microsatélites 

sigue el modelo de la teoría neutra, es decir, al azar y sin constricciones de ningún 

tipo, considerándose únicamente como marcadores de DNA evolutivamente 

neutros. En los últimos tiempos han aparecido algunos estudios que han puesto en 

entredicho estos modelos, creando cierta controversia en cuanto a la evolución de 

estas secuencias. Estos estudios han demostrado que en algunos loci microsatélites 
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sí existen constricciones de tamaño, 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 mutación, 

podrían ser una fuente importante de variación genética cuantitativa y de 

adaptación evolutiva, capacitando a la población a reponer la variación genética 

perdida por la deriva o selección. 

Parece entonces que las secuencias microsatélites sí tienen alguna función 

en los organismos superiores. Li y colaboradores (2002) realizaron una revisión de 

todos los estudios publicados sobre el tema, y agruparon las funciones o efectos de 

los microsatélites en tres áreas: organización de la cromatina, regulación de 

procesos metabólicos del DNA y regulación de la actividad génica (ver figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

En cuanto a la participación de los microsatélites en la organización de la 

cromatina y teniendo en cuenta la distribución 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 centrómeros, sugiriendo 

una función en la cohesión de las cromátidas hermanas y/o en la formación y 

función del cinetocoro. 

Los microsatélites también están implicados en la regulación de los procesos 

metabólicos del DNA, tales como la replicación, la recombinación, el control del ciclo 

celular y el sistema de reparación de apareamientos erróneos (MMR, mismatch 
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repair). Está demostrado que los microsatélites pueden interferir en el proceso de 

replicación del DNA (Freudenreich et al., 1997; Samadashwiliy et al., 1997; 

Pelletier et al., 2003). Jeffreys y colaboradores (1998) propusieron que los 

microsatélites y minisatélites podrían ser puntos calientes (hot spots) de 

recombinación. Así, se ha demostrado que el tipo de secuencia repetida y el 

número de repeticiones pueden afectar a la recombinación. 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, TGFbetaIIR, E2F4 

y BRCA2, contienen pequeñas secuencias repetidas. Además, algunos de los genes 

del sistema MMR también contienen secuencias poli(A) en sus regiones codificantes, 

cuya alteración puede afectar a la función de la proteína que codifican. Dado que 

las proteínas del sistema de reparación MMR corrigen errores de la replicación e 

inhiben activamente la recombinación 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 mutación adaptativa a lo largo del tiempo evolutivo. 

El efecto de los microsatélites en la regulación génica es el mejor 

documentado, ya sea a través de su efecto en la transcripción, la traducción o la 

unión a proteínas. Hay numerosas evidencias de que los microsatélites localizados 

en las regiones promotoras y los localizados en intrones podrían afectar a la 

transcripción, actuando como elementos reguladores. También se conoce la 

importancia del número de repeticiones de los microsatélites en la regulación de la 

expresión génica. Algunos microsatélites localizados en regiones promotoras sirven 

como sitios de unión para una variedad de proteínas reguladoras (revisado en Csink 

y Henikoff, 1998), de modo que variaciones en el número de repeticiones de la 

secuencia podría afectar a la unión de estas proteínas. 

 

 

 

2 Inestabilidad de trinucleótidos 
 

El incremento en el número 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 mutación está relacionada con el 

número de repeticiones, así, la mutabilidad de la secuencia después de un cambio 

en el número de repeticiones difiere de la de su predecesor. Por este motivo, a este 

incremento de frecuencia de mutación se denomina mutación dinámica (Richards 
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y Sutherland, 1992), para diferenciarlo de la tasa de mutación constante que 

caracteriza a la mayoría de las secuencias del genoma. 

 La mutación dinámica no es exclusiva de los microsatélites ya que también 

se puede encontrar en minisatélites. Así, Richards y Sutherland en 1997 

establecieron que las secuencias con mutaciones dinámicas pueden tener unidades 

repetidas de entre 3 y 33 bp. Se ha demostrado, por ejemplo, que una expansión 

masiva del número de repeticiones de un minisatélite rico en AT de 33 bp, es la 

base molecular de la fragilidad cromosómica FRA16B (Yu et al., 1997). La mutación 

más común en el locus de la epilepsia EPM1 es una expansión de una repetición rica 

en GC de 12 bp (Virtaneva et al., 1997; Lalioti et al., 1997). En 1998 Hewett y 

colaboradores demostraron que la fragilidad cromosómica FRA10B está relacionada 

con la expansión de un minisatélite de 42 bp, rico en AT. A pesar de ello, las 

expansiones de repeticiones de trinucleótidos (ERT) son las más frecuentes dentro 

de los desórdenes genéticos relacionados con inestabilidad de secuencias repetidas, 

y se han convertido, por lo tanto, en objeto de particular interés en la comunidad 

científica en los últimos años. 

 

 

2.1 Enfermedades humanas asociadas a repeticiones de 
trinucleótidos 

 
En 1991 se descubrió la ERT como un nuevo mecanismo causante de 

enfermedad genética, describiéndose la expansión del trinucleótido (CGG)n como la 

base molecular del síndrome del X frágil (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 

cromosómicas con la expansión de los siguientes trinucleótidos: (CTG)n, (CGG)n o 

(GAA)n. 

Las TNR asociadas a alguna patología tienen características comunes 

(Richards y Sutherland, 1997). La población normal presenta un grado elevado de 

polimorfismo en estas secuencias, que siempre mantienen un número de 

repeticiones bajo de generación en generación. A partir de un determinado número 

de repeticiones la secuencia se vuelve inestable, tanto en células somáticas como 

germinales, observándose un mosaicismo somático y una variación 

intergeneracional típicos de la patología. Además, todos estos desórdenes genéticos 

presentan el fenómeno de la anticipación, que consiste en un incremento de la 

severidad de los síntomas y una disminución de la edad de aparición de la 

enfermedad con el paso de las generaciones. Este fenómeno está relacionado con la 
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magnitud de la expansión, cuanto mayor sea el número de repeticiones más graves 

serán los síntomas y antes aparecerán. La magnitud de las expansiones también se 

ha relacionado con la inestabilidad de la secuencia, de modo que cuantas más 

repeticiones tenga la secuencia más inestable será. Así, las secuencias con un 

número de repeticiones que provoquen un fenotipo alterado son secuencias que 

sufren mutación dinámica. Todos estos desórdenes genéticos, no obstante, difieren 

en la secuencia de la unidad repetida y en la localización de la repetición respecto al 

gen afectado. Las repeticiones se pueden encontrar tanto en el extremo 5� del gen, 

dentro de la región codificante, dentro de un intrón o en el extremo 3� del gen (ver 

figura 2). Dada esta diferencia en la localización, el papel del trinucleótido en la 

etiología molecular de la enfermedad será distinto en los diferentes desórdenes. 

También dependiendo del desorden, la expansión es inestable preferentemente en 

la transmisión paterna o materna. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Desde el punto de vista patológico, los desórdenes producidos por TNR se 

dividen en dos grupos: Tipo I y Tipo II (Reddy y Housman, 1997). Las 

características más relevantes de los trinucleótidos asociados a estos tipos de 

patologías se muestran en la tabla 1. Los desórdenes de Tipo I se caracterizan por 

una pérdida neuronal progresiva, que depende de la edad de aparición y del 

tamaño de la repetición. El triplete repetido es CAG y se encuentra siempre en una 

zona codificante, dando lugar a un segmento poliglutamínico en la proteína. Debido 

a que el trinucleótido se encuentra en una zona codificante del gen, el número de 

(CGG)n
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repeticiones en los individuos afectados es relativamente pequeño, en general entre 

40-70 repeticiones. El incremento de tamaño del segmento poliglutamínico se 

asocia con un cambio significativo en las propiedades físicas de la proteína, 

provocando toxicidad en las neuronas. En este grupo se incluyen desórdenes como 

la enfermedad de Huntington, la atrofia muscular espinobulbar, la ataxia 

espinocerebelar y la enfermedad de Machado-Joseph. 

 

 

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

     Número de repeticiones 

 
 

Enfermedad Locus TNR Normal Premutación 
Mutación 
completa 

 Síndrome 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 

 Ataxia espinocerebelar 2 (SCA2) 12q24.1 13-33 ... 32-100 

 Enfermedad de Machado Joseph 
(MJD) (SCA3) 

14q32.1 13-44 ? 55-84 

 Ataxia espinocerebelar 6 (SCA6) 19p13 4-18 ? 20-29 

 Ataxia espinocerebelar 7 (SCA7) 13p12-13 4-35 ? 37-306 

Tipo 
I 

 Síndrome de Haw-River (HRS) / 
DRPLA 

12p13.31 

CAG 

7-25 ? 49-75 

 Frágil XA (FRAXA) Xq37.3 6-52 59-230 230-2000 

 Frágil XF (FRAXF) - 7-40 ? 306-1008 

 Síndrome de Jacobsen (FRA11B) - 

CGG 

11 80 100-1000 

 Frágil XE (FRAXE) Xq28 4-39 (31-61)? 200-900 

 FRA16A - 
CCG 

16-49 ? 1000-1900 

 Ataxia espinocerebelar 8 (SCA8) 13q21 CTG 16-92 ? 100-127 

 Ataxia espinocerebelar 12 
(SCA12) 

5q31-33 CAG 7-45 ? 55-78 

 Distrofia miotónica (DM) 19q13 CTG 5-37 50-80 80-3000 

Tipo 
II 

 Ataxia de Friedreich (FRDA) 9q13-21.1 GAA 6-32 33-60 200-1700 

 

 

Los desórdenes de Tipo II presentan una patología más multisistémica y más 

variada. La expansión de repeticiones se encuentra en regiones no codificantes, y 

por lo tanto, el intervalo de repeticiones es más amplio, desde 50 a miles de 

repeticiones. Dentro de este grupo encontramos el FXS, la ataxia de Friedreich y la 

distrofia miotónica tipo 1 (DM1). En el caso del FXS y de la DM1, el triplete repetido 

está localizado en regiones no traducidas, y en la ataxia de Friedreich se encuentra 

en un intrón. Por lo tanto, se considera que la relación entre expansión de las 

repeticiones y la patología en estos desórdenes reside en el efecto de la repetición 
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en la expresión del gen o en la función del mRNA. En los desórdenes asociados con 

las repeticiones (CGG)n la metilación del DNA que contiene las repeticiones CGG, 

provocaría el silenciamiento del gen. En la DM1 y en las ataxias espinocerebelares 8 

y 12, la localización de la expansión de repeticiones en la región 3� del gen puede 

llevar a un procesamiento aberrante del mRNA o a una expresión aberrante de los 

genes flanqueantes (ver tabla 1). 

En esta tesis, vamos a centrarnos en la TNR asociadas a los desórdenes 

genéticos DM1 y FXS. 

 

 

2.1.1 Distrofia miotónica 
 

La DM1, o enfermedad de Steinert, fue descrita por primera vez en 1909 por 

Steinert, pero se cree que su existencia es muy antigua, remontándose incluso al 

antiguo Egipto. Se sospecha, a partir de las características físicas que se deducen 

de los dibujos y figuras, que Amenhotep (IV), más conocido como Akhenaton, uno 

de los últimos faraones de la decimoctava dinastía real y otros miembros de la 

dinastía, padecían esta enfermedad (Cattaino y Vicario, 1999), pudiendo ser ésta la 

causa del fin de la dinastía. 

 

2.1.1.1 Características fenotípicas 
 

La DM1 es la forma más común de distrofia muscular en el adulto, con una 

elevada incidencia en la población caucásica (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 autosómico dominante, pero presenta un patrón de herencia 

no mendeliana debido al fenómeno de la anticipación.  

La DM1 es una enfermedad multisistémica, que se caracteriza por distrofia 

muscular, miotonía y anomalías en varios sistemas. La distrofia muscular consiste 

en una degeneración muscular lenta y progresiva, con creciente debilidad y atrofia 

muscular. Los músculos más afectados son los más distales de las extremidades 

(antebrazos, manos, parte baja de las piernas y pies) y los músculos del cuello y la 

cara. La debilidad y pérdida de volumen de estos últimos confieren al paciente una 

apariencia característica: cara delgada y alargada con sienes hundidas y párpados 

caídos y calvicie frontal temprana en los hombres. La miotonía consiste en el 

retraso de la relajación muscular tras una contracción, 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 miotonía es el síntoma más 

característico de la DM1, no suele representar un gran problema para el paciente 

que lo suele atribuir a una rigidez algo incómoda (revisado en Rittler et al., 1997 y 

en Mason, 2000). 

La miotonía y la debilidad muscular pueden afectar también a los músculos 

de órganos internos como el tracto digestivo y el útero, provocando complicaciones 

gastrointestinales y, en mujeres afectadas, problemas durante el embarazo e 

irregularidades menstruales. También puede afectar a los músculos respiratorios y 

de la garganta, alterando las funciones respiratorias y de deglución. Otro órgano 

que se ve afectado en la mayoría de los pacientes es el corazón provocando 

alteraciones del ritmo cardíaco o palpitaciones, siendo la segunda causa de muerte 

en pacientes DM1. La afectación más frecuente es la catarata, que aparece 

prácticamente en el 100% de los casos, y a veces es el único síntoma de la 

enfermedad. La mayoría de pacientes pueden desarrollar un tipo leve de diabetes 

llamada resistencia a la insulina con niveles elevados de azúcar en sangre 

(hiperglucemia insulinoresistente). Algunos pacientes presentan también algunas 

anormalidades del sistema nervioso central: retraso mental, personalidad evasiva 

característica e hipersomnolencia (revisado en Rittler et al., 1997 y en Mason, 

2000). 

Una de las características más notables de este desorden es la gran 

variabilidad fenotípica que se observa entre individuos, incluso dentro de una 

misma familia. Según la sintomatología clínica y la edad de aparición de la 

enfermedad, los pacientes son divididos en tres grupos (figura 3). La forma 

intermedia, que a veces es difícil de diagnosticar, se observa en individuos de 

mediana o avanzada edad y se caracteriza por cataratas y, a veces, pequeños 

problemas musculares. La forma clásica se observa más frecuentemente en la 

adolescencia y principios de la edad adulta, presentándose los síntomas 

característicos de la enfermedad. La forma más severa de la enfermedad es la 

forma congénita, que está asociada con una hipoplasia muscular generalizada, 

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

 
 
 

2.1.1.2 Base molecular 

 

La DM1 es la forma clásica, más común de distrofia miotónica, pero en 1994 

se describió una nueva forma de la enfermedad con los mismos síntomas, que tiene 

una base molecular distinta (Thornton et al., 1994). Este nuevo locus (DM2) se 

encuentra en el cromosoma 3, y contiene un tetranucleótido CCUG, cuya expansión 

es característica de la DM2 (Thornton et al., 1994). 

La base molecular del desorden DM1 es una expansión de repeticiones del 

trinucleótido CTG en la región 3� no traducida del gen de la proteína kinasa DMPK, 

localizado en el cromosoma 19, concretamente en la región 19q13.3 (Brook et al., 

1992). Esta expansión se encuentra en una región rica en genes, por lo que es 

posible que provoque la disfunción de los genes próximos (ver figura 4).  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representación esquemática del locus DM1. La ERT se localiza en la región 3� no 
traducida del gen DMPK, pero puede afectar a la expresión de los genes vecinos (adaptado 
de Groenen y Wieringa, 1998). 

(CTG)n 

5’ 

DMPK DMAHP 

3’ 

DMWD 
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El intervalo de la expansión del trinucleótido CTG es muy amplio, entre 80 y 

miles de repeticiones, y muestra una correlación con la severidad y edad de 

aparición de la enfermedad (Harley et al., 1992). En la población normal el número 

de repeticiones es polimórfico, y puede variar entre 5 y 40 repeticiones. Entre 50 y 

80 repeticiones el individuo estaría medianamente afectado, pudiendo presentar 

sólo algunos síntomas leves de la enfermedad. A partir de unas 100 repeticiones, el 

individuo presenta el fenotipo clásico de la DM con todos los síntomas 

característicos de la enfermedad, observándose 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 somáticas como germinales, de forma que a mayor número de 

repeticiones mayor inestabilidad (Monckton et al., 1995; Martorell et al., 1998). La 

inestabilidad meiótica se observa como una variación intergeneracional del número 

de repeticiones, y es la explicación molecular del fenómeno de la anticipación que 

se observa en las familias afectadas. La inestabilidad mitótica se refleja con un 

elevado mosaicismo somático y una heterogeneidad en el número de repeticiones 

entre y dentro de los tejidos del mismo individuo, que irá incrementando a lo largo 

de la vida del individuo. La secuencia presenta una tendencia a expandirse, 

característica 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. Así, el intervalo de 50 a 80 repeticiones se 

considera de premutación porque la secuencia es ya bastante inestable y puede 

sufrir grandes expansiones, pasando al intervalo considerado de mutación 

patológica. 

 

 

2.1.1.3 Efecto patológico de la expansión 

 

Los desórdenes genéticos dominantes son causados normalmente por la 

expresión de un gen alterado que produce una proteína con una función alterada. 

En el caso de la DM1 esto no se cumple, pues la expansión de las repeticiones CTG 

se halla en una región que no se traduce. La afectación multisistémica de la 

enfermedad dificulta conocer exactamente cuál es el efecto patológico de la 

expansión. La expansión 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 

patología de la DM1 fue la reducción de los niveles de DMPK como consecuencia 

directa de la expansión del trinucleótido CTG. Los modelos de ratón 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 expansión puede afectar 

también a otros genes vecinos, debido a que las repeticiones CTG aumentan el 

ensamblaje de los nucleosomas, provocando una reestructuración de la cromatina 

(Otten y Tapscott, 1995) y afectando, así, a la accesibilidad y a la formación de 

complejos transcripcionales. De esta forma, la expresión de los genes cercanos 

como el DMAHP (SIX5) y el DMWD, que parece que pueden estar involucrados en la 

patología de la DM1, se verían afectados (Klessert et al., 1997; Thornton et al., 

1997; Alwazzan et al., 1999). Otro mecanismo de implicación del trinucleótido 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 regulación de proteínas de unión a CUG, alterando la función 

normal del mRNA (Revisado en Larkin y Fardaei, 2001 y en Ranum y Day, 2002a). 

Todos los mecanismos propuestos podrían contribuir a la patogénesis de la 

DM1, y en este caso se trataría de un desorden génico regional. Sin embargo, la 

descripción de un nuevo locus relacionado con una segunda forma de distrofia 

miotónica, la DM2, localizado en otro cromosoma, era inconsistente con el modelo 

aditivo de patogénesis de la DM1 propuesto. Así, aunque la expansión de un 

tetranucleótido en el locus DM2 afecte la regulación de varios genes en la región, es 

improbable que alteraciones en la regulación de conjuntos de proteínas diferentes 

en los dos loci resulte en enfermedades con características clínicas multisistémicas 

tan parecidas. Además, 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 proteínas de unión a CUG y alteran así la función normal del 

mRNA. Asimismo, la alteración en la expresión de los genes de la región DM1 

podrían contribuir a la patogénesis de aquellas características fenotípicas que sean 

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

 

 

2.1.2 Síndrome del X frágil  
 

La primera enfermedad genética que se asoció a una mutación dinámica de 

un microsatélite fue FXS (Yu et al.,1991; Verkerk et al., 1991; Oberlé et al., 1991), 

la forma más común de retraso mental hereditario. No se estableció el origen 

genético de esta enfermedad hasta 1969, cuando Lubs observó la relación entre el 

síndrome clínico que ya habían descrito Martin y Bell en 1943 con una alteración 

citogenética en el cromosoma X (Lubs, 1969). Tal como indica el nombre de la 
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enfermedad, esa alteración es una fragilidad del cromosoma X localizada en la 

parte distal del brazo largo del cromosoma, concretamente en la banda q27.3, y 

denominada FRAXA. Como demostró Sutherland en 1977 en sus estudios sobre 

fragilidades cromosómicas, esta fragilidad es detectable citogenéticamente en 

cultivos de linfocitos utilizando medio deficiente en ácido fólico. Se trata, por lo 

tanto, de una enfermedad genética ligada al cromosoma X. 

 

 

2.1.2.1 Características fenotípicas 

 

El FXS es la forma más común de retraso mental hereditario, y la segunda 

cromosomopatía más frecuente después del Síndrome de Down, con una incidencia 

en la población caucásica 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 clínicas del síndrome son muy variables y dependen en 

gran medida de la edad y el sexo. Las principales características físicas del FXS en 

el varón afectado, asociadas al retraso mental típico, incluyen orejas prominentes 

acompañadas de una cara alargada y estrecha con un mentón prominente (ver 

figura 5). Además, el 80% de los hombres adultos afectados presentan 

macroorquidismo, sin efectos en la fertilidad. Estos rasgos físicos normalmente 

están muy atenuados en los niños prepuberales, pero se van acentuando con la 

edad. En los niños, la primera manifestación clínica suele ser un retraso en la 

aparición del lenguaje, acompañado de hiperactividad y falta de atención. Los 

pacientes pueden presentar también problemas oftalmológicos, como el estrabismo, 

problemas de otitis y sinusitis recurrentes y problemas ortopédicos, como pies 

planos. La piel de estos niños 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, manifestándose como 

hipotonía y bajo tono muscular. El comportamiento de estos individuos presenta 

unas pautas características que a veces resultan más útiles para el diagnóstico que 

el fenotipo físico, como la hiperactividad y falta de atención, timidez y ansiedad 

social, contacto visual pobre, aleteo con los brazos, hablar reiterativamente y, en 

algunos casos, comportamiento similar al autismo (revisado en Hagerman y 

Cronister, 1996). 
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Figura 5. Varones con FXS que muestran algunos de los 
rasgos faciales típicos, como orejas y mentón prominente y/o 
una cara estrecha y alargada (Hagerman y Cronister, 1996). 

 

 

El síndrome 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 ningún rasgo físico característico, 

que es lo más frecuente, y se observan tan sólo ligeros problemas de aprendizaje y 

dificultades emocionales.  

 

 

2.1.2.2 Base molecular 

 

El FXS está causado por la expansión del trinucleótido CGG en la región 5� 

no traducida del gen FMR1, concretamente en la región promotora del gen (Fu et 

al., 1991; Verkerk et al., 1991). Este gen codifica para una proteína llamada FMRP 

que se encuentra ausente o a nivel muy bajo en los individuos afectados. Cuando el 
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número de repeticiones CGG sobrepasa un umbral la isla CpG que se encuentra 

cerca de la región de las repeticiones (a 250 pb) se hipermetila, provocando la 

inactivación del gen y, por lo tanto, la falta de producción de la proteína.  

El trinucleótido CGG asociado al FXS es muy variable, y en la población se 

encuentran esencialmente tres intervalos de longitud referidos como normal, 

premutación y mutación plena. En la población normal el número de repeticiones 

varía entre 6 y unas 50 repeticiones, entre las cuales el gen se expresa a nivel 

normal. El tamaño más común del trinucleótido 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 transmisión de padres a hijos. Cuando el número de 

repeticiones se sitúa entre 50 y 200, la secuencia adquiere una gran inestabilidad 

tanto en células somáticas como en células germinales, de manera que puede 

expandirse en tamaño al pasar de padres a hijos. Estos individuos, llamados 

también portadores, son sanos, ya que la isla CpG adyacente al trinucleótido no 

sufre hipermetilación y existe expresión del gen FMR1, sin embargo, estos 

individuos pueden tener descendencia afectada con el síndrome. La forma de 

mutación plena consiste en un tamaño del trinucleótido mayor de 200 repeticiones. 

A partir de este número de repeticiones, la isla CpG adyacente se encuentra 

anormalmente hipermetilada, de modo que la inactivación del gen impide la 

producción de proteína FMRP, manifestándose la enfermedad (revisado en 

Hagerman y Cronister, 1996). 

La inestabilidad del trinucleótido CGG asociado al FXS está directamente 

relacionada con el número de repeticiones y con la edad del individuo. Así 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 somáticas, dando lugar a un 

mosaicismo celular y una elevada heterogeneidad del número de repeticiones entre 

células y tejidos del mismo individuo. También se observa inestabilidad en células 

germinales, dando el fenómeno de la anticipación. En el caso del FXS el fenómeno 

de la anticipación fue denominado como paradoja de Sherman, pues cuando aún no 

se conocía la explicación molecular para el fenómeno, Sherman (1984; 1985) 

observó que en pedigríes 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 patológico de la expansión 
 

La causa última de la afectación clínica del FXS es la ausencia de la proteína 

FMRP, debido a una metilación anormal de la isla CpG del promotor del gen que la 

codifica. Esta proteína es fundamental en las primeras etapas del desarrollo, pero 

se sintetiza en todos los tejidos durante toda la vida del individuo, aunque de forma 

más abundante en cerebro y testículo. La FMRP es, pues, una proteína ubicua, que, 

dentro de la célula, se localiza principalmente en el citoplasma. Se trata de una 

proteína que se une al mRNA y participa en su transporte desde el núcleo de la 

célula hasta el citoplasma (Khandjian, 1999), de modo que su ausencia afecta a la 

producción de otras proteínas y, por lo tanto, las manifestaciones clínicas de la 

enfermedad son heterogéneas.  

Este modelo presenta ciertas limitaciones ya que no explica porqué en 

individuos con un número de repeticiones CGG en los márgenes de la premutación 

(< de 200 repeticiones), que presentan una transcripción normal del gen FMR1, a 

veces se presenta un cuadro clínico leve. Se ha observado que en estos individuos, 

a pesar de que el gen se transcribe a nivel normal, los niveles de proteína son muy 

bajos (Tassone et al., 2000 a,b,c). Esto indica que la traducción del mRNA y/o el 

transporte del mismo al citoplasma está afectado, dando lugar a niveles bajos de la 

proteína 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 predisposición 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, según el cual, el 

incremento o disminución en el número de repeticiones se da de uno en uno 

(Valdés et al., 1993). No obstante, no está 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 generación de 

alelos permutados son raros y, por lo tanto, sugieren un origen común de la 

mutación que causa la enfermedad. Esto significa que se darían pocas mutaciones 

que deriven en alelos permutados e incluso podría tratarse de un único suceso 

ancestral. Todo esto contrasta con la característica dominante de estas 



INTRODUCCIÓN 

 

  18

enfermedades que conllevan una reducción de la eficacia biológica, por lo tanto, 

para mantener el alelo patogénico en la población, se necesita un nivel elevado de 

nuevas mutaciones. Dado que en las enfermedades asociadas con ERT los 

individuos más severamente afectados representan el punto final genético, debe 

haber una cantidad importante de individuos en la población que lleven y 

transmitan la premutación sin sufrir efectos fenotípicos 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 encontró un desequilibrio total de 

ligamiento entre el alelo con la mutación plena y un polimorfismo de inserción 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 estudió 

la distribución de los alelos normales en la población con relación al polimorfismo 

Alu(+). Este estudio muestra que las poblaciones caucásicas presentaban una 

distribución tri-modal para los alelos normales. En esta distribución, el alelo de 5 

repeticiones es el más frecuente, los alelos de 11-13 repeticiones representan el 

segundo modo en frecuencia, y existe un último modo heterogéneo, sin un pico 

claro (Zerylnick et al., 1995). Además, se encontró una asociación del 100% entre 

los alelos con 5 repeticiones y Alu(+), del 98% entre los alelos (CTG)11-13 y Alu(-), y 

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 distribución podrían 

provenir de un número muy pequeño 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 tendrían su origen en el deslizamiento de 

la DNA polimerasa durante la replicación 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)5, a partir del cual, por una 

o pocas mutaciones ancestrales, se llegó al alelo de ≥ 18 repeticiones, y estos 

alelos actuarían como reservorio para generar los alelos DM1 mediante mutaciones 

recurrentes. El otro cromosoma ancestral sería Alu(-) con un alelo (CTG)11, 12 o 13. 

Un estudio más amplio llevado a cabo por Tishkoff y colaboradores (1998) permitió 

establecer que el haplotipo ancestral es el alelo (CTG)9-17 con Alu(+), a partir del 

cual se generaron el resto de haplotipos. El alelo de 5 repeticiones tendría un origen 

más reciente, generado por pequeñas variaciones en el número de repeticiones, por 
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lo tanto, su elevada frecuencia se podría explicar por deriva genética o efecto 

fundador, por una mayor estabilidad del alelo de 5 repeticiones, y/o por una 

selección en contra de mutaciones que generen alelos <5 repeticiones. El resto de 

haplotipos se formarían por mutación y/o recombinación, llegando el haplotipo 

(CTG)11-13 - Alu(-) a una frecuencia mayor por deriva genética. A partir del 

haplotipo ancestral se formarían los alelos >18 repeticiones, que componen el 

reservorio para la generación 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 trinucleótido eran sucesos raros, lo cual era difícil de 

conciliar con la característica 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 demostró la existencia de un efecto 

fundador para los cromosomas X frágil, ya que se observó un desequilibrio de 

ligamiento entre el locus del FXS y determinados haplotipos (Richards et al., 1992; 

Chakravarti, 1992). Todo esto sugirió que los alelos con premutaciones podrían ser 

llevados silenciosamente a través de pedigríes humanos durante muchas 

generaciones antes de su hiperexpansión e hipermetilación 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, según 

el cual, la transición de un alelo normal estable a uno completamente expandido 

(>200 repeticiones) se da a través de una progresión entre 4 estados alélicos 

definidos. Un alelo normal estable (N) de forma rara podría sufrir una modesta 

inestabilidad, pasando a ser un inserto estable (S) de alrededor de las 40 

repeticiones. Estos alelos con una pequeña predisposición a futuras expansiones 

pueden mantenerse en la población durante unas 90 generaciones antes de 

progresar a un alelo mayor más inestable (Z) o alelo premutado. La conversión de 

un alelo inestable (Z) a un alelo con la mutación completa (L) se da muy 

frecuentemente a través de la línea germinal femenina. Implícito a este modelo es 

el incremento gradual en el tamaño de las repeticiones CGG a medida que produce 

la progresión de N a S a Z. Según el modelo, debido a la longevidad del alelo S en 

las poblaciones humanas, se esperaría encontrar un enriquecimiento de alelos S 

largos, en aquellos haplotipos que presentan asociación al FXS, sin embargo, sólo 

se ha visto en algunos haplotipos. Esto sugiere que a parte de las influencias 

haplotipo-específicas, existe una influencia de las secuencias flanqueantes a las 

repeticiones o intrínsecas a las mismas, que pueden ser importantes a la hora de 
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determinar la estabilidad de un alelo, como el número y distribución de las 

interrupciones AGG (revisado en Lenzmeier y Freudenreich, 2003).  

Eichler y colaboradores (1996), propusieron dos vías mutacionales distintas 

para explicar el origen de los alelos patológicos FXS. Por un lado, existirían unos 

haplotipos asociados a la mutación X frágil que mantendrían el patrón de 

interrupciones AGG y que, de manera gradual, progresarían hacia el umbral de 

inestabilidad, formando un reservorio de cromosomas con predisposición a sufrir 

grandes expansiones. Por otro lado, habría haplotipos también asociados a la 

mutación, pero en estas condiciones se darían pérdidas frecuentes de las 

interrupciones AGG, que llevarían a una progresión rápida hacia el umbral de 

inestabilidad. Por último, habría haplotipos no asociados o asociados negativamente 

con la mutación, que de forma esporádica podrían perder las interrupciones AGG, 

llevando también a una rápida progresión hacia el umbral de inestabilidad.  

Según todo lo indicado anteriormente, parece claro que los alelos con la 

mutación completa se originan a partir del reservorio que suponen los alelos 

premutados, pero los eventos que llevan a la formación de estos alelos premutados 

parece que son más raros de lo que se esperaría debido a las características de 

estas enfermedades, y siguen sin estar del todo claros. 

De todas formas hay que señalar que la mayoría de estudios se han 

centrado en los intervalos de premutación y mutación patológica, ya que son los 

alelos más inestables y donde encontramos patología. Por lo tanto, es interesante 

estudiar lo que ocurre en el intervalo normal, a nivel de pocas repeticiones, ver si 

también hay inestabilidad y cómo puede darse este paso a premutación. 

 

 

 

3 Mecanismos de inestabilidad de las TNR 
 
 

En los últimos años se han propuesto numerosos modelos para explicar la 

ERT, pero por el momento, poco se conoce realmente sobre la dinámica de los 

mecanismos de inestabilidad de estas repeticiones. Cada vez parece más claro que 

para generar el patrón de inestabilidad característico de las TNR asociadas a 

desórdenes humanos deben actuar múltiples 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 desórdenes neurodegenerativos relacionados con las ERT muestran un 

umbral definido para el tamaño de la región 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 tamaño umbral, una posible explicación consiste en la acumulación 

lenta de pequeños incrementos en el número de repeticiones (Parniewski y Staczek, 

2002). Este mecanismo de cambios en un número pequeño de repeticiones (step-

wise) puede dar lugar a aumentos o pérdidas en el número 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 desnaturalización en la región de las repeticiones, 

formándose bucles de pocas unidades. Estos bucles, si no son reparados, durante la 

replicación van a producir pequeñas 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 tamaño 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 pedigríes 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 número 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 números de repeticiones 

mayores presentaban una ventaja selectiva de crecimiento, de manera que las 

células con mayor número de repeticiones acababan siendo las más representadas 

en la población celular. Propusieron que este fenómeno, 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 pequeños cambios en el 
número de repeticiones (adaptado de Parniewsi y Staczek, 2002). 
 
 
 

3.1 Factores que actúan en cis 
 

Los elementos en cis que afectan a la inestabilidad de las TNR, son todos 

aquellos que afectan a la formación y estabilidad de estas estructuras secundarias 

en la región de las repeticiones. Entre ellas se incluyen el tamaño, la pureza y el 

contexto cromosómico de la secuencia (como la dirección de la replicación, la 

proximidad al origen de replicación, la metilación del DNA, etc.). 
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Un factor importante para la inestabilidad de las TNR es la secuencia de 

repeticiones por sí misma. En varios experimentos con levaduras, en que se integró 

únicamente la región de las repeticiones en distintos loci, se observaron elevadas 

frecuencias de mutación (revisado en Lenzmeier y Freudenreich, 2003), sugiriendo 

que la inestabilidad es inherente a la secuencia, dependiendo de su composición de 

bases, número de repeticiones y la presencia de interrupciones en las repeticiones. 

Además, otros elementos en cis pueden contribuir a la inestabilidad, como las 

secuencias flanqueantes a la región de las repeticiones y las condiciones 

epigenéticas de alrededor, incluyendo la metilación del DNA, la estructura de la 

cromatina y la posición 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 contribución de factores en cis en la 

inestabilidad de las TNR provienen de la comparación del patrón de inestabilidad de 

estas repeticiones con la inestabilidad genómica asociada a enfermedades causadas 

por una deficiencia en la reparación del DNA. A diferencia de la inestabilidad 

inducida por factores en trans típico de las células deficientes en reparación, la 

expansión de la secuencia de trinucleótidos en un individuo afectado se da 

únicamente en loci concretos, sin que se vean afectados otros loci con TNR. Así, en 

el caso del cáncer 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 propensión a formar estructuras secundarias in 

vitro (revisado en Sinden, 1999; Sinden et al., 2002). Así, la formación de estas 

estructuras in vivo se ha propuesto como primera fuente de inestabilidad genética 

de las repeticiones, ya que su presencia podría tener un impacto significativo en los 

procesos metabólicos del DNA que se den en la región de las repeticiones, como la 

replicación, la transcripción, la reparación y/o la recombinación. Las secuencias de 

TNR presentan unas características inherentes a la secuencia misma que permiten 

una mayor flexibilidad de la doble hélice y la formación de varias estructuras 

alternativas a la forma canónica B-DNA. Estas estructuras secundarias incluyen 

horquillas de cadena sencilla, cadenas triples o cuádruples de DNA, y 

deslizamientos entre las dos cadenas con la formación de pequeños 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 
cuádruples de DNA (C); deslizamientos entre las cadenas, formándose 
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). 
 

   
Trinucleótido repetido Estructuras alternativas de DNA  

  
(CTG)n▪(CAG)n 

Hélice flexible, horquillas en cadena sencilla, deslizamientos entre 
cadenas. 

  
(CGG)n▪(CCG)n Hélice flexible, horquillas en cadena sencilla, deslizamientos entre 

cadenas, cadena cuádruple de DNA. 
  

(GAA)n▪(TTC)n Triple DNA intramolecular, deslizamientos entre cadenas? 

 

 

Experimentos en sistemas modelo muestran que el avance de una horquilla 

de replicación por secuencias repetidas proporciona la oportunidad de formación de 

estructuras secundarias, y es igualmente probable que el proceso de reparación 

cerca de la región 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 específicos, muestran 

niveles variables de inestabilidad, sugiriendo mecanismos diferentes entre los 

distintos loci y entre tejidos. Esto sugiere que elementos en cis específicos de 

tejido, desarrollo y locus contribuyen a la inestabilidad de las TNR. No obstante, 

dada la compleja naturaleza de las mutaciones dinámicas, es probable que tanto 

elementos en cis como factores en trans actúen de manera conjunta para producir 

una inestabilidad específica de tejido, desarrollo y locus, probablemente a través de 

los procesos de replicación del DNA, reparación y/o recombinación (revisado en 

Cleary y Pearson, 2003). 

 

 

3.2 Metabolismo del DNA  
 

Como se ha indicado anteriormente, la formación de estructuras secundarias 

complejas en las secuencias de TNR puede alterar el funcionamiento normal de los 

procesos metabólicos del DNA que se den en la región de las repeticiones, pudiendo 

generar inestabilidad en el número de repeticiones de la secuencia. Por otra parte, 

la resolución de estas estructuras secundarias proporciona oportunidades 

adicionales para que se den cambios en el número de repeticiones (revisado en 

Lenzmeier y Freudenreich, 2003). 

 

3.2.1 Replicación del DNA 
 

Parece claro que existe una conexión entre la inestabilidad de TNR y la 

replicación del DNA, ya que en desórdenes de TNR se observa inestabilidad en 

tejidos con una elevada proliferación 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 comparación con 

sus tejidos no-neoplásicos sugieren que las expansiones pueden estar asociadas a 

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

 

3.2.1.1 Modelo clásico de deslizamiento entre las cadenas de DNA 

 

Durante la replicación del DNA se pueden producir errores de 

inserción/deleción 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 más aceptado de deslizamientos (figura 8) propone que las 

contracciones se producen si el bucle se forma en la cadena molde con síntesis 

discontinua (orientación II). Una región de repeticiones CTG o CGG de simple 

cadena dentro de la horquilla de replicación forma un bucle termodinámicamente 

estable, que no es replicado, produciéndose una deleción. A la inversa, las 

expansiones aparecen como consecuencia de la formación de estructuras 

secundarias en los fragmentos de Okazaki durante la síntesis de la cadena de 

síntesis discontinua (orientación I) (revisado en Parniewski y Staczek, 2002). 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Modelo de inestabilidad por deslizamientos entre las cadenas durante la 
replicación (adaptado de Parniewski y Staczek, 2002). 
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Según este modelo, la dirección de la replicación a través de la región de las 

repeticiones afecta a su estabilidad, y depende de qué cadena contiene la secuencia 

de repeticiones más propensa a formar estructuras secundarias. Esta polaridad de 

las expansiones está de acuerdo con los estudios realizados in vivo en E.coli y 

levadura en los que se observa que la dirección de la replicación 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, 

demostrándose que la expansión es más 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 dirección de la replicación (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 región 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 proteína implicada en la eliminación de los cebadores de RNA que 

permiten la síntesis de los fragmentos de Okazaki (Lieber, 1997), mostraron un 

incremento de unas 1000 veces la tasa de duplicación de grandes secuencias 

aleatorias. Además, estos mutantes presentaban una tasa de recombinación 

elevada y sólo podían sobrevivir si eran capaces de reparar las roturas de doble 

cadena. Estos estudios sugieren que en la expansión de repeticiones pueden 

intervenir el procesamiento de los fragmentos de Okazaki, la recombinación y las 

roturas de doble cadena. La proteína RAD27 (igual que su homóloga en mamíferos, 

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 síntesis 

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 desestabilización 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. Según 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 generación de grandes expansiones (figura 

9B). Estudios in vitro sobre la especificidad de FEN-1 han demostrado que sólo 

puede actuar sobre DNA de cadena sencilla, de modo que las estructuras 

secundarias parcialmente de doble cadena bloquean la acción de la enzima 

(Bambara et al., 1997; Lieber, 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Figura 9. Modelo de la expansión de las repeticiones basado en 
el procesamiento de los fragmentos de Okazaki. (A) Acción de la 
endonucleasa FEN-1. (B) Vía 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 expansión. Por un lado, el bucle formado puede 

equilibrarse de nuevo con la cadena molde, permitiendo la ligación dando lugar a 

una expansión (figura 9B). Otra posibilidad, es que el extremo 5� del fragmento de 

Okazaki no escindido provoque un paro o retraso de la replicación, produciéndose 

una rotura de doble cadena que puede ser reparada vía recombinación homóloga 

(HR, homologous recombination) o vía unión de extremos no homólogos (NHEJ, 

non-homologous end joining), resultando en una expansión o deleción (Gordenin et 

al., 1997).  

Lo importante que se puede inferir de estos estudios es que la expansión 

pude tener lugar en células donde FEN1/Rad27 es funcional, debido a la propensión 

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

Las estructuras secundarias formadas en las cadenas de DNA durante la 

replicación pueden provocar el bloqueo de la horquilla de replicación a su paso por 

la región 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 tamaño y composición de las repeticiones en la pausa de la 

horquilla de replicación (revisado en Lenzmeier y Freudenreich, 2003 y en Cleary y 

Pearson, 2003). Así, las secuencias más largas de repeticiones provocan más 

pausas en la replicación que las secuencias más cortas, y esta pausa es 

dependiente de la secuencia de la cadena de síntesis discontinua molde, de tal 

forma que las secuencias CTG y CGG son más propensas a formar estructuras 

secundarias y provocar más pausas que las CAG y CCG. Asimismo, la presencia de 

interrupciones AGG en las repeticiones CGG produce una disminución de la pausa 

de la horquilla de replicación, facilitando así la progresión de la replicación a través 

de la región de las repeticiones (revisado en Lenzmeier y Freudenreich, 2003). 

Se han propuesto distintos mecanismos que permiten restaurar la 

replicación dentro de la secuencia repetida después del bloqueo de la replicación. 

Estos mecanismos, entre los que se encuentran la inversión de la horquilla de 

replicación, la recuperación mediada por roturas de doble cadena o la 

recombinación, pueden facilitar la inestabilidad de las repeticiones, (revisado en 

Cleary y Pearson, 2003). 

 

 

3.2.2 Transcripción 
 

El proceso de transcripción de la región de las repeticiones es un factor 

potencial para influir en la inestabilidad de las repeticiones, pues supone la 

separación de las dos cadenas complementarias, permitiendo la formación de 

estructuras secundarias de las secuencias de repeticiones. En estudios realizados en 

bacterias se ha visto que la inducción de la transcripción incrementa la inestabilidad 

de las repeticiones, favoreciendo las contracciones (Bowater et al., 1997; 

Schumacher et al., 2001). Al igual que el efecto de la replicación en la estabilidad 

de las secuencias repetidas, el efecto de la transcripción también depende del 

tamaño y la composición 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 será saltado por el complejo de la DNA polimerasa durante la 
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replicación (Parniewski y Staczek, 2002). La transcripción puede afectar a la 

estabilidad de las repeticiones a través de la colisión con la horquilla de replicación 

o a través de una reparación aberrante acoplada a la transcripción (revisado en 

Cleary y Pearson, 2003). 

 

3.2.3 Reparación 
 

Como ya se ha comentado previamente, la inestabilidad de las TNR no está 

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 metabólicos independientes de la proliferación 

celular contribuyen a la inestabilidad de las repeticiones. 

Las estructuras secundarias que se forman dentro de las TNR durante la 

síntesis del DNA, pueden alterar la estabilidad de las mismas si no son eliminadas 

mediante la reparación del DNA. No obstante, células con funciones normales de 

reparación también muestran inestabilidad de TNR. 

Actualmente predominan dos visiones no-mutuamente excluyentes sobre el 

efecto de la reparación 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 reparación, de modo que incluso las células con reparación normales no 

pueden evitar las expansiones o contracciones de estas secuencias. Otro modelo es 

que la reparación del DNA contribuye a la inestabilidad de las TNR, es decir, que la 

reparación tiene un efecto pro-mutagénico. Así, el daño en el DNA cerca o dentro 

de la región de las repeticiones o incluso la estructura aberrante formada por las 

repeticiones por si misma, atraen a la maquinaria de reparación del DNA y la 

subsiguiente escisión de nucleótidos es seguida de síntesis tendiente a error. Esta 

síntesis, como en la replicación, puede generar expansiones o contracciones. 

 

3.2.3.1 MMR 
 

La vía MMR es un sistema fundamental involucrado en el mantenimiento de 

la integridad genómica, porque además de corregir los pares de bases mal 

apareados también repara algunas estructuras secundarias alternativas del DNA, 

como pequeños bucles y regiones no apareadas dentro del DNA. En algunos casos 

de cáncer 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 

podía estar implicado en la inestabilidad de las TNR.  

La función principal del sistema MMR consiste en eliminar los apareamientos 

entre bases incorrectos y los bucles de inserción/deleción que se producen como 

consecuencia del deslizamiento de la DNA polimerasa durante la síntesis del DNA.  

En E.coli este sistema de reparación está bien establecido y en él intervienen 

las proteínas MutS, MutL y MutH. La reparación es iniciada por el reconocimiento y 

la unión de MutS a las bases mal apareadas o al bucle, seguido de la unión 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� ó 5�-3� elimina la secuencia que contiene el apareamiento erróneo 

y es reemplazada por la acción de la DNA polimerasa (Jiricny, 1998). 

El sistema MMR está altamente conservado en la escala evolutiva. En 

humanos, el sistema es más complejo, pues se conocen varios homólogos para 

cada proteína MMR bacteriana. Para el reconocimiento del apareamiento erróneo, la 

proteína MSH2 forma un heterodímero con dos proteínas MMR adicionales, MSH6 o 

MSH3, dependiendo de si hay que reparar un mal apareamiento entre bases o bien 

un bucle, respectivamente. Otro heterodímero formado por MLH1 y PMS2 coordina 

la interacción entre el complejo que reconoce la alteración y el resto de proteínas 

necesarias para la reparación, que incluyen PCNA, exonucleasas, DNA polimerasas 

(δ y ε), factores de replicación y posiblemente helicasas (Peltomäki et al., 2001). 

Mutaciones en los genes implicados en MMR producen un incremento de la tasa de 

mutación y una elevada inestabilidad en microsatélites, sugiriendo la posible 

implicación 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 pequeños 

como grandes cambios de tamaño. Supuestamente, los cambios pequeños de 

tamaño se producen por el mecanismo step-wise, provocado por el deslizamiento 

de la DNA polimerasa durante la replicación, mientras que los cambios grandes se 

generan a partir de la formación de estructuras secundarias alternativas. 

Al igual que en otros microsatélites, el sistema MMR juega un papel 

corrector en la rectificación de pequeños bucles de TNR que se producen durante la 

replicación, evitando las pequeñas mutaciones de TNR. Así, los defectos en el 

sistema MMR producen un incremento de pequeñas 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 implicación del sistema MMR en la inestabilidad de 
las TNR (adaptado de Lahue y Slater, 2003). 

 
 

La influencia del sistema MMR en la generación de cambios grandes de 

tamaño en las TNR no está 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 generación de grandes expansiones o contracciones (revisado en 

Lauhe y Slater, 2003). Una explicación de este hecho es que el sistema MMR no 

puede reparar los bucles formados por las TNR durante la síntesis 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 erróneos localizados cerca y, 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 reparación 

MMR (figura 10C). 
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Los estudios llevados a cabo con ratones deficientes (knockouts) en genes 

que intervienen en MMR permiten establecer un modelo adicional de la implicación 

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). Así, el complejo 

Msh2/Msh3, se une a la horquilla probablemente a través de los apareamientos 

erróneos que se dan dentro de la misma. Esta unión estabilizaría la estructura, 

permitiendo que la lesión persista y pueda ser usada como un molde expandido 

durante la subsiguiente síntesis del DNA. También se ha observado que el 

heterodímero Msh2/Msh6 tiene una función anti-expansión, quizás por la unión 

competitiva de Msh6 con Msh2, reduciendo así, la disponibilidad del complejo pro-

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

 

3.2.3.2 Reparación de las roturas de doble cadena 
 

Estudios recientes en bacterias y levadura han implicado a la reparación 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 

replicación puede producir DSBs (Michel et al., 1997), y en levadura se ha 

observado que las TNR pueden ser susceptibles a la formación de DSBs a través de 

procesos como el deslizamiento de la DNA polimerasa o el procesamiento 

endonucleolítico 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 replicación deficiente de las TNR puede llevar a DSBs y la reparación 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 vías generales de reparación de las DSBs, por HR y por NHEJ. El 

sistema de HR es un tipo de reparación postreplicativa donde la cadena no dañada 

puede usarse como molde para la resíntesis y reparación de la cadena de DNA 

dañada. De este modo, la HR está restringida a la fase S del ciclo celular y permite 

que la maquinaria de la replicación continúe la síntesis, resolviendo las estructuras 

de DNA que bloquean el avance de la horquilla de replicación. La HR es un proceso 

muy preciso de reparación, en el que participan, entre otras, la proteína RAD51 y el 

complejo MRE11-RAD50-NBS1.  

El proceso de NHEJ es mucho más robusto, pero con menos fidelidad de 

reparación 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 homología entre los dos extremos, pero puede llevar a la pérdida 

de nucleótidos en la unión, por ello se le denomina también recombinación ilegítima 
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o recombinación tendiente a error. Es el mecanismo de reparación de DSBs 

predominante en G1 y las proteínas implicadas son principalmente Ku70, Ku80, 

DNA-Pkcs, DNA ligasa IV, XRCC4 (revisado en Haber, 2000 y en Barnes, 2001). 

Estudios en levadura de inducción de DSBs y reparación por recombinación 

homóloga utilizando plásmidos con repeticiones CTG, mostraron que cuando el 

plásmido contiene secuencias cortas repetidas, al inducir los DSBs, se producen 

contracciones en el 20% de los casos (Richard et al., 1999). Al aumentar el tamaño 

de la repetición del plásmido donador, un 30% de los cambios de tamaño 

observados fueron expansiones (Richard et al., 1999). Estas expansiones se dieron 

por conversión génica durante la síntesis asociada a la reparación de los DSBs 

inducidos. Además, Richard y colaboradores (2000) encontraron que el complejo 

nucleasa Mre11-Rad50-Xrs2 en levadura previene las expansiones de las 

repeticiones CAG o CTG. Así, observaron que mutaciones del gen Mre11 o Rad50 

provocaban más expansiones que contracciones, mientras que la sobreexpresión de 

Mre11 o de Rad50 no altera el ratio de expansiones/contracciones. Estos resultados 

juntos sugieren que el complejo Mre11-Rad50-Xrs2 permite eliminar las horquillas 

o bucles CAG o CTG que se dan durante la síntesis del DNA asociada con la 

reparación de las DSBs en estas repeticiones (Revisado en Lahue y Slater, 2003). 

Por lo tanto, los estudios en levadura sugieren que la reparación de las DSBs 

vía HR puede llevar a expansiones o deleciones. En mamíferos, sin embargo, la vía 

preferencial de reparación de las DSBs es la NHEJ, y este mecanismo podría 

generar más expansiones que contracciones, explicando así lo observado en 

humanos. La baja tasa de NHEJ en bacterias y microorganismos podría 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. Sí 

observaron que la reparación, mediante NHEJ, de DSBs localizados dentro de la 

región de repeticiones del trinucleótido CTG producía alteraciones en el tamaño de 

la repetición con un sesgo hacia deleciones (Cleary et al., 2002). Según 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 serían eliminadas por las proteínas que 

participan en la NHEJ (Marcadier y Pearson, 2003). No está claro qué proteínas 

específicas participan en el procesamiento de las estructuras repetidas deslizadas, 

pero lo que sí 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 
deleción de TNR a partir de una DSB (adaptado 
de Marcadier y Pearson, 2003). 

 

3.2.3.3 Reparación por escisión de nucleótidos (NER) 

 

Esta vía de reparación reconoce eficientemente y repara un gran número de 

lesiones, incluyendo grandes aductos en el DNA y enlaces cruzados que puedan 

causar una distorsión importante en la hélice, así como lesiones menos 

distorsionantes como bases metiladas. También se ha observado la participación de 

NER en la reparación 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 

que provoquen la desestabilización de la doble hélice, es probable que estas 

estructuras atraigan a las proteínas de NER y que durante el proceso de reparación 

se incremente la inestabilidad de la secuencia repetida.  

La transcripción a través de la región de las repeticiones puede 

desestabilizar adicionalmente las horquillas CTG, mediante la introducción de 

superenrollamientos negativos detrás del complejo de la RNA polimerasa. Es 

importante tener en cuenta que la vía NER está relacionada con la reparación 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 transcripción asociado a la reparación. Esta 

proteína atrae a los componentes de NER a la región que se está transcribiendo, 

permitiendo la reparación rápida de lesiones en el DNA. Se podría asumir que la 

formación de estructuras en horquilla en la cadena molde así como en la cadena 

naciente de RNA podría llevar a la pausa de la RNA polimerasa (revisado en 

Parniewski y Staczek, 2002). 

 

3.2.4 Recombinación 
 

En humanos, las TNR asociadas a enfermedades exhiben una inestabilidad 

meiótica extrema. Así, se pensó que el entrecruzamiento desigual era un posible 

mecanismo para la ERT (McMurray 1995; Sia et al., 1997). Una predicción de este 

modelo es que cada expansión en un alelo debería estar acompañada por una 

contracción en el otro alelo. No obstante, en las enfermedades asociadas a las ERT, 

el alelo normal siempre se mantiene. Además, los marcadores flanqueantes más 

cercanos no se ven afectados por el entrecruzamiento (McMurray, 1995).  

En levadura, las repeticiones CAG inducen DSBs durante la meiosis, y la 

inestabilidad meiótica de las secuencias repetidas CAG es varias veces mayor que 

su inestabilidad mitótica (Cohen et al., 1999; Jankowski et al., 2000). Se ha 

demostrado que el mecanismo de reparación de DSBs es responsable de la elevada 

tasa de inestabilidad de las TNR durante la meiosis. Por lo tanto, en el fondo 

genético spo11 (endonucleasa que inicia la recombinación) deficiente, la frecuencia 

de inestabilidad es similar al nivel mitótico, sugiriendo que la mayoría de 

alteraciones meióticas en el número de repeticiones de la secuencia se dan por el 

mecanismo de recombinación (Jankowski y Nag, 2002). Además, la reparación de 

las DSBs involucrando a las cromátidas hermanas contribuye significativamente a la 

inestabilidad de las secuencias de repeticiones. Experimentos con minisatélites 

también sugirieron que su inestabilidad es dependiente de recombinación, y que la 

conversión génica se produce utilizando los dos cromosomas homólogos y las 

cromátidas hermanas (Debrauwere et al., 1999). En los estudios realizados en 

levadura, la reparación de DSBs resulta mayoritariamente en contracciones, con 

pocas expansiones. En humanos, las expansiones son más frecuentes que las 

contracciones, sugiriendo que los eventos que siguen a la formación de una DSB 

difieren en estos dos organismos.  

Como hemos visto con anterioridad, la reparación de las DSBs puede ser una 

fuente importante de inestabilidad de TNR, y puesto que las repeticiones CAG 

inducen DSBs durante la meiosis y además la tasa de inestabilidad meiótica es 

mayor que la mitótica, es probable que la mayoría de alteraciones meióticas en el 
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número de repeticiones sean debidas a la reparación de DSBs inducidos por spo11, 

más que por el mecanismo de deslizamientos durante la replicación (Jankowski y 

Nag, 2002). 

 

 

3.3 Mutagénesis 
 

Hasta este momento no existe información 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 podrían 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 están involucrados en la inestabilidad de TNR. 

Estos agentes mutagénicos pueden inducir lesiones en el DNA y su reparación, 

pueden producir el bloqueo de la transcripción y de la replicación y/o generar 

eventos recombinacionales para reparar las lesiones inducidas en el DNA. Como ya 

hemos visto, los procesos de replicación, recombinación y reparación del DNA están 

relacionadas con la inestabilidad de las TNR, de modo que podemos hipotetizar que 

el estrés mutagénico podría producir una inducción de la inestabilidad de las 

secuencias de TNR, llevando a un incremento en la frecuencia de las 

expansiones/contracciones en el número de repeticiones de la secuencia. 

Muchos de los cánceres humanos están asociados con la exposición a 

agentes ambientales, por lo tanto, es probable que estos carcinógenos ambientales 

provoquen también inestabilidad genómica. Yamasaki y Mironov (2000) sugirieron 

que los carcinógenos podían inducir inestabilidad en los microsatélites, y que esta 

inducción sería mayor en células con inestabilidad de microsatélites. Estudios con 

Drosophila llevados a cabo en nuestro grupo (López et al., 2002) demuestran la 

inducción de inestabilidad genómica por la bleomicina dependiente de MMR. 

Jeffreys y colaboradores (1997) relacionaron la radiación ionizante con la 

inestabilidad de minisatélites. Analizaron la inestabilidad de minisatélites en 

poblaciones expuestas a radiación, usando una población de niños expuestos 

crónicamente al 137Cs después del accidente de la central nuclear de Chernobyl en 

1986. Encontraron que la tasa de mutación de las secuencias minisatélites 

estudiadas fue mayor en las familias expuestas que en las no expuestas, 

observándose además una relación dosis-respuesta. Sugirieron que tanto la 

radiación como posiblemente otros contaminantes ambientales, tales como los 

metales pesados, podían 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 

anticancerígenos mitomicina C (MMC), cisplatino y rayos-X, incrementaron la tasa 

de contracciones de las repeticiones CTG de un modo dependiente de tamaño y 

orientación en E.coli (Hashem y Sinden, 2002a). Asimismo, el daño 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 experimentación es limitada con respecto a la inducción de inestabilidad 

en las TNR asociadas a enfermedades humanas. 

Teniendo en cuenta las evidencias descritas anteriormente, en el presente 

estudio hemos analizado la inducción de la inestabilidad de trinucleótidos asociada 

a enfermedades humanas utilizando un agente inductor de enlaces cruzados, la 

MMC y bajo distintos fondos genéticos.  

 

3.3.1 MMC 
 

La MMC es un antibiótico con propiedades antitumorales que se usa en 

quimioterapia para el tratamiento de varios carcinomas. Su actividad biológica está 

relacionada fundamentalmente con su propensión a unirse covalentemente al DNA 

y formar un enlace cruzado entre las dos cadenas complementarias, uno de los 

tipos de lesiones más letales del DNA. A nivel molecular la MMC actúa como un 

agente alquilante que forma aductos en el N-2 de la guanina, enlaces 

intracatenarios y enlaces intercatenarios (Rink et al., 1996). La reacción es 

específica 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 oxidación y reducción, 

obteniéndose especies reactivas capaces de producir también radicales de oxígeno 

(Pritsos y Sartorelli, 1986). 

Existen evidencias de que la citotoxicidad de la MMC es debida 

principalmente a la formación de aductos de DNA más que por los radicales de 

oxígeno. En particular, los enlaces cruzados intercatenarios, que resultan de la 

alquilación bifuncional del DNA por la MMC se han propuesto como la causa 

principal de muerte celular (Palom et al., 2002). No obstante, mientras la atención 

se ha enfocado usualmente a los enlaces cruzados intercatenarios como la lesión 

más importante producida por la MMC, hay indicaciones de que algunos de los otros 

aductos también pueden ser citotóxicos (Rink et al., 1996). 

La MMC es un mutágeno S-dependiente, ya que los enlaces cruzados que 

genera producen un bloqueo de la horquilla de replicación al entrar en fase S. Este 

bloqueo induce DSBs que, en células de mamífero, son reparadas principalmente 
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por HR, generándose con frecuencia intercambios entre cromátidas hermanas (De 

Silva et al., 2000; Jonhson et al., 2000). Todo esto hace de este mutágeno un buen 

candidato para la inducción de inestabilidad de TNR, pues estos mecanismos están 

claramente relacionados con la de ERT. 

 

 

4 Detección de la inestabilidad de trinucleótidos 
 

Para el estudio de la inestabilidad de trinucleótidos 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 pedigríes, y, más 

recientemente, con modelos de ratones transgénicos que contienen fragmentos de 

DNA genómico 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 

plásmidos, 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). 

Además, una parte importante de estos estudios se llevan a cabo en líneas 

celulares con insertos que contienen las repeticiones o bien en líneas 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 están 

seriamente comprometidos por la variación genética inter-individual y ambiental 

(Fortune et al., 2000). Además, los análisis de mutaciones en pedigríes están 

también limitados por el pequeño número de mutantes que se pueden detectar.  

Tanto en los sistemas in vivo como in vitro se necesitan métodos de análisis 

sensitivos. Inicialmente los estudios in vivo en pacientes se basaban en análisis por 

Southern blot o PCR estándar usando grandes cantidades de DNA (típicamente 

≥5µg para el Southern y ≥100ng 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 sólo estiman el tamaño del alelo constitucional o 

más común pues analizan simultáneamente el tamaño de expansión en como 

mínimo 104 células, y los alelos expandidos se presentan como una mancha difusa, 

no como bandas discretas. En este tipo de análisis, se asume que la mancha está 

compuesta de múltiples fragmentos no resueltos derivados de los elevados niveles 

de inestabilidad de las repeticiones (Monckton et al., 1995). 



INTRODUCCIÓN 

 

  40

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 análisis por PCR de múltiples alícuotas 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, más raro, aunque 

para ello hay que realizar múltiples reacciones de la misma muestra. La SP-PCR 

puede detectar alelos mutantes de novo de cualquier muestra de DNA germinal o 

somático. 

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 elección para examinar la 

inestabilidad de las repeticiones entre alelos con TNR usualmente estables, ya que 

con la SP-PCR no existe la limitación del tamaño de muestra que es necesario para 

observar cambios en el número de repeticiones utilizando Southern blot o PCR 

estándar (Crawford et al., 2000). El método proporciona una aproximación robusta 

para el análisis preciso del nivel de variación de las repeticiones, proporcionando 

tanto datos cuantitativos como cualitativos.  

En los estudios in vitro realizados con líneas 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 y la clonación celular. El 

primer método, como ya se ha comentado, permite detectar nuevos alelos 

mutantes que, lógicamente, estarán menos representados que los alelos 

constitucionales y, comparando las distribuciones de los cambios detectados, 

permite determinar las tasas de mutación (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 clonación celular. Este método consiste en 

hacer cultivos clonales a partir de una única célula del cultivo inicial, de modo que 

se podrán detectar los nuevos alelos generados a lo largo de la progresión del 

cultivo (Yang et al., 2003; Khajavi et al., 2001). 
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II. OBJETIVOS 
 
 

Muchas enfermedades genéticas humanas están asociadas a la ERT. 

Entender los mecanismos responsables de estas expansiones es muy importante 

para conocer mejor la etiología y evolución de estas enfermedades. Las ERT se han 

relacionado con los procesos de replicación, reparación y recombinación, aunque 

también podrían estar implicados factores ambientales, como los agentes 

mutagénicos. Otro aspecto importante es conocer el mecanismo de generación de 

alelos patogénicos expandidos, así 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 mutágenos ambientales. Así, los principales 

objetivos propuestos son los siguientes: 

 

1. Comparar la inestabilidad en el número de repeticiones de los trinucleótidos 

CTG y CGG asociados a la DM1 y al FXS, respectivamente, en líneas 

celulares deficientes y no deficientes en el sistema MMR, con un número 

normal de repeticiones. 

 

2. Comprobar si la MMC puede inducir cambios en el número de repeticiones de 

los trinucleótidos CTG y CGG asociados a la DM1 y al FXS, respectivamente, 

en alelos de tamaño normal, y si este fenómeno podría estar modulado por 

genes relacionados con el sistema MMR. 

 

3. Estudiar la dinámica de la inestabilidad de las repeticiones CTG asociadas a 

la DM1 en alelos de tamaño normal y patogénico en células somáticas a lo 

largo del tiempo. 

 

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

inestabilidad de las repeticiones CTG asociadas a la DM1 en células 

somáticas. 
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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 unidenti®ed 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)124 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 DM1 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 DM1 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 in¯uence 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 3 106) were cultured in 75 cm2 ¯asks
at a concentration of 1 3 105 cells/ml and allowed to grow
until the culture reached 2 3 107 cells (1 3 106 cells/ml).
These expanded cultures were passed on as follows: 2 3 106

cells were transferred to new 75 cm2 ¯asks and maintained
until the culture reached 2 3 107 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 ®nal 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
¯uorescein 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 mg of genomic
DNA were digested with EcoRI. In order to estimate the true
number of ampli®able 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/ml carrier
herring sperm DNA by serial 1:10 dilution steps to a ®nal
concentration of 5 pg/ml. Then the number of ampli®able
molecules was determined by SP-PCR using the ®nal dilution
containing 5 pg/ml of digested genomic DNA. At this level of
input DNA, some reactions will fail to contain an ampli®able
copy of one or the other allele, and observing the number of
reactions that ampli®ed 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 ml reaction. The SP-PCR conditions
previously described by Cobo et al. (16) were used, with some
minor modi®cations. 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 ampli®ed products were labelled by adding 3 mCi
[a-33P]dCTP to the SP-PCRs. Ampli®cation 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 ®nal extension step at 68°C 1 min, 70°C
10 min, in a PT-100 Thermocycler (MJ Research, USA).
Then, 7 ml 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 [g-33P]ATP 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 3 106 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
(years)

Genotype in blooda

(CTG)n
LBCL genotype at P0

a

(CTG)n

DM1-1 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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repeat length at the start of the experimental process. We have
designated this stage as passage zero (P0). 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
P0, the cells were diluted to 1 3 105 cells/ml in medium with
and without MMC and cultures were allowed to expand up to
1 3 106 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 0,
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
ampli®cation of the normal and the pathogenic alleles showed
the same ef®ciency 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
ampli®able 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 ampli®ed (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 ef®ciently
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 6 5
repeats for the (CTG)69 allele and 124 6 6 repeats for the
(CTG)124 allele at P0. 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 LBCL69/12 cell line the modal (CTG)69 allele
remains the same along the passages, in the LBCL124/28 cell
line the modal (CTG)124 allele at P0 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 3 10±3 and
2.2 3 10±3 for the (CTG)69 allele and for the (CTG)124 allele,
respectively.

MMC enhances the expansion bias of the (CTG)124 allele

When the LBCL69/12 and the LBCL124/28 cultures were
concurrently expanded in the presence of MMC, the same

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).
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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)69

and (CTG)124 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)124 modal allele along the passages, compared to the
control culture. Thus, the modal allele at P0 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 signi®cant 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)69 allele in control and

MMC-treated cultures, respectively (P < 0.001). In the case of
the (CTG)124 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 LBCL69/12 and
the LBCL124/28 cell lines was explored, together with the
LBCL13/13 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.

Figure 2. Distribution of the pathogenic DM1 alleles in the LBCL69/12 and LBCL124/28 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.
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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)12 and (CTG)13 alleles were detected, for the (CTG)28

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 LBCL69/12 and LBCL124/28 cell lines and 8000
normal alleles in the LBCL13/13 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 3 10±3 and 8.3 3 10±4 in the
LBCL69/12 and LBCL124/28 cultures, respectively. These
frequencies are signi®cantly different and greater than the
frequency of 2.9 3 10±4, found in the LBCL13/13 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 LBCL13/13 and

LBCL69/12 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 LBCL13/13 cultures in the
absence or presence of MMC, after 6 and 12 PD, is
signi®cantly higher (6.3 3 10±5 versus 7.5 3 10±4, respect-
ively; P < 0.01). In the LBCL69/12 culture, a signi®cant effect
of MMC was also observed when we considered the frequency
of expansion mutations in the normal size range (1.3 3 10±4 in
control versus 1.0 3 10±3 in MMC-treated cells; P < 0.05). In
contrast, only contractions were observed in the (CTG)28

allele of the LBCL124/28 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 DM1 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
®ve 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)124 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)69 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)69 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 et 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

Figure 3. Evolution of the (CTG)124 and (CTG)28 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.
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Figure 4. Distribution of the normal-length DM1 alleles in the LBCL13/13, LBCL69/12 and LBCL124/28 cultures, grown in the presence or absence of MMC up
to 12 PD. The frequency of mutant alleles is calculated considering the number of SP-PCRs that showed new bands with respect to modal allele band.
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changes on repeat number. In addition, our data show no effect
of MMC in the instability of the (CTG)69 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)124 and the
(CTG)69 alleles, which corresponds to size changes exceeding
®ve 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)124 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)148 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)148 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
DM1 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 ®nding, growth rate
differences should be considered in interpreting our results.

The population doubling time of the DM1 cell lines LBCL69/12

and LBCL124/28 was 3 and 3.5 days, respectively, compared to
2 days for the LBCL13/13 cell line. Therefore the relative lower
growth rate of the DM1 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 signi®cant 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 DM1-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 ®rst 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 ®ndings 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.
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El incremento en el número 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 común en la mayoría de estos 

desórdenes, siendo objeto de particular interés para la comunidad científica, en los 

últimos años. 

Las secuencias de TNR asociadas a desórdenes genéticos presentan un 

grado elevado de polimorfismo en la población normal, que siempre tiene un 

número de repeticiones bajo que se mantiene de generación en generación. A partir 

de un determinado número de repeticiones la secuencia se vuelve inestable, tanto a 

nivel somático como germinal, dando lugar a un mosaicismo somático y una 

variación intergeneracional, típico de estas enfermedades. Todos estos desórdenes 

genéticos, además, presentan el fenómeno de la anticipación, relacionado con la 

longitud de las expansiones, que consiste en un incremento de la severidad de los 

síntomas y una disminución de la edad de aparición 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 mayoría 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 número normal de 

repeticiones, pues el carácter dominante de la enfermedad y el fenómeno de la 

anticipación implican que la transmisión 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 tamaño 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 

mitótica (Khajavi et al., 2001), la posición relativa de la repetición respecto al 

origen de replicación (Cleary et al., 2002) y mutaciones en genes involucrados en la 

reparación del DNA, en la replicación y en la recombinación (Manley et al., 1999). 

Uno de los procesos involucrados en el proceso de ERT podría ser el sistema 

MMR. Para estudiar el papel de la deficiencia en este sistema de reparación sobre la 

inestabilidad de las ERT, se han usado modelos de microorganismos y de ratón, con 

la limitación de que en estos modelos implica que los alelos estudiados se 

encuentran fuera de su contexto genómico natural. Además, 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 ratón se requieren las proteínas 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 inducción de inestabilidad de TNR dependiente de 

MMR en alelos cortos y dentro de un contexto genómico natural. Con este objetivo, 

estudiamos el efecto de la MMC, un mutágeno químico inductor de enlaces 

cruzados, sobre la inestabilidad de las secuencias (CTG)n y (CGG)n endógenas, 

asociadas a la DM1 y al FXS, respectivamente, en distintas líneas celulares que 

contienen un número normal de repeticiones en un fondo genético deficiente en el 

sistema MMR (Artículo 1).  

El análisis se llevó a cabo en cultivos celulares monoclonales expandidos 

bajo la presencia o ausencia de tratamiento mutagénico. Para la detección de la 

inestabilidad hemos usado una aproximación muy sensible que consiste en analizar 

la longitud de los alelos en geles de secuenciación, lo cual nos permite detectar 

pequeños cambios en el número de repeticiones (incluso de una sola repetición). En 

nuestro estudio hemos observado que los alelos no-expandidos no son tan estables 

como se creía y pueden ser inestabilizados en su contexto genómico natural por 

estrés mutagénico mediante dos mecanismos: un mecanismo en trans básicamente 

independiente del sistema MMR, y otro mecanismo menor dependiente de hMLH1. 

Respecto a la inestabilidad espontánea, vemos que el comportamiento de los 

trinucleótidos asociados a la DM1 y al FXS es distinto que el del mononucleótido 

BAT-25, el cual se muestra inestable en las dos líneas celulares deficientes en el 

sistema MMR, HCT116 y LoVo (ver tabla 2 y figura 2, Artículo 1). Esto está de 

acuerdo con la bibliografía, ya que estas dos líneas 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 cáncer hereditario, 

como el cáncer 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 líneas celulares derivadas de tumores 

deficientes en MMR presentan también este fenotipo mutador.  

La mayor inestabilidad del mononucleótido BAT-25 observada en la línea 

LoVo respecto a la línea HCT116 está de acuerdo con estudios realizados en 

levadura donde las mutaciones en el gen hMSH6 producen una mayor inestabilidad 

de mononucleótidos, por lo tanto, las líneas celulares derivadas de tumores 

deficientes en hMSH6 presentaban también mayor inestabilidad de 
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mononucleótidos (Verma et al., 1999). Dado que la línea LoVo tiene defectos tanto 

en el gen hMSH2 como en el hMSH6, nuestros resultados muestran que la 

frecuencia de alteraciones en el mononucleótido BAT-25 en la línea celular LoVo es 

mayor que en la línea celular HCT116 que tiene mutado el gen hMLH1. Además, la 

elevada inestabilidad detectada en el mononucleótido BAT-25 en las líneas 

deficientes en MMR (LoVo y HCT116) en comparación con las líneas celulares 

normales para MMR (SW480 y HCT116+Chr.3), confirma que nuestro diseño 

experimental es adecuado y nos permitirá detectar y cuantificar la inestabilidad de 

de TNR dependiente de MMR. 

Los trinucleótidos CTG y CGG analizados muestran niveles de inestabilidad 

muy bajos respecto al mononucleótido BAT-25. No obstante, se observa una 

tendencia no significativa hacia una mayor inestabilidad de estos trinucleótidos en 

las líneas deficientes en el sistema MMR (en especial el trinucleótido CGG en la línea 

LoVo) (ver tabla 2 y figura 2, Artículo 1). Se sabe que ciertos microsatélites son 

especialmente susceptibles a la inestabilidad. Así, en las células con MSI las 

repeticiones de mononucleótidos suelen ser las más inestables, seguidas de las 

repeticiones de dinucleótidos, siendo las repeticiones de tri-, tetra- y 

pentanucleótidos las que muestran la frecuencia de inestabilidad más baja 

(Dietmaier et al., 1997). Esto explicaría la baja inestabilidad observada en los dos 

trinucleótidos analizados. 

La baja inestabilidad espontánea de los dos trinucleótidos analizados 

tampoco es rara si tenemos en cuenta que la inestabilidad de estos dos 

microsatélites depende del número de repeticiones de la secuencia (Martorell et al., 

1998; Manley et al., 1999). Según estos estudios, las secuencias con un número 

pequeño de repeticiones se mantienen estables. En nuestras líneas celulares, los 

dos trinucleótidos presentan un número de repeticiones dentro del intervalo normal 

(ver secuencias en Tabla 1, Artículo 1), lo que implica una tasa de mutación 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 incluían las líneas 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 

detección de alelos mutantes raros resultantes de la expansión o contracción 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 

trinucleótidos CTG y CGG en el rango de longitud no patológica. 
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En nuestro estudio el hecho de detectar frecuencias mayores de clones 

inestables para TNR en la línea HCT116 comparada con la corregida HCT116+Chr.3 

(ver tabla 2 y figura 2, Artículo 1), nos permite atribuir parte de esta inestabilidad 

espontánea a la deficiencia de hMLH1. A diferencia del estudio de Kramer y 

colaboradores (1996) nuestro análisis se llevó a cabo por un método altamente 

resolutivo que nos permite detectar frecuencias de mutación tan bajas como de 1 

alelo mutante en 4000-20000 alelos pre-existentes. La resolución de la técnica se 

determinó 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 inducción 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 

drástico (más de 18 veces) de la frecuencia de clones inestables para las TNR 

analizadas en la línea celular SW480 y, en menor medida, en la línea HCT116 (ver 

tabla 2 y figura 3, Artículo 1). En un principio, el hecho de que, al tratar con MMC, 

únicamente la línea celular SW480 presente esta inestabilidad tan elevada en los 

dos trinucleótidos analizados, podría indicar una inestabilidad dependiente de un 

sistema MMR funcional, lo que estaría de acuerdo con los estudios realizados en 

ratón que muestran que la inestabilidad de estas secuencias requiere las proteínas 

MSH2 (Manley et al., 1999; Kovtun y McMurray, 2001) y MSH3 (van der Broek et 

al., 2002) funcionales. Seguidamente analizamos la inducción de inestabilidad en 

los tres microsatélites estudiados en la línea HCT116 corregida para su deficiencia 

en MMR mediante la transferencia del cromosoma 3 (HCT116+Chr.3), donde no se 

observó ningún incremento de la inestabilidad (ver tabla 2 y figura 3, Artículo 1). 

Además, en la línea celular HCT116+Chr.3 los niveles de inestabilidad espontánea e 

inducida fueron menores que en la línea celular deficiente. Estos resultados nos 

llevan a concluir que la inducción de inestabilidad en los dos trinucleótidos 

analizados por la MMC observada en la línea celular SW480 no depende de un 

sistema MMR funcional, y que el responsable es un mecanismo independiente de 

este sistema de reparación.  

Para profundizar más en el mecanismo responsable de la inestabilidad de 

trinucleótidos inducida por la MMC en la línea celular SW480, analizamos el perfil de 

inestabilidad de los tres loci microsatélites estudiados en las 4 líneas celulares 

utilizadas en el estudio. Sorprendentemente, encontramos una coincidencia en el 

perfil de inestabilidad de los dos trinucleótidos en la línea celular SW480, pero no 

con el mononucleótido BAT-25 (ver figura 4, Artículo 1). En esta línea 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 línea celular sugiere un mecanismo en trans de 

inestabilidad más que una acción directa de la MMC en la secuencia repetida. 

Además, la coincidencia en el perfil no estaría relacionada con el número de 

repeticiones, la secuencia repetida o la pureza de la misma, pues todas las líneas 

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, Artículo 1). 

Entender cual o cuales son los mecanismos en trans que puedan explicar 

nuestras observaciones es una cuestión importante para futuras investigaciones. 

Estos mecanismos en trans podrían ser activados/abolidos por el estrés mutagénico 

mediado por la MMC. Este mutágeno es dependiente de fase-S e induce enlaces 

cruzados en el DNA que bloquean la replicación. La relación entre replicación y ERT 

está bien documentada, especialmente en levaduras, donde mutaciones en los 

genes involucrados en la replicación 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 replicación, concluyeron que la perturbación de la dinámica de la horquilla de 

replicación podía tener algún papel en las expansiones CTG asociadas a la DM1. 

Según la literatura un posible candidato para la inestabilidad de TNR es FEN-

1, una proteína involucrada en la reparación por escisión de bases y en el 

procesamiento de los fragmentos de Okazaki durante la replicación de la cadena 

retardada (Gordenin et al., 1997). Se ha visto que FEN-1 está implicada en la 

fidelidad de la replicación de las TNR y en la estabilidad cromosómica y genómica. 

Levaduras deficientes en Rad27 (homólogo de FEN-1) muestran incremento de la 

inestabilidad de las secuencias repetidas, sobretodo trinucleótidos (Freudenreich et 

al., 1998; Schweitzer y Livingston, 1999). Tanto las células SW480 como las 

deficientes en Rad27 se caracterizan por inestabilidad genómica y cromosómica 

(Greene et al., 1999; Melcher et al., 2000), de modo que podría ser que la línea 

celular SW480 presentara una deficiencia en esta proteína, lo que explicaría la 

inestabilidad de trinucleótidos observada. Hay que tener presente no obstante, que 

si esta línea celular fuera deficiente para FEN-1, lo lógico sería observar también 

niveles elevados de inestabilidad espontánea, no solo bajo la inducción de la MMC. 

Nuestro análisis por western-blot con anticuerpos contra la FEN-1 en extractos 

celulares de las SW480 indica unos niveles de expresión normales y un tamaño 

molecular normal, indicando que FEN-1 no es responsable de la inestabilidad de 

trinucleótidos inducida por MMC observada en la línea celular SW480.  
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Sabemos que la línea celular SW480 es deficiente para la proteína p53 

(Nigro et al., 1989) y sobreexpresa una forma mutante de esta proteína. La 

expresión de p53 incrementa en respuesta al daño inducido por la MMC, y este 

incremento lleva a una disminución de la expresión de BRCA1 (Aritzi et al., 2000; 

MacLachland et al., 2000). La proteína BRCA1 está involucrada en la reparación de 

DSBs mediante recombinación homóloga, de modo que este efecto podría ser 

determinante para mantener la estabilidad de las TNR, así como del resto del 

genoma. Así, la proteína p53 es un buen candidato para explicar la inestabilidad de 

trinucleótidos inducida por MMC observada en la línea celular SW480. 

Además de la inducción de inestabilidad de las TNR asociadas a la DM1 y al 

FXS en la línea celular SW480, también observamos un incremento de la 

inestabilidad de las repeticiones CTG y CGG (no coincidente) después del 

tratamiento con MMC en la línea HCT116 pero no en la corregida HCT116+Chr.3 

(ver figura 3, Artículo 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 proteína hMLH1 juega un papel en la respuesta 

celular a la MMC. Esto está 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 acción de un mutágeno es 

importante, ya que estas secuencias se creían estables, aunque este efecto 

probablemente no está relacionado con la generación de alelos pre-patogénicos a 

partir de alelos de tamaño normal, pues todos los clones alterados por la inducción 

de la MMC presentan contracciones (ver figura 3, Artículo 1). Además, el proceso 

que regula la inestabilidad de repeticiones en células mitóticas somáticas puede ser 

diferente del que ocurre en la línea germinal in vivo.  

Pero si la MMC es capaz de inestabilizar secuencias cortas de repeticiones 

teóricamente estables, se puede pensar que también tendrá efecto en las 

secuencias repetidas largas (pre)patogénicas, que son en sí mismas bastante 

inestables, afectando al proceso de expansión. Además, la inestabilidad de las TNR 

asociadas con desórdenes hereditarios presenta un fuerte sesgo hacia las 

expansiones que depende del número de repeticiones de la secuencia y de la edad 

de los individuos afectados (Wong et al., 1995). 

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

repeticiones CTG de los alelos DM1 de tamaño normal y patogénico (Artículo 2). El 
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análisis de la dinámica del tamaño de las repeticiones CTG se realizó en líneas 

celulares linfoblastoides (LBCLs) derivadas de dos pacientes DM1 y de un individuo 

normal. Este análisis se llevó a cabo a lo largo de sucesivas generaciones celulares 

(0-12 PD), usando SP-PCR radioactiva y análisis mediante geles de secuenciación 

para resolver pequeñas variaciones en el tamaño de las repeticiones CTG. 

El análisis por SP-PCR nos permitió detectar dos tipos de mutación 

espontánea en las repeticiones CTG de los alelos patogénicos grandes ((CTG)69 y 

(CTG)124): (1) pequeños cambios en el número de repeticiones CTG y (2) grandes 

cambios en el número de repeticiones. Los cambios pequeños de tamaño se 

manifestaron como una banda ancha que contenía al alelo modal. El tamaño del 

alelo modal y los límites superior e inferior de estas bandas se determinaron como 

una indicación de la heterogeneidad del tamaño del alelo, siendo de 69±5 

repeticiones para el alelo (CTG)69 y de 124±6 repeticiones para el alelo (CTG)124 al 

inicio del cultivo (punto P0). Este tipo de mutación fue constante a lo largo de los 

pasajes y se detectó en todas las reacciones de SP-PCR realizadas. Esta 

inestabilidad de los alelos CTG expandidos observada en nuestros cultivos no 

tratados está de acuerdo con datos publicados previamente en LBCLs DM1 

(Ashizawa, et al., 1996; Khajavi et al., 2001). Se ha propuesto un modelo de 

mutación paso a paso (step-wise) (Monckton et al., 1995; Khajavi et al., 2001) 

para explicar los cambios pequeños frecuentes en el tamaño 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 pequeños cambios en el 

número de repeticiones, pues como se ha publicado recientemente (Zhang et al., 

2002), este artefacto experimental solo explicaría los cambios en el tamaño de no 

más de tres repeticiones. 

Sin embargo, mientras que en la línea celular LBCL69/12 el alelo modal 

(CTG)69 permaneció estable a lo largo de los pasajes, en la línea celular LBCL124/28, 

el alelo modal (CTG)124 mostró un cambio gradual a secuencias ligeramente más 

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 población celular (PD), 

respectivamente (ver figura 2, Artículo 2). Este cambio se observó en las 40 

reacciones de SP-PCR realizadas en cada punto del estudio, y es una clara 

evidencia de un mecanismo de mutación step-wise con un sesgo hacia las 

expansiones. 

Como se muestra en la figura 3 (Artículo 2), la sensibilidad de nuestro 

método de análisis nos permitió detectar este incremento gradual del tamaño del 

alelo (CTG)124 en las sucesivas generaciones celulares, demostrándose el sesgo 

hacia las expansiones de la mutación step-wise de este alelo en nuestros cultivos a 



DISCUSIÓN 

 

 69

corto plazo. Este incremento en el tamaño del alelo, sin embargo, no se observó en 

el alelo (CTG)69. El tiempo de extensión de los cultivos podría ser un factor 

importante para explicar las diferencias halladas entre los dos alelos patogénicos, 

pues tal vez serían necesarios cultivos más largos para poder detectar una 

tendencia hacia las expansiones de las mutaciones del alelo (CTG)69. Otra 

explicación podría ser la diferencia de tamaño 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. Basándonos en nuestros 

resultados, este umbral podría estar entre 69-124 repeticiones, que incluye el 

intervalo de premutación (50-80 repeticiones), considerado relativamente estable 

en células somáticas in vivo (Barceló et al., 1993; Martorell et al., 2001). En un 

estudio similar realizado en LBCLs (Khajavi et al., 2001), los autores mostraron una 

desviación 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 tamaño de alelos 

de menos de 200 repeticiones a lo largo del tiempo in vivo, aunque la resolución de 

su método de análisis (Southern blot) podría haber limitado la detección de 

pequeños cambios en el número de repeticiones. Además, nuestros datos muestran 

que no hay un efecto de la MMC en la inestabilidad del alelo (CTG)69 (ver figura 2, 

Artículo 2), lo que apoya nuestra hipótesis de la presencia de un umbral de 

tamaño en la desviación hacia expansiones de las mutaciones step-wise. 

A parte de estos pequeños cambios en el número de repeticiones, a lo largo 

de los pasajes se detectó también otro tipo de cambio, menos frecuente, de los 

alelos (CTG)124 y (CTG)69. Estos cambios eran de más de 5-6 repeticiones respecto 

al tamaño del alelo modal, y en los geles de secuenciación se observaron como 

bandas discretas fuera de la banda ancha del alelo modal (ver figuras 1 y 2, 

Artículo 2). Nuestros datos muestran que este tipo de variantes alélicas incluyen 

un número similar de expansiones y contracciones. 

A pesar de que se observa un claro efecto de la MMC sobre la inestabilidad 

del alelo (CTG)124, no está claro como se da ese efecto. A lo largo de los pasajes, la 

MMC incrementó 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, Artículo 2). En 

los cultivos con MMC, se podría especular tanto que el alelo (CTG)148 ya existía al 

inicio del cultivo, o que la mutación 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 población celular por la ventaja mitótica de 

las células que contienen este alelo (mitotic drive) sería muy baja. Además, se 

podría considerar que estas células raras podrían sufrir una deriva celular en las 

sucesivas generaciones celulares y, eventualmente, desaparecer de la población 

celular, a pesar de que se espera un aumento en el número de estas células si 

tienen mitotic drive. Por lo tanto, nuestros resultados indican que la MMC juega un 

papel directo en la expansión de repeticiones observada. La reparación de las DSBs 

producidas por el bloqueo de la replicación causado por la MMC, podría darse vía 

recombinación desigual entre los dos alelos, generándose así las nuevas variantes 

alélicas. La MMC produce enlaces cruzados intercatenarios (entre las dos cadenas 

de DNA) que pueden ser reparados por una vía de replicación tendiente a error, en 

la que intervienen la NER y un mecanismo de bypass de la lesión (Zheng et al., 

2003). El proceso de bypass de la lesión es responsable de la mutagénesis de la 

MMC dependiente de fase-S. Así, las nuevas variantes alélicas podrían ser inducidas 

mediante un mecanismo step-wise dependiente de replicación 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 dinámica de la horquilla de replicación con 

inhibidores de la replicación. Nuestros resultados parecen estar de acuerdo con los 

obtenidos independientemente por estos autores, pues la MMC es un mutágeno S-

dependiente, que provoca el bloqueo de la horquilla de replicación. Estudios 

realizados en nuestro laboratorio con la bleomicina, un mutágeno S-independiente, 

no muestran inducción de las TNR asociadas a DM1 y al FXS en las mismas líneas 

celulares usadas en esta tesis, lo que refuerza la hipótesis de un mecanismo de 

inestabilidad dependiente de replicación. 

Por otro lado, se conoce que las células tratadas con MMC reducen su tasa 

de crecimiento celular debido a la activación del punto de control de la división 

celular y, en un menor grado, a la activación del punto de control de la replicación 

(Lambert et al., 2003). La activación de estos puntos de control extiende el tiempo 

para reparar el daño 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 duplicación de la población celular (ver anexo, Artículo 

2). Tal como se había sugerido anteriormente (Ashizawa et al., 1996) la reducción 

de la tasa de crecimiento celular podría ser un factor importante para la generación 

de mutaciones en las repeticiones DM1. De acuerdo con esto, los pacientes jóvenes 

con DM1 congénita no manifiestan heterogeneidad en el tamaño de las 
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repeticiones, a pesar de las rápidas divisiones que se dan en la embriogénesis 

(Mankodi et al., 2002).  

Tomando en consideración todas estas observaciones, proponemos que la 

MMC induce nuevas variantes alélicas en cultivos celulares y que la población 

celular genéticamente heterogénea podría ser el sustrato para la selección de 

aquellas células que llevan alelos mayores, desplazando finalmente a la población 

celular original en pocos pasajes. Este modelo está secundado por datos publicados 

recientemente sugiriendo una asociación entre una tasa elevada de proliferación 

celular y grandes repeticiones CTG (Khajavi et al., 2001). 

Las tasas de inestabilidad espontánea de los alelos DM1 no-patogénicos 

observadas en las líneas celulares LBCL69/12, LBCL124/28 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 

mutación espontánea de estos alelos normales en las líneas celulares derivadas de 

pacientes DM1 fue estadísticamente mayor que la frecuencia de mutación del alelo 

en la línea celular derivada de un individuo sano. Aunque no tenemos ninguna 

explicación factible para este hallazgo, las diferencias en las tasas de crecimiento 

de las líneas celulares podrían explicar nuestros resultados. El tiempo de PD de las 

líneas celulares LBCL69/12 y LBCL124/28 fue de 3 y 3,5 días, respectivamente, 

comparados con los 2 días para la línea LBCL13/13. Así, una tasa relativa de 

crecimiento menor en las líneas celulares DM1 podría proporcionar más tiempo para 

que se den mutaciones espontáneas independientes de la replicación. Además, 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 (Artículo 1), la inestabilidad de las repeticiones 

CTG inducida por la MMC es principalmente independiente del sistema MMR. Por lo 

tanto, estas variantes alélicas podrían ser generadas durante la reparación de los 

enlaces cruzados intercatenarios inducidos por la MMC en la que intervienen 

procesos dependientes o independientes de recombinación (Zheng et al., 2003; 

Cole et al., 1976). Los nuevos alelos generados por el efecto de la MMC se 

encuentran dentro del intervalo de tamaño normal, pero cerca del límite superior, 

de modo que el estrés mutagénico podría tener una importancia significativa en la 

generación de nuevos alelos premutacionales para mantener la elevada incidencia 

de la DM1 en la población (Straus, 1991; Imbert et al., 1993). 

En conclusión, hemos encontrado que la MMC puede inducir inestabilidad de 

las TNR asociadas a la DM1 y al FXS por dos vías 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 dinámica de las repeticiones CTG asociadas a la DM1 en células humanas 

en división mitótica, incrementando la desviación hacia expansiones de alelos 

patogénicos y promoviendo la inestabilidad de alelos de tamaño normal. Que 

nosotros sepamos, esta es la primera descripción 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 somáticas no pueden extrapolarse directamente a la 

situación in vivo, nuestros hallazgos sugieren un mecanismo nuevo de inestabilidad 

de trinucleótidos con potenciales implicaciones clínicas. De esta forma, el estrés 

mutagénico inducido por agentes ambientales podría acelerar el proceso de 

anticipación y podría incrementar la severidad de la enfermedad en individuos 

sintomáticos debido a una mayor inestabilidad de las TNR en sus células somáticas. 

Sería interesante probar en modelos de ratón si el estrés mutagénico está 

involucrado en el proceso de anticipación promoviendo la expansión in vivo de las 

TNR en la línea germinal, y en la heterogeneidad y mosaicismo en el número 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 líneas 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 número normal de 

repeticiones CTG y CGG asociadas a la DM1 y al FXS, respectivamente, 

en su contexto genómico natural.  

 

3. La inducción de la inestabilidad de las TNR asociadas a la DM! Y al FXS 

por la MMC se produce por dos vías 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 número de repeticiones y cambios pequeños. 

 

5. En las LBCLs derivadas de pacientes DM1, los cambios pequeños en el 

número de repeticiones muestran un sesgo hacia las expansiones a lo 

largo de las sucesivas generaciones celulares, generado por un 

mecanismo de mutación step-wise. 

 

6. La MMC modula la dinámica de la inestabilidad step-wise de las 

repeticiones CTG asociadas a la DM1 en células humanas en división 

mitótica, incrementando la desviación hacia expansiones de los alelos 

patogénicos. 

 

7. La MMC promueve la inestabilidad de los alelos con un número normal de 

repeticiones CTG asociadas a la DM1 en células humanas en división 

mitótica, generando alelos expandidos cerca del límite superior del 

intervalo de tamaño normal. 
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