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1. ASPECTES CLINICS

La sindrome de Rett (RTT) va ser inicialment descrita per Andreas Rett el 1966 (Rett, 1966),
perd no va ser fins I'any 1982, a la Federacidé Europea de Neuropediatria celebrada a
Norwirherhout (Holanda), quan el Dr. Hagberg va presentar una descripcio clinica deta-
llada de la malaltia. El 1983 es va descriure I'RTT en una publicacio a la literatura medi-
ca com una sindrome progressiva d'autisme, demencia, perdua de la capacitat de mani-
pulacio i aparici6 d'estereotipies de rentat de mans en les pacients (Hagberg i col. 1983).
L'RTT només afecta a dones i té una prevalenca d’1/12.000 a 1/15.000 (Hagberg i col.
1983; Kerr & Stephenson, 1985; Kozinetz i col. 1993).

1.1 Formes cliniques de la malaltia. Criteris diagnostics

Les caracteristiques cliniques de I'RTT van ser definides per Hagberg i col. (1985). Es dife-
rencien dues formes de la malaltia, la forma classica i les formes atipiques o variants.

La forma classica de 'RTT es caracteritza per un periode prenatal i perinatal aparentment
normal de les pacients, que presenten un desenvolupament psicomotor normal durant els
primers 6-18 mesos de vida i després inicien una regressio en les activitats adquirides.
Presenten una disminucio6 de l'activitat voluntaria de les mans entre el sis mesos i els dos
anys d'edat, associada temporalment a una disfuncid de la comunicaci6 i del contacte
social. Perden el llenguatge expressiu adquirit i el llenguatge receptiu es deteriora, amb
afectacio del desenvolupament psicomotor. Una de les caracteristiques d'aquesta sindro-
me &s la presencia de les estereotipies tipiques de les mans, en forma de rentat de mans,
recargolant-les, ensalivant-les, donant cops de mans i automatismes de fricci6. Entre el
primer i quart any del desenvolupament motor comencen a apareixer anomalies en la
deambulacié (marxa apraxica), encara que hi ha pacients que no adquireixen mai la
marxa. El perimetre cranial és normal al néixer, perd entre els cinc mesos i els quatre anys
de vida es manifesta una desacceleraci6 del creixement cefalic, que en la majoria de les
pacients evoluciona cap a una microcefalia adquirida. Tot aquest conjunt de simptomes
que van apareixent durant els primers anys de vida de les pacients constitueixen els cri-
teris necessaris de la malaltia (Taula 1) els quals permeten un diagnostic clinic entre els
dos i els cinc anys d'edat (Hagberg i col. 2002).

Existeixen, a més, uns criteris de suport diagnostic (Taula 1) que apareixen en el transcurs
de la malaltia. Consisteixen en la presencia d'anomalies del ritme respiratori en ['estat de
vigilia: apnees periodiques, hiperventilacié intermitent, periodes de contenci6 de la res-
piracio, emissio forcada d'aire i saliva, i la preseéncia de distensié abdominal per deglucio
de grans quantitats d'aire. Es poden apreciar anomalies del to muscular amb atrofia de les
masses musculars i/o distonies. La presencia de trastorns vasomotors periférics amb peus
petits, hipotrofics i freds, i la preseéncia d'atrofies musculars distals es fan evidents al final
de la primera década (Hagberg i col. 1983; Naidu i col. 1986). Algunes de les pacients
poden presentar escoliosi i/o cifosi d'origen neurogen i retard en el creixement de la talla.
El 50% de les pacients poden patir alguna mena de crisi epileptica. Els estudis electroen-
cefalografics (EEG) es caracteritzen per un enlentiment de la seva activitat base i patrons
intermitents de ritmes lents (3-5Hz), amb aparicié de descarregues paroxistiques amb o
sense crisis cliniques (Verma i col. 19806).

Cal afegir que existeixen també uns criteris d'exclusié (Taula 1) que permeten el diagnos-
tic diferencial amb altres malalties neurologiques que, en ocasions, presenten trets clinics
comuns amb I'RTT, especialment en la fase de deteriorament.
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Taula 1. Criteris diagnostics per a 'RTT classica, establerts pel Consens del grup de recerca reunit a
Baden-Baden, 2001 (Hagberg i col. 2002).

Criteris de diagndstic per 'RTT classica.

Criteris necessaris ¢ Periode prenatal i perinatal aparentment normal

e Desenvolupament psicomotor aparentment normal durant els primers
sis mesos de vida

e Perimetre cranial normal al néixer

e Desacceleracio del perimetre cranial entre els 5 mesos i 4 anys de
vida

e Disminucié de |'activitat voluntaria de les mans entre els 6 mesos i 5
anys d'edat, associada a disfuncié de comunicacio i rebuig social

¢ Llenguatge expressiu i receptiu molt malmes amb afectacié del siste-
ma locomotor

e Estereotipies manuals, rentat de mans, recargolant-les, ensalivant-les,
donant cops de mans i automatismes de friccio

e Anomalies en la deambulacié o no adquisicié de la marxa

e Possibilitat d'un diagnostic clinic entre els 2 i 5 anys d'edat

Criteris de suport e Anomalies del ritme respiratori i apnees periodiques en vigilia, hiper-
ventilacioé intermitent, periodes de contencié de la respiracié emissio
forgcada d'aire i de saliva, distensié abdominal per deglucié de grans
quantitats d'aire

e Anomalies a I'EEG: ritme lent en vigilia i patrons intermitents de rit-
mes lents descarregues paroxistiques amb o sense crisi clinica

e Convulsions

e Anomalies del to muscular amb atrofia de les masses musculars i/o
distonies

e Trastorns vasomotors periferics

¢ Escoliosi/cifosi

e Retard en el creixement (talla)

e Peus petit, hipotrofics i freds

e Anomalies en el patr6é del son del lactant, amb major quantitat de son
didrn

Criteris d'exclusi6 e Evidéncia d'un retard en el creixement uteri

e Organomegalia o altres trets de malaltia de diposit

¢ Retinopatia o atrofia optica

e Preséncia d'un trastorn metabolic o neurologic progressiu

e Patologies neurologiques secundaries per infeccions greus o trauma-
tismes cranials

La forma classica presenta quatre estadis en la seva evolucié clinica (Hagberg & Witt-
Engerstrom, 1986) (Fig. 1). En el primer, a partir dels sis mesos d'edat, s’aprecia una dis-
minuci6 de linteres pel joc i 'entorn. Durant el segon estadi, que pot durar setmanes o
mesos, es produeix una rapida regressié amb perdua de l'activitat voluntaria de les mans
associada a una disfunci6 de la comunicaci6 i un rebuig social amb manifestacions autis-
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tes, deteriorament del llenguatge expressiu i receptiu, aparicio de les estereotipies manuals,
conductes automutilants, trastorns del son i anomalies en la deambulacio. El tercer estadi
és d'aparent estabilitat. S'evidencia un retard molt greu neuroldgic amb una millora en el
contacte visual, poden presentar-se crisis epiléptiques, i es manifesten els trastorns de la
deambulacio i les anomalies respiratories. El quart estadi s'inicia després dels deu anys de
vida i pot durar decades: s'instaura el deteriorament motor amb aparicié d’escoliosi i de
trastorns trofics, i es posa de manifest el retard de creixement global (Holm i col. 1980;
Haas i col. 1997; Motil i col. 1998). En aquesta ultima etapa millora el contacte visual i
social, i les convulsions son menys greus (Hagberg & Witt-Engerstrom, 1986). Se sap que
el 70% de les pacients RTT tenen una esperanca de vida de 35 anys d'edat.

Figura 1. Fotografies d’una pacient amb RTT classica. D’esquerra a dreta, estadis segon, tercer i quart.

A més de la forma classica de I'RTT, existeixen les formes atipiques o variants (22% dels
casos). Per definir aquestes variants s'han dissenyat uns criteris de classificacio del feno-
tip, utilitzant uns criteris principals d'inclusi6 i de suport que ajudaran en el moment del
diagnostic clinic (Hagberg & Skjeldal, 1994). Dins les variants de 'RTT es diferencien les
segiients formes cliniques, des de les més greus a les més lleus:

e La forma congenita o0 d'inici precog presenta retard psicomotor des del naixement, sense
un periode de normalitat. El seu desenvolupament psicomotor és sempre patologic i les
poques adquisicions es perden. La gran majoria de pacients no adquireixen mai la deam-
bulaci6. El diagnostic sol ser dificil fins que no es defineix el fenotip classic de I'RTT.

e La forma amb epilépsia precog t&é una evolucidé molt severa. La seva presentacio clinica
es dona entre el segon i el vuite mes de vida amb sindrome de West o bé amb epilep-
sia parcial o generalitzada, rebel als farmacs antiepileéptics. El patré de 'EGG intercritic
sempre és patologic.

e La forma amb llenguatge conservat correspon a pacients que utilitzen algunes paraules
o frases curtes que poden ser propositives. Poden no arribar a perdre tot el llenguatge
adquirit, o bé recuperar-lo al voltant de la pubertat. No arriben mai a desenvolupar un
llenguatge oral normal, i la majoria d'elles mostren absencia de joc espontani. En aques-
ta variant son poc frequents les crisis epiléptiques i poden no presentar microcefalia
adquirida (Zapella i col. 1992). Normalment, el 40% son diagnosticades d'autisme, i un
altre 40% de retard mental amb trets autistics.

e La forma fruste constitueix el 15% de les formes atipiques. En aquesta variant el perio-
de de regressio es produeix entre el primer i el tercer any de vida. Conserven parcial-
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ment 1'"Gs de les mans i les estereotipies son atipiques o absents, amb poca o nul-la
detenci6 del creixement del perimetre cranial. El diagnostic clinic definitiu de la forma
fruste es sol realitzar a partir dels 10-13 anys d'edat.

e La forma amb regressié tardana inclou pacients amb retard mental inespecific i amb un
coeficient intel-lectual inferior a 50. Inicien la regressio entre els 10-15 anys d'edat i
adquireixen el fenotip RTT després de la pubertat, entre els 16 i els 20 anys.

En ocasions és dificil definir la forma atipica de les pacients, especialment entre les alti-
mes formes descrites, ja que els trets clinics es poden solapar i el diagnostic depén molt
de I'edat de la pacient. En ['Gltima reuni6 internacional de neuropediatres experts en RTT
realitzada a Baden-Baden (Alemanya) el 2001, es van redefinir també els criteris diagnos-
tics de les variants (Taula 2).

Taula 2. Criteris diagnostics revisats per a les formes atipiques o variants, establerts pel Consens del
grup de recerca reunit a Baden-Baden, 2001 (Hagberg i col. 2002).

Criteris de diagnostic per a les formes variants.

Criteris d'inclusié e Almenys tres dels sis criteris principals de la forma classica

¢ Almenys sis dels onze criteris de suport de la forma classica

Criteris principals e Abséncia o reduccio6 de les habilitats manuals

Perdua del llenguatge/argot
e Perdua de les habilitats per comunicar-se

Desacceleracié del creixement cefalic

Estereotipies manuals

Trastorn del desenvolupament seguint el fenotip de I'RTT

Criteris de suport e Anomalies del ritme respiratori

e Bruxisme

e Escoliosi/cifosi

e Amiotrofies de les extremitats inferiors
e Peus freds i cianotics

e Aerofagia

e Deambulacié anormal o absent

e Trastorns del son

e Gran tolerancia al dolor

e Crisis de riure o crits

1.2 Neuropatologia del cervell

Des de la descripcio de la malaltia, se sap que I'RTT afecta el cervell. Estudis en el camp de
la neuroimatge, la neurofisiologia i la neuropatologia han ajudat a definir diferéncies entre el
cervell de les pacients i un cervell normal. Les afectades presenten una desacceleraci6 del crei-
xement cefalic, i estudis postmortem han confirmat que els cervells de les pacients RTT s6n un
14-34% més petits que els d'individus control, sense que hi hagi evidéncies de pérdua cel-lular
(Jellinger & Seitelberger, 1986; Naidu i col. 1997) (Fig. 2). Les pacients amb RTT acostumen a
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tenir una talla reduida, pero si es comparen els pesos dels seus organs amb els d'individus nor-
mals de la mateixa talla, el cervell és l'organ que amb diferéncia presenta una reduccié més
acusada (Armstrong D i col. 1999). El seu pes no supera 1 Kg (Armstrong D, 2001).

B

Figura 2: Técnica DTl (diffusion tensor imaging) de talls axials, a nivell del gangli basal.

A: individu control; B: pacient RTT. Ambdds individus presenten la mateixa edat i sexe. Les fletxes
blanques mostren I’orientacid longitudinal de les fibres axonals frontals dorso-laterals (en verd). Les
fletxes grogues indiquen I’orientacio lateral de les fibres axonals frontals insular/posteriors (en vermell).
En blau es mostren preferentment les fibres axonals en un pla dorso-ventral. (Naidu i col. 2001).

Els primers estudis neurofisiologics de la malaltia suggerien que I'RTT podia ser una
malaltia neurodegenerativa, perque hi havia una regressio del desenvolupament. No obs-
tant, estudis neuropatologics posteriors van mostrar que no hi havia degeneracio, sind un
arrest en el procés de maduracio del sistema nervids central que es produeix durant els
primers 2-3 anys de vida. Aquest es tradueix en una falta d’arboritzacié dendritica i en
una alteracié profunda de la xarxa sinaptogénica en arees concretes del cervell, sense
afectar el desenvolupament de les cel'lules glials. Les dendrites de les neurones pirami-
dals del cortex i de les regions subcorticals de les pacients sOn reduides en longitud i com-
plexitat (Armstrong D, 1992; Armstrong D i col. 1995) i es presenten en menor quantitat
(Belinchenko i col. 1994) i més densament empaquetades que en individus control
(Bauman i col. 1995). Les regions del cervell particularment afectades son el cortex motor,
el nucli caudat i la substancia blanca del cortex temporal. La integracié dels ganglis basals
—directament implicats en la regulaci6é de les funcions motores— amb el cortex esta també
alterada degut a una falta de desenvolupament axonal (Armstrong D, 2001).

Aquestes alteracions neuropatologiques s’associen a canvis consistents a nivell molecular,
com la reduccio o absencia de la proteina associada a microtibuls especifica de dendri-
tes MAP-2 (implicada en lestabilitat del citoesquelet, i en el creixement i desenvolupa-
ment neural) i de la prostaglandina endoperoxidasa H sintasa-2 (enzim limitant en la bio-
sintesi de prostanoids, implicats en la neurogenesi, i marcador de neurones madures)
(Whitty i col. 1993; Kaufmann i col. 1995; Kaufamann i col. 1996; Kaufmann i col. 1997;
Matsuishi i col. 1997; Deguchi i col. 2000).

9
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Les pacients RTT presenten també alteracions selectives en els nivells de neurotransmis-
sors i factors trofics, responsables del desenvolupament, creixement, estabilitzacio i correc-
te funcionament dels circuits neurals (Armstrong D, 2001). La dopamina, neurotransmissor
implicat en el control i la regulaci6 del moviment, en 'expressi6 dels estats afectius i en la
capacitat propositiva, esta altament disminuida en les neurones dopaminergiques de les
pacients. S‘'observen nivells reduits de serotonina la qual, a més d’intervenir en el control
del son, de la ventilaci6 i en la percepci6 del dolor, és un factor de regulacié del desen-
volupament cerebral abans d’adquirir la seva funcié com a neurotransmissor en el cervell
madur. Com a factor regulador, la serotonina regula tant el desenvolupament de les neu-
rones serotonergiques com el desenvolupament dels seus teixits diana (Whitaker-Azmitia,
2001). També la substancia P, neuropeptid que estimula 'extensioé de la neurita en cultius
de neuroblastomes, mostra nivells baixos en liquid cefaloraquidi, cervell i medul.la. La
substancia P és un neuromodulador en neurones primaries, neurones sensitives i neuro-
nes dopaminergiques. Intervé en la regulaci6 del sistema nerviés autonom en relaci6 al sis-
tema vasomotor i cardiac. Alteracions en els nivells de substancia P en I'RTT s’associen als
trastorns de la respiraci6 i del son de les pacients, i es relacionen amb els peus freds, la
regressié motora i I'atrofia muscular. La seva relacio amb el sistema endocri podria expli-
car també el retard de creixement de les afectades.

El que encara es desconeix és si aquestes alteracions moleculars son causa o bé conse-
quencia del desenvolupament anormal del cervell de les pacients.

Inicialment, I'RTT es va considerar una malaltia neurodegenerativa o una encefalopatia
estatica, ja que la majoria de les pacients passaven per un periode de normalitat abans
d’entrar en una etapa de regressio cognitiva. En 'actualitat és definida com una malaltia
de les sinapsis, ja que el desenvolupament neuronal i 'organitzacié de la xarxa sinap-
togenica del cervell queden aturades. Aquest és un camp que esta essent molt estudiat
des de diverses disciplines. L’estudi dels processos andomals en 'RTT servira de model per
aprofundir en el coneixement dels processos normals de desenvolupament del SN. B
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2. ASPECTES GENETICS

Les bases genétiques i el tipus d'heréncia de I'RTT han estat discutides durant decades,
des que la patologia va ser descrita per A. Rett (1966) i B. Hagberg (1983). No va ser fins
l'octubre de 1999, quan es van identificar mutacions en el gen MECP2 en pacients, que
es va confirmar la hipotesi que 'RTT és una malaltia dominant lligada al cromosoma X,
deguda normalment a mutacions de novo (Amir i col. 1999) [RTT (MIM 312750) i MeCP2
(MIM 300005)].

Aquesta tesi es va comencar quan el gen causant de 'RTT encara no s'havia identificat,
pel que és convenient fer una breu introducci6 als treballs realitzats per diferents grups
durant la cerca del gen responsable de la malaltia.

2.1 Mapatge del locus RTT

2.1.1 Models d'heréncia per a ’'RTT

Es van proposar diferents models per explicar 'heréncia de I'RTT (Clark, 1996). La hipo-

tesi més comunament acceptada suposava una heréncia dominant lligada al cromosoma

X, letal en hemizigosi, amb penetracié incompleta i expressivitat variable. No obstant, es

coneixia l'existencia d'uns pocs casos familiars. La preséncia de portadores obligades

sanes en algunes families s’explicaria, sota aquest model, per una inactivacié totalment
esbiaixada del cromosoma X portador de la mutacio, mentre que la presencia de mosai-
cisme germinal en un dels progenitors explicaria altres casos familiars descrits. D’altra
banda, estudis realitzats per diversos grups proporcionaven dades contradictories sobre

I'existencia de biaix en el patr6é d’inactivacio de I'X (XCD de les mares portadores asimp-

tomatiques o de les diferents afectades dins la mateixa familia (Miggeon i col. 1995;

Camus i col. 1996; Webb i col. 1996; Schanen i col. 1997). Es per aixd que es van pro-

posar altres hipotesis per poder explicar I’heréncia de la malaltia:

e Disomia uniparental del cromosoma X. Hipotesi descrita per Benedetti i col. (1992), i
rebutjada per Webb i col. (1993), ja que els estudis realitzats comprovaven I'’heréncia
biparental de totes les probands RTT analitzades.

e Interferéencia metabolica dels individus heterozigots amb un locus del cromosoma X:
segons aquest model, tant les dones homozigotes com els barons hemizigotics serien
no afectats (Johnson, 1980). La malaltia estaria produida per la interferéncia metaboli-
ca entre dos productes geénics dels dos cromosomes X. A causa del procés d'XCI,
aquests productes estarien produits en cel-lules diferents, i aquesta hipotesi només seria
acceptada en cas que: 1) el producte genic fos extracel-lular 6 2) el locus escapés del
procés d'inactivacio.

e Interferéncia metabolica entre un locus lligat al cromosoma X i un locus supressor
autosomic.

e Interaccio entre un locus autosomic i un o més loci lligats al cromosoma X.

e Herencia mitocondrial: s'havien observat patrons d'heréncia materna en algunes de
les families RTT estudiades, i anomalies morfoldogiques i funcionals mitocondrials en
algunes de les pacients (Coker & Melnik, 1991; Mak i col. 1993; Dotti i col. 1993), pel
que no es descartava trobar una base genetica de la malaltia basada en mutacions en
el DNA mitocondrial (mtDNA). Es va realitzar una cerca de mutacions en 'mtDNA en
individus RTT i familiars, i el grup de Tang i col. (1997) va trobar mutacions en
pacients i en les seves mares en el gen mitocondrial que codifica per 16S rRNA, perd
no en poblacié control.




ANALISI DEL GEN MECP2 A LA SINDROME DE RETT. CORRELACIONS GENOTIP-FENOTIP

e Mutaci6 dinamica: variacioé de la hipotesi d'herencia dominant lligada al cromosoma X,
on l'expansio patologica seria el resultat d'un procés mutacional en multiples passos
que culmina amb la inestabilitat d'un al-lel premutat de risc (Hofferbert i col. 1997).
L'RTT presenta caracteristiques comunes amb altres malalties causades per I'expansio
inestable d'un microsatel'lit: totes son malalties neurologiques o neurodegeneratives
(sindrome del cromosoma X fragil, distrofia miotonica, malaltia de Huntington, ataxia
de Friedreich); la gravetat de la malaltia correlacionaria amb el grau d’expansi6 de la
repeticio i explicaria la variabilitat fenotipica de les pacients (Oberlé i col. 1991; Harley
i col. 1992; The Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993; Monros i col.
1997); en les malalties causades per repeticions d'un tram curt del triplet CAG que es
tradueix en poliglutamines (malaltia de Huntington, ataxies cerebeloses dominants),
I'expansi6 afecta només a arees anatdmiques concretes del sistema nervids, encara que
el gen tingui una expressié ubiqua. Les malalties causades per mutacio dinamica tenen
un o pocs cromosomes fundadors de la repeticio inestable. Donant for¢a aquesta hipo-
tesi, s’havia descrit 'existéencia d’'un possible efecte fundador per a I'RTT en la pobla-
ci6 sueca (Akesson i col. 1992, 1995, 1996), on es descrivia un ancestre comu per a
pacients RTT de diversos punts de Suecia. Tot i els estudis realitzats confirmant aquest
suposat ancestre comu, es va replicar que la probabilitat d'un origen comu per a les
pacients RTT és gairebé la mateixa que per a la resta d’individus de la poblaci6 sueca.
Després del descobriment del gen MECP2 com a causant de 'RTT, Xiang i col. (2002)
van estudiar 'origen de les mutacions en el gen MECP2 en pacients RTT a Suecia, con-
firmant-se, en tots els casos, l'origen de novo de la mutacio.

2.1.2 Identificacio del gen causant de ’'RTT

La base sobre la que la majoria de grups es van centrar per mapar el locus RTT va ser
que la malaltia es donava gairebé exclusivament en dones. Es suposava que es tractava
d’'una malaltia dominant lligada a I'X; possiblement letal en hemizigosi (Hagberg i col.
1983; Cummings i col. 1998). El fet que I'RTT es presenta gairebé sempre de forma
esporadica va dificultar en gran manera la localitzacio del locus lligat a la malaltia, ja que
no podia aplicar-se analisi de lligament. Les Giniques eines de que es disposava eren |'e-
xistencia d’'un reduit nombre de casos familiars, i la descripcié d’alteracions cromosomi-
ques en algunes pacients.

Journel i col. (1990) van estudiar una pacient RTT amb una translocacio
t(X;22)(p11.22;p11), present també en la seva mare assimptomatica i en la seva germana,
aquesta ultima amb una alteracié neurologica compatible amb la forma fruste de I'RTT.
Zoghbi i col. (1990) van descriure una pacient amb una translocacié balancejada
t(X;3)(p22.1;q13.31). Encara que aquestes translocacions entre el cromosoma X i cromo-
somes autosOmics mapaven el locus RTT en el bra¢ curt del cromosoma X, els punts de
trencament del cromosoma X en les pacients no eren coincidents.

El primer progrés en el cartografiat fi del gen va provenir de I'estudi de dues families, una
amb una mare asimptomatica i dues filles afectes de diferents pares, i I'altre amb una pare-
lla neboda-tieta, afectes d’'RTT (Anvret i col. 1990; Archidiacono i col. 1991; Ellison i col.
1992). Sota la hipotesi que el gen estava lligat al cromosoma X, el locus de la malaltia s’ha-
via de localitzar en una regié de I'’X compartida per les pacients emparentades. L'analisi de
segregacio familiar de marcadors al llarg del cromosoma X en aquests i altres casos fami-
liars, va permetre anar definint i acotant progressivament les regions de concordanca-dis-
cordanca. Finalment, el locus va ser localitzat a Xq27.3-gter, una regié molt rica en gens
(Schanen i col.1997; Schanen & Francke 1998; Siriani i col. 1998; Xiang i col. 1998).

Es va procedir a la cerca de mutacions en gens d'aquesta regié en pacients RTT. L'evidéncia
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que I'RTT afecta principalment el desenvolupament del sistema nervios (SN) (Armstrong D i
col. 1998) i el manteniment d'una correcta connectivitat entre les neurones, particularment en
el cortex i els ganglis basals (Schanen & Francke 1998), va focalitzar els estudis mutacionals
en gens expressats predominantment o exclusivament en el sistema nerviés central (SNC), en
gens receptors de neurotransmissors i en gens que codifiquen per proteines neuronals espe-
cifiques. A la taula 3 es mostren els gens que van ser exclosos per analisi mutacional.

Taula 3. Gens exclosos dins la regié candidata, com a causants de I’'RTT.

Localitzacio

Gens exclosos dels gens Bibliografia

GdX (ubiquitin-like protein) Xg28 Song i col. 1998

HCCS (holocytochrome c-type synthetase) Xp22.3 Van der Veyver i col.
1998

GABRAB3 (g-aminobutyric acid type A Xq28 Webb i col. 1998

receptor a3 subunit)

L1CAM (L7 cell adhesion molecule)

GLUD?2 (glutamtate dehydrogenase-2) Xqg22-923 Wan i col. 1998

GDI (rab GDP-dissociation inhibitor)

M®6b (glycoprotein M6B) Xp22.2 Narayanan i col. 1998

GRPR (gastrin-releasin peptide receptor) Xp22.2-p22.13 Heidary i col. 1998

GLRA (glycine receptor alpha 2 subunit) Xp22.2 Cummings i col. 1998

GABRE (aminobutyric acid type A receptor) Xqg28 Xiang i col. 1998

GABRAS3 (g-aminobutyric acid type A

receptor a3 subunit)

5-HT2C (serotonin receptorv 2C) Xqg23 Song i col. 1999

UBE1 (human ubiquitin-activating enzyme E1) Xq28 Xiang i col. 2000

UBE2I (ubiquitin conjugating enzyme E2I,

homologous to yeast UBC9)

GdX (ubiquitin-like protein)

SOX3 (SRY-related HMG-box gene 3)

GABRAS3 (g-aminobutyric acid type A

receptor a3 subunit)

CDR2 (cerebellar degeneration-related autoantigen 2).

Finalment, seguint l'estrategia del candidat posicional, Amir i col. (1999) van identificar
mutacions en el gen MECP2 (Methyl CpG-binding protein 2) en diverses pacients amb RTT,
tant en casos esporadics com familiars. El gen havia estat préviament mapat en la regio
candidata i se’n coneixia la seqieéncia genomica (D'Esposito i col. 1996; Vilain i col. 1996).
Les mutacions produien canvi de sentit en dominis conservats de la proteina, o pérdua de
sentit. La troballa va ser immediatament corroborada per Wan i col. (1999).
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2.2 El gen MECP2

El gen MECP2 s’estén més de 76 Kb de DNA genomic a Xq28. Es localitza entre el gen
del receptor d'interleukina I associat a kinasa (IRAK) i el gen de red opsin (RCP), una
regid conservada i sinténica amb el cromosoma X de ratoli (D'Esposito i col. 1996;
Quaderi i col. 1994; Reichwald i col. 2000). Tal i com es mostra en la figura 3, el gen
MECP?2 esta format per quatre exons, dels quals els exons 2, 3 i 4 contenen la regi6 codi-
ficant i ocupen 1755pb.

Figura 3. Esquema del gen MECP2 i dels diferents transcrits produits pels diferents senyals de
poliadenilacio a 3'UTR. (Modificat de Dragich i col. 2000).

El primer ex6 va ser descrit posteriorment a la identificacié del gen MECPZ2 per Reichwald i
col. (2000). Es un ex6 no definit encara que es troba dins la regi6 5' no traduida (5'UTR) del
gen. Esta immers en un illot CpG i forma part de la regié promotora del gen. Dins la regio
promotora del gen MECPZ2 hi ha diverses senyals de regulacid de I'expressio génica, llocs
potencials d'uni6 a factors de transcripcio (TF), i existeix evideéncia indirecta que SP1 regula
l'expressio de MECP2 (Kudo i col. 1993; Marin i col. 1997; Kudo, 1998; Reichwald i col. 2000).
La regi6 3' no traduida (3'UTR) de l'ex6 4 és inusualment llarga (8,5 Kb). Conté regions
altament conservades al llarg de I'evoluci6, i diversos senyals de poliadenilacio dels que
deriven dos transcrits principals de 1.8 i ~10 Kb amb una vida mitjana molt similar, i un
transcrit minoritari de 7.5 Kb. L'expressio de MECPZ2 és ubiqua, pero els nivells dels dife-
rents transcrits son depenents de teixit i de fase del desenvolupament. (D’Esposito i col.
1996; Coy i col. 1999; Reichwald i col. 2000, Shahbazian i col. 2002a). La preséncia de tres
transcrits que difereixen només en la longitud de l'extrem 3'UTR permet postular que
donen lloc a un Gnic producte proteic, la proteina MeCP2 (Metyl CpG-binding protein 2)
(Coy i col. 1999). Estudis per Northern blot en diferents teixits adults humans i murins
mostren una expressio més elevada del transcrit llarg en cervell, respecte del curt. No obs-
tant, els dos transcrits s'expressen per igual en rony6, organs del tracte intestinal, i drgans
reproductors, mentre que el transcrit curt és més abundant en muscul cardiac i esquele-
tic, teixit limfatic, fetge, pulmo i placenta (Fig. 4a) (D'Esposito i col. 1996; Reichwald i col.
2000; Shahbazian i col. 2002a).
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Estudis d’hibridacio in situ en ratoli mostren nivells baixos d'expressio del transcrit llarg
en el SN embrionari, perd expressié elevada en neurones postnatals, especialment en
hipocamp i en bulb olfactori (Tate i col. 1996; Coy i col. 1999). Encara que es desconeix
la seva funci6 diferencial, aquestes observacions fan suposar que el transcrit llarg podria
jugar un paper important en la formacié del SN durant les ultimes fases del desenvolu-
pament fetal i els primers mesos de vida postnatal (Tate i col. 1996).

Bl

Figura 4. Expressi¢ diferencial de MECP2. A. Northern blot de teixits humans hibridat amb la sonda
MECP2, en el que s’observa que els dos transcrits estan diferentment expressats. B. Correlacio entre
els nivells de proteina i RNA en els diferents teixits: I'histograma de I’esquerra mostra la ratio

MeCP2/GAPDH; I'histograma de la dreta mostra la ratio MECP2/a-tubulina (Shahbazian i col. 2002a).

Recentment, s'ha descrit que no hi ha correlacio entre els nivells d’mRNA i els nivells de pro-
teina MeCP2 (Fig. 4b). Aquesta observacio suggereix que la traduccio podria estar regulada
post-transcripcionalment per factors especifics de teixit (Shahbazian i col. 2002a). La quantitat
de proteina MeCP2 és més elevada en cervell que en la resta de teixits i, en cervell, aquests
nivells elevats es localitzen en neurones perd no en cel-lules glials (Akbarian i col. 2001;
LaSalle i col. 2001; Shahbazian i col. 2002a). Els estudis realitzats per Shahbazian i col. (2002a)
en humans mostren que I'expressio de MeCP2 augmenta amb la maduracioé neuronal i corre-
laciona amb l'ontogenia del SNC (Fig. 5). MeCP2 apareix abans en la medulla espinal i el
tronc cerebral que en aquelles estructures de formacio posterior, com I'’hipocamp i el cortex
cerebral. Dins el cortex, 'expressio de MeCP2 segueix 'ordre de maduracioé neuronal: s'inicia
en les neurones de Cajal-Reitzius, progressant posteriorment de les capes corticals profundes
a les més superficials. Aixi, el nombre de neurones MeCP2-positives augmenta dramaticament
al llarg de la gestacio, i aquest augment en el cortex continua des del naixement fins els 10
anys d’edat. Paral-lelament, s’ha observat una correlacié negativa entre 'augment de l'edat i
1"Gs del transcrit llarg, per tecniques de RNA-FISH i RT-PCR en cervell huma (Balmer i col.
2002). Els autors postulen que el transcrit curt podria tenir una major eficiencia traduccional,
explicant 'augment dels nivells de proteina observats per Shahbazian i col. (2002a).
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Aquests estudis suggereixen que, tot i que el gen MECP2 és un gen housekeeping que s’ex-
pressa de forma ubiqua, la proteina MeCP2 podria tenir una funcio especifica o critica en SNC.

Figura 5. Representacié esquematica de la distribucié espacial i temporal de MeCP2 durant el
desenvolupament en humans i ratoli. S’observa la distribucié de MeCP2 en diferents rangs d’edat durant
el desenvolupament del SNC (A) en humans i (B) en ratoli. La preséncia de MeCP2 esta representada per
punts vermells (Shahbazian i col. 2002a). wg: week gestation; yrs: years; E: embryonic day.

2.3 La proteina MeCP2

MECP?2 codifica per la proteina Metyl CpG-binding protein 2 (MeCP2) (Lewis i col. 1992).
La proteina té 486 aminoacids i pertany a la familia Methyl CpG-Binding Proteins (MBD)
(Cross i col. 1997; Hendrich & Bird, 1998; Ballestar & Wolffe, 2001) (Fig. 6). MeCP2 conté
un domini d'unié a DNA metilat (Methyl Binding Domain, MBD) (Nan i col. 1993), un
domini de repressi6 transcripcional (Transcription Repression Domain, TRD) (Nan i col.
1998; Jones i col. 1998), dos senyals putatius de localitzacié nuclear (Nuclear Localization
Signal, NLS) (Nan i col. 1996; Kudo, 1998) i una regio localitzada vers I'extrem C-termi-
nal a la que s’atribueixen funcions d'estabilitzaci6 de la proteina (Yusufzai & Wolffe, 2000)
i d’associacio al nucleosoma (Chandler i col. 1999). La proteina MeCP2 és doncs un
repressor de P'activitat transcripcional via metilacié del DNA (Ng i col. 1999; Boeke i col.
2000; Ng i col. 2000; Prokhortchouk i col. 2001).

L’MBD consisteix en un tram de 85 aminoacids en la porcioé N-terminal de la proteina, amb
capacitat d’'uni6 a dinucleotids CpG metilats (Nan i col. 1993). L’estructura en dissolucio de
I'MBD s'ha resolt per ressonancia magnética nuclear, i consisteix en quatre lamines 3 antipa-
ral-leles i una volta amb una regi6 hidrofobica que és el lloc on se suposa que el domini s'u-
neix a dinucleotids metilats CpG, al solc major del DNA (Ohki i col. 1999; Wakefield i col.
1999) (Fig. 7).
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Figura 6. Diagrama de la proteina
MeCP2. Les caixes carbassa i verda
indiquen els dominis d’unié a DNA
(MBD) i repressor de la transcripcio
(TRD), respectivament. Les caixes
ratllades indiquen els senyals de
localitzacié nuclear (NLS). En la part
superior de la figura estan ubicats els
exons que formen la proteina i la
numeracio dels aminoacids de
MeCP2.

El TRD va ser identificat i caracteritzat per Nan i col (1997). El domini catalitic va ser
mapat entre els aminoacids 207 1 310. Un cop unida a la regié promotora d'un gen, MeCP2
és capac de silenciar la transcripcié genica per mitja del domini TRD, que forma un com-
plex co-represor quan s'uneix a Sin3A i a les desacetilases d’histones 1 i 2 (HDACI i
HDAC2) modificant I'estructura de la cromatina (Jones i col. 1998; Nan i col. 1998). A la
figura 8 es mostra un esquema hipotetic de I'actuacié de MeCP2, la seva uni6é a DNA i la
via d’inactivacio.

Més recentment s'ha observat
que MeCP2 també s'uneix a
altres co-repressors: la proto-
oncoproteina del virus Sloan-
Kettering, c-Ski (Sloan-Kettering
Institute) i el co-repressor del
receptor nuclear, N-CoR (Kokura
i col, 2001). Tant c-Ski com N-
CoR son components del com-
plex que formen les HDAC,
perd no sempre actuen con-
juntament (Heinzel i col. 1997;
Nomura i col. 1999). Si s’inhi-
beixen les HDAC mitjancant
tricostatina A (TSA), MeCp2 no
perd la seva activitat represso-
Figura 7. Model d'interaccic entre el domini MBD de MeCP2  ra, suggerint que la proteina
i el DNA. (Ballestar i col. 2001). podria també inhibir la trans-
cripcié genica independent-
ment d’aquestes (Jones i col. 1998; Yu i col. 2000). Donant suport a aquests estudis,
MeCP2 interactua directament amb la maquinaria transcripcional basal mitjancant el
Factor de Transcripci6 1IB (TFIIB), recolzant la hipotesi que pot actuar sense la
presencia de les HDAC (Kaludov & Wolffe, 2000).
En resum, MeCP2 pot inhibir la transcripcié geénica utilitzant almenys dues vies: una via
depenent HDAC, on MeCP2 per mitja la seva interaccié amb el co-repressor Sin3A i amb
les HDAC trasllada la cromatina a un estat inactiu, i una segona via independent ’'HDAC
on MeCP2 interaccionaria directament amb elements de la maquinaria transcripcional

basal, com el factor TFIIB, que competirien aixi amb el repressor Sin3A per unir-se al TRD
(Hassig i col. 1997; Nagy i col. 1997).
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Figura 8. Esquema hipotétic de I'actuacid de MeCP2.

Els dos senyals de localitzacié nuclear (NLS) es troben situats entre els dominis MBD i TRD
de la proteina (entre els residus 173 i 193), i dins el domini catalitic, entre els aminoacids
255-271. SOn necessaris per transportar la proteina al nucli (Nan i col. 1996) (Fig. 6).
Existeix una quarta regi6é funcional, sense una funcié definida, que es troba localitzat en
els ultims 63 aminoacids de la proteina. Chandler i col. (1999) proposen que facilita la
uni6é de MeCP2 al nucli del nucleosoma, pero altres estudis (Yusufzai & Wolfte, 2000)
apunten a que aquest domini no augmentaria la uni6 al DNA metilat sin6 que estaria
implicat en l'estabilitat de la proteina.

2.4 Familia de proteines MBD i MeCP2

La proteina MeCP2 és el membre arquetipic de la familia de proteines MBD, d’'uni6 a DNA meti-
lat. A banda de MeCP2, han estat caracteritzades les proteines MBD1, MBD2, MBD3 i MBDA4.
Excepte MBDA4, aquestes proteines acoblen la metilacio del DNA a la repressio transcripcional.
Les proteines MBD, MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 i MBD4 constitueixen una familia de pro-
teines de vertebrats que comparteixen el domini MBD. L’'MBD actua en forma de monomer i
esta format per uns 70 aminoacids. La sequiencia d'aminoacids de 'MBD no té homologia amb
cap de les seqliencies que codifiquen per altres dominis d'unié a DNA descrits, suggerint que
I'MBD constitueix un tipus especific de domini d'uni6é al DNA. L’estructura d’aquest domini,
determinada per estudis de ressonancia magnética nuclear, consisteix en un Gnic motiu de
sandvitx a/f3 amb voltes caracteristiques: quatre lamines antiparal-leles 3 seguides d'una
o-helix formen una falca, on dues de les lamines 3 més grans son les que interaccionen amb
el solc major del DNA, on el grup metil es troba localitzat (Ballestar i col. 2001). Els residus
conservats en tots els membres de la familia MBD sOn els que corresponen a aquesta regio
d'uni6 al DNA, i es troben representats en la figura 9.

L'alineament de les regions MBD de les proteines de la familia MBD de ratoli mostra que
es pot establir una divisié en dos subgrups: els MBD de les proteines MBD4 i MeCP2 son
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més similars entre si que amb el grup de les proteines MBD1, MBD2 i MBD3 (Fig. 10).
En totes les proteines, el domini MBD esta localitzat en dos exons diferents. La per-
manencia de 'intré que separa aquests dos exons suggereix un origen comu de les pro-
teines MBD (Hendrich i col. 1999). La similitud de seqiiéncia entre aquestes cinc protei-
nes esta limitada a 'MBD, ja que difereixen en la regié C-terminal.

Figura 9. Alineament de les MBDs humanes per MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3, de Xenopus sp

per MBD3 i d'huma per MBDA4. Les fletxes representen les lamines B, el rectangle representa I'a-helix.

La numeracid dels residus de MeCP2 esta localitzada a la part superior de I'alineament, i la numeracié
de les MBDs a la part inferior. Els residus conservats estan ombrejats en gris i els residus més importants
per a la unié al DNA estan marcats amb un asterisc. (Modificat de Ballestar i col. 2001).

Tot i aixi, el mecanisme repressor de la transcripcio de les proteines MBD és similar: les
MBDs formen part de complexos multiproteics amb activitat HDAC. Les MBDs dirigeixen
aquests complexos cap a les regions enriquides en CpG metilats del genoma per reprimir
la transcripcio genica. Totes les proteines MBD formen complexos amb HDAC excepte la
MBD4, que forma complex amb la proteina MLH1 i repara errors d'aparellament en el
DNA (Hendrich i col. 1999). La proteina MBD3 de mamifers sembla haver perdut la capa-

Figura 10. Comparacic del membres de la familia d'MBDs en humans. El domini MBD esta representat
en verd i en gris els dominis catalitics. (Modificat de Tatematsu i col. 2000).
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citat de reconeixer DNA metilat, si es compara amb la seva homologa de Xenopus (Wade,
2001). Tanmateix, el complex del qual forma part MBD3, NURD, ¢és capag¢ de ser dirigit
cap a DNA metilat mitjan¢ant la interaccio d’aquest complex amb la proteina MBD2.

2.5 Espectre de mutacions del gen MECP2 en ’RTT

Degut a la gran longitud de les regions no codificants, 'analisi de mutacions realitzat pels
grups que treballen en 'RTT s’ha restringit a la seqiienciacio de la regié codificant del gen
MECP2 (exons 2, 3 i 4) (Amir i col. 1999; Wan i col. 1999; Huppke i col. 2000; Cheadle i
col. 2000; Bienvenu i col. 2000; Xiang i col. 2000; Amir i col. 2000; Hoftbuhr i col. 2001;
Shahbazian i col. 2001). Els resultats obtinguts pels diferents grups mostren que aproxi-
madament un 80% de les pacients amb RTT classica presenten mutacions en la regio codi-
ficant del gen MECP2. Les mutacions es produeixen de novo en més del 99% dels casos, i
s’ha observat un origen patern de les mutacions en el 90% dels casos (Trappe i col. 2001).
Les mutacions es troben preferentment localitzades en els dominis funcionals de la pro-
teina. Aproximadament el 40% de les mutacions trobades en el gen MECP2 sOn recurrents
i explicarien el 85% de pacients amb mutacio. En el domini MBD es troben majoritaria-
ment mutacions de canvi de sentit. En el domini TRD es localitzen preferentment muta-
cions de perdua de sentit i de canvi de la pauta de lectura, que causen PTC (Premature
Termination Codon) (Fig. 11). En la regié 3’ de I’ex6 4 hi ha un punt calent de reorde-
naments, principalment delecions. Flanquejant aquesta regio es troben una série de repe-
ticions de pentanucleotids directes o invertits que probablement son les responsables d’a-
quests reordenaments.

El percentatge de deteccid de mutacions varia segons la forma clinica. Els resultats indi-
quen que les pacients amb la variant de llenguatge conservat presenten mutacio en el gen
MECP2 en un 70% dels casos (De Bona i col. 2000; Yamashita i col. 2001; Zappella i col.
2001). Les variants amb forma congenita i forma fruste tenen un percentatge de pacients
amb mutaci6 del 50% (Buyse i col. 2000; Cheadle i col. 2000; Huppke i col. 2000; Bourdon
i col. 2001; Inui i col. 2001; Nielsen i col. 2001).

Les tecniques emprades en la cerca de mutacions han estat diverses en els diferents grups

Figura 11. Espectre de mutacions de les pacients RTT en el gen MECP2 (modificat de Cheadle i col. 2000).
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[SSCP/HD, seqiienciacid, DHPLC, Southern blot, PCRs llargues i FISH (amb sondes espe-
cifiques per MECP2)/, amb una eficiencia de detecci6 similar: hi ha un 20% de pacients
amb RTT classica, un 50% de pacients amb RTT atipica i un 70% de casos familiars sense
mutaci6 identificada en el gen MECP2.

2.6 Casos familiars a ’'RTT

Els casos familiars en 'RTT sOn excepcionals, doncs representen menys de 1'1% de tots els
casos . En les families MECPZ2 positives, son deguts a mares assimptomatiques portadores
de la mutacié —presumiblement a causa d'un patré d’inactivacio de I'’X absolutament esbiai-
xat— 0 bé a mosaicisme germinal en un dels progenitors. No obstant, fins al moment s’han
estudiat 30 families RTT i només el 30% (7/30) presenten mutacions en la regi6 codificant
del gen MECP2. Tan sols en quatre families s’ha detectat la mateixa mutacié en més d'un
pacient RTT, (Fig. 120), i en tres families s’ha identificat la mutacié en el gen MECP2 en una
pacient pero no en els seus familiars també afectes (Fig. 12, a).

Villard i col. (2001) proposa un nou model d’heréncia per als casos familiars d’'RTT
que seria valid també per als casos esporadics sense mutacidé a MECP2, basat en 'es-
tudi de quatre casos familiars sense mutaci6 identificada. Les quatre mares presenta-
ven un XCI totalment esbiaixat i sis de les vuit filles afectes també, essent sempre el
cromosoma X actiu el d’origen patern, tot i que en almenys un cas, la mare era por-
tadora obligada de la mutacio causant de 'RTT (Fig. 12b). L'analisi de lligament de
marcadors del cromosoma X mostrava una regié de concordanca a Xp, entre els mar-
cadors DXS1068 i DXS1024. Davant d’aquests resultats, el grup franceés postula que
la transmissié dels casos familiars d’'RTT podria ser deguda a 'heréncia conjunta de

El

Figura 12. Casos familiars d’RTT descrits per Wan i col. 1999 (a), Villard i col. 2001 (b), i Cheadle i col. 2000 (c).
RMI: Retard Mental Inespecific.
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dos trets: un segon locus RTT-2 que per mutacio escapa a la inactivacio, i un patrd
totalment esbiaixat d’XCI. El fenotip, fenocopia de I'RTT lligat a MECP2, es produi-
ria només quan el locus mutat que escapa a la inactivacio es localitzés en el cromo-
soma X inactiu i en dones amb XCI a I’atzar (50:50), donant lloc a un excés de dosi
del(s) producte(s) genic(s) corresponent(s) i a I'expressié de la malaltia (Fig. 13).
L’excés de dosi mimetitzaria la sobreexpressié génica causada per les mutacions a
MECP2. Els barons no podrien ser mai afectats i el model seria també aplicable a
pacients esporadiques.

Aquesta hipotesi seria compatible amb la hipotesi de Thomas (1996), comprovada poste-
riorment per Trappe i col. (2001) per al gen MECP2, que postula que les mutacions en
I'RTT s’originen preferentment via paterna. Una mutacié de la linia germinal masculina,
que permetés que el(s) gen(s) lligat(s) al cromosoma X escapés a I'’XCI, podria estar rela-
cionada tant amb casos esporadics (si la mutacié prové del pare) com amb casos fami-
liars (si la mutacié prové de l'avi), provocant la malaltia sense que MECPZ2 estigui mutat.
El grup de L. Villard esta estudiant I'expressié de gens en la regio definida per les anali-
sis de lligament, per detectar un altre locus RTT que els permetés comprovar la seva hipo-
tesi. Fins a la data no s’ha trobat cap altre gen relacionat amb I'RTT.

Figura 13.

Model proposat per a la
transmissio familiar en
I’RTT. Es presenta un
pedigree hipotetic format
pels progenitors i quatre
fills que han rebut el
cromosoma RTT-2. El
locus RTT-2 que escapa
a I’XCl esta representat
per un cercle amb
fletxes. Els cromosomes
amb un XCI totalment
esbiaixat estan ombrejats
en gris. A sota del
pedigree, i per a cada fill,
estan indicats el
percentatge d’activitat de

cada cromosoma, I’estat
del cromosoma heretat via materna, I’origen del cromosoma actiu, el nimero de dosis del producte
geénic causant de la malaltia, i el fenotip de cada individu (Villard i col. 2001).

2.7 Inactivacio del cromosoma X

E1 1961, M. Lyon va proposar per primera vegada la hipotesi que en cada cel'lula de feme-
lla de mamifer, un dels dos cromosomes X era inactiu. El fenomen de lyonitzaci6 o inac-
tivacio de I'X (XCI, X Chromosome Inactivation) es produeix a l'atzar i de forma inde-
pendent en cada cél-lula (Lyon, 1961; Lyon, 2002). Un cop establert, totes les ceél-lules
filles derivades de la cel-lula original amb un cromosoma X inactiu determinat, hereten el
mateix patré d'inactivacio (Gartler & Riggs, 1983).
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El gen MECP2 esta sotmes al fenomen de lyonitzacié (Adler i col. 1995; Gioto & Monk,
1998). El patré6 d’XCI podria explicar les diferents formes cliniques de pacients porta-
dores de la mateixa mutaci6. Pero en la majoria dels estudis realitzats en pacients RTT
s’observa un patr6 d’XCI a l'atzar en limfocits (es considera a I'atzar un XCI des de
50:50 a 20:80) en més del 80% de les pacients analitzades (Noumova i col. 1996).
Aquestes dades son les esperades en poblacidé control, i no permeten explicar les
diferéncies en el fenotip (Zoghi i col. 1990; Anvret & Wahlstrom, 1994; Camus i col.
1996; Schanen i col. 1997; Krepischi i col. 1998; Siranni i col. 1998; Amir i col. 2000;
Kim & Cook, 2000; Lam i col. 2000; Auranen i col. 2001; Hoffbuhr i col. 2001; Nielsen
i col. 2001). En canvi, en casos familiars la mare portadora asimptomatica de la matei-
xa mutacio que la filla afecta d’RTT presenta un patrdé d’XCI totalment esbiaixat (90%
- 100%). L’abséncia de clinica s’explica sota la hipotesi que el cromosoma actiu és el
que no duu la mutacidé (Wan i col. 1999; Amir i col. 2000; Bienvenu i col. 2000;
Hoffbuhr i col. 2001).

La manca de correlacid observada entre la gravetat clinica de les pacients i I'XCI podria
ser deguda a que els patrons d'XCI varien en els diferents tipus cel'lulars i també dins el
mateix teixit. Gale i col. (1994) van estudiar el patrd d'XCI en diferents teixits, i van obser-
var que el patré6 d'XCI obtingut a partir de DNA de limfdcits no es corresponia amb el
patrd d’altres teixits. Shahbazian i col. (2002b) en canvi, van demostrar que tant en teixit
sanguini com en mostres postmortem de cervell de les mateixes pacients RTT, el patro
d'XCI era a l'atzar en els 10 casos informatius analitzats. Els autors hipotetitzen que les
neurones podrien ser més sensibles a patrons d'XCI lleugerament esbiaixats, els quals es
considerarien a 'atzar en qualsevol altre teixit.

Actualment, continua existint discrepancia sobre la conveniéncia d’estudiar el patrdé d’XCI
en limfocits de sang periferica per analitzar el seu efecte modulador sobre el fenotip de
les pacients. Aixi que l'estudi del patrdé d’XCI en teixit sanguini pot tenir només una uti-
litat orientativa en relaci6 a la clinica.

2.8 Correlacions genotip-fenotip

La majoria dels estudis realitzats classifiquen les pacients segons el tipus de mutacio tro-
bada en el gen MECP2 (mutacions de canvi de sentit 0 que causen proteina truncada,
PTC) o segons la localitzacio de la mutacié en el gen en relacié als dominis funcionals,
per a cada variable clinica a la que s’ha assignat una puntuacio, on una puntuacidé més
elevada indica major gravetat de la malaltia. Les freqiiencies de cada puntuacioé per cada
variable clinica sobn comparades entre els dos tipus de mutacio6 i/o entre les localitzacions
de les mutacions. La gravetat de cada pacient s’obté mitjancant la suma de les puntua-
cions individuals assignades a cada variable, i es realitza un test estadistic per valorar la
significacio de les diferéncies cliniques observades entre les mutacions i/o entre la seva
localitzacio. Els estudis realitzats difereixen en els resultats obtinguts: alguns grups han
trobat que existeix correlacié entre les mutacions que causen un canvi de sentit i PTC,
ja que les mutacions de canvi de sentit s’associen amb un fenotip més lleu d’'RTT que
les PTC (Cheadle i col. 2000; Huppke i col. 2002); pero altres grups no han trobat cap
correlaci6 significativa (Wan i col. 1999; Vacca i col. 2001; Nielsen i col. 2001). Aquesta
discordanca de resultats pot ser deguda a la influéncia d’altres factors genétics com el
patr6 d’XCI (Shahbazian & Zoghbi, 2002), variacions en els gens diana de MECP2, i a
que cada grup d’estudi ha utilitzat un check-list clinic diferent, pel que no es poden obte-
nir resultats comparables.
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2.9 RTT en barons

L'existencia d’RTT en barons ha estat ampliament discutida durant molt de temps. Després
d’'una amplia revisi6 de publicacions dels Gltims 10 anys de nens amb fenotip compatible
amb I'RTT, Jan i col. (1999) van discutir la possibilitat que criteris clinics menys restrictius
permetrien incloure pacients barons dins 'espectre clinic de 'RTT. Aquests casos rettoi-
des revisats per Jan i col (1999) van ser descrits abans de la identificacié del gen causant
de la malaltia, i fins a la data no hi ha publicacions al respecte que permetin extreure’n
conclusions.

Els primers casos de barons amb mutacié en el gen MECP2 van ser descrits en families
amb dones afectes d'RTT classica. Aquests casos familiars van permetre observar que la
mateixa mutacié causava diferent clinica segons el sexe: RTT classica en dones i encefa-
lopatia congenita greu en barons, letal durant el primer any de vida (Wan i col. 1999;
Villard i col. 2000; Hoffbuhr i col. 2001; Schanen, 2001; Geerdink i col. 2002; Zeev i col.
2002). Els afectats presenten encefalopatia associada a un retard profund en el desenvo-
lupament, hipotonia, crisis epileéptiques no controlades, microcefalia, ataxia, moviments
repetitius de rentat de mans (semblants als observats en pacients RTT dones) i irregulari-
tats respiratories, principalment apnees, que els produeixen la mort prematura. Es va con-
cloure, per tant, que les mutacions en MECP2 que causen RTT en dones son letals en
hemizigosi. No obstant, s’han descrit casos de nens amb fenotip RTT, amb mutacio en el
gen MECP2 associada a altres modificacions, com mosaicisme somatic per a la mutacioé o
bé una sindrome de Kineffelter (47,XXY) (Clayton-Smith i col. 2000; Villard i col. 2000;
Hoffbuhr i col. 2001; Leonard i col. 2001; Schwartzman i col. 2001; Vorsanova i col. 2001;
Topcu i col. 2002). Ambdues situacions mimetitzen el que succeeix en dones, on una
copia normal del gen en una fraccié de cellules permet la supervivencia. Clayton-Smith
(2000) van descriure un bar6 de sis anys d’edat, amb capacitat de parla fins als dos anys,
marxa apraxica, hipotonia, episodis d’epilepsia a I’edat de tres anys, que presentava una
mutacio somatica. Un altre cas de mosaicisme somatic en un bar6 RTT va ser descrit per
Topcu i col. (2002). El pacient presentava una clinica RTT classica. Els pacients descrits
amb sindrome de Klineffelter i mutacié en MECPZ2 presenten esteriotipies manuals, hipo-
tonia, perdua d’habilitats adquirides, ataxia, apnees, després d'un periode de normalitat
(Leonard i col. 2001; Schwartzman i col. 2001; Vorsanova i col. 2001).

2.10 Heterogeneitat fenotipica de les mutacions en MECP2

Les mutacions en el gen MECP2 no només causen I'RTT. S’han descrit mutacions de novo
en el gen en pacients d’ambdos sexes amb encefalopatia congenita progressiva o no pro-
gressiva, en pacients amb trastorns del desenvolupament diversos (Watson i col. 2001;
Imaessaoudene i col. 2001; Turner i col. 2003; Moog i col. 2003) aixi com en casos espora-
dics i familiars de retard mental inespecific lligat al cromosoma X (RMX), associat o no a
altres manifestacions cliniques (Meloni i col. 2000; Orrico i col. 2000; Couvert i col. 2001,
Auranen i col. 2001; Yntema i col. 2002a; Yntema i col. 2002b6; Moncla i col. 2002; Dotti
i col. 2002; Klauck i col. 2002; Moog i col. 2003; Winnepenninckx i col. 2003). La relacio
entre el gen MECPZ2 i aquest grup heterogeni de trastorns neurologics sembla mostrar que
I'hemizigositat per mutacions en el gen MECP2 no es necessariament letal.

La prevalenca de 'RMX en barons esta estimada en 1/300-1/600 (Herbest & Miller, 1980;
Glass, 1991). Les mutacions trobades en pacients amb RMX son diferents a les descrites
en pacients RTT, tal i com mostra la taula 4.
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Taula 4. Mutacions en el gen MECP?2 identificades en RMX.

N. de

Esporadic /

Retard

Referéncia casos | familiar mental Mutacio
Meloni i col. 2000 4 Familiar Sever, amb Q406X

espasticitat
Orrico i col. 2000 6 Familiar Moderat A140V
Couvert i col. 2001 7 Familiar Moderat a sever E137G
Couvert i col. 2001 4 Familiar Moderat R167W
Couvert i col. 2001 1 Esporadic Moderat a sever A140V
Couvert i col. 2001 1 Esporadic Moderat a sever A140V
Couvert i col. 2001 1 Esporadic Moderat a sever P399L
Couvert i col. 2001 1 Esporadic Moderat a sever R453Q
Auranen i col. 2001 1 Esporadic Sever 1364-1365insC
Yntema i col. 2002a 4 Familiar Moderat 1161del240 (en pauta)
Moncla i col. 2002 6 Familiar Moderat S359P
Dotti i col. 2002 4 Familiar Sever A140V
Yntema i col. 2002b 2 Familiar Moderat T196S
Yntema i col. 2002b 3 Familiar Moderat T196S
Yntema i col. 2002b 1 Familiar? Borderline T196S
Yntema i col. 2002b 2 Familiar Moderat E294K
Yntema i col. 2002b 1 Esporadic Moderat 1415delA
Yntema i col. 2002b 2 Familiar Moderat a sever P480S
Klauck i col. 2002 6 Familiar Moderat a sever, A140V

sin_drbmic amb

psicosi
Moog i col. 2003 1 Esporadic Sever P225L
Winnepenninckx i col. 2003 5 Familiar Moderat a sever, A140V

sindromic
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El canvi més recurrent trobat en casos d’'RMX és A140V, i és la mutacido més freqlient en
barons en el gen MECP2. L'elevat percentatge de mutacions trobat en pacients amb retard
mental va suggerir en un principi que MECPZ2 podria ser responsable de 'RMX amb una
freqiiencia similar a la trobada per a la sindrome del cromosoma X fragil (Couvert i col.
2001; Dotti i col. 2002), encara que estudis posteriors han descrit freqiiéncies molt més
baixes (Yntema 20025). No obstant, la majoria son mutacions de canvi de sentit en resi-
dus no conservats del gen. D’altres causen petites delecions en I'extrem C-terminal. Per
aquest motiu la discriminacio entre mutacioé causant de la malaltia i polimorfisme de baixa
freqiieéncia no és dbvia si no es realitzen estudis funcionals. La mutacié A140V n’és un clar
exemple: s’ha trobat en barons amb diferents graus de RM, associat o no a altres caracte-
ristiques cliniques com psicosi, trets autistics, retard en el desenvolupament motor, tre-
molors, dismorfies, ginecomastia, hipogonadisme, macroorquidisme, obesitat, etc. Les
dones portadores en el casos familiars descrits poden estar afectades de RM lleuger, o bé
ser assimptomatiques. Donada la seva elevada freqiiencia, Kudo i cols. (2002) van realit-
zar estudis funcionals del canvi A140V. La proteina mutada mostra la mateixa capacitat
d’uni6 al DNA metilat que la w# i mantén la seva activitat repressora en promotors meti-
lats. No obstant, la mutacié augmenta de forma considerable 'afinitat d’'uni6é de la pro-
teina al DNA no metilat. Els autors conclouen que, encara que els seus resultats no per-
meten discernir entre mutacio i polimorfisme, I'efecte repressor del canvi sobre gens no
metilats podria provocat un perfil anomal d’expressié génica i resultar patogenica.
Draltra banda, donada la similitud clinica entre I'RTT i la sindrome d’Angelman (AS), s’han
realitzat estudis del gen MECPZ2 en pacients diagnosticats clinicament d’AS pero sense alte-
racions en el patré de metilacid a 15q11-q13. S’han detectat mutacions de novo a MECP2
en un percentatge relativament elevat de pacients AS en diferents series analitzades: 5/47
dels pacients de lestudi de Watson i col. (2001), 6/78 dels pacients analitzats per
Imaessaoudene i col. (2001), i 3/38 dels pacients estudiats per Turner i col. (2003) pre-
senten mutacions en el gen MECP2. En els tres estudis, el 8% dels pacients referits com a
AS presenten mutacions tipiques de I'RTT, il-lustrant la dificultat del diagnostic diferencial
entre ambdues patologies, especialment en les primeres fases de la malaltia i/0 en els
casos clinicament atipics (Laan & Vein, 2002). No obstant, les pacients amb fenotip AS i
mutacio en el gen MECP2 dels estudis realitzats per Watson i col. (2001) i Turner i col.
(2003), no presenten una clinica compatible amb RTT, pel que es planteja si s’hauria d’a-
nalitzar de forma rutinaria el gen MECPZ2 en pacients AS amb estudi molecular realitzat en
la regi6 15q11-q13 negatiu.

2.11 MeCP2 en SNC

Des de la descripcio del gen MECP2 com a causant de 'RTT, s’ha plantejat la questio de
com un repressor transcripcional d’expressio ubiqua pot donar lloc a una patologia quasi
exclusivament neurologica.

L’observacio que existeixen nivells d’expressio de MeCP2 més elevats en SNC que en altres
teixits, tant en humans com en ratoli (LaSalle i col. 2001; Shahbazian i col. 2002a) permet
suposar que en teixits fora del SNC la funcié de MeCP2 podria ser suplida per altres repres-
sors transcripcionals amb funcio redundant, de manera que MeCP2 seria prescindible (Guy
i col. 2001). En neurones, en canvi, hi hauria un mecanisme repressor de la transcripcio
que faria aquest teixit més vulnerable a la disfuncidé de MeCP2. Seguint aquesta hipotesi,
es van realitzar estudis per intentar identificar el suposat repressor transcripcional, sense
obtenir resultats concloents (veure més endavant, Models animals, pag. 29). Un estudi
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recent de Roloff i col. (2003), no obstant, mostra noves vies de repressio transcripcional en
proteines amb MBD que no tenen necessitat d'unir-se a DNA, com MBD3 i SETDBI.
Actuen mitjangant la interaccioé proteina-proteina a través del domini MBD. L'estudi d’a-
questes proteines resulta de gran interes en 'RTT, ja que podrien realitzar una tasca de
compensacio de funcié de MeCP2 sense requerir la propietat d'uni6 al DNA.

En l'apartat 1.2 (pag. 8) de la Introduccid s’ha comentat que actualment I'RTT es consi-
dera una malaltia de sinapsi. La recent publicacié d’Aber i col. (2003) sembla donar suport
a aquesta hipotesi. L'estudi de la compartimentalitzacié cel-lular i subcel-lular de MeCP2
en cervell mostra que la proteina es localitza en el nucli neuronal, perd també en la regio
postsinaptica, on no hi ha traces dels altres components que formen el complex repres-
sor, Sin3A i HDCA. Hi ha altres TFs descrits, també relacionats amb la regulacid neuronal,
localitzats a nivell de sinapsi. Un exemple és c-Fos (Paratcha i col. 2000).

Altres estudis suggereixen, a més, que la proteina MeCP2 pot estar implicada en la regu-
lacié de gens amb imprinting, unint-se selectivament a 'al-lel metil-lat (Gregory i col.
2001). La participacidé de MeCP2 en la regulacio de gens amb imprinting resulta de gran
interes, donat que molts d’ells estan implicats en el desenvolupament neurologic i del
comportament. Un exemple és el gen UBE3A4, la inactivacio del qual causa I’'AS, malaltia
molt relacionada amb I'RTT. m
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3. MODELS ANIMALS

El gen Mecp2 de ratoli va ser mapat entre els gens Licam i Rsyp en la regid central del
Cromosoma X muri per Quaderi i col. (1996), una regio sinténica conservada i que corres-
pon a la regidé Xq28 humana. Tant el gen MECP2 huma com el muri estan sotmesos al
fenomen d’XCI (Adler i col. 1995; D’Esposito i col. 1996). Tate i col. (1996) van demos-
trar que MeCP2 és dispensable en cel-lules mare embrionaries (ES) de ratoli, ja que la
deleci6 del gen (Mecp2-null) no tenia efectes notables en la supervivencia i proliferacio
d’aquestes cel-lules in vitro. Aquest fet va permetre la construccio de ratolins quimerics
com a model per I'RTT, ja que les pacients amb RTT son també un mosaic somatic de
cel-lules deficients en MeCP2, degut a la inactivacio del cromosoma X. Es va observar que,
encara que les cellules en cultiu eren viables, els embrions quimeres amb un alt nivell
de contribucio de cel-lules ES mutades no eren capacos de formar gastrula i morien entre
els 8,51 12 dies de gestacio. D’aquests resultats es va deduir que MeCP2 és essencial a
partir del moment en que s’inicia la diferenciacié cel-lular. Aquests ratolins quimera no
proporcionaven informaci6 sobre la funcié de MeCP2 in vivo al llarg del desenvolupament
de l'individu. El gener de 2001 van sortir publicats dos treballs realitzats en paral-lel per
Chen i col. i Guy i col. Ambdoés grups van obtenir ratolins transgeénics viables utilitzant el
sistema de recombinacio Cre-loxP, ens els que la mutacioé s’expressava de forma especi-
fica en 'espai i en el temps. El primer grup va introduir una copia de Mecp2 amb 'ex6 3
delecionat, i el segon grup una copia de Mecp2 sense els exons 3 i 4. Tots dos grups van
obtenir ratolins (tant femelles homozigotiques Mecp2-/-, com mascles hemizigotics Mecp2-/y)
amb una clinica molt semblant a la de 'RTT: tremolors, cos molt petit, decreixement cefa-
lic, hipoactivitat, amb les extremitats agafades, respiracio irregular i la mort entre les set-
manes 6-10 (taula 5). La deleci6 especifica de la copia de Mecp?2 realitzada només en el
cervell (utilitzant I'al-lel condicional Nestin-Cre; Mecp2lox) mimetitza la pérdua de Mecp2
en linia germinal, donant el mateix fenotip que el ratoli Mecp2-null (Chen i col. 2001;
Guy i col. 2001). Aquests resultats indicarien que Mecp2 és necessaria per a la correcta
funcio del SNC (Guy i col. 2001) mentre que en la resta de teixits la seva funcié podria
ser compensada per una altra proteina repressora, possiblement alguna MBD. Mbd2 va
ser descartada per mitja de la construccié d'un doble mutant Mecp2-Mbd2 (Guy i col.
2001). Chen i col. (2001) van demostrar que MeCP2 no només és important per al desen-
volupament neuronal sindé també en neurones postmitotiques, ja que el fenotip muri
obtingut quan es deleciona Mecp2 només en neurones postmitotiques és menys sever que
en els transgenics Mecp2-null i té una presentacié més tardana.

Degut a la seva mort prematura, els ratolins mascles Mecp2-null podrien representar la
forma més severa de la malaltia, trobada en els barons descrits en els casos familiars d'RTT
causats per mutacions en el gen MECPZ2. El 2002, el grup dirigit per H. Zoghbi va cons-
truir un ratoli transgenic (Mecp2+/-) amb un fenotip que s'assembla molt a la forma clas-
sica de I'RTT. El ratoli transgenic tenia delecionat 'extrem C-terminal de MECPZ2 a partir
del residu 308, de manera que els dominis funcionals de la proteina (MBD, TRD i NLS)
restaven intactes. El ratoli transgenic presenta un fenotip menys sever que els transgenics
Mecp2-null, tal i com indica la taula 5. Aquests ratolins tenen un nivells d'histona acetila-
da H3 en cervell més elevats del que préviament s'esperava, suggerint que Mecp2 pot uti-
litzar H3 com a substrat d'uni6 al complex co-repressor (Shahbazian i col. 2002¢).
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Taula 5. Trets fenotipics dels ratolins transgénics deficients per Mecp?2 (Shahbazian i col. 2002c).

Caracteristiques

Edat inici simptomatologia

Talla corporal i cefalica

Moviments involuntaris

Epilepsia

Funcié motora

Control motor

Locomocié

Respiracié

Curvatura espinal

Temps de vida

Interaccio social

Allel nul Al-lel hipomorfic
(sense els exons 3-4) | (sense regio C-ter)
5 setmanes 6 setmanes
Disminuida
Tremolors Tremolors

Present

Disminuida

Extremitats agafades

Hipoactivitat

Irregular

6-10 setmanes

Estereotipies de les extremitat davanteres

Hipoactivitat

Cifosi

Ansietat i interaccié social anomala

3.1 Terapia

De tots els resultats presentats es conclou que és encara molt aviat per pensar en una tera-
pia per a 'RTT. Encara es desconeixen els gens diana de MECP2, la desregulaci6 dels
quals causa la patogenesi de I'RTT. No obstant, és un camp d’intensa investigaci6 actual.
El coneixement molecular dels events de cadascuna de les etapes de la malaltia permetra
identificar els gens involucrats en el desenvolupament del SNC, la regulaci6 de la funcio
motora, la dels moviments involuntaris, I'epilépsia i I'ansietat. m
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HIPOTESI DE TREBALL

A l'inici d'aquesta tesi, el gen causant de 'RTT no havia estat identificat. La hipotesi de
treball de partida va ser que la malaltia podia estar causada per una mutacié dinamica
d’'un gen lligat al cromosoma X.

Després de la descripcidé de mutacions en el gen MECP2 en pacients amb RTT l'octubre
de 1999, les hipotesis de treball van ser replantejades:

L’RTT pot presentar homogeneitat genetica, o bé poden existir altres gens implicats en
la patologia.

Mutacions en MECPZ2 poden ser compatibles amb la vida en barons, i donar lloc a RTT
classica o a formes rettoides.

L’abseéncia o presencia de mutacio, i el tipus de mutacié a MECP2, pot tenir influéncia
sobre les manifestacions cliniques de la malaltia.

e La regié promotora del gen MECPZ2 pot estar implicada en I'expressio diferencial del
gen en sistema nervids central i en I'etiologia de I'RTT.
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OBJECTIUS

A T'inici de la tesi, quan el gen causant de 'RTT no havia estat encara identificat, 'objec-
tiu principal del treball era refinar la seva localitzaci6 en el cromosoma X mitjancant ana-
lisi de desequilibri de lligament, sota la hipotesi que 'RTT podia estar causada per una
mutacié dinamica lligada al cromosoma X. Per aquest motiu, el primer capitol resumeix
els resultats preliminars d’aquests estudis previs a la identificacio del gen.

Després de la descripcio del gen MECP2 com a causant de I'RTT, els objectius van ser:

1. Analisi de mutacions en la regio codificant del gen MECP2 en una amplia seérie de
pacients espanyoles:
e Cerca de mutacions per tecniques convencionals: SSCP/HD i sequienciacio.
e Cerca de mutacions mitjancant altres aproximacions metodologiques.

2. Analisi de I'RTT en barons.

. Analisi de correlacions genotip-fenotip.

4. Analisi de mutacions en la regié promotora del gen MECP2 en pacients RTT sense
mutaci6 identificada en la regio codificant.

(SN
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RESULTATS

Abans de la identificacio del gen MECP2 com a responsable de I'RTT l'octubre de 1999,
I'objectiu d’aquest treball era refinar el cartografiat del locus responsable de la malaltia
suposant una heréncia lligada al cromosoma X. La nostra hipotesi de partida era que 'RTT
podia estar causada per una mutaci6 dinamica, perd no vam descartar I'analisi d’altres
models d’heréncia sobre els que hi hagués resultats publicats.

1.1 Cartografiat del locus RTT al cromosoma X

1.1.1 Analisi de concordanc¢a-discordanca en casos familiars

Sota la hipotesi d’'una heréncia dominant lligada al cromosoma X, estudis de concordanga-
discordanca obtinguts per altres grups en casos familiars indicaven que el locus RTT podia
estar localitzat en dues regions cromosomiques: Xp22 1 Xq28. L’estudi d’un cas familiar de
la nostra serie podia ajudar a refinar la localitzacioé del locus RTT.

Material i Métodes
La nostra serie incloia un cas familiar de dues germanes amb RTT d’inici precog, de 3 i 5 anys.
Es va realitzar una cerca a la base de dades (Généthon, http://www.cephb.fr/ceph-genet-

hon-map.html) de tots els marcadors del tipus microsatel-lit descrits en el cromosoma X.
Es van escollir 40 marcadors amb heterozigositat superior a 0.7, espaiats 5 ¢cM al llarg de
tot el cromosoma (longitud total 184.5 cM). Per a la regio Xq28 i la Xp22 es van utilitzar
els mateixos marcadors previament analitzats per altres grups (Ellison i col. 1992; Curtis i
col. 1993; Schanen i col. 1997; Xiang i col. 1998) per obtenir resultats comparables als
publicats. Els 40 marcadors escollits es detallen a la taula 6.

Es va analitzar per PCR tota la bateria de marcadors en mostra de DNA d’ambdues ger-
manes i dels seus pares.

L’analisi de marcadors microsatel-lit es va realitzar per PCR. El DNA (200 ng) es va ampli-
ficar en una barreja que contenia 200 UM de cada dNTP, 1 pmol de cada encebador, 0.8 U
de Expand High Fidelity PCR System (Roche) i 2 mM Tris-HCI, pH 7.5 (25°C), 10 mM KClI,
0.1mM DTT, 0.01 mM EDTA, 0.05% Tween20, 0.05% Nonidet P40, 5% glycerol, 2.5 mM
MgClz, en un volum final de 25 pL. Protocol d’amplificacio: 5 min de desnaturalitzacio, 30
cicles de 94°C, 30s; 52°C, 45s i 72°C, 15s; un cicle d’extensi6 final a 72°C durant 5 min.
Els productes de PCR es van analitzar en gels d’acrilamida no desnaturalitzant i tincié amb
plata.

Es va realitzar 'analisi de segregacio dels marcadors i es van construir els haplotips de les
dues germanes i els progenitors (Fig. 14).
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Taula 6. Marcadors del cromosoma X analitzats i localitzacio.

0 - DXYS233
0 0 DXYS234

4.39 0 DXS7107

10.93 4.39 DXS1223

14.20 3.27 DXS1043 Xp22
20.10 5.9 DXS1224

24.21 4.11 DXS8019

29.69 5.48 DXS7593

36.25 6.56 DXS7110

39.52 3.27 DXS8049

44.98 5.46 DXS1036 Xp21.2-21.3
51.54 6.56 DXS8090

53.71 2.17 DXS8015

62.50 8.79 DXS993

67.86 5.36 DXS8080

72.38 4.52 DXS1003 Xp11
78.94 6.56 DXS1039

83.30 4.36 DXS1204

85.49 2.19 DXS1216 Xq12
91.00 5.51 DXS453

94.26 3.26 DXS1196

99.73 5.47 DXS990 Xq21 -29
103.56 3.83 DXS8077
108.52 4.96 DXS1231
110.72 29 DXS8089
115.07 4.35 DXS1059
120.53 5.46 DXS1220 Xq23-24
130.44 9.91 DXS1001
135.96 5.52 DXS8059
141.09 5.13 DXS8093 Xqg25
144.78 3.69 DXS8094
150.22 5.44 DXS984
155.86 5.64 DXS1227 Xq27
162.62 6.76 DXS8106
165.11 2.49 DXS8084
172.44 7.33 DXS8091
175.92 3.48 DXS8011 Xq28
181.08 5.16 DXS8103
184.34 3.26 DXS1073
184.34 0 DXYS154
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Resultats

La nostra série de pacients incloia un cas familiar format per dues germanes amb forma
congénita d’'RTT. Per estudiar les regions de concordanca entre les dues germanes es va
analitzar tot el cromosoma X mitjancant 40 marcadors microsatel-lits en cada membre de
la familia. El resultat d’aquesta analisi es presenta en al figura 14. El mapa d’exclusié mos-
tra que hi ha dues zones en el cromosoma X concordants entre les dues germanes: Xp22-

Xpll i Xq27-Xq28.

Xpter

DXYS233 2 3
DXYS234 1 1
DXS7107
DXS1223
DXS1043
DXS1224
DXS8019
DXS7593
DXS7110
DXS8049
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Figura 14. Analisi de marcadors del cromosoma X en el cas familiar amb RTT.

Aquests resultats van ser concordants amb els préviament publicats, perd no van aportar
dades que permetessin un cartografiat més fi del locus causant de la malaltia.
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1.1.2 Esta causada I’RTT per una mutacié dinamica? Analisi de desequilibri de lligament
Donat que 'RTT és una malaltia neurologica amb una gran variabilitat fenotipica i que
s'havia descrit un possible efecte fundador per 'RTT a Suecia (Akesson i col. 1992), la
hipotesi inicial d’aquest treball va ser que la malaltia podia estar causada per una muta-
ci6 dinamica dominant lligada al cromosoma X. Com en altres patologies neurologiques
causades per mutacié dinamica, el grau d’expansio correlacionaria amb la gravetat de la
malaltia i explicaria la variabilitat clinica de les pacients (Oberlé i col. 1991; Harley i col.
1992; The Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993; Monr6s i col. 1997).
Degut a 'existencia d'un efecte fundador, la localitzaci6 del gen podia realitzar-se per ana-
lisi de desequilibri de lligament. La troballa d’'un haplotip en desequilibri de lligament amb
la malaltia donaria suport a la nostra hipotesi de treball.

Aquest estudi es va realitzar durant els primers mesos de financament del projecte, i
va quedar aturat 'octubre de 1999 quan es va identificar el gen MECP2 com a causant
de I'RTT.

Material i Metodes

L’estudi va incloure I'analisi de 22 pacients esporadiques amb RTT, una de dues bessones

monozigotiques afectades, i una de les dues germanes del cas familiar descrit en el punt

anterior d’aquest capitol.

Els marcadors analitzats i condicions de PCR son els que es detallen en I'apartat 1.1 d’a-

quest capitol (pag. 48).

El desequilibri de lligament es va analitzar per mitja de dues aproximacions estadistiques

diferents, utilitzant el paquet estadistic SPSS v10.0.

e Test de la X2: Es van construir taules de contingencia per a cada parella marcador-locus
RTT. Les dues columnes corresponien a cromosomes normals i cromosomes de
pacients, respectivament, i cada fila corresponia a un al-lel del marcador, excepte per
als al'lels amb freqiiencies esperades inferiors a 5, que van ser agrupats en una unica
fila. Cas d’haver trobat significacio estadistica (p<0.05) s’haurien aplicat les correccions
de Bonferroni per a multiples tests (Belknap, 1992).

* Model log-linear jerarquic: Es van construir taules de contingeéncia per a cada pare-
lla marcador-locus RTT. Les dues columnes corresponien a cromosomes normals i
cromosomes de pacients, respectivament, i cada fila corresponia a un al-lel del
marcador, independentment de la seva freqiéncia. Aquest metode proporciona
una avaluaci6 sistematica de qualsevol relacié entre les variables d’'una taula de
contingencia i permet el tractament de freqiiencies esperades baixes (manual SPSS;
Weir, 1990; Fananas i col. 1992). Les variables que s’utilitzen per la classificacio es
consideren variables independents, i la variable depenent és el nombre de casos
observats en cada casella. En el nostre cas, les variables independents van ser cada
parella de loci a estudiar. En els models log-lineals saturats, el parametre d’inte-
racci6é lambda és una estimacio del grau d’associacio de les variables per a cada
combinacio particular de categories, és a dir, per a cada casella. L’associacio entre
cada parella d’al-lels es va mesurar per mitja del valor normalitzat de lambda (valor
z) que s’obtén al dividir lambda pel seu error estandard. Aplicat al desequilibri de
lligament, z mesura el grau d’associacié entre cada combinacié d’al-lels. El fet de
treballar amb valors normalitzats té I'avantatge que proporciona un nivell de sig-
nificacioé estadistica a cada casella, ja que els valors z segueixen una distribucio
normal. Una associacié es considera significativa amb una probabilitat d’error de
0.05 quan 1z1>1.96. Els valors z permeten comparar diferents parelles d’allels de
diferents taules, i son independents de les freqtiencies esperades.
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Resultats

Entre abril i octubre de 1999 es van estudiar 17 marcadors en una mitjana de 70 cromo-
somes control, i 13 marcadors en 25 pacients amb RTT (Taula 7). Les regions cromoso-
miques completades van ser les corresponents a Xp22, Xqll i Xql2.

Els resultats de I'analisi de desequilibri de lligament amb els dos metodes estadistics apli-
cats es mostren a la taula 7. No es va trobar desequilibri de lligament amb la malaltia per
a cap marcador analitzat de les regions Xp22, Xq11 i Xq12. Aquest resultat concorda amb
el descobriment del gen causant de I'RTT, mapat a Xq28. Les mutacions de les pacients
en el gen MECP2 es produeixen de novo, el que descarta que la malaltia estigui causada
per una mutacié dinamica, hipotesi inicial d'aquesta tesi.

Taula 7. Resultats de les analisis de desequilibri de lligament amb els dos métodes estadistics utilitzats.

N° cromosomes analitzats Desequilibri de lligament
Marcador :
Cr. control Cr. RTT p(x3)* Loglinear IzI*

DXYS233 78 40 ns ns
DXYS234 No informatiu No informatiu
DXS7107 70 40 ns ns
DXS1223 32 40 ns ns
DXS1043 46 44 ns ns
DXS1224 68 52 ns ns
DXS8019 46 44 ns ns
DXS7593
DXS7110
DXS8049
DXS1036 72
DXS8090
DXS8015
DXS993 76 54 ns ns
DXS8080 72 54 ns ns
DXS1003 40 22 ns ns
DXS1039 62 50 ns ns
DXS1204 78 54 ns ns
DXS1216 72
DXS453 68 54 ns ns
DXS1196
DXS990
DXS8077
DXS1231
DXS8089
DXS1059 68
DXS1220 72
DXS1001
DXS8059
DXS8093
DXS8094
DXS984
DXS1227
DXS8106
DXS8084
DXS8091
DXS8011
DXS8103
DXS1073
DXYS154

*ns: no significatiu (p>0.05; [zl<2.0)
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1.2 Analisi de mutacions a ’mtDNA.

Armstrong J, Pineda M, Monrés E (2000) Mutation analysis of 16S rRNA in patients
with Rett syndrome. Pediatr Neurol. 23(1):85-87.

Com que s'havien observat patrons d'heréncia materna en algunes de les families RTT
estudiades, i anomalies morfologiques i funcionals mitocondrials en algunes de les
pacients (Coker & Melnik 1991; Mak i col. 1993; Dotti i col. 1993) s’havia hipotetitzat que
mutacions en el mtDNA podrien jugar un paper primari o secundari en la patogenicitat
de la malaltia. Vam estudiar una mutacioé en el gen mitocondrial que codifica per 16S
rRNA, descrita per un grup xines en pacients RTT. El 1997, Tang i col. van publicar la
preséncia de la mutacio 2835 - T en pacients RTT (6/15) i en les seves mares (6/14) perd
no en poblacio control (n=30). Aixi mateix, van trobar canvis per SSCP en el fragment que
codifica pel 16S rRNA en 6 pacients més i en les seves mares, que no es corresponien
amb la mutacio descrita. En tots els casos, les mutacions es presentaven en heteroplas-
mia. Els autors suggerien que el 16S rRNA podia estar implicat en I'etiologia de I'RTT.
Encara que no existien dades més recents publicades pels mateixos autors, vam realitzar
I'analisi directa de la mutaci6 segons el metode descrit per Tang i col. (1997) en 40 indi-
vidus control i 27 pacients RTT. Els resultats obtinguts van ser publicats com a carta a
I'Editor a Pediatric Neurology.

No vam detectar la mutacié descrita ni cap canvi en el patrd de migracio en les pacients,
ni en la poblacié control. Els nostres resultats van concordar amb els resultats que aca-
baven de publicar Cardioli i col. (1999) en pacients italianes. B
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2.1 Analisi de mutacions en la regié codificant del gen MECP2.
Correlacions genotip-fenotip.

2.1.1 Monrés E, Armstrong J, Aibar E, Poo P, Canés I, Pineda M (2001) Rett syndro-
me in Spain: mutation analysis and clinical correlations. Brain & Dev 23:5251-S253.

En aquest treball es descriu el primer estudi de 'espectre de mutacions al gen MECP2 en
una série de 143 pacients RTT de la poblaci6 espanyola, i la primera aproximacio a les
correlacions genotip-fenotip. La novetat d’aquest treball, presentat al World Congress on
Rett Syndrome (Karuizawa, juliol 2000) va ser la presentacid d'una nova escala d’avalua-
cio clinica o checklist, que recull les dades cliniques de les pacients de forma quantitati-
va. Aquesta escala d’avaluacié permet donar una puntuacié a cada una de les variables
cliniques de I'RTT que no depenen de I'edat ni de factors ambientals, i assigna una pun-
tuacio global a cada pacient, la qual reflecteix la gravetat de la malaltia. A partir d’aques-
ta escala d’avaluaci6 es va analitzar la contribuci6 del tipus de mutacio en la clinica de la
malaltia.

Els resultats mostren les mutacions a MECP2, detectades en un 65.2% de les pacients ana-
litzades. Causen tot I'espectre clinic de I'RTT, encara que les mutacions amb canvi de sen-
tit s’associen preferentment a formes més lleus mentre que les mutacions que causen pro-
teina truncada en presenten en pacients amb clinica més severa. S’observen diferéncies
significatives entre ambdos tipus de mutacions en relaci6 a la sedestacio, la deambulacio
i ledat de presentaci6 de les estereotipies.

Es presenta el primer cas descrit a la literatura d’'un bar6 amb RTT classica i mutacio al
gen MECP2.
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2.1.2 Armstrong J, Pineda M, Aibar E, Gonzalez E, Garrido C, Jabalera M,
Campistol J, Péo P, Vernet A, Pérez MM, Gean E, Monrés E Genetic and clini-
cal analysis of Rett syndrome: a new approach for genotype-phenotype correlation
(en preparacio).

Aquest estudi recull 'analisi mutacional i les correlacions clinico-genétiques en la serie
completa de pacients RTT analitzades en aquesta tesi (N= 274).

En aquest treball s’ha revaluat la clinica de les pacients, després que al 4th Congress of
the European Paediatric Neurology Society (Baden-Baden, setembre 2001) s’aprovessin els
nous criteris clinics de diagnostic de I'RTT (Hagberg i col. 2002), els quals es resumeixen
a la Taula 1 (Introduccio, pag. 6). Es presenta I'escala d’avaluacio clinica definitiva, modi-
ficada respecte de la publicada a Monrds i col. (2001), i es descriu un nou abordatge téc-
nic per detectar grans reordenaments génics en les pacients, els quals escapen a la meto-
dologia convencional de cerca de mutacions per seqiienciacié directa.

Les conclusions d'aquest estudi es poden resumir en:

e Les mutacions amb canvi de sentit es troben preferentment localitzades en el domini
MBD, mentre que les mutacions que causen proteina truncada tendeixen a produir-se
en el domini TRD.

e Els grans reordenaments constitueixen el 3% de les mutacions a MECP2 i semblen asso-
ciar-se a formes greus d’RTT.

e No s'han detectat delecions completes del gen MECP2.

e Les mutacions que causen proteina truncada s’associen a presentacions cliniques més
severes que les mutacions amb canvi de sentit.

e Existeixen diferéncies significatives entre les mutacions de canvi de sentit i les muta-
cions que causen proteina truncada en relaci6 a les caracteristiques cliniques segtients:
capacitat de seure, deambulacio i disfuncions respiratories.

e Les pacients amb mutaci6 en el domini MBD tenen més capacitat de seure i caminar,
i presenten una simptomatologia més lleu que les pacients amb mutaci6 en el domini TRD.

e No s’han detectat diferencies significatives entre ambdos tipus de mutacions ni la seva
localitzacio en relacio a I'edat d’inici de la malaltia, la desacceleracio del perimetre cefa-
lic, la capacitat de llenguatge, la preséncia o abseéncia d’epilépsia, 1'as de les mans ni
I’edat d’inici de les estereotipies.
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Introduction

Rett syndrome (RTT[MIM 312750D) is
a neurodevelopmental disorder that
affects almost exclusively females.
The disease is mainly sporadic and
has an estimated prevalence of
1/12000 to 1/15.000 girls (Hagberg,
1983). Its clinical expression is varia-
ble (Hagberg, 1985). Classical RTT
represents around 80% of cases and
is characterised by neurodevelop-
mental dysfunction in which a period
of stagnation is followed by regres-
sion of development in young girls,
typically between 6 months and 3
years (Hagberg, 1983; Rett, 1960).
Lost skills include purposeful hand
use, social contact and language.
After a period of neurologic regres-
sion affecting both motor and mental
abilities, a number of manifestations
are common in the affected girls:
arrest of brain development, stere-
otypical hand movements, ventila-
tory irregularities, seizures and
growth retardation. Variant forms are
grouped in five different categories:
early-onset, early epilepsy, conser-
ved language, late regression and
fruste form (Hagberg et al. 1994).

It is now known that RTT has an X
linked dominant pattern of inheri-
tance usually associated to male let-
hality. De novo dominant mutations
in the coding region of MECP2 gene
(Xq28) have been described in a high
proportion of sporadic RTT patients
and in some familial cases (Amir, et
al.1999; Cheadle, et al. 2000;
Bienvenu, et al. 2000; Huppke, et al.
2000; Xiang, et al. 2000; Shahbazian
& Zoghbi, 2002; Huppke, et al. 2002).
The MECP2 gene comprises four
exons, from which exon 1 is non-

coding and spans 69 bp (D’Esposito,
et al. 1996; Reichwald, et al. 2000).
The gene is transcribed into two
main alternatively spliced transcripts
(1.8 Kb and 10Kb) produced by dif-
ferential polyadenilation site usage
(Reichwald, et al. 2000). The appa-
rent tissue-specificity of both MECP2
transcripts and the presence of dis-
tinct 3'UTRs suggests they might have
unique roles. MECP2 encodes the
486 amino acids methyl-CpG-binding
protein 2 (MeCP2). The MeCP2 pro-
tein is expressed at higher levels in
the brain than in many others tissues,
but its quantity does not correlate
with mRNA levels (LaSalle et al. 2001;
Shahbazian et al. 2002a). Within the
brain, MeCP2 is present in most neu-
rons but not in glia (Akbarian et al.
2001; LaSalle et al. 2001; Shahbazian
et al. 2002a). MeCP2 is though to
silence transcription of downstream
mammalian genes. The protein binds
preferentially to DNA methylated at
CpG sites and interacts with a corre-
pressor complex: Sin3A and histone
deacetylases HDAC1 and HDAC2
(Jones et al. 1998). Interaction betwe-
en this transcription repressor com-
plex and chromatin-bound MeCP2
causes deacetylation of core histones,
resulting in transcriptional repression
(Nan et al. 1998; Jones et al. 1998).
Three functional domains have been
identified in MeCP2: 1) an 85 amino
acids methyl-cytosine-binding
domain (MBD), which binds to 5-
methyl-cytosine residues in symme-
trically positioned CpG dinucleotides
located in gene promoter regions
(Lewis et al. 1992; Nan et al. 1993); 2)
a 104 amino acides long transcription
repression domain (TRD) which inte-
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racts with histone deacetylases and
Sin3A (Nan et al. 1997); 3) two nucle-
ar localization signals, one lying wit-
hin the TRD and the other between
the MBD and the TRD, which are
necessary for protein transportation
into the nucleus (Nan et al. 1990).
The last 63 amino acids of MeCP2
have been shown to facilitate the bin-
ding of the protein to both naked
and nucleosomal DNA (Chandler et
al. 1999).

Gene mutation analyses in a large
series of patients have revealed an
unexpected broad spectrum of clini-
cal manifestations of the MECP2
mutations. RTT causing mutations
have been also found in asympto-
mathic carrier females and born
males with severe lethal encephalo-
pathy, whereas other nucleotidic
changes have been identified in
patients with different developmental
and mental disorders (Schwartzman
et al. 1999; Clayton-Smith et al. 2000;
Meloni et al. 2000; Orrioco et al.
2000; Couvert et al. 2001; Hoffbuhrn
et al. 2001; Watson et al. 2001). In
addition, phenotypic variability is
observed among patients carrying
the same mutation, indicating that
other variables such as the X inacti-
vation pattern (XCD and MECP2
downstream genes may contribute to
the final phenotype.

The aim of this study has been to
characterize the spectrum of muta-
tions in a series of Spanish patients,
and to analyse the contribution of
the type of mutation on the different
RTT clinical features and the severity
of the disease. A clinical checklist for
the genotype-phenotype correlations
has been applied.

Material and Methods
Subjects

We studied 176 sporadic female RTT
patients, two familial cases and one
affected male (Armstrong et al. 2001).
All patients were submitted to a strict
clinical selection and were diagnosed
according to the Rett Syndrome
Diagnostic Criteria Work Group
(Hagberg et al. 2002). We analyzed
117 females and 1 male with classical
RTT, and 58 females with variant RTT.
Blood samples were obtained from
patients, their parents and siblings.
Informed consent for genetic rese-
arch was obtained from all families,
the Ethics
Committee’s approval of the study.

following Hospital

DNA extraction

Genomic DNA was obtained from
peripheral leukocytes by standard
phenol extraction and ethanol preci-
pitation protocols.

Mutation analysis by direct sequencing
The coding region of the MECP2
gene was amplified in five PCR frag-
ments, using primers pairs and condi-
tions described elsewhere (Amir et al.
1999; Wan et al. 1999). Exon 1 and 3
amplifications were modified, using
the primer pairs
CAATGGGGGCTTTCAACTTA  and
exonl’R-AAAACAGATGGCCAAAC-
CA, and reverse primer exon2R: 5’ -
CCCTGCCCTGTAGAGATAGG -3
Annealing temperatures were 55°C

exonl’F-

and 59°C, respectively. PCR products
were purified using the Qiagen PCR
purification kit (Qiagen). Amplimers
were sequenced using the ABI PRISM
Big Dye Terminator cycle sequencing
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ready reaction kit (PE Biosystems).
Automated sequencing was per-
formed on an ABI 3100 DNA sequen-
cer (Applied Biosystems). Sequences
were compared to the human geno-
mic MECP2 database sequence
(GenBank accession No. AF031078,
GI:3002592) and were analysed using
the BCM Search Launcher utilities
(http://www.searchlauncher.bcm.tm
c.edu/).

Big gene rearrangements analysis.
To search for big gene rearrange-
ments, a long PCR was designed to
amplify a 2458 bp overlapping the
third and fourth MECP2 exons, and
the third intron. The primer pairs
used were described elsewhere, 2aF
and 3fR (Amir et al. 1999), and PCR
conditions were as follows: 200 ng
DNA in 2 mM Tris-HCI, pH 7.5
(25°C), 10 mM KCI, 0.1mM DTT, 0.01
mM EDTA, 0.05% Tween20, 0.05%
Nonidet P40, 5% glycerol, 1.5 mM
MgCI2, 0.25 mM dNTPs, 1mm of
each primer and 2.8U Expand High
Fidelity (Roche), in a final volume of
25ml. Cycling parameters were 94°C
for 5 minutes, followed by 35 cycles
of 94°C for 45 sec, 55°C for 45 sec,
72°C for 1 min, and a final step of
extension at 72°C for 10 min.
Products were run on 2% agarose
gels and anomalous migrating bands
were excised, purified using the
Qiaquick gel purification kit
(Qiagen), and sequenced.

Polymorphic markers analysis
Forty microsatellite markers
(Généthon) spaced 5 ¢M along the X
chromosome were tested following the

universal PCR amplification protocol.

¢DNA analysis

RNA was extracted from peripheral
blood lymphocytes using the
QIAamp RNA Blood Mini (Qiagen)
according to manufacturer’s instruc-
tions. RNA (2-5 mg) was reverse
transcribed using 500ng of a mixture
of random primers (New England
BioLabsl), oligo p(dT)10 (Roche
Molecular  Biochemicals) and
Omniscript Reverse Transcriptase
(Qiagen) in a 20 ml reaction volume
using conditions recommended by
the manufacturer.

Clinical data management

To analyse genotype-phenotype
correlation, the patients were selec-
ted with age older than five years. At
this age most of the RTT girls present
all the necessary criteria for clinical
diagnosis. A clinical database was
filled-up from the history of each
patient and the most important items
were chosen to create a check-list.
The clinical variables included in our
study were as follows: age onset of
the first signs of RTT, stagnation of
head growth (acquired/absent), abi-
lity to sit and walk and range of age
acquired, development of language,
respiratory function, presence of epi-
lepsy, hands use and onset of stere-
otypes (Table 1).

A score was given to each variable
depending on the morbidity that it
represents to the disease (Table 1). A
global severity score was obtained
for each patient, and a higher score
lead to a more severe disease.

The type and location of the muta-
tions were correlated with the clini-
cal check-list. The types of mutations
were classified in two groups, accor-
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ding to the mutation type: missense
mutation and mutations which cause
PTC. The locations of the mutations
were also divided into two groups:
mutations in the MBD and mutations
in the TRD.

The Fisher exact test was applied to
measure the significance of the
observed differences. A p-value below
0,05 was considered significant.

Results.

Mutation analysis by direct sequencing.
In the present study we analysed
the MECP2 gene in a sample of 176
sporadic patients with clinical diag-
nosis of Rett Syndrome, according
to Hagberg et al. (2002). Our series
includel18 classical and 58 variant
with clinical

cases complete

records. Mutation screening was
done by direct sequencing of the
entire coding sequence as a first
Thirty-five  different
were found in 118

patients, corresponding to 67% of

approach.
mutations

our series (Table 2). Ten mutations
are novel. Mutations were identified
in 91 of 118 (77%) of classical cases
but only in 46% of patients with
variant forms (Table 3). Within this
group, clinical information allowed
to classify the different variants:
mutations were detected in 42% of
patients with fruste form, in 48%
with congenital form and in 90% of
the patients having the preserved
speech variant. No mutation was
found in patients with late regres-
sion nor with early epilepsy.

Our series included a boy with clas-
sical RTT due to somatic mosaicism
for an R133H mutation (Armstrong
et al. 2001).

Forty-four patients (37%) had mis-
sense mutations and 61 patients
(52%) carried mutations causing a
premature  termination codon
(PTC). Four of them were single
nucleotide deletions. Nine patients
(9%) beard five different deletions
beyond the TRD domain, ranging
from 28bp to 96bp. All but one of
the mutations located in the MDB
(28%) were missense. Forty-three
percent of mutations clustered in
the TRD, 80% of them causing PTC.
No changes were found in exon 2,
the first coding MECP2 exon.
Overall we found 13 recurrent
mutations in 96 patients, account-
ing for 81% of the cases. R255X was
the most frequent change, found in
17 patients (10%).

We analysed samples from the mot-
her or both parents in 103 mutation-
positive cases. Fifty unaffected
daughters from 35 patients were also
tested. Restriction analysis, SSCP/HD
or direct sequencing were used to
study the segregation of the muta-
tion. All the analysed mutations had
a de novo origin, although we found
germline mosaicism for a polymorp-

hism, as described below.

Big gene rearrangements analysis.

A long-PCR protocol was developed
to coamplify exon 3, intron 3 and
exon 4 of the MECP2 gene. The 58
patients with no mutation found by
direct sequencing were analysed.
Four large deletions were found:
431del337bp, 448del459bp,
651del486bp and 758del309bp. Their
de novo origin was confirmed in all
cases. The four patients had a severe
RTT presentation.
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To search for complete gene dele-
tions or cryptic chromosomal rea-
rrangements, segregation analysis of
polymorphic markers flanking the
MECP2 gene was performed in the
remaining patients for whom paren-
tal samples were available (N= 47).
Normal biparental inheritance was
observed in all cases.

Altogether, our analyses allowed
identification of disease-causing
mutations in 67% of RTT patients

Polymorphic variants.

A total of seven different polymorp-
hisms were characterised in this
study. Six were silent inherited muta-
tions: 582G T (5194S), 666C -G
(V222V),  710G-T  (G237G),
750C - A (R250R), 1233C - T (S4119),
1197C T (P399P). In three cases, a
pathological de novo mutation was
also found in the patient.

The already described polymorphic
variant IVS3-17delT (Christodoulou
at al, 2003) was found in four
patients. In all cases it had a de novo
origin, but in one family the poly-
morphism was also found in the
healthy sister, reflecting a case of
germline mosaicism.

Two consecutive in-frame C-terminal
deletions [1162(del18) and
1232(del9)] were identified in one
patient with no other mutation found
in the coding region (Moses and
Armstrong, submitted). The double
deletion was inherited from her mot-
her. Family genotyping over three
generations revealed that five other
non-symptomatic family members
also carried the defect, including the
brother and the maternal grandfather
of the patient. This observation

demonstrated the non-pathogenic
nature of the deletions, despite they
caused the lost of several residues
that were thought to be important for
proper protein function or structure.
Nucleotide changes at 3’UTR were
also found in two affected girls wit-
hout mutation in the coding region
of MECP2. None of them had been
previously described. One of the
patients carried the previously descri-
bed polymorphism S194S inherited
from her father, and a de novo inser-
tion +99insA beyond the STOP
codon. The insertion was present in
the cDNA, within a highly conserved
region through evolution (Coy et al.
1999). The other patient beard the
polymorphic variant IVS3-17delT,
and a +15ntG - A after the STOP
codon. BsrBI restriction analysis of
this nucleotide change showed it has
a maternal origin and was probably a
polymorphism.

Familial cases

Two proved and one putative fami-
lial cases were analysed in our
series: a pair of identical girl twins, a
pair of sisters, and a pair of girl-boy
twins, respectively. Identical twins
were clinically concordant in having
a classical RTT and both carried the
R270X mutation. The pair of sisters
in the second family both had an
early-onset RTT and were mutation-
negative. Segregation analysis for 40
X-linked polymorphic markers defi-
ned two concordant regions betwe-
en both sisters: Xp22-Xpll and
Xq27-Xq28.

The third family consisted in a pair of
boy-girl twins born from a consan-
guineous marriage. The girl had a
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classical RTT whereas the boy died at
birth of respiratory distress. No muta-
tion was found in the affected girl
and no sample was available from
the deceased boy.

Genotype-phenotype correlation.

We had complete studies of clinical
data from 110 out of 118 RTT
patients with mutations in the coding
region of MECP2 gene. The six large
deletions and the four big gene rea-
rrangements were not included in
the correlation analysis.

We first studied the difference betwe-
en the type of mutation: missense
mutations and PTC, for each clinical
variable of the check list (Table 1).
Data analysis showed the following
results (Table 4): patients with a mis-
sense mutation are more likely to sit
(p=0,015) and walk (p=0,037) than
patients who carry truncating muta-
tions. Instead, patients with a trunca-
ting mutation are more likely to have
respiratory dysfunction (p=0,046)
than patients with missense muta-
tions. PTC mutations are associated
with a more severe disease while
missense mutation lead to milder RTT
clinical form (p=0,012) (Figure 2A).
We did not find any statistical signifi-
cance between the two mutations
type by: onset of the disease, stagna-
tion of head growth, language abili-
ties, epilepsy, usefulness of the
hands and age onset of stereotypes.
We next analysed the correlation bet-
ween patients with mutation in the
MBD and patients with mutation into
TRD (Table 4). Patients with muta-
tion in the MBD are more likely to sit
(p=0,027) and walk (p=0,032) than
patients that carry a mutation in the

TRD. We did not find any statistical
significance between the localization
of the mutation by: onset of the dise-
ase, stagnation of the head growth,
language abilities, respiratory dys-
function, epilepsy, usefulness of the
hands and age onset of stereotypes.

The mutations found in the MBD are
associated with a less severe phenoty-
pe of the disease than the mutation
found in TRD (p=0,047) (Figure 2B).

Discussion

The mutation analysis done by diffe-
rent authors has focused up to date
to the coding region of MECP2 gene.
The results obtained from all of them
show that 70-80% of the RTT patients
have a mutation in the coding region
(Shahbazian & Zoghbi, 2002). The
mutations have a de novo origin in
more than 99% of the cases.

In our study, we received samples
and clinical data of up to 250 patients
with RTT suspicious diagnosis, and
samples from their parents and
the
country. We discarded 90 cases
because they did not follow the RTT
2002).
Therefore, the present series includes

siblings, from all Spanish

criteria (Hagberg et al.

176 patients with clinically confirmed
RTT. All have been analysed by
direct sequencing of the MECP2
coding region, and long PCR to
detect gross rearrangements was
only performed in mutation-negative
patients. Mutations have been detec-
ted in 67% of the patients:115 unre-
lated RTT girls, one pair of twins and
a classical RTT boy (see Armstrong et
al, 2001). Altogether, we have identi-
fied 35 different mutations, ten were
novel: 12 missense mutations in 44
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patients, six truncating mutations in
61 patients, five large deletions loca-
ted beyond the TRD in 11 patients,
and four big gene rearrangements.
Mutations are mainly located in the
functional domains in the protein.
Missense mutations clustered prefe-
rentially in the MBD whereas most of
the punctual PTC mutations were
located within the TRD. The MeCP2
protein has two putative nuclear
localization signal (NLS), one betwe-
en the MBD and the TRD, and the
second in the TRD. Five truncating
mutations have been found in these
regions: R168X, 591delG and Q208X
within the first NLS, and R270X and
V288X within the second.

In the 3’ region of the fourth MECP2
exon, a hot spot of deletions exists.
In our study, we have found five dif-
ferent deletions in 11 patients. The C-
terminal protein region beyond TRD
has been reported to have an impor-
tant role in the interaction of MeCP2
with the nucleosome core (Chandler
et al. 1999). Another study showed
that this region may increase protein
stability (Yusufzai & Wolffe, 2000). In
addition, conserved domains that
share homology with specific brain
factors from the forkhead family
have been also described (Vacca et
al, 2001). One family from our series,
however, showed that small in-frame
deletions affecting both the hystidine
and proline stretches do not alter
protein function, since they were
found in an RTT patient but also in
two unaffected carrier males from
her family (Moses et al. submitted).
In addition to large deletions at
MeCP2 C-terminus, we have found
four big gene rearrangements in the

MECP2 gene. They were large dele-
tions, up to 400bp, that escaped
sequencing screening methods and
were found by large PCR analysis. Tt
published
(Bienvenu et al, 2001) that screening

has been recently
for mutations in the MECP2 gene
should include a large PCR to
amplify exon 4 entirely. In our study,
we show that the large PCR would
have to include the third exon and
the third intron too.

Regarding the silent variants, expres-
sion and functional studies are nee-
ded to elucidate their polymorphic or
pathogenic nature. Changes descri-
bed as polymorphisms at the geno-
mic level, both in coding and in non-
coding regions, have been shown to
be mutations affecting RNA proces-
sing and/or translation efficiency
(Ars et al. 2001)

In our series, one familial case consis-
ting in a pair of sisters affected by an
early onset RTT was analysed. No
mutation could be identified in the
patients. Following Villard’s hypothe-
sis (Villard et al. 2001), the pattern of
X chromosome inactivation (XCI) was
analysed in both sisters and the mot-
her. A skewed pattern of XCI was
observed in the mother but not in the
two daughters. Skewed XCI patterns
have been postulated to explain the
occurrence of unaffected carrier fema-
les in families with recurrent RTT
(Amir et al. 2001), but at least 70% of
RTT familial cases have no mutation
in the MECP2 gene coding region
(Shahbazian & Zoghbi, 2002). Villard
et al. (2001) have postulated a model
for familial Rett syndrome transmis-
sion independent of MECPZ2, in which
two traits are inherited: an X-linked
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mutated RTT-2 locus abnormally
escaping XCI, and the presence of a
skewed XCI in the carrier women.
Our family could fit the proposed
model if the two sisters inherit the
maternal mutated RTT-2 locus within
random XCI.
Haplotype analysis of the whole-

the context of a
length X chromosome showed that
both patients share the maternal X-lin-
ked region where Villard et al. (2001)
mapped the putative RTT-2 locus,
DXS1003
shown).

around markers and
DXS1039 (data

Nevertheless, the sisters are also con-

not

cordant at Xq27-q28, and we cannot
exclude to find mutations in the non-
coding MECPZ2 regions or in other
putative Rett syndrome causing
genes.

Several groups have studied genoty-
pe-phenotype correlation to determi-
ne whether the clinical features of
the RTT patients could be related to
the different types of mutations and
their location within MECP2. The
reported results have been often dis-
cordant: some groups have found
correlation between missense and
PTC mutations regarding disease
severity (Cheadle et al. 2000; Monros
et al. 2001; Huppke et al. 2002) while
others have not (Nielsen et al. 2001;
Amir et al. 2000) Despite individual
clinical differences may be due to the
fact that the XCI pattern can influen-
ce the phenotype outcome of the
mutations (Shahbazian & Zoghbi,
2002), disparate results in statistical
analyses are mainly caused by the
use of different check list criteria and
scores (Pineda et al. 1999).

We have optimised the previously
reported clinical check list (Monros

et al. 2001) after the revision of the
clinical criteria for RTT diagnosis
(Hagberg et al. 2002). The check list
presented in Table 1 takes only into
account the clinical parameters that
are independent of age and external
factors. It proposes an easy scoring
of the different clinical features and
allows to weight each one according
to its implication in the severity of
the disease.

Our present results are highly con-
cordant with the previously reported
in Monr6s et al (2001) in a smaller
series of patients. PTC mutations
cause the more severe phenotypes
while missense mutations lead to mil-
der RTT forms (Figure 2). Patients
with large deletions at MeCP2 C-ter-
minus have lower severity scores
than those with gross gene rearrange-
ments. The mutations found in the
coding region of MECP2 gene cause
all the clinical range of the disease.
Nevertheless, it is important to note
that the higher proportion of muta-
tions were found in classical RTT
(77%) with regards to the variant
forms (23%). Within this last group,
PSV variant and fruste form displayed
a high percentage of mutation detec-
tion. We did not find any mutation in
patients having early epilepsy. This it
could mean that this clinical variant
represents a different clinical entity.
It is worthy to note that four years
after the description of MECP2 as the
gene causing RTT, an important
question remains to be answered: we
do not know yet whether the disea-
se is genetically homogeneous, the
remaining mutations located within
the long non-coding MECP2 regions,
or other genes are involved in the
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ethiopathology in the disease.
Electronic-Database Information

- IRSA MECPZ2 Variation Database
(RettBASE):
http://mecp2.chw.edu.ar/

- Online Mendelian Inheritance in
Man (OMIM):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim
/ [for RTT (MIM 312750) and MeCP2
(MIM 300005)]

- Gen Bank:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen-
bank/index.html

- BCM Search Launcher
http://www.searchlauncher.bcm.tmc.
edu/

- Primer 3 program
http://www.genome.wi.edu/cgi-
bin/primer/primer3
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Table 1 Check list showing the severity grading of the clinical features.

Score Definition Score Definition
Age of onset 0-12 mo Respiratory 0 no dysfunction
of first sign 12 -24 mo function 1 hyperventilation and/or
1 > 24 mo apnea
Microcephaly | 0 absent Epilepsy 0 absent
1 present 1 present and controlled
2 uncontrolled or
Sitting alone 0 acquired < 8 mo early epilepsy
1 seat and maintains
2 seat and lost Hands use 0 acquired and conserved
3 never acquired 1 acquired and partially
conserved
Ambulation 0 acquired < 18 mo acquired and lost
1 acquired < 30 mo never acquired
2 acquired > 30 mo
3 lost acquisition Onset of 0 > 10 years
4 never acquired stereotypies 1 > 36 mo
2 18 - 36 mo
Language 0 preserved and propositive
1 lost Date of Birth:
2 never acquired Date evaluation:
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Table 2 MECP2 mutation in Spanish RTT patients

N' Exon D Mutation Domain References
patients change

1 3 46delC V31X N-ter This study

1 3 115delAAGA L150X N-ter This study

3 3 316C-T R106W MBD Amir et al. 1999

2 3 317G-A R106Q MBD Bienvenu et al. 2000

1 3 380C-T P127L MBD Auranen et al.

6 4 397C-T R133C MBD Amir et al. 1999

1 4 398G -A R133H MBD Monros et al. 2001

1 4 423C-G Y141X MBD Amir et al. 2000

4 4 455C -G P152R MBD Amir et al. 2000

15 4 473C-T T158M MBD Amir et al. 1999

15 4 502C-T R168X | Wan et al. 1999

1 4 591delG V209X I This study

1 4 622C-T Q208X | Vacca et al. 2001

1 4 674C -G P255R TRD Cheadle et al. 2000

1 4 691insG E235X TRD This study

1 4 749delG V288X TRD This study

17 4 763C-T R255X TRD Amir et al.1999

6 4 806delG V288X TRD Wan et al. 1999

11 4 808C-T R207X TRD Cheadle et al. 2000

5 4 880C_T R294X TRD Cheadle et al. 2000

1 4 905C G P302R TRD Bienvenu et al. 2000

1 4 905C T P302R TRD Cheadle et al. 2000

1 4 914A -G K305R TRD Monros et al.2001

6 4 916C_T R306C TRD Xiang et al. 2000

1 4 965C T P322L C-ter Huppke et al. 2000

1 4 1163CT P388S C-ter This study

1 4 431del337-bp PTC349 MBD This study

1 4 448del459-bp PTC370 MBD This study

1 4 651del486-bp 486bp del in frame TRD This study

1 4 758del309-bp 309bp del in frame |  TRD and C-ter This study

1 4 1061del96-bp 96bp del in frame C-ter Monros et al. 2001

1 4 1150del28-bp PTC391 C-ter Monros et al. 2001

1 4 1157del32-bp PTC392 C-ter Monros et al. 2001

2 4 1157del44-bp PTC388 C-ter Cheadle et al. 2000

4 4 1164del44-bp PTC389 C-ter Monros et al. 2001

N' Exon B Polymorphism Domain References

patients change
441 (9 4 IVS3-17delT intronic | Christodoulou et al.

2003

1 4 582C-T S194S | Christodoulou et al.
2003

1 4 666C -G V222V TRD Christodoulou et al.
2003

1 4 710G-T G237G TRD Christodoulou et al.
2003

1 4 750C-T R250R TRD Christodoulou et al.
2003

1 4 1197C-T P399P C-ter Christodoulou et al.
2003

1 4 1233C-T S411S C-ter Christodoulou et al.
2003

1+4 () 4 1162(del18) and silent C-ter Moses et al.
1232(del9) subbmitted
1 4 +99insA ? C-ter This study
1 4 +15ntG - A silent C-ter This study

(*) non-symptomatic family members. N-ter, MBD, I= intermediate region between MBD and TRD, TRD, C-ter.
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Table 3 Clinical forms in RTT patients.

Clinical form N. Patients N. Mutations Percentage
Total 176 118 67%
Classical 118 91 7%
Atypical 58 27 46,5%

Congenital 21 10 48%

Early epilepsy 4 0 0%

PSV 10 9 90%

Fruste 12 5) 42%

Late regression 2 0 0%
Non specified 9 3

Significant differences.

Missense PTC p value

Sits unsupported 17/31(55%) sat before 8m | 9/35 (26%) sat before 8m p=0,015

24/31 (77%) sits 16/35 (46%) never sits p=0,043

Ambulation 21/31 (68%) walked 20/35 (57%) do not walk p=0,037

3/10 (30%) never acquired | 14/20 (70%) never acquired p=0,045

Respiratory function 12/31 (39%) normal 29/35 (83%) abnormal p=0,046

Severity (global scores) | 8/44 (18%) score>15 26/57 (46%) score>15 p=0,012

MBD TRD p value

Sits unsupported 20/35 (57%) sat before 8m | 14/49 (29%) sat before 8m p=0,027

Ambulation 23/35 (66%) walked 28/49 (57%) do not walk p=0,032

Severity (global scores) | 7/35 (20%) score>15 21/46 (46%) score>15 p=0,047
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Analisi de grans reordenaments

L’analisi de grans reordenaments del gen MECPZ2 es va dur a terme per mitja de tres assaigs
per PCR. El primer assaig genera un fragment de 2477 pb resultant de 'amplificacié con-
junta del tercer exo, tercer intr6 i quart exo. La segona PCR amplificava el final del tercer
exo, el tercer intr6 i el principi del quart ex6 (1288pb); i el tercer assaig amplificava el quart
exo sencer (1378pb). Els darrers dos assaigs es van dissenyar amb la fi d’obtenir una major
resolucio i detectar reordenaments petits en l'intré 3 i en 'ex6 4, respectivament.

Tal com es menciona en el manuscrit, es van detectar quatre grans delecions de pacients
amb formes severs d’'RTT i sense mutacié identificada en la regi6 codificant de MECP2.
Les mutacions causarien una proteina truncada amb pérdua parcial o totals dels dominis
funcionals de MeCP2 (Fig. 15)

n Figura 15. Grans reordenaments

geénics en pacients amb RTT.

A. Resultat de 'amplificacié del tercer
exo, tercer intrd i quart exo de tres

de les quatre pacients RTT amb grans
reordenaments génics detectats en

la nostra série.

B. Efecte de les quatre delecions

en la proteina MeCP2.
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2.2 Consell genétic: polimorfismes i diagnostic prenatal.

2.2.1 Moses LM*, Armstrong J*, Hoffbuhr K, Pineda M, Bibat G, Gonzalez E,
Galan F, Naidu S, Hoffman E, Monrés E In frame deletions in the MECP2 gene
inherited as polymorphisms in two girls with Rett syndrome. Am J Med Genet. * Both
authors contributed equally to this work (enviat).

MECP2 és un gen amb una elevada taxa de mutacio. Sovint es detecten canvis de novo,
tant en regio codificant com en no codificant, la patogenicitat dels quals és de dificil pre-
dicci6 en funcié només del canvi detectat en la seqiiéncia gendomica.

L'extrem 3' de la regio codificant del gen MECP2 és un punt calent per delecions, la majo-
ria de les quals causen una proteina truncada sense afectacio del domini funcional TRD.
En aquest treball es descriu la identificacio de dues delecions consecutives en pauta en
una pacient RTT de la nostra serie, conjuntament amb un cas similar analitzat pel grup
del Dr. Hoffman (Research Center for Genetic Medicine, Washington DC). L'analisi fami-
liar de la nostra pacient va demostrar que es tractava d'un polimorfisme heretat de I'avi
matern i, per tant, sense relacidé amb el fenotip de l'afectada.

Es conclou que s’ha de ser molt cautel6s a ’hora de definir com a mutacioé patogenica
qualsevol canvi detectat en la seqiiencia del gen MECP2.
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Abstract

Rett syndrome is a neurodevelop-
mental disorder of postnatal brain
growth in females. Heterozygous
mutations in methyl CpG binding pro-
tein 2 (MECP2) gene cause most typi-
cal cases of Rett syndrome. We report
the characterization of three novel in
frame C-terminal deletions in the
MECP2 gene in two girls with atypical
Rett syndrome. Two consecutive in-
frame deletions [1162(del 18) and
1232(del 9)] were found in the first
described patient. Family genotyping
over three generations revealed that
six non-symptomatic other family
members were carriers of both in-

frame deletions, including the brother
and the maternal grandfather, strongly
suggesting that these deletions were
non-pathogenic. In the second family,
a 12 bp in frame deletion [1148(del
12)] in the MECPZ2 gene was identified
in a girl with atypical Rett syndrome
and her healthy mother. X-inactiva-
tion patterns were found to be ran-
dom in both daughter and non-symp-
tomatic mother, again suggesting that
this deletion was not the genetic
cause of the girl's symptoms. The
polymorphic, non-pathogenic nature
of the deletions indicate these regions
are not essential for a properly func-
tioning MeCP2 protein and indicate
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that care must be taken in interpreting
C-terminal deletions in presumptive
Rett patients.

Key words: Rett syndrome, X-inactiva-
tion, MECP2 deletion, polymorphism.

Introduction

Rett syndrome (MIM 312750) is one
of the most common causes of mental
retardation in girls, with a prevalence
estimated to be 1:10,000 —22,000 [1, 2].
Typically, girls with classic Rett syn-
drome show a normal neonatal period
for the first six to eighteen months of
life. Subsequent developmental and
neurological regression is accompa-
nied by a loss of acquired skills, both
communication and motor skills, ste-
reotypical hand movements, seizures,
autistic behavior and deceleration of
head growth [3, 4, 5]. Rett syndrome is
nearly exclusively diagnosed in girls
and the majority of cases (99%) are
sporadic occurrences. Atypical variant
forms of Rett syndrome have been
also described, including the more
severe early onset or congenital form,
the early epilepsy form, and the mil-
der variants such as preserved speech,
late onset and forme fruste [6, 7, 8].

Recent findings have shown that de
novo heterozygous mutations in the
X-linked methyl-CpG-binding protein
2 (MECP2) gene cause most classical
cases of Rett syndrome and approxi-
mately 30% of atypical variants [9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16]. In the rare ins-
tances where asymptomatic female
carriers are found, they invariably
show preferential use of the normal X
chromosome (skewed X-inactivation)
[10-12, 15]. MeCP2 is a ubiquitously
expressed protein involved in global

gene silencing. A member of a family
of proteins that bind methylated CpG
dinucleotides, MeCP2 recruits trans-
cription repressors, such as Sin3A, and
histone deacetylases which promote
the stable transcriptional repression of
genes [17, 18, 19]. Models of disease
pathogenesis involve inappropriate
persistent expression of downstream
gene targets of MECP2 binding, alt-
hough no specific targets have yet
been identified.

More than one hundred different
mutations have been identified in the
MECPZ2 gene in patients with Rett syn-
drome. Most MECP2 mutations result
in missense or nonsense mutations
affecting two conserved regions of the
protein, the methyl binding domain
(MBD) and the transcriptional repres-
sion domain (TRD), and the majority
have been predicted to result in a loss
of function [20]. Although a large
number of mutations have been iden-
tified in the MECP2 gene, eight recu-
rrent  mutations (R106W, R133C,
T158M, R168X, R255X, R270X, R294X
and R306C) account for the majority
of mutations found in girls with Rett
syndrome [20, 21]. Numerous frame-
shift deletions, including some com-
plex rearrangements, have been iden-
tified in the C-terminal region of the
gene, downstream of the two highly
conserved MBD and TRD. Frameshift
deletions in this region are predicted
to result in a truncated protein which
retains both domains of defined func-
tion, yet the classical Rett symptoms
of many patients indicate that the
truncated protein is largely non-func-
tional [15].
account for approximately 5-10% of

C-terminal deletions

all mutations, indicating this region is
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clearly a "hot-spot" for deletion muta-
tions [20, 21].

We describe three novel in-frame
deletions in the MECP2 gene, which
we show were inherited as poly-
morphisms in two girls with atypical
Rett syndrome. In both families, the
in-frame deletions result in the loss of
three to six amino acid residues in the
C-terminus of MeCP2 protein. These
studies represent the first report of in-
frame deletions in the MECP2 gene
which are demonstrated to be non
pathogenic. Our findings have impor-
tant implications for the interpretation
of MECP2 mutation screening in Rett
syndrome.

Materials and Methods

Patients

Family 1 The proband of family one
is a six year old girl with unremarka-
ble family history showing clinical fea-
tures of early onset Rett syndrome.
She was the product of an uneventful
pregnancy and premature delivery at
36 weeks of gestation. Her weight was
1700gr and she presented a posterior
cleft palate. She stayed one month in
the neonatal unit. Severe hypotonia
was present since the first months of
life and developmental milestones had
always been delayed. She was able to
sit alone at 14 months and walked
independently at 2.5 years. Surgery on
her mid line malformation was done
at 14 months of age. Cranial MRI, EEG
and metabolic screening, including 7-
dehydrocholesterol, were within nor-
mal values. At 12 months of age she
was able to say some purposeful
words and wave good-bye with her
hand. These acquired skills were

quickly lost after surgery. Stereotyped
hand movements consisting of hand-
washing episodes and bruxism appea-
red at 35 years of age.

Examination at four years of age
showed retarded growth, stagnation
of the head growth and acquired
microcephaly (-3 DS). The girl had a
dysmorphic face with slight microg-
nathia and abnormal position of her
teeth. Language was absent and she
walked with wide based gait, but
some purposeful hand use was still
preserved. At present, after intensive
physiotherapy and reeducation begin-
ning at 16 months of age, she has not
acquired new developmental milesto-
nes and shows severe mental impair-
ment. Breathing dysfunction, seizures
and scoliosis were not present.

Family 2 The proband of family two
is a four year old female with clinical
features of Rett syndrome. She was
the product of an uneventful preg-
nancy; however, delivery was compli-
cated by fetal distress that required
forceps assistance, resuscitation, and a
stay in the neonatal intensive care
unit. Developmentally, she was
always delayed. She developed gene-
ralized seizures at eighteen months
old, which evolved into a mixed type
with atonic seizures. An MRI at four
years of age showed white matter
abnormalities and overall mild global
volume loss compatible with periven-
tricular leucomalacia. Family history is
unremarkable. Currently, at four years
old, she is ambulatory with some pur-
poseful hand use, but shows some
other classical features of Rett syndro-
me including microcephaly, stereoty-
ped hand movements consisting of
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handwringing episodes, irregular res-
piration, bruxism, and vasomotor ins-
tability. She is non-verbal. She has
strabismus and mild hypotonia.

DNA isolation, mutation analysis,

and X inactivation quantitation

Genomic DNA was isolated from
peripheral blood lymphocytes by stan-
dard methods. PCR products encompas-
sing the four exons of the MECP2 gene,
including exon/intron boundaries, were
amplified and screened for mutations
using DHPLC analysis and direct
sequencing as previously described [15,
16]. Single strand sequencing was per-
formed on ABI-Prism 377 using the
BigDye Terminator Cycle Sequencing
Kit (PE Biosystems). Amplified PCR pro-
ducts spanning the deletions were
sequenced in both directions to confirm
the deletion breakpoints.

For familial studies, PCR products
were separated by size using denatu-
ring-polyacrylamide gels. Both the
normal and the lower molecular
weight fragments were purified from
excised gel bands and sequencing
results were confirmed (Family 1).

X-inactivation ratios in peripheral
blood cells were quantitated using a
fluorescent X-inactivation assay we
have previously described [15, 22].

Informed consent for genetic rese-
arch was obtained from both families
following the correspondent Ethics
Committee’s approval of the study.

Sequence analysis

Sequence analysis was done
by using the BLAST program
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) and
using BaseImagerIR and AlignIR soft-
ware (LiCor, Inc)

Results

The MECP2 gene was analyzed for
mutations in two girls diagnosed with
atypical Rett syndrome. In the first
family, the proband presented with an
atypical earlier onset form of Rett syn-
drome characterized by severe hypo-
tonia in the first months of life and
persistent developmental delay (Fig
1. Sequence analysis of her MECP2
gene identified two consecutive, hete-
rozygous in-frame deletions [1162(del
18) and 1232(del 9)], both beyond the
TRD. The first deletion caused the
loss of six amino acid residues within
a poly-proline domain of the MeCP2
protein [388(delPPPPEP)]. This region
is poorly conserved in human, mouse,
rat and Xenopus (Fig 2). The second
deletion involved amino acid residues
411-413 [411(delSVQO)], including a
cysteine residue which is conserved
in rat, mouse and Xenopus (Fig 2).
Both deletions were maternally inher-
ited. Genotyping of the extended
family showed both deletions in a
hemizygous state in the maternal
grand-father and both were transmit-
ted in phase to his four daughters (Fig
la). The brother of the proband was
also a healthy carrier of the deletions.
The presence of the hemizygous dele-
tions in the two normal males strongly
suggests that these do not exert a
deleterious effect for MECPZ2 function
and are benign polymorphisms.

In the second family, a four year old
female proband presented with atypi-
cal Rett syndrome and white matter
abnormalities. A novel heterozygous
twelve base pair deletion [1148(del 12)]
was identified in the her MECP2 gene
(Fig 1b). The in-frame 1148(del 12)
resulted in the loss of four amino acids
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[385(del PLPP)] in the C-terminal
region of MeCP2, downstream of the
highly conserved MBD and TRD (Fig
2). Genotyping of blood samples from
both parents showed the mother to be
a carrier of the 1148(del12) deletion
(Fig 1b). X-inactivation studies of
peripheral blood cells showed random
patterns of X-inactivation for both the
normal mother and her affected
daughter (Fig 3). As all asymptomatic
carriers of pathogenic MECP2 muta-
tions have shown preferential use of
the normal X chromosome, our results
suggest that the in-frame 12 base pair
deletion [1148(12deD] was not causati-
ve of Rett syndrome in this patient (a
polymorphism).

Taken together, the atypical clinical
features of the probands in the two
families and the finding of the dele-
tions in the normal hemizygous males
(Family one) or in a normal female
carrier with random X inactivation
(Family two) strongly suggests that
these are not pathogenic of the pro-
band’s disease, and are instead
benign polymorphic variants in a rela-
tively unstable (deletion-prone)
region of the MECP2 gene.

Discussion

Recent studies have shown that 70
to 90% of girls with a diagnosis of
classic Rett syndrome have mutations
within the MECP2 gene (11, 12, 15,
20). Deletions in the 3’ coding region
of MECP2 account for approximately
5-10% of all mutations [16, 20]. In
almost all cases, C-terminal deletions
result in a shift in the reading frame
and premature truncation of the pro-
tein. Here, we report three novel in-
frame deletions in the MECP2 gene

inherited as polymorphisms in two
families. In the first described family,
two in frame deletions were identi-
fied, in tandem, in a girl with atypical
Rett syndrome and six asymptomatic
family members, including a brother
and a maternal grandfather, in a three
generation pedigree. The two dele-
tions, [(1162(del 18) and 1232(del 9)],
resulted in the loss of 6 amino acids
[388(del PPPPEP)] and 3 amino acids
[411(del SVO)] from two poorly con-
served regions of the MeCP2 protein.
In the second family, a 12bp deletion
resulted in the loss of four amino
acids from the same poly proline
domain in MeCP2 [385(del PLPP)I,
deleted by the larger 18bp deletion
identified in family one. These studies
indicated that the loss of these amino
acid residues [385-393] and [411-413],
had no apparent consequences for
the function of the MeCP2 protein.
The in-frame deletions were identi-
fied in two girls clinically diagnosed
with atypical Rett syndrome. Both
showed earlier onset of symptoms
and significant developmental neona-
tal delay. The in-frame deletions were
novel and resulted in the loss of
amino acids from poorly conserved
regions of MeCP2. In the first family,
genotyping studies revealed the in
frame deletions [1162(del 18)] and
[1232(del 9)] were inherited in tandem
from the maternal grandfather (Fig.1a)
and transmitted to his four daughters,
the proband and her healthy brother.
In this family, the presence of the
consecutive deletions in two healthy,
hemizygous males indicated that
these deletions were polymorphisms.
In the second family, the proband
and her healthy mother were carriers
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of a 12 bp in-frame deletion 1148(del
12) in the MECP2 gene and both sho-
wed random patterns of X-inactiva-
tion in peripheral blood cells. Since
the mother did not show preferential
X-chromosome inactivation, which is
normally found in asymptomatic
carriers of pathogenic MECP2 muta-
tions, the 1148(del 12) in this family
represented a benign polymorphism
with no significant consequences for
MeCP2 function.

Most MECP2 mutations described
so far in Rett syndrome affect either
the MBD or the TRD functional
domains of the protein, most likely
resulting in a loss of function. A "hot
spot" for deletions, however, is located
at the C-terminus of the MeCP2 pro-
tein, beyond the TRD domain. More
than 30 different large deletions have
been identified in Rett syndrome
patients [16, 20, 21]. The vast majority
are out-of-frame, resulting in a trunca-
ted MeCP2 protein retaining a functio-
nal MBD and TRD but lacking appro-
ximately 150 C-terminal amino acids.
Compared to other regions of MeCP2,
the function of the C-terminal domain
is not well defined. Experiments exa-
mining the consequences of C-termi-
nal deletions have found that the C-
terminus of MeCP2 may contribute
towards DNA binding affinity, both to
naked DNA and to the nucleosome
core, and may be responsible for
repression of Spl transactivation [23,
24]. Additionally, several regions wit-
hin the C-terminal domain of MeCP2
(including the poorly conserved poly-
proline rich domain) have been
shown to share some homology with
specific brain factors from the forkhe-
ad family, BF1 (HFK1) and HFK4 [14].

Two of the three novel in frame dele-
tions described in this report result in
a loss of amino acids residues from
this poly-proline rich domain (379-
393) in the C-terminus of MeCP2 (Fig
2), indicating that this poly proline
region in MeCP2 has little functional
significance.

Although in-frame deletions have
been reported in several other girls
with Rett syndrome, in all except one
case [26], carriers of in-frame deletions
had complex C-terminal rearrange-
ments involving both in-frame and
out-of-frame rearrangements [15, 25].
A single report of an in-frame deletion
(1164l[del 9]) in a girl with Rett syn-
drome was described as an unclassi-
fied variant because DNA from other
family members was not available for
further testing [25]. This (1164[del9])
deletion would result in the loss of
three amino acids from the same
poly-proline region as the in-frame
deletions we have described, indica-
ting this previously reported deletion
is most likely a polymorphism and
not a causative mutation. The
RettBASE [21] also lists as a poly-
morphic  variant the deletion
(1161[del6) but no information has
been published about it. An in frame
deletion (1161[del240]) has also been
described in a hemizygous male with
mild nonspecific mental retardation.
Two other male relatives with mental
retardation also carried the deletion; a
non-manifesting female carrier had
skewed X inactivation patterns. This
large deletion results in the loss of 80
amino acids in the C-terminal region
of the protein, including the regions
deleted by the three in frame dele-
tions described here [26]. These fin-
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dings indicate that large in frame dele-
tions in the C-terminus may have pat-
hogenic consequences for MeCP2.

In conclusion, we have shown that
small in frame deletions in two
regions of the C-terminus of MECP2
have little to no functional conse-
quences for the protein. These fin-
dings also stress the importance for
obtaining DNA samples from other
family members for the appropriate
evaluation of the pathogenic role of
small deletions in the C-terminus of
MECP2.
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Figure Legends

Figure 1. In-frame deletions in the
MECP2 gene inherited as polymorp-
hisms in two girls with atypical Rett
syndrome. A. Familial segregation
analysis of two consecutive, heterozy-
gous in frame deletions [1162(del 18)
and 1232(del 9)] found in the first des-
cribed family. Normal and deleted
PCR fragments were visualized on sil-
ver-stained native polyacrylamide gel.
B. Shown are PCR fragments harbo-
ring an in-frame 12 bp deletion
[1148(del 12)] detected in the proband
and her mother in the second descri-
bed family. The deleted fragment was
amplified in PCR reactions as a 610 bp
fragment in contrast to the 622 bp
wild-type fragment. PCR reactions

were visualized by the incorporation
of a fluorescently labeled primer and
analyzed using a LiCor automatic
sequencer.

Figure 2. Alignment of MECP2 pro-
tein sequences. Alignment of amino
acid sequences within the C-terminus
of the MECP2 protein in the two
patients with in-frame deletions and
the sequences of human (hMECP2),
mouse (MMECP2), rat (rMECP2),
Xenopus (xMECP2) MECP2.

Figure 3. X chromosome inactiva-
tion analysis. Shown is the quantita-
tion of X-inactivation patterns in the
healthy mother in the second family
who is a carrier of the in-frame dele-
tion [1148 (del 12)] in the MeCP2
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gene. Shown in the top panel (Uncut)
are the results from PCR amplification
of the alleles of the androgen recep-
tor, and in the lower panel (Cut) are
the results for digestion with the

methylation sensitive restriction enzy-
me, Hpa II, prior to PCR amplifica-
tion. The mother showed a random
pattern of X-inactivation (ratio 49:51).
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2.2.2 Armstrong J, Aibar E, Pineda M, Pérez MM, Géan E, Carrera M, Casas C,
Martinez F, Monroés E (2002) Prenatal diagnosis in Rett syndrome. Fetal Diagn Ther
17:200-204.

Durant la realitzaci6 d'aquesta tesi s'han dut a terme 10 diagnostics prenatals a mares de
pacients amb mutacié coneguda. En aquesta publicacié es descriuen els tres primers
diagnostics prenatals realitzats. Es discuteix la convenieéncia d’aquests tipus d’analisis en
malalties amb molt baix risc de recurréncia, com és el cas de 'RTT, i es presenta un cas
de mosaicisme germinal per un polimorfisme de novo en el gen MECP2.
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2.3 Analisi de ’RTT en barons.

2.3.1 Armstrong J, Poo P, Pineda M, Aibar E, Gean E, Catala V, Monroés E (2001)
Classic Rett syndrome in a boy as a result of somatic mosicism for a MECP2 muta-
tion. Ann Neurol 5:692.

El cas que es presenta constitueix la primera publicacidé d'un pacient amb cariotip normal
46,XY i clinica d'RTT classica. Els estudis realitzats confirmen la sospita diagnostica i
demostren que el pacient és un mosaic somatic per a la mutacié R133H al gen MECP2.
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Estudis previs:

El pacient va ser diagnosticat d’'RTT classica a 'edat de 7 anys, en la seva primera visita
a la Secci6 de Neurologia de I'Hospital Sant Joan de Déu. Compleix 9 de 9 els criteris
necessaris, 7 de 8 dels criteris de suport i cap criteri d’exclusié per I'RTT (Hagberg i col.
1985). En l'actualitat el pacient té 16 anys. L'estudi citogenétic previ havia mostrat un
cariotip normal 46,XY. L'analisi de mutacions del gen MECP2 va mostrar la preséncia d’'un
canvi nucleotidic 398G — A en heterozigosi (Fig. 16A). La substitucio afecta un residu con-
servat en el domini d’'uni6 al DNA de la proteina MeCP2 (R133H). No es va poder analit-
zar el seu origen de novo ja que es tracta d’'un nen orfe, pero la mutacio ha estat també
identificada en tres pacients RTT del sexe femeni (Hoffbuhr i col. 2001).

Sabent que el pacient tenia un cariotip normal, varem plantejar-nos tres hipotesis per
explicar I'heterozigositat observada: 1) mosaic de baixa freqiiéncia per a una sindrome de
Klineffelter 47,XXY; 2) existéncia d’'una anomalia cromosomica criptica que impliqués una
duplicacio del locus MECP2; 3) mosaicisme somatic per la mutacié 398G — A.

La presencia d’'un mosaic de baixa freqiiencia 47,XXY va ser descartada al laboratori de
Citogenetica després d’analitzar 1000 nuclis de sang periferica per FISH. Tots els nuclis
van mostrar un unic senyal per al cromosoma X.

La possibilitat d'una petita duplicacié que afectés el locus MECP2 es va analitzar per dues
vies diferents. El laboratori de Citogenetica va analitzar 30 metafases en limfocits de sang
periferica per tecniques d’alta resolucié. En cap d'elles es van observar alteracions cro-
mosomiques. D’altra banda, es van analitzar 40 marcadors microsatel-lit del cromosoma X
(veure Material i Metodes del Capitol 1, pag. s1). Tot i que no es va poder realitzar 'ana-
lisi de segregacio familiar per manca de pares i que no es va realitzar PCR quantitativa,
el fet que el pacient mostrés un unic al-lel per a tots els marcadors analitzats i un cario-
tip d’alta resolucié normal suggeria abséncia de duplicaci6 al locus MECP2.

Per provar l'existencia d'un mosaic somatic per a la mutacié R133H, es va seqiienciar DNA
del pacient obtingut a partir de mucosa bucal. La figura 16B mostra la preséncia d’'un
doble pic en posicid 398 de MECP2, perd amb una elevada proporcié d’al'lel normal (G)
respecte del mutat (A).

=

Figura 16. Seqtiéncia corresponent a la mutacié 398G - A. A, DNA de limfocits de sang periférica,
cadenes directa (l) i inversa (ll). S’observa un doble pic en les dues cadenes. B, DNA de mucosa bucal,
sequiéncia directa (l) i inversa (ll). La seqliéncia normal és present preferentment en les dues cadenes.
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Per demostrar l'existencia de mosaicisme amb una metodologia alternativa, es va proce-
dir a buscar un enzim de restriccio la diana del qual es veiés afectada per la mutacid. No
es va identificar cap enzim amb els programes http://www.searchlauncher.bcm.tme.edu/
i http://www.genome.ucsc.edu. En conseqliencia es va dissenyar l'experiment d'ARMS
(Sistema d’Amplificacio Refractaria de Mutacid) que es descriu a la publicacio.

La supervivencia i la clinica d’aquest pacient bar6é amb RTT classica pot ser explicada per
I'existeéncia de mosaicisme somatic per a la mutaci6 identificada en MECP2, fenomen que
s’assimila al resultat de la inactivaci6 del cromosoma X en dones.

2.3.2 Analisi del gen MECP2 en pacients barons amb clinica rettoide.

Actualment hi ha casos descrits de nens amb fenotip RTT, amb mutaci6é en el gen MECP2,
perd amb altres modificacions genétiques que explicarien la seva superviveéncia, com
mosaicisme somatic per a la mutacié o bé una sindrome de Kineffelter (47,XXY) (Clayton-
Smith i col. 2000; Villard i col. 2000; Hoffbuhr i col. 2001; Leonard i col. 2001;
Schwartzman i col. 2001; Vorsanova i col. 2001; Topgu i col. 2002).

Al llarg d’aquesta tesi s’han analitzat 16 nens rettoides remesos d’altres centres per seqiien-
ciacio directa de la regi6 codificant del gen MECP2, sense que es detectés cap mutacio. B
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Introduccio

Un dels objectius d’aquest estudi ha estat analitzar 'homogeneitat o heterogeneitat gene-
tica de I'RTT. Tots els treballs publicats fins la data s’han centrat en l'estudi de la regio
codificant del gen MECP2, i coincideixen que hi ha un percentatge de pacients RTT que
no presenten mutacions en regioé codificant.

El gen MECP2 té una cua 3'UTR inusualment llarga amb diversos senyals de poliadenila-
ci6 que donen lloc a diferents transcrits, la qual intervé en la regulacid post-transcripcio-
nal de la proteina (Shahbazian i col. 2002¢4; Free i col. 2001). El grup dirigit per H. Zoghbi
(Baylor College of Medicine, Houston) esta analitzant la regié 3’'UTR des de principis del
2000 (comunicacio personal), pero fins al moment no s’ha descrit cap mutacié causant
d'RTT en aquesta regié. Per aquest motiu, i sota la hipotesi que la malaltia podia estar
causada per mutacions en regié no codificant, el nostre grup es va centrar en la cerca de
mutacions en la regié 5’UTR.

La regio 5’UTR del gen MECP2 conté un illot CpG, i les regions promotores i reguladores
de l'expressio genica: llocs diinid a SP1, senyals d'uni6 a diferents factors de transcripcio
(Marin i col. 1997; Kudo, 1998; Reichwald i col. 2000). Aquesta regié no ha estat previa-
ment analitzada en relacid a I'RTT. Canvis en aquesta regié podrien interferir amb I'ex-
pressio correcta de MECPZ2 i tenir efectes patogenics.

Metodologia

Subjectes d’estudi
S’han analitzat les 60 pacients RTT de la nostra série sense mutaci6 identificada en la regio
codificant del gen MECP2.

Material i Métodes

e Cerca de mutacions per SSCP i Heteroduplex
La regi® 5’UTR on es troba localitzat 'ex6 1 del gen MECP2 (1233pb) (Reichwald i col.
2000) va ser amplificada en 5 fragments de PCR dels quals 4 van ser analitzats mit-
jancant SSCP/HD. Aquest treball va ser realitzat per E. Gonzdlez i forma part del seu
Master en Biologia Experimental: "Analisis de la region 5’UTR del gen MECP2 y anali-
sis de mutaciones del gen KAISO en pacientes con sindrome de Rett sin mutacion iden-
tificada en MECP2".

e Sequenciacio
Els productes de PCR corresponents a fragments amb patré de migracié anomal van ser
purificats amb QIAquickl] PCR Purification Kit (Qiagen) i seqlenciats utilitzant el
BigDyell Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystem) i I'analit-
zador ABI PRISM 377 (PE Biosystems) del Servei de Seqiienciacié de 'Hospital Clinic.
L’analisi de les seqiiencies es va realitzar amb els programes Chromas i BCM Search
Launcher (http://www.technelysium.com.au/chromas.html i http://www.searchlaun-

cher.bcm.tmc.edu/).

e EMSA (Electrophoresis Mobility Shift Assay)
Aquesta part de 'estudi es va dur a terme en col-laboracioé amb el grup de recerca diri-
git pel Dr. D. Grinberg del Departament de Genética de la Facultat de Biologia de la
Universitat de Barcelona.
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Es van dissenyar sondes especifiques de 30 nucleotids corresponents a l'al-lel normal (N)
i a l'al'lel mutat (M) utilitzant el programa Primer 3
(http://www.genome.wi.edu/cgi-bin/primer/primer3):

- alllel N, 5-CGCCGCCGCCGCCGCCGCGCCGAGC-3

- allel M, 5-CGCCGCCGCCGCGCCGCGCCGAGC-3'.

Els extractes proteics utilitzats van ser cedits per diversos membres del Departament de
Genetica: MG63 (osteoblastes), HepG2 (hepatocits) i SH-SY5Y (neuroblastomes). La
metodologia emprada per a lextraccid de proteines i les condicions de 'EMSA estan
descrites a Garcia-Giralt i col. (2002).

e Eines informatiques
Els programes informatics utilitzats per a 'analisi de seqiieéncies promotores van ser:
- TRANSFAC 4.0: http://transfac.gbf.de
- Transcription Element Search System: http://cbil.upenn.edu/tess/
- MatInspectorV2.2 i PatSearch (GBF-Braunschweig):
http://tranfac.gbf.de/cgi-bin/patSearch/patsearch/pl

- MotifFinder: http://motif.cenome.ad.ip/motif-bin/Srch Motif Lib

Resultats

Es va analitzar parcialment la regi6é 5'UTR del gen MECP2 en 60 pacients diagnosticades

d’RTT sense mutacio identificada en la regi6 codificant del gen. La regio analitzada (corre-

ponent a un 23% de la regié 5’UTR) compreén una longitud de 1233pb. Inclou la regioé on

es localitza 'ex6 1 no codificant del gen MECP2 i 600pb flanquejant aquest primer exo

en direccid 5’ i en direccio 3. L’estudi d’aquesta regio es va realitzar mitjancant I'analisi

d’SSCP/HD i seqiienciacio, i va permetre detectar:

e Substituci6 -5892G - A d'origen patern en una pacient. El canvi no va ser trobat en 40
cromosomes normals.

e Dos canvis de novo en el patré d'SSCP en la regid que correspon a lI'exd 1 en dues
pacients, pendents d’analisi.

e Delecio de novo -5134delC en una pacient, localitzada en I'ex6 1.

Donat que canvis en la seqiiencia d’aquesta regié poden interferir amb I'expressio correc-
ta de MECP2 i tenir efectes patogenics, els canvis de novo detectats s’han de caracteritzar
i estudiar la seva relacid causal amb la malaltia, ja que el gen MECP2 presenta una ele-
vada taxa de mutacio (Capitol 2, pag. 87).

En aquest treball ens vam centrar en I'analisi de la delecio -5134delC detectada en una
pacient amb RTT classica. L'analisi de la seqiiéncia amb el programa TRANSFAC va indi-
car que la deleci6 -5134delC podia afectar el domini d'unié al DNA d'un factor de trans-
cripcid (TF). Per avaluar aquesta possibilitat es van abordar estudis qualitatius d’unio
DNA-proteina mitjancant la tecnica de I'eletroforesis de retard en gel (EMSA).

L’EMSA va permetre comprovar que existia unio entre la sonda N, corresponent a la seqiién-
cia normal de I'ex6 1, i proteines dels diferents extractes nuclears (Fig. 17). Emprant la sonda
corresponent a 1'allel delecionat de la pacient (M) es va detectar una pérdua d'unié en un
complex DNA-proteina, senyalitzat amb fletxa blanca a la figura. Aquest resultat suggereix
que l'afinitat d'uni6 i la grandaria del complex varia segons l'extracte proteic, ja que s’obser-
ven diferéncies en el retard del gel entre els diferents extractes proteics. L'extracte amb més
afinitat d’'uni6 del complex DNA-proteina és 'extracte proteic de cel-lules de neuroblastoma.
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Figura 17. EMSA utilitzant les sondes N*
i M* (*‘marcades radioactivament) i
extractes proteics d'osteoblastes (MG63),
hepatocits (HepG2) i neuroblastoma (SH-
SY5Y). Es va carregar la mateixa quantitat
d'extracte proteic per a cada teixit i sonda.
Les cpm/mL de cada sonda van ser
equilibrades equimolarment.

Per tal d'identificar la proteina que interacciona amb aquesta regid del promotor de
MECP2 es va dur a terme una cerca exhaustiva en el banc de dades per determinar els
TFs descrits que potencialment s'hi poden unir. Els resultats obtinguts amb els diferents
programes van ser (Fig. 18):

e TESS: ADF-1 (Drosophila myb-related transcription factor). Regula les cascades de trans-
cripci6 implicades en els Gltims estadis de la maduraci6 sinaptica (DeZazzo i col. 2000).

e PatSearch: CEBP-alpha (CCAAT/enhancer binding protein alpha). Proteina implicada en
la diferenciacié de preadipocits a adipocits, en la regié neuronal (Christy i col. 1991).

e Matlnspector: NF-1 (nuclear factor-1; CCAAT-box binding transcription factor). NF1
forma part d'un complex activador de la transcripcié de diferents promotors genics en
humans, juntament amb SP-1, TBP i jun-c (Summer i col. 1996).

e MotifFinder: SP-1, regulador 'expressio génica (Takahashi i col. 1986).

Figura 18. Seqiiéncia de I'ex6 1 de MECP2 on es localitza la delecid 5134delC, corresponent a la
sonda N, i llocs d’unid potencials de TFs. En blau clar, blau eléctric, carbassa i verd es mostren els TFs
predits in silico segons TESS, MotifFinder, Matinspector i PatSearch, respectivament. La C delecionada
en la pacient esta representada en color negre.
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Els resultats obtinguts per EMSA (Fig.17) suggereixen que el TF mostra especificitat per
proteines del sistema nervios. Tot i que MECP2 té una expressio ubiqua, 'RTT és una
malaltia del desenvolupament neuronal. L’existencia d'un TF especific de teixit neuronal
ens permetria explicar parcialment la funci6 especifica de MECP2 en el desenvolupament
del sistema nervio6s i la seva relacio causativa amb I'RTT.

Per estudiar I'especificitat d'unié del complex proteina-DNA detectat, es van dur a terme
assaigs de competencia utilitzant concentracions creixents de sonda freda. D'altra banda,
donat que SP1 va ser un dels TF predits in silico, es van realitzar estudis d'EMSA per analit-
zar si el factor detectat préviament corresponia a SP1. Els resultats es mostren en la figura 19.

Figura 19. EMSA utilitzant la sonda N*, la sonda M* i la sonda SP1*. Les concentracions de proteines i
les com/uL de les sondes van ser equilibrades per obtenir resultats comparables. Competencia
especifica: N* amb concentracions creixents d'N; N* amb concentracions creixents d'M; M* amb
concentracions creixents d'M; M* amb concentracions creixents d'N; SP1* amb concentracions creixents
d'SP1; SP1* amb concentracions creixents d'N. Competencia inespecifica: GRE i SP1.

Aquests assaigs mostren que la unié proteina-DNA és altament especifica, ja que quanti-
tats creixents de sonda freda fan desplacar la reaccid d’'uni6. D'altra banda, els resultats
obtinguts mostren com la sonda N* (corresponent a l'al'lel normal) t& més afinitat pel
substrat que la sonda M* (al-lel mutat) suggerint que la delecio trobada en la pacient
podria disminuir la capacitat d'uni6 del TF a la regié promotora de MECPZ2 i, per tant, fer
variar els seus nivell d'expressio.

Els resultats també descarten que SP1 sigui el TF especific que s'uneix a la seqiiéncia en
estudi, ja que SP1 provoca un retard en gel diferent a I'obtingut quan s'utilitzen les son-
des N* i M*| i no competeix pel lloc d’'unié d’aquestes sondes.

Aquestes dades van ser corroborades pel Dr. M. Fraga al CNIO mitjancant la técnica
CEMSA (Capillary Eletrcophoresis Mobility Shift Assay) (Fraga MF i col. 2000; LeCaptain i
col. 2001; Fraga MF i col. 2002).

Tant ['analisi per EMSA com ['analisi per CEMSA realitzat per M. Fraga, determinen que la
sequencia de 'al-lel normal interacciona amb dos complexos d'uni6 especifics de neuro-
blastoma, mentre que la seqtiencia de I'al-lel mutat (-5134delC) forma un complex d'unio
amb menys afinitat. B
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Introduccio

Durant el procés de posada a punt de tecniques alternatives de cerca de mutacions per
detectar canvis patogenics que escapen a les tecniques convencionals de seqiienciacio,
com mutacions en regié no codificant, o canvis considerats silenciosos a nivell genomic
perd que poden afectar els nivells o el processament de 'RNA (Ars i col. 2001), vam
detectar que el gen MECP2 donava lloc a dos cDNAs diferents en la seva regi6 5. Fins la
data, s’havia descrit la preseéncia de tres transcrits alternatius del gen deguts a la utilitza-
cio diferencial de diversos senyals de poliadenilacio en la regid 3'UTR, els quals donen
lloc a una proteina MeCP2 tnica. La identificacio de dos transcrits per splicing diferencial
de I'ex6 2 del gen no havia estat descrita anteriorment.

Metodologia

e Mostres analitzades
Es van analitzar 20 pacients RTT sense mutaci6é identificada a la regioé codificant de
MECP2, 15 individus control, i els pannells de ¢cDNA adult i fetal huma 7he Multiple
Human Tissue cDNA panel (Clontech).

e Obtenci6 del cDNA
L’RNA total va ser obtingut a partir de limfocits de sang periferica utilitzant el QIAamp
RNA Blood Mini kit (Qiagen). El producte obtingut va ser testat en gel d’agarosa 1% ten-
yit amb bromur d’etidi. La transcripcio inversa es va realitzar amb 2-5 g d’'RNA, 0,1uM
d’hexanucleotids random primers (New England BioLabs”), 1,5uM d’oligo (dT)w (Roche
Molecular Biochemicals) i 2 unitats d’'Ommniscript Reverse Transcriptase (Qiagen),
seguint les recomanacions de la casa comercial (Qiagen).

e Analisi del cDNA de MECP2

La sequiencia del cDNA va ser obtinguda a la base de dades: gi:6959307; AF158180. Es va
dissenyar I'encebador directe anomenat 1longF (5-GAGGCGAGGAGGAGAGACT-3") loca-
litzat dins del primer ex6 del gen MECP2, utilitzant el programa Primer 3
(http://www.genome.wi.edu/cgi-bin/primer/primer3). Com encebadors inversos es van
utilitzar 2aR, 3aR, i 3cR (Amir i col. 1999) (Fig. 20). Es van amplificar 200 ng de cDNA uti-
litzant UM de cada encebador i 1,25 unitats de Hot Start Taq polymerase (Qiagen) en una
mescla que contenia 200uM de cada dNTP, 1 pmol de cada encebador i 10x Hot Start Tag
polymerase Buffer (Qiagen). Les condicions de PCR van ser: 95°C durant 15 min, seguit de
35 cicles de 94°C durant 1 min, 62°C durant 1 min per als encebadors inversos 2aR i 3aR,
i 63°C durant 1 min per al 3cR, 72°C durant 1 min, i un cicle final de 72°C durant 10 min.
Els productes obtinguts van ser tallats del gel d’agarosa, purificats amb QIAquickl]l GEL
Purification Kit (Qiagen) i seqiienciats utilitzant el BigDyell Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction (Applied Biosystem) i I'analitzador ABI PRISM 377 (PE Biosystems) del
Servei de Sequenciacid de 'Hospital Clinic. L’'analisi de les seqiiéncies es va realitzar tal
com es descriu a Armstrong i col. (en preparacio, capitol 2).

e Eines informatiques
Els programes informatics utilitzats per a 'analisi de seqiiéncies van ser:
- BCM Search Launcher: http://www.searchlauncher.bcm.tme.edu/
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- Conserved Domain Database, v1.62: www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml

- GenBank Database: www.psc.edu/general/software/packages/genbank/genbank.html

- Standard nucleotide-nucleotide BLAST [blastn] i Standard protein-protein BLAST
[blastp]: www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

Figura 20. Seqtiéncia del transcrit curt de MECP2 després de Reichwald i col. (2000).

En les capses grises s’han representat el lloc d’unié dels diferents encebadors utilitzats: 1longF, 2aR,
3aR, i 3cR, respectivament. Els diferents exons de MECP2 es mostren en diferents colors.

En negreta i subratllat, s’indica el codd d’inici de traduccid i el codd STOP.

Resultats

Ja s’ha mencionat anteriorment que un dels objectius d’aquesta tesi va ser analitzar el grau
d’homogeneitat genetica de I'RTT, abordant noves estrategies d’analisi de mutacions en el
gen MECP2. Amb aquesta finalitat vam iniciar la cerca de canvis que poguessin afectar
I'expressio del gen i/o el processament de 'RNA, mitjancant 'estudi directe del cDNA en
pacients sense mutacio en la regi6é codificant del gen.

Tenint en compte que la seqiiencia del gen MECP2 va ser ampliada per Reichwald i col.
(2000) amb la descripcioé d’'un nou ex6 1 no codificant, es va provar d’amplificar el cDNA
corresponent al transcrit curt d’1,8Kb quasi complet, utilitzant els encebadors 1longF i 3cR
(Fig. 21A). Es van obtenir dos productes de PCR, un de la longitud esperada (1471pb) i
un altre de pes molecular lleugerament inferior (1350pb). El mateix resultat es va repro-
duir utilitzant els encebadors inversos 3aR i 2aR (Fig 21). Els resultats van ser ideéntics en
pacients i en poblaci6 control.




RESULTATS

Figura 21. RT-PCR de diferents individus de la poblacié control i RTT. Gel d’agarosa 1% tenyit amb
bromur d’etidi. S’observa la preséncia d’ambdds transcrits en totes les mostres analitzades, poblacio
control (c1, c2 i c3) i en pacients RTT (rtt1, rtt2, rtt3 i rtt4), A. utilitzant els encebadors 1longF i 3cR,

i B. utilitzant els encebadors 1longF i 2aR.

L’analisi de la sequencia dels dos productes obtinguts per PCR amb els encebadors
1longF-2aR (Fig. 21B) va mostrar que el producte llarg (408pb) es corresponia amb el
cDNA esperat, incloent els exons 1, 2 i 3, mentre que el nou producte de 287 pb conte-
nia 'ex6 1 empalmat directament amb el 3 (Fig 22). Aquests resultats suggerien 'existen-
cia d'un fenomen d’splicing alternatiu de l'ex6 2 (121pb) no descrit fins a la data.
Recolzant la nostra troballa, una cerca en la base de dades del GeneBank Database va
posar de manifest I'existencia de tres ESTs (BQ072357, BG706068 i BI458175) en les que
també mancava l'ex6 2.

Figura 22. Representacié esquematica del fenomen d’splicing alternatiu de I'exé 2 a MECP2.
Es mostra el putatiu codd ATG trobat en pauta en I’exo 1, i el préviament descrit. Les fletxes indiquen
els encebadors 1longF i 2aR utilitzats en I'RT-PCR.
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Donat que la PCR realitzada no era quantitativa, no vam poder valorar la quantitat de cada
transcrit en les diferents mostres analitzades, pero la relacié d’intensitats de les bandes no
va mostrar cap patr6 diferencial consistent, entre pacients i individus control (Fig 21).
Analitzant la seqiiencia del gen MECP2, es va localitzar un altre possible cod6 d’inici de
traduccio en pauta, localitzat en I'ex6 1, a 159pb en direcciod 5’ respecte de 'ATG descrit
(Fig 22). La utilitzacid d’aquest inici de traduccié podria donar lloc a una isoforma de
MeCP2 12 aminoacids més llarga que la descrita. Els nous aminoacids presents en aques-
ta nova isoforma no semblen tenir rellevancia a nivell biologic, ja que no s’hi prediu cap
domini funcional en aquesta regio.

Per analitzar si el nou transcrit mostrava una expressio diferencial de teixit i valorar si
podria estar implicat en la patogeénesi de 'RTT, vam analitzar els diferents teixits adults i
fetals humans de The Multiple Tissue cDNA Pannel (Clontech). S'observa presencia d’amb-
dos productes en tots els teixits (Fig 23).

Figura 23. RT-PCR de diferents teixits. Gel d’agarosa 1% tenyit amb bromur d’etidi. S’observa la
presencia d’ambdos transcrits en tots els teixits adults i fetals del Multiple Tissue Pannel, Clontech.

Els nostres estudis, encara que preliminars, semblen indicar que podria existir un splicing
diferencial a 5” del gen MECP2 que produiria la perdua del segon ex0, on es localitza el
senyal d’inici de la traduccio.

L’existencia d'un codd ATG en pauta en 'ex6 1 suggereix que podrien existir dues iso-
formes de MeCP2, divergents a I'extrem N-terminal, que s’expressarien en tots els teixits.
Si es confirmés la seva existéncia, part de 'ex6 1 seria codificant. S’han de realitzar més
estudis per tal de confirmar I'existéncia de les dues isoformes i determinar si tenen una
funcio diferencial. m
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Discussio

L'RTT és la segona causa de retard mental en dones, després de la sindrome de Down.
Les pacients RTT neixen i es desenvolupen amb aparent normalitat fins al voltant de 'any
de vida, quan s’inicia la conducta autista i la perdua de les adquisicions. Cap als cinc anys,
la majoria han perdut la capacitat de parlar i d’'utilitzar les mans, mostren retard mental
sever, pateixen convulsions i no es mantenen dretes. El descobriment del gen causant de
I'RTT pel grup liderat per la Dra. Huda Zoghbi al Baylor College of Medicine (Houston)
I'any 1999, va obrir una porta a I'esperanca a la comunitat cientifica, perd també i molt
especialment a totes les families afectades per aquesta sindrome, la prevalenca de la qual
és aproximadament 1/12000-1/15000.

En els altims quatre anys s'han publicat més de 200 articles relacionats amb I'RTT, el gen
MECP2 i la seva proteina. S’ha treballat intensament en I'espectre de mutacions del gen,
i en Pestudi de la funcio i localitzacié6 de MeCP2, amb la finalitat de comprendre com el
deficit aquesta proteina pot causar el fenotip RTT. Encara que I'RTT sigui una malaltia
monogenica, MECP2 és un gen regulador, inhibidor de la transcripcio. El seu deficit, per
tant, causa un defecte de dosi en els productes dels gens diana de MeCP2, amb efectes
pleiotropics sobre processos fonamentals del desenvolupament.

Els estudis realitzats en aquesta tesi han servit per diagnosticar genéticament les pacients
espanyoles i augmentar l'espectre de mutacions del gen MECP2 a la poblacié mundial.
Ha permes oferir consell genetic i diagnostic prenatal a les families amb una filla previa
afectada d’'RTT, fet que alleugera notablement I'angoixa paterna. D’altra banda, hem bus-
cat altres estrategies d'estudi de mutacions per intentar esbrinar si I'RTT és una malaltia
geneticament homogenia. L'estudi de les regions promotores (master realitzat parcialment
per E. Gonzdlez al nostre grup de recerca), va desencadenar la possibilitat d’identificar un
factor de transcripcio especific de cervell que podria modular I'expressié de MeCP2 en
SNC; i els estudis a nivell de cDNA van permetre detectar que el gen MECPZ2 podria gene-
rar dues isoformes de la proteina per splicing alternatiu en regi6 codificant, fenomen fins
ara no descrit.

La Discussio General es dividira en dues parts. En la primera es discutiran els resultats
obtinguts en aquesta tesi abans que s’identifiqués el gen MECP2 com a causant de 'RTT.
La segona part es basara en la discussio del gruix de la tesi, després del descobriment del
gen MECP2. S’ha dividit en tres subapartats: 'analisi de mutacions en el gen MECP2 com-
parant-lo amb els resultats publicats per la resta de grups que treballen en 'RTT; possi-
bles vies de recerca per continuar estudiant ’'homogeneitat/heterogeneitat genetica de la
malaltia; i per Gltim, he dedicat un subapartat a 'estudi de les correlacions cliniques de
la malaltia amb les mutacions trobades a MECP2, i a les repercussions cliniques i familiars
del diagnostic genetic.
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1. ABANS DEL GEN MECP2

1.1 Estudis en el cromosoma X

El patr6é d’heréncia de 'RTT havia estat sempre molt discutit. Abans d’identificar-se el gen
MECP2 com a causant de la malaltia, s’havien plantejat diversos models per explicar la
seva base genetica. La hipotesi més acceptada era que estavem davant d’'una malaltia
dominant lligada al cromosoma X, letal en hemizigosi (Clark, 1996). L'abséncia duna
major proporcié d’avortaments, o de letalitat neonatal de barons en el nucli familiar d’a-
fectades, podia ser explicada per una elevada proporcié de mutacions de novo, prefe-
rentment en la linia germinal paterna. La incideéncia relativament alta de I'RTT (estimada
en 1/12000-1/15000) implicava una alta taxa de mutaci6 del gen responsable.

Un dels nostres primers objectius va ser refinar la localitzacio del gen causant de 'RTT en
el cromosoma X mitjancant analisi de desequilibri de lligament, sota la hipotesi que 'RTT
podia estar causada per una mutacié dinamica lligada al cromosoma X (Hofferbert i col.
1997). Degut a l'existencia d'un efecte fundador en les malalties causades per mutacio
dinamica (Akesson i col. 1992, 1995, 1996), el locus s’associaria a un o pocs haplotips en
desequilibri. L'estudi es completa només per a les regions Xp22, Xq11 i Xql2, sense detec-
tar desequilibri de lligament per a cap marcador, i es va abandonar al descriure’s muta-
cions de novo en el gen MECP2 en les pacients (Amir i col. 1999).

Draltra banda, els resultats de I'analisi de concordanca/discordanca de marcadors del cro-
mosoma X realitzat en el nostre cas familiar, format per dues germanes amb forma conge-
nita d’RTT, van ser concordants amb els estudis previs de cartografiat del locus, encara
que no va permetre aportar dades per a un mapatge més fi. Les zones de concordanca
entre les dues germanes van ser Xp22-Xp1l1 i Xq27-Xq28, i les previament descrites eren
Xp22iXq28. El gen MECP2 esta localitzat a Xq28.

1.2 Estudis en el DNA mitocondrial

Degut a que I'RTT tenia una expressio limitada al sexe (només pacients dones es reco-
neixien com a pacients RTT), la majoria de les investigacions es van centrar en el cro-
mosoma X. Pero una de les hipotesis que també s’havia plantejat era que 'mtDNA podria
jugar un paper important en la patogenesi de la malaltia. S'havien observat patrons
d'hereéncia materna en algunes de les families RTT estudiades, i anomalies morfologiques
i funcionals mitocondrials en algunes de les pacients (Coker i col. 1991; Mak i col. 1993;
Dotti i col. 1993), pel que no es descartava trobar una base genéetica de la malaltia basa-
da en mutacions en 'mtDNA.

El grup de Tang i col. (1997) va trobar mutacions al 16S rRNA en pacients i en les seves
mares. Per confirmar els seus resultats, vam emprar la metodologia descrita per aquests
autors en la nostra poblacio. Ni l'analisi directa de la mutacio 2835C - T mitjancant mis-
match PCR i digestié6 amb Sacl, ni 'analisi indirecta d'SSCP/HD, no van permetre detec-
tar la mutacié descrita, ni cap canvi en el patré de migracioé en les pacients respecte de
la poblaci6é control. Els nostres resultats concordaven amb els resultats de Cardioli i col.
(1999), que van sortir publicats mentre el nostre manuscrit estava en revisio, els quals tam-
poc no van trobar canvis en pacients italianes. Podem concloure que les mutacions des-
crites pel grup xinés no estaven presents a la nostra poblacio i que, per tant, no tenien
relacid causativa amb la malaltia
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2. EL GEN MECP?2

La preséncia de mutacions en el gen MECPZ2 en una proporcio de pacients va confirmar
que I'RTT és una malaltia dominant lligada al cromosoma X, causada per mutacions de
novo en més d’'un 99% del casos.

El gen MECP2 té una expressio ubiqua i dona lloc a la proteina MeCP2. Estudis in vitro
havien mostrat que MeCP2 és capa¢ de silenciar cromatina metilada a 'unir-se a un com-
plex corepressor format per HDAC i Sin3A (Ng i col. 1999). Préviament s’havia proposat que
MeCP2 actuava com a repressor transcripcional global que previndria de la transcripcio
generalitzada al llarg del genoma (Nan i col. 1997). Pero, podia ser que 'RTT estigués cau-
sada per una transcripcio inespecifica excessiva, deguda a un defecte general en el silen-
ciament genic? El fet que les pacients RTT no mostrin anomalies durant els primers mesos
de vida implica que el programa d’expressio dels gens responsables del desenvolupament
no es troba alterat en abséncia de MeCP2. Aixi doncs, per qué el cervell és 'dOrgan més afec-
tat en aquesta patologia, i per que aquesta s’inicia al voltant de I'any? Donat que I'expres-
si6 de MECP2 és més elevada en cervell que en altres teixits (Nan i col. 1997), una prime-
ra proposta va ser que el cervell podria ser més sensible al desajust transcripcional causat
per les mutacions en el gen MECP2, mentre que en la resta de teixits la seva funci6 podria
ser realitzada per altres repressors amb funci6é redundant. També es va proposar que el SNC
podria necessitar major quantitat de MeCP2 per mantenir els nivells de transcripcié a un
nivell més baix que els d’altres teixits. No obstant, aquestes explicacions eren hipotesis
sense base experimental. Caldria identificar els gens diana de MeCP2 i avaluar la seva infra
o sobreexpressio, particularment en el SNC, per poder explicar la base molecular de 'RTT.

2.1 Analisi de mutacions en el gen MECP2

2.1.1 Espectre de mutacions del gen MECP2 en pacients RTT

El gen MECP2 és un gen amb una elevada taxa de mutacio. Es detecten canvis de novo
tant en regions codificants (més del 99% de les pacients RTT s6n esporadiques) com en
regions no codificants. El 72% de mutacions i polimorfismes son deguts a canvis C-T.
S'ha suggerit que la conversio de citosina a timina es deu a una deaminacio espontania
del residu citosina metilat en posicio 4 de 1'anell de carboni (Goto & Monk, 1998), reflec-
tint la inherent hipermutabilitat dels dinucleotids CpG (Krawczak i col. 1998). El 68% dels
canvis mutacionals C - T es produeixen en residus arginina, els quals constitueixen el 7%
dels aminoacids totals de la proteina i estan altament conservats al llarg de I’evolucio, des
d’humans fins a Xenopus sp (Webb & Latif, 2001).

Els resultats obtinguts pel nostre grup estan en concordanca amb els publicats a la pagi-
na web RettBASE (MECP2 Data Retrieval, http://mecp2.chw.edu.au/mecp2/), on es recull
l'espectre de mutacions i polimorfismes del gen MECP2 detectats per tots els centres que
hi treballen. A la Taula 8 es troben resumits els resultats del nombre de pacients analit-
zats amb mutacio, el nimero de mutacions trobades, i la localitzaci6 de les mutacions en
relacio als dominis funcionals de MeCP2.
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Taula 8. Comparacié de les dades sobre I'analisi de mutacions del gen MECP2 obtingudes a nivell

RettBASE (%) Z;’,é’é?,‘;ﬁa (%)

mundial i en la poblacio espanyola.

N. pacients amb mutacio 1275 118

N. pacients amb mutacid recurrent 1130 (89%) 96 (81%)
N. de mutacions diferents 238 85

N. de mutacions recurrents 93 (39%) 13 (37%)
Mutacions diferents a I'MBD 59 (25%) 8 (23%)
Mutacions diferents al TRD 71 (80%) 11 (31%)
Mutacions diferents a I'NLS 12 (5%) 2 (6%)
Total mutacions en dominis funcionals 60% 60%
Mutacions diferents a C-ter (delecions i reordenaments) 69 (29%) 5 (14%)
Individus amb mutacié a 'MBD 338 (26%) 33 (28%)
Individus amb mutacié al TRD 421 (33%) 45 (38%)
Individus amb mutacié a I'NLS 146 (11%) 21 (18%)
Total individus amb mutacié en dominis funcionals 70% 84%
Individus amb mutaci6 a C-ter 108 (8%) 9 (8%)

Com es pot observar a la taula 8, les xifres obtingudes a la nostra poblaci6é son molt simi-
lars a les descrites en el conjunt mundial. Tot i que el nimero de mutacions trobades a
nivell mundial en el gen MECP2 és elevat i només el 39% sOn recurrents, aquestes expli-
carien el 70% dels pacients amb mutaci6. Les mutacions estan localitzades en els dominis
descrits com a funcionals en el 60% dels casos, causant una disminucio o pérdua de fun-
ci6 de la proteina tal i com demostren els estudis realitzats per Ballestar i col. (2000),
Yusufzai & Wolffe, (2000), Free i col. (2001) i Kudo i col. (2001 i 2002). El nostre grup ha
observat conclusions similars, amb I'Gnica variacid6 que hem trobat més nombre d'indivi-
dus amb mutacio en dominis funcionals (84%) que en la poblacié mundial (70%). Aquesta
discrepancia s’explica a I'analitzar les mutacions recurrents, com veurem més endavant.
En el recull de dades mundials es troba un nimero elevat de mutacions en la regié C-ter
per a poca quantitat de pacients, respecte del trobat en els altres dominis funcionals, que
sOn majoritariament mutacions recurrents. Les mutacions trobades a la regio C-ter rares
vegades soOn recurrents (per tractar-se de delecions o reordenaments complexos deguts a
la preséncia de repeticions quasi palindromiques de pentanucledtids a la regid) pel que
augmenten considerablement el percentatge de mutacions en aquesta regio, fent aug-
mentar el percentatge total de mutacions diferents trobades a mesura que augmenta la
poblaci6 analitzada.

Si es comparen les mutacions recurrents (Taula 9), s'observa que hi ha 8 mutacions que
poden explicar un 80% de les pacients amb mutacio en la regioé codificant del gen MECP2.
També observem que la mutacid més recurrent a la poblacié espanyola (R255X) no és la
mutacid més recurrent trobada a la poblacié mundial (T158M). Tot i que el volum de pacients
analitzats en aquesta tesi és considerable, és un ordre de magnitud inferior al recull mundial,
i probablement les diferéncies trobades son degudes a un biaix mostral. L'analisi d'un menor
nombre de pacients ha fet disminuir el nombre de mutacions Gniques i, per tant, exagera la
proporcio de les recurrents, les quals es localitzen preferentment en els dominis funcionals.
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Taula 9. Comparacid de les mutacions recurrents trobades en el gen MECP2 a la poblacié mundial
i a la poblacio espanyola.

RettBASE % del | % recu- | Poblacio espanyola % del | % recu-
canvi nt (aa) total | rrents canvi nt (aa total | rrents

473C - T(T158M) 9,6% | 11,6% | 763C_T(R255X) 14,4% | 17,7%
502C - T(R168X) 9,5% | 11,4% | 473C_T(T158M) 13% | 15,6%
763C — T(R255X) 82% | 9,9% | 502C_T(R168X) 13% | 15,6%
808C — T(R207X) 74% | 89%| 808C-T(R207X) 9,3% | 11,4%
880C — T(R294X) 6% | 7,3% | 397C-T(R1330) 5% | 6,25%
916C - T(R306C) 5% | 59% | 806delG(V288X) 5% | 6,25%
397C - T(R1330) 4% |  47% | 916C-T(R3060C) 5% | 6,25%
316C - T(R106W) 3,6% | 4,4% | 880C_T(R294X) 42% |  52%
455C - G(P152R) 1,6% 2% | 455C_ G(P152R) 34% | 4,2%
806delG(V288X) 1,4% | 1,7% | 1164del44pb(PTC389) 3,4% | 4,2%
317C - T(R106Q) 0,5% | 0,6% | 316C_T(R106W) 2,5% 3%
1157del41(PTC388) 5x10%% |6x103% | 1157del44pb(PTC388) 1,7% 2%
Altres 26,6% | 31,6% | 317C-T(R106Q) 1,7% 2%
Totals 83% | 100% | Totals 82% | 100%

En aquesta tesi s'han trobat diferents variants nucleotidiques suposadament silencioses en
la regio codificant del gen, en regi6 intronica i en regid no codificant, algunes de novo i
altres heretades. A la poblacié mundial també s'han trobat canvis polimorfics en pacients
RTT, tal i com mostra la Taula 10.

Les variants polimorfiques detectades son canvis que no s’han trobat a la poblacié con-
trol, o s’han trobat en una freqtiieéncia molt baixa. En general, els canvis nucleotidics que
no produeixen canvi d’'aminoacid solen ser considerats canvis silenciosos. No obstant,
s’han descrit canvis suposadament silenciosos a nivell genomic que tenen realment efec-
tes patogenics quan s’analitza el cDNA, ja que alteren senyals criptiques d’splicing que
repercuteixen en el processament de 'RNA i/o en els nivells d’expressio de la proteina.
Altres canvis considerats polimorfismes en regi6é no codificant poden també afectar I'ex-
pressio del gen (Ars i col. 2001). Per tant, caldria realitzar estudis funcionals en aquells
canvis no detectats en poblacié control abans de poder afirmar que son polimorfismes.
En la nostra serie vam trobar dos canvis localitzats més enlla del codé STOP i abans del
primer senyal de poliadenilaci6. El canvi +14ntG — A tenia un origen patern. L'altre canvi
(+99insA) tenia un origen de novo i va ser detectat també en I'RNA de la pacient. La seva
presencia en I'RNA indica que la insercio no afecta la transcripcio ni 'estabilitat del trans-
crit curt de MECP2. No obstant, no es pot descartar una repercussio fenotipica sense rea-
litzar més analisis ja que es localitza en una seqiiéncia altament conservada i, tal i com
apunten estudis recents (Balmer i col. 2003), la regié 3’'UTR de MECP2 podria estar rela-
cionada amb P'especificitat d’expressio del transcrit curt respecte del llarg, tant en 'espai
com en el temps al llarg del desenvolupament pre i postnatal. Per aquests motius sera
necessari mesurar el nivell d’expressio de la proteina MeCP2 de la pacient, i analitzar pos-
sibles efectes sobre el transcrit llarg, del que desconeixem la funcio.
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Taula 10. Variants trobades a la poblacié mundial i a 'espanyola.

N. pacients N. pacients : p Localitzacio
ob. mundial | pob. espanyola del canvi

1 168C-T P56P N-ter
2 375C-A 1125] MBD
7 4 IVS3-17delT Intré 3
1 393C-G A131A MBD
4 426C T F142F MBD
1 438C-T G146G MBD
1 474G A T158T MBD
18 1 582C-T S$194S entre MBD i TRD
1 1 666C -G V222V TRD

3 695G - C G232G TRD

1 1 710G-T G237G TRD

2 1 750C T R250R TRD

S 777C-T A259A TRD-NLS
1 819G-T G273G TRD

3 834C-T A278A TRD

1 840C T R280R TRD

1 843C-T A281A TRD

1 849C-G A283A TRD
11 897C T T299T TRD

1 903C-T L301L TRD

1 13141 C-ter
3 984C T L328L C-ter
1 999G T G333G C-ter
3 1035A- G K345K C-ter
1 P355P C-ter
2 1071C T S357S C-ter
1 1104C-T H368H C-ter
1 1137C-T P379P C-ter
1 1160C T P387P C-ter
1 1161C-T P387P C-ter
1 1176G- A E392E C-ter
2 1 1197C-T P399P C-ter
7 1 1233C-T S411S C-ter
3 1326C-T T442T C-ter
2 1335G-A T445T C-ter

1 1 +15ntG- A després TGA

2.1.2 Punt calent de reordenaments en la regié C-ter del gen MECP2

Ja s’ha comentat que la majoria de mutacions descrites a 'RTT afecten als dominis
funcionals TRD (33%), MBD (26,6%) i NLS (11,4%), donant com a resultat una per-
dua de funci6 de la proteina. S'ha descrit un punt calent de reordenaments, princi-
palment delecions, a la regié C-ter de la proteina, més enlla del domini TRD. Fins la
data s’han descrit més de 70 reordenaments en aquesta regié que donarien lloc a un
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canvi en la pauta de lectura, creant un codé STOP prematur. La proteina truncada
resultant mantén intactes els dominis d'uni6é al DNA, de localitzacidé nuclear i catali-
tic. Encara que I'extrem C-ter no té una funci6é determinada coneguda, la patogeni-
citat de les proteines truncades detectades en les pacients demostra que la regi6 és
necessaria per a la funcionalitat de MeCP2. En aquest sentit, el ratoli transgenic que
millor mimetitza 'RTT classica té delecionada la regi6é C-ter a partir de I'aminoacid
308, causant una proteina a la que falta la tercera part de la regié codificant
(Shahbazian i col. 2002¢). Els ratolins presenten un camul d'histones deacetilases en
cervell, suggerint que la regi6 C-ter delecionada podria estar relacionada amb la unié
de MeCP2 al complex co-repressor. A més, diversos estudis han suggerit que C-ter
facilita la uni6é de MeCP2 al nucli del nucleosoma (Chandler i col. 1999), i altres estu-
dis indiquen que aquest domini podria contribuir a l'estabilitat de la proteina
(Yusufzai & Wolffe, 2000).

Diverses regions dins I'extrem C-ter tenen homologia amb algun membre de la familia
Sforkbead de factors especifics de cervell, BF1 (HFK1) i HFK4 (Vacca i col. 2001, i ana-
lisis personals). Una de les regions d’homologia és un domini ric en prolines. En el cas
de MeCP2, no obstant, els nostres resultats demostren que aquest domini és prescindi-
ble per a la proteina, ja que hem pogut estudiar casos familiars amb individus sans por-
tadors de petites delecions en pauta en aquesta regidé (Moses & Armstrong, enviat).
Estem parlant d'un petit domini dins de la regi¢ C-ter (residus 379 a 393), la pérdua del
qual no té implicacions fenotipiques. D’altra banda, delecions grans en pauta o causants
de PTC amb perdua de pocs residus, han estat detectades en casos familiars de retard
mental inespecific lleu (Yntema i col. 2002a) i en pacients aillats amb fenotip no-RTT
(Laccone i col. 2002).

D’aquests resultats s’'infereix que la regio C-ter t&€ dominis prescindibles i dominis no pres-
cindibles per a una correcta funcié de MeCP2, els quals haurien de ser definits de forma
precisa. Es conclou que les delecions causants de PTC son patogeniques, mentre que les
delecions en pauta poden ser mutacions o polimorfismes depenent de la regio delecio-
nada, fet a tenir molt en compte a ’hora de realitzar el diagnostic genetic d'un pacient i
el consell genetic familiar.

2.2 L’RTT: una malaltia causada per un unic gen?

2.2.1 Altres estratégies per cercar mutacions en el gen MECP2

L’analisi de mutacions del gen MECP2 ha permes explicar el 80% de pacients amb
RTT classica, el 50% de formes atipiques i menys del 30% dels casos familiars. La
resta de pacients no tenen mutacié coneguda, i esta encara en dubte si hi ha altres
gens implicats en la patologia o si les mutacions poden localitzar-se en les amplies
regions no codificants de MECPZ2. Les tecniques emprades en la cerca de mutacions
han estat diverses en els diferents grups (SSCP/HD, sequienciacid, DHPLC, Southern
blot, PCRs llargues i FISH), perd I'espectre de mutacions trobat ha estat el mateix.
Fins al moment, |'analisi s’ha restringit a I'estudi genomic de la regi6 codificant del
gen MECP2. No s'ha publicat cap estudi que hagi abordat les regions no codificants,
amb I'excepcio del grup de Bourdon i col. (2001) que va sequienciar la regié 3’UTR
fins el primer senyal de poliadenilacié en 34 pacients RTT, trobant tres canvis (tres
insercions de Citosina en un tracte poli-C) presents també en poblacié control (fre-
qleéncia relativa 3,5%).
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2.2.1.1 Cerca de mutacions en el gen MECP2 a nivell ’'RNA

Amb la finalitat de trobar mutacions que escapessin als metodes fins ara utilitzats,
vam iniciar la posada a punt de I'analisi de mutacions del gen MECP2 a nivell d’'RNA.
Ars i col. (2001) acabaven de publicar els resultats de 'analisi de mutacions del gen
NF-1 en pacients afectats de Neurofibromatosis. Els autors comparaven els resultats
de les mutacions detectades préviament a nivell gendmic amb els resultats de I'estu-
di mutacional realitzat a partir de cDNA, utilitzant la tecnica cDNA-SSCP/HD. El nou
abordatge els va permetre identificar un alt nombre de mutacions causants d’exon
skipping i intron inclusion que escapaven les metodologies convencionals basades
en l'estudi del DNA. Canvis intronics, substitucions en regi6 codificant que es consi-
deren silencioses, aixi com mutacions amb canvi o perdua de sentit, poden afectar
els patrons d’splicing de 'mRNA o la seva eficiéncia, i no son detectables ni predi-
bles a nivell genomic (Maquat 2001). D’altra banda, s’ha descrit que una fraccio sig-
nificativa (15%) de les mutacions causants de malalties en mamifers afecten els pro-
cessos d’splicing (Krawzac i col. 1992).

Amb aquestes premisses, el nostre primer objectiu va ser estudiar el transcrit curt sencer
(1,8 Kb), incloent la regioé descrita del primer ex6 no codificant de MECP2, i analitzar I'e-
xistencia de canvis en el seu patré de migracié per cDNA-SSCP/HD. Durant la posada a
punt de les tecniques d’'RT-PCR vam observar I'existéncia de dos productes d’amplifica-
ci6. Ambdos productes es corresponien a dos transcrits divergents a 5°, causats per un
splicing alternatiu de I'ex6 2, fins ara no descrit. Els estudis previs en cDNA s’havien rea-
litzat abans de la descripcio de I'ex6 1, de manera que el nou transcrit no podia ser detec-
tat, i les analisis prévies per Northern no permetien discriminar dos mRNAs de longitud
tan similar. Aquest transcrit format pels exons 1-3-4 podria donar lloc a proteina utilitzant
un codd ATG localitzat al primer ex0, fins ara considerat com a no codificant, seguint la
mateixa pauta de lectura que MeCP2. Aquesta nova isoforma seria 12 aminoacids més llar-
ga i diferiria en els primers 21 aminodacids de I'extrem N-terminal, respecte de la descrita.
Els programes d’analisi no prediuen cap domini funcional en la regio.

L’existéncia del transcrit alternatiu esta descrita a la base de dades d’EST, perd aquest
no ha estat mai clonat. D’altra banda, la descripci6 del primer ex6 de MECP2 per
Reichwald i col (2000) es va realitzar en el context d’'un projecte de seqiienciacioé de la
regioé i per comparacié amb la regio sinténica de ratoli. Per aquests motius, el punt d’i-
nici de transcripcié del gen MECP2 no esta definit i queden diverses quiestions per resol-
dre: On s’inicia el primer ex6? Es realment codificant i alhora forma part del promotor?
Recordem que els estudis ’EMSA i CEMSA realitzats en aquesta tesi (Cap. 3) demostren
que l'ex6 1 de MECP2 contén dianes d'uni6 a TFs, un dels quals sembla especific de
SN. Caldra analitzar, per tant, si el transcrit alternatiu té significacié bioldgica i esbrinar
si dona lloc a la isoforma de MeCP2 predita per seqiieéncia. Ambdos transcrits podrien
tenir una funcio diferencial depenent de teixit i/o les dues isoformes podrien estar
implicades en el control de I'expressié de diferents gens diana. Queda pendent també
I'objectiu inicial d’aquest estudi: I'analisi de mutacions que afectin 'expressio del gen
MECP2 en les pacients RTT en cDNA.

Fins a la data, els resultats publicats sobre regions no codificants s’han centrat en una
petita porcié de la regié 3’UTR (Bourdon i col. 2001). Estudis funcionals han permes
coneixer que 3'UTR s’expressa diferencialment en els diferents teixits i al llarg del
desenvolupament (Lewis i col. 1992; Coy i col. 1999). El transcrit llarg és el més
abundant en cervell i podria estar implicat en els nivells més elevats de MeCP2 en
aquest teixit, aixi com en el canvi en 'abundancia del transcrit llarg a favor del curt
que sembla produir-se en cervell a mesura que progressa la maduracié neuronal
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postnatal (LaSalle i col. 2001; Balmer i col. 2002). No es descarta, per tant, I’existén-
cia de mutacions en aquesta regié no codificant en les pacients RTT. No obstant, la
regi®é 3’'UTR té una extensio de 8 Kb la qual dificulta la seva analisi i, malgrat té
regions altament conservades, I'estudi funcional dels canvis que es poguessin trobar
en aquesta regio seria de dificil abordatge i requeriria teixit nervios, ja que en teixits
de més facil obtenci6 els seus nivells d’expressié son molt baixos. Sabem des de
I’any 2000 que el grup liderat per H. Zoghbi ja havia iniciat I’estudi de la regi6é 3’'UTR
per seqiienciaci6 directa en pacients RTT, pero fins el dia d’avui no hi ha resultats
publicats d’aquestes analisis.

Per tots aquests motius, i tenint en compte les limitacions del nostre grup, en el moment
de plantejar-nos I'estudi de mutacions en regions no codificants vam decantar-nos per
I'analisi de la regio 5’UTR.

2.2.1.2 Cerca de mutacions en la regi6 5’del gen MECP2 a nivell de DNA

Paral-lelament als estudis en cDNA, es va analitzar la regié 5’UTR del gen MECP2 en
DNA genomic, treball realitzat parcialment per E. Gonzdlez i que va ser presentat com
a Master en Biologia Experimental amb el titol: "Andlisis de la regiéon 5’UTR del gen
MECP2 y anilisis de mutaciones del gen KAISO en pacientes con sindrome de Rett
sin mutacion identificada en MECP2' al departament de Genetica, Facultat de
Biologia, UB, el febrer d’aquest any. L’analisi de la regié 5’UTR realitzat per E.
Gonzalez en DNA es va dur a terme mitjancant la tecnica d’SSCP/HD, i no es va aca-
bar de completar per a tota ’extensi6 de la regi6. La tecnica d’SSCP/HD té una sen-
sibilitat variable en funci6 de la seqiiéncia a analitzar i del nombre de variacions en
les condicions experimentals. Seria necessari seqienciar tota I'extensio de la regio per
determinar amb certesa el nombre de canvis en les pacients, i estudiar posteriorment
el seu efecte funcional per determinar-ne la patogenicitat. Es van estudiar 65 pacients
RTT sense mutacié en regid codificant, i es van trobar dos canvis de novo en tres
pacients a la regié promotora del gen. Un d'ells va ser caracteritzat: -5134delC, loca-
litzat a 'ex6 1. Aquest canvi podria donar lloc a una expressio alterada de MeCP2 en
la pacient portadora. Els estudis realitzats mostren que és un lloc d'unié de proteines
i hi prediuen dianes per a diversos TFs, un d’ells especific de cervell: els estudis de
EMSA i CEMSA realitzats amb extractes proteics de cultiu de neuroblastoma van mos-
trar que hi havia peérdua d’una unio, especifica d’aquestes cel.lules, quan s’utilitzava
la sonda corresponent a la seqiiencia mutada de la pacient. Actualment, el grup lide-
rat pel Dr. Manel Esteller al CNIO, esta realitzant experiments per identificar el TF que
s'uneix a aquest primer ex6 de MECP2.

Com ja s’ha comentat anteriorment, en 'RTT hi ha una pregunta fonamental per a la que
encara no s’ha trobat resposta: si estem davant d’'una malaltia neuroldgica i MECP2 té una
expressio ubiqua, per que el cervell és I'drgan més greument afectat i la malaltia es mani-
festa a 'any de vida? MECPZ2 dona lloc, en principi, a una proteina Gnica, perd sabem que
I'expressio dels seus dos transcrits principals, divergents només a 3’'UTR, varia segons els
teixits i I'etapa del desenvolupament (Coy i col. 1999; D’Esposito i col. 1996, Shahbazian
i col. 2002a). Des del moment que no es coneixen els gens diana de MeCP2, no es pot
discernir si MeCP2 actua com a repressor global de la transcripcio génica (compatible amb
I'expressio ubiqua del gen) o com a controlador d’'un nimero de gens importants en el
desenvolupament (compatible amb I'expressio dels diferents transcrits i amb les conse-
quiiencies cliniques de la seva disfunci6). Calen més estudis per a poder donar resposta a
la pregunta formulada, els quals impliquen la interconnexi6 de diverses disciplines, tals
com gendmica, protedmica i clinica.
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2.2.2 Homogeneitat/heterogeneitat genética de 'RTT

Aquesta tesi s’ha basat en la hipotesi que I'RTT podia estar causada per mutacions en un
Gnic gen, el gen MECP2. Hem identificat mutaci6 en el 67% de les pacients i hem inten-
tat abordar altres estrateégies de cerca de mutacions per incrementar aquest percentatge.
Hem pogut detectar una delecio en el primer ex6 de MECP2, possiblement amb efectes
patologics sobre I'expressio del gen en SNC. Els nostres estudis, pero, han quedat incom-
plets. L’extensio de les regions no codificants del gen i la troballa d’'una possible mutaci6
en regié promotora donen peu a continuar la cerca de mutacions en MECP2. No obstant,
els estudis en DNA son altament laboriosos i sovint de dificil interpretacio, especialment
en regié no codificant, ja que no es pot predir 'expressio-funcid a nivell proteic d'un
canvi trobat a nivell genomic no codificant. Les analisis en cDNA s’haurien de centrar en
el transcrit de 10Kb, perqué s’ha vist que aquest transcrit esta implicat, d’alguna manera,
en I'expressio diferencial de la proteina. Ja hem comentat, no obstant, les dificultats meto-
dologiques inherents a I'estudi del transcrit llarg.

Una estrategia alternativa d’estudi seria realitzar un primer crivatge a nivell proteic de les
pacients sense mutacio en regioé codificant, seleccionant per estudi genétic aquelles que
presentessin una expressio de MeCP2 disminuida o alterada. Aquests estudis per tecni-
ques de Western blot i imunocitoquimiques no s’han realitzat fins la data. La troballa de
pacients RTT sense mutacid a MECPZ2 i sense alteracions proteiques seria un indicatiu que
hi ha altres gens implicats en la patologia. Respondre aquesta quiestio té transcendéncia
tant a nivell clinic com a nivell basic, i és un camp d’intensa investigacio.

El nostre grup va realitzar 'estudi d’'un gen candidat funcional i posicional per 'RTT: el
gen KAISO, treball realitzat per E. Gonzalez. KAISO mapa a Xq23, té una expressio ubi-
qua i dona lloc a una proteina que, tot i no pertanyer a la familia de proteines amb
domini d’'uni6 a DNA metilat, és un repressor transcripcional depenent de metilacio de
la familia zing finger POZ/BTB (Daniels & Reynolds, 1999). Les pacients d’aquesta tesi
negatives per a MECP2 van ser analitzades per al gen KAISO. No es va trobar cap muta-
ci6 en regio codificant, resultat que descarta, en principi, que KAISO estigui implicat en
la patogeénesi de I'RTT. Estudis amb ratolins KO realitzats per altres grups van descartar
que el gen MBDZ2 estigués implicat en la malaltia, i van comprovar que MBD2 i MeCP2
actuen en vies diferents (Guy i col. 2001). Els estudis realitzats per Turner i col. (2003)
han descartat també les proteines MBD1 i MBD2, ja que no han trobat mutacio en els
seus gens en pacients amb RTT, ni en pacients amb altres trastorns neurologics. Molt
recentment el grup de Roloff i col. (2003) ha obert un nou camp d’investigacio6: protei-
nes amb domini MBD que no requereixen la unié al DNA per inhibir la transcripcio
genica, l'estudi de les quals sera interessant en 'RTT. Malgrat els esforcos, pero, els
resultats obtinguts fins a la data no han permes aclarir si 'RTT és homogenia o hete-
rogenia gencticament.

El grup dirigit per Dr. M. Esteller al CNIO, ha realitzat estudis de microarrays a partir
de linies limfoblastoides de pacients RTT amb i sense mutacio, totes elles amb presen-
tacio classica, analitzades i remeses des del nostre laboratori. L’'objectiu ha estat identi-
ficar gens amb expressio alterada en les pacients respecte d’individus control. Els resul-
tats, (Ballestar i col. en preparacid) mostren que totes les pacients RTT (N= 10) tenen
10 gens desregulats de forma consistent, independentment de la preséncia/abseéncia de
mutacio identificada a MECP2 (tots ells son gens implicats en el desenvolupament neu-
rologic). Com a dada important en relacié a la nostra pregunta, Ballestar i col. (en pre-
paraci6) han detectat un gen sobreexpressat només en pacients RTT sense mutacio, i
no en pacients amb mutacié identificada (comunicacié personal). Aquesta troballa
podria anar a favor de Pexistencia d’heterogeneitat genetica en 'RTT.
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Els estudis d’exclusio en el cromosoma X realitzats abans que s’identifiqués el gen MECP2
com a causant de 'RTT, mapaven el gen en dues possibles regions del cromosoma X:
Xq28 i Xp22-p11. El segon locus per I'RTT podria residir en al regié Xp22-p11, on s’ha
trobat cosegregacié per alguns marcadors en casos familiar (Villard i col. 2000).

2.3 Correlacions genotip-fenotip

2.3.1 Analisis de les correlacions genotip-fenotip

Des que es va identificar el gen MECP2 com a causant de I'RTT, diversos grups han inten-
tat analitzar I'existencia de correlacions entre els diferents tipus de mutacions i la seva
localitzacio, amb la variabilitat dels diferents parametres clinics dels pacients. Els estudis
realitzats difereixen en els resultats obtinguts. Hi ha grups que han trobat correlacioé entre
el tipus de mutaci6 (mutacid amb canvi de sentit o MS, i mutacio causant de proteina trun-
cada o PTC) i la gravetat clinica de la malaltia, de manera que les mutacions MS s’asso-
cien amb un fenotip més lleu d’RTT que les PTC (Cheadle i col. 2000; Huppke i col. 2002).
Altres grups, en canvi, no han trobat correlaci6 significativa entre el tipus de mutacio i la
gravetat clinica (Wan i col. 1999; Vacca i col. 2001; Nielsen i col. 2001). Aquesta discor-
danca de resultats pot ser deguda, en part, a que el patré6 d’XCI deu influir el fenotip de
la pacient (Shahbazian & Zoghbi, 2002; Weaving i col. 2003). A més, les series analitza-
des sovint son reduides, i molts estudis analitzen només el subgrup de pacients amb
forma classica d’'RTT. Basicament, pero, les discordances entre els resultats dels diversos
grups son degudes a la utilitzacié d’escales d’avaluacié o check list diferents, amb varia-
cio dels parametres clinics analitzats i de les puntuacions assignades a cada parametre, de
manera que els resultats que s’obtenen no son comparables. El grup australia liderat per
H. Leonard (Colvin i col. 2003), ha publicat recentment un article en el ha analitzat un
elevat nimero de pacients, comparable al nostre, utilitzant els diferents check list descrits
a la literatura: escala clinica de Kerr (Cheadle i col. 2000), I’escala clinica de Percy (Amir
i col. 2000) i I'escala clinica de Pineda (Monros i col. 2001). La comparacié dels resultats
obtinguts amb les diferents escales d’avaluacié mostra que I’escala que ofereix una valo-
racio més ajustada dels parametres clinics mesurables és la de Pineda, i és també la que
permet obtenir correlacions més significatives, ja que és independent de l'edat de la
pacient i no mesura parametres sobre els que influeixen factors ambientals. Tot i aixi, I'es-
tudi conclou que queden buits en el diagnodstic i interrogants sense resoldre ja que, com
mostren els nostres propis resultats, individus amb la mateixa mutacio tenen sovint una
presentacio clinica diferent.

No obstant, I'escala de Pineda publicada a Monr6s i col. (2001) (Cap.2) va ser revisada i
millorada posteriorment, tal com es presenta a Armstrong i col. (en preparacio) (Cap.2).
La Dra. M. Pineda, neuropediatra de I'Hospital Sant Joan de Déu i una de les impulsores
de l'estudi multidisiplinar sobre I'RTT a Espanya, fruit del qual va sorgir aquesta tesi, va
ser convidada a participar en la reunié que es va realitzar a Baden Baden I'any 2001, dins
del marc de la Reuni6 de la European Society of Paedriatrics Neurology, per revisar els
criteris diagnostics de 'RTT i les seves variants definits per Hagberg i col. (1985). Els cri-
teris revisats van ser publicats per Hagberg i col. (2002) i son els que es descriuen a la
Introduccio, pag. 6. La clinica de la nostra série de pacients va ser revaluada molt acura-
dament després de Baden Baden, en base als nous criteris. El nostre estudi, a diferéncia
daltres, inclou pacients amb forma classica i pacients amb formes variants que complei-
xen tots els criteris diagnostics i de suport. Les mutacions trobades en la regi6 codificant
del gen MECPZ2 expliquen un 77% de les formes classiques i un 46% de les variants. Dins
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les variants, els percentatges també varien segons la forma clinica: forma amb llenguatge
conservat (90%), forma congénita (48%) i fruste (42%). En canvi, no s’ha trobat mutacio
en cap pacient amb epilepsia preco¢ (N= 4) ni amb regressio tardana (N= 2). La resta de
grups tampoc no han trobat mutacions en les pacients amb epilepsia precog, fet que fa
sospitar que podria representar una entitat clinica diferent. Els resultats de les correlacions
obtinguts en la série completa de pacients amb la nova escala d’avaluacié (Armstrong i
col. en preparacio) van donar suport als obtinguts en el treball anterior (Monro6s i col.
2001). Les mutacions MS correlacionen significativament amb una presentacio clinica més
lleu que les mutacions PTC, i vam poder realitzar noves correlacions en aquest darrer
estudi no analitzades per altres grups. Aixi per exemple, les pacients amb delecions en el
domini C-ter presenten valors de severitat menors que les pacients amb grans reordena-
ments genics.

Si comparem les associacions significatives de la nostra serie amb les d’altres grups obser-
vem que, tot i que no s’ha utilitzat el mateix check list, alguns trets clinics correlacionen
significativament en els diferents estudis. Huppke i col. (2002) van observar que pacients
portadores de mutacions MS tenien més capacitat de caminar que les pacients portadores
de PTC (p=0,031), coincidint amb els nostres resultats (Armstrong i col. en preparacio).
En els nostres resultats, a més, observem que les pacients amb mutacio MS tenen més
capacitat per seure (p=0,015) i pateixen menys disfuncions respiratories (p=0,040) que les
pacients amb mutacié PTC, resultats no obtinguts per cap altre grup. Tant el grup de
Huppke i col. (2002) com el grup de Cheadle i col. (2000) coincideixen amb els nostres
resultats pel que fa a la gravetat de la malaltia, ja que s’observa que pacients amb muta-
ci6 MS presenten una clinica més lleu que pacients amb mutacié PTC.

Draltra banda, el grup de Huppke i col. (2002) també va comparar les mutacions segons
la seva localitzacio, i observa que les pacients amb mutacions situades en el domini MBD
tenen més capacitat d’utilitzar les mans que les pacients amb mutacio en el domini TRD.
Aquest correlacid no ha estat observada en el nostre estudi. Segons els resultats obtinguts
en la nostra serie, la capacitat de seure i caminar s’associen significativament amb les
pacients amb mutacié en I'MBD, ja que les pacients amb mutacié en el TRD tendeixen a
perdre aquestes adquisicions o no les adquireixen (p=0,027 i p=0,032, respectivament).
Els nostres estudis també han trobat correlacioé de la gravetat de la malaltia amb la loca-
litzacio de la mutacio, ja que hem observat que les mutacions en I'MBD estan associades
a un clinica més lleu que mutacions en el TRD (p=0,047)

No obstant, vam poder constatar amb l'estudi de les mutacions recurrents que, a nivell
individual, aquestes es troben en pacients amb presentacions cliniques molt diverses.
Només les pacients portadores de mutacions MS es mantenen dins un rang concret de
puntuacio de severitat que rarament supera I'score de 15 punts, punt de tall a partir del
qual es considera clinica severa. En canvi, les pacients amb mutacié PTC poden presen-
tar qualsevol grau de severitat, encara que el 45% es situen en el rang de les formes més
greus de la malaltia. Per exemple, per a la mutacid T158M, 13 pacients tenen una forma
classica, una pacient presenta la variant forma fruste, i només una pacient presenta una
forma clinica severa d’inici precoc¢. En canvi, de les pacients portadores de la mutacio
R168X, nou presenten la forma classica, tres presenten la variant amb llenguatge conser-
vat (considerada com a una variant molt lleu de 'RTT) i tres pacients presenten la variant
d’inici preco¢ o forma congenita, que és la més greu.

En relacio a les mutacions recurrents, Leonard i col. (2003) acaben de publicar un article en
el que obren la possibilitat de realitzar correlacions genotip-fenotip mutacié per mutacio, en
relacio a cada parametre clinic de cada pacient. D’aquesta manera han pogut analitzar, per
exemple, la mutacid R133C en nou pacients i han observat que aquestes comparteixen una
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serie de trets clinics: totes han aprés a caminar i conserven la marxa, han desenvolupat llen-
guatge propositiu i utilitzen les mans. D’altra banda, I'escoliosi, les disfuncions respiratories
i els trastorns del son son menys comuns en aquestes pacients que en la resta de pacients
RTT. De les sis pacients RTT amb mutacidé R133C de la nostra serie, I'inic tret clinic que
comparteixen totes elles és que han aprés a caminar i conserven la marxa. No compartei-
xen ni el desenvolupament del llenguatge (només una pacient ’ha desenvolupat) ni la uti-
litzacioé de les mans, que només mantenen dos pacients. No hem observat cap tret clinic
que sigui més/menys comu en aquestes pacients respecte a la resta.

2.3.2 Mutacions en el gen MECP2 en barons

Thomas (1996) va hipotetizar una elevada proporcié de mutacié en linia germinal mas-
culina respecte de la femenina en malalties dominants de novo lligades al cromosoma X,
com I'RTT. Segons aquesta hipotesi, la falta de barons afectats es deu principalment a que
els barons no reben el cromosoma X del pare. Els primers casos de barons amb mutacio
al gen MECP2 van ser descrits en casos familiars amb germanes afectes d’RTT (Amir i col,
1999 i 2000; Wan i col. 1999; Cheadle i col. 2000), deguts a una heréncia materna de la
mutacio. Els nens, no obstant, presentaven encefalopatia congenita severa, hipotonia i
greus dificultats respiratories, i morien durant els primers mesos de vida.

Posteriorment es van trobar mutacions de novo al gen MECPZ2 en barons amb fenotip RTT, la
supervivencia dels quals es devia a la presencia d'un mosaic somatic per a la mutacio, o bé a
l'associacidé amb una sindrome de Klineffelter total o parcial. En ambdos casos, els pacients
disposen dun percentatge de cel-lules amb una copia de MeCP2 funcional (Hoftbuhr i col.
2001; Leonard i col. 2001; Schwartzman i col. 2001; Armstrong i col. 2001; Vorsanova i col.
2001; Topgu i col. 2002; Maiwald i col. 2002). Nosaltres hem presentat el primer cas publicat
d'un nen amb RTT classica i cariotip 46XY, que compleix tots els criteris necessaris, 7 dels 8
criteris de suport i cap criteri d’exclusio, segons els nous criteris diagnostics per a 'RTT
(Hagberg i col. 2002). El pacient, que en l'actualitat té 16 anys, presenta mosaicisme somatic
per a la mutacié R133H en el gen MECP2. Un altre cas descrit de mosaicisme somatic per a
una mutacioé a MECPZ2 va ser reportat per Clayton-Smith i col. (2000) en un pacient baré amb
sindrome d’Angelman. Aquestes troballes reforcen 1'observacio que el gen MECP2 presenta
una elevada taxa de mutacio, i fan pensar que una fraccié de dones RTT sense mutacio detec-
tada podrien ser mosaics, la qual cosa dificultaria la deteccio de la mutacié en heterozigosi.
Donat que I'RTT és una entitat clinica inclosa dins I'espectre autista i que el gen MECP2
¢és responsable d’'un gran ventall de presentacions cliniques de la malaltia, el nostre grup
va iniciar I'any 2002 un nou projecte titulat: Autisme: Estudi i classificacio de pacients dins
lespectre autista, i implicacions del gen MECP2 (Xq28) i de gens candidats funcionals de
les regions 15q11-q13 en l'autisme associat a retard mental, en el que es pretenia estudiar
el gen MECPZ2 en els pacients autistes menys funcionals. Vam analitzar la regi6 codificant
del gen MECP2 en 50 pacients autistes amb retard mental, sense detectar cap mutacio.
Només en un pacient vam detectar el canvi IVS-17delT, amb un origen de novo, el qual
suposem que €s un polimorfisme ja que va ser detectat també en una germana sana de la
nostra serie de families RTT. No obstant, aquest polimorfisme recurrent detectat en pobla-
cio RTT esta actualment essent estudiat pel nostre grup en poblacié control, per avaluar la
seva freqiiencia i descartar que no es tracti d’'un factor modulador dins 'espectre autista.
L’absencia de mutacions a MECPZ2 en la nostra serie de pacients autistes coincideix amb
els resultats d’altres grups, publicats recentment (Vourc’h i col. 2001; Beyer i col. 2002).
Sembla definitiu que l'autisme amb o sense retard mental no esta associat amb el gen
MECP2, i que constitueix una entitat genetica complexa, diferent de 'RTT (Beyer i col.
2002; Lobo-Menendez i col. 2003; Zappella i col. 2003).
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El retard mental inespecific, en canvi, si podria estar associat en alguns casos a mutacions
lleus en el gen MECP2, tal com s’ha comentat ampliament a la Introduccio.

2.3.3 Consell genétic als familiars de pacients amb RTT

Un dels avantatges de realitzar la tesi doctoral en un Hospital és la possibilitat d'estar en
contacte amb els pacients i familiars. Les mostres a analitzar deixen de ser un namero i
es converteixen en cares i persones, i viveéncies i ansietats i desigs. Per damunt de tot,
estem treballant amb persones, les quals en aquests anys de tesi ens han plantejat moltes
preguntes a nivell diagnostic i de futur. A mesura que hem anat avancant en I'estudi de
la malaltia, la seva herencia, el risc real de recurréncia i la possibilitat de trobar barons
afectats, hem estat capacos de donar un consell genétic a les families i d'oferir la realit-
zacid d'un diagnostic prenatal.

Els estudis realitzats per Trappe & Laccone (2001) van demostrar 'origen patern de la
mutacio en la gran majoria de casos RTT esporadics, i un origen matern de la mutacié en
els casos familiars. Com ja s'ha comentat en el Capitol 2, vam comprovar l'origen de novo
de totes les mutacions trobades en les pacients RTT, mitjancant 'analisi dels progenitors
i de les germanes sanes. Hi ha casos familiars descrits amb mares assimptomatiques por-
tadores de la mutacio, que tenen un risc d'un 50% de transmetre la malaltia, donat el
caracter dominant de I'RTT, i també hi ha casos familiars deguts a mosaicisme germinal
per a la mutacié en un dels progenitors. En el nostre estudi, vam observar un cas de
mosaicisme germinal per a un polimorfisme, present en la pacient RTT (amb mutacio
identificada en la regio codificant del gen MECP2, causant de la malaltia) i en la seva ger-
mana sana, pero no en els progenitors.

La possibilitat de realitzar un diagnostic prenatal se'ns va plantejar des de bon principi.
Encara que el risc de recurréncia de 'RTT sigui molt baix, I'angoixa dels pares de tenir
un altre fill amb RTT és tan gran que, sovint, opten per no tenir més descendéncia. Si la
filla afecta té mutacié detectada en el gen MECP2, el diagndstic prenatal en el nou
embaras esta indicat, encara que la mutacio sigui de novo. El risc de mosaicisme germi-
nal no pot ser predit ni detectat, i la realitzacid d’'un diagnostic prenatal en aquestes fami-
lies fa disminuir el risc de recurréncia per al fetus al risc de la poblaci6é general.

Altres grups aconsellen també fer estudis familiars en 'RTT. En el treball de Gill i col.
(2003) publicat en col-laboraci6 per diferents centres diagnostics i d’investigacio en 'RTT
(Regne Unit, Alemanya, Australia i Noruega), es descriuven 11 casos familiars d'RTT.
Només en un cas es va identificar la mutacié en les dues germanes afectes i en la mare
portadora assimptomatica, amb un patré d’inactivacié de I'X totalment esbiaixat. En cinc
families, es va trobar mutacidé a MECP2 en una de les pacients, perd no en la resta de
familiars amb sospita diagnostica d'RTT. En les cinc families restants, no es va identificar
mutacio en cap de les pacients RTT. Davant d’aquests resultats, que confirmen la raresa
dels casos familiars d’'RTT i fan disminuir la seva freqiiencia respecte de la descrita abans
de l'analisi de MECP2, els autors aconsellen realitzar analisi de portadores sanes (germa-
nes, mares i ties de nenes amb RTT i mutaci6 identificada a MECP2) i diagndstic prena-
tal als familiars que ho sol-licitin.

2.3.4 Present i perspectives diagnostiques

Podem concloure que MECPZ2 esta implicat en un espectre de trastorns del desenvolupa-
ment més gran del que inicialment s'esperava, i que I'RTT és una entitat clinica, no gene-
tica. Les mutacions a MECP2 poden donar lloc des de formes congenites d’'RTT a dones
portadores asimptomatiques, des d’encefalopaties congenites greus a formes classiques en
barons, a casos d’AS i a diferents tipus de retard mental inespecific lligat al cromosoma

140



Discussio

X, tant en barons com en dones. No sembla estar implicat, en canvi, en l"autisme ni en el
trastorn desintegratiu. A més, el mosaicisme somatic pot ser un nou mecanisme per intro-
duir variabilitat en les manifestacions fenotipiques de les mutacions del gen MECP2.
Degut a la gran heterogeneitat clinica produida per les mutacions a MECP2, seria con-
venient analitzar aquest gen no tant sols en I'RTT, sin® que també en altres patologies del
neurodesenvolupament. S’esta plantejant, per exemple, el seu estudi rutinari en pacients
AS amb estudi molecular negatiu de la regio 15q11-q13, aixi com l'analisi de la mutacio
A140V en pacients amb retard mental idiopatic, sindromic i no sindromic, negatius per a
la sindrome del cromosoma X fragil.

Un tema pendent en el que s’esta investigant molt en els darrers mesos, és la identifica-
cio dels gens diana de MECP2. El seu coneixement permetra anar entenent cada cop més
la base molecular de la malaltia i el mecanisme d’accié de MeCP2 i, potser, trobar altre(s)
gen(s) implicat(s) en 'RTT, que ens permetin explicar i diagnosticar el 20% de pacients
RTT classiques sense mutacio, el 50% de les pacients amb RTT atipic i el 70% dels casos
familiars. Els camps de recerca son molt amplis, cada resposta genera noves preguntes, i
queda molt per fer. B
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

. Mutacions en la regi6 codificant del gen MECP2 causen un ampli espectre de formes

classiques i variants d’'RTT.

. El percentatge de deteccié de mutacions varia segons la forma clinica de la malaltia,

essent major en les formes amb llenguatge conservat i les classiques, i menor en les
d’inici precog¢. No s’ha detectat cap mutacid en pacients amb epilepsia precog.

Totes les mutacions identificades tenen un origen de novo.
Degut al risc de mosaicisme germinal, el diagnostic prenatal esta indicat en I'RTT,

independentment del sexe del fetus, sempre que es conegui la mutacié en la ger-
mana afectada.

. Barons amb cariotip normal poden presentar RTT classica degut a mosaicisme soma-

tic per una mutacié en el gen MECP2.

Delecions en pauta en la regié C-terminal de la proteina MeCP2 poden ser variants
polimorfiques sense relacid amb la malaltia.

Les mutacions de canvi de sentit s’associen a formes menys greus d’'RTT. Les muta-
cions que causen proteina truncada, en canvi, poden causar tot I'espectre clinic de
la malaltia

Les mutacions de canvi de sentit es troben preferentment localitzades en el domini
MBD, mentre que les mutacions que causen proteina truncada tendeixen a produir-
se es en el domini TRD.

Els grans reordenaments constitueixen el 3% de les mutacions a MECP2 i semblen
associar-se a formes greus d’RTT.

Les pacients portadores de mutacions de canvi de sentit tenen més capacitat de seure
a l'edat normal i mantenir la sedestacié que les pacients portadores de mutacions
causants de proteina truncada.

Les pacients portadores de mutacions amb canvi de sentit tenen més capacitat d’'a-
prendre a caminar i mantenir la deambulacié que les pacients amb mutacié causant
de proteina truncada. Una gran proporcio d’aquestes mai no adquireix la marxa.

Les mutacions causants de proteina truncada s’associen amb major freqiencia a
anomalies respiratories.

Les pacients amb mutacio en el domini MBD tenen més capacitat de seure i caminar
que les pacients amb mutacio en el domini TRD.

Les pacients amb mutacio en el domini MBD acostumen a presentar una simptoma-
tologia més lleu que les pacients amb mutacié en el domini TRD.

No s’han detectat diferencies significatives entre ambdos tipus de mutacions ni en la
seva localitzacio, en relacio a I'edat d’inici de la malaltia, la desacceleracio del peri-
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16.

17.

18.

19.

metre cefalic, la capacitat de llenguatge, la preséncia o abséncia d’epilépsia, 'as de
les mans ni 'edat d’inici de les estereotipies.

El canvi -5134delC trobat en l'ex61 del gen MECP2 en una pacient amb forma clas-
sica podria tenir un efecte patogenic i ser el causant de la malaltia en la pacient: la
deleci6 afecta la diana d’un factor de transcripcio i provoca una disminucio en la seva
afinitat d’'unio.

El TF que s’uneix al primer ex6 de MECP2 no és SP1, i sembla ser especific del sis-
tema nervios.

Existeix un splicing alternatiu a la regié 5 de MECP2 que no ¢és especific de teixit, i
que podria donar lloc a dues isoformes de MeCP2 divergents a N-terminal.

Desconeixem encara si 'RTT presenta homogeneitat o heterogeneitat genetica.
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. Articles del nostre grup en relacio a I'RTT.

Articles i treballs relacionats amb el tema de la tesi,
pero que no s’han incléos en la memoria:

e Pineda M, Aracil A, Vernet A, Espada M, Cobo E, Arteaga R, Artigas J, Barrionuevo C,
Bautista-Gonzalez L, Berenguer-Molla R, Caballero J, Cabrera J, Campistol J, Campos J,
Casas-Fernandez C, Castelld M, Castro-Gago M, Castroviejo P, Colomer J, Delgado P,
Domingo R, Dominguez-Jiménez A, Fernindez-Alvarez E, Garcia-Aymerich J, Garcia-
Campillo A, Garcia-Pérez A, Jover J, Hernandez V, Herranz JL, Herrera M, Mora D,
Mulas F, Narbona J, Nieto M, Lartigau T, Lopez-Martin V, Lopez-Pison J, Lorente I, Ortiz
A, Palencia R, Poo P, Prats J, Puche-Mira C, Rayo C, Rodriguez-Barrionuevo C,
Rodriguez-Costa T, Roig M, Sanchez-Valiente S, Sans A, Santos-Borbujo J, Sanmarti FX,
Garcia-Tena J, Uganda A, Vidal R (1999) Estudio del sindrome de Rett en la poblacion
espanola. Rev Neurol 28:105-109.

e Pineda M, Armstrong J, Monr6s E (2000) Sindrome de Rett. Hallazgo del gen MECP2
como marcador genético. Arch Ped 51:83-85
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. Protocols de PCRs per a I'analisi de mutacions
a la regio codificant del gen MECP2

1. Seqiienciacioé directa

S’ha realitzat 'amplificacidé de la regio codificant del gen MECP2 mitjancant fragments
llargs de PCR, utilitzant parelles d’encebadors i condicions de PCR descrits per Amir i col.
(1999) (taula 11), amb algunes modificacions (taula 12). Per a 'amplificacio de I'ex6 3, es
va utilitzar 'encebador 2aF, i es va dissenyar I'encebador 2R 5’-CCCTGCCCTGTAGAGA-
TAGG-3', utilitzant el programa Primer 3 (http//www.genome.wi.mit.edu.cgi.bin/primer

primer3) (fig. 24).

Taula 11. Encebadors descrits per Amir i col. (1999).

Fragment ; Y Temp. Longitud
de PCR Parella d’encebadors (5°-3’) S progucte

1 1’F-CAATGGGGGCTTTCAACTTA 55°C 219pb
1’R-AAAACAGATGGCCAAACCA

2a 2aF-CCTGCCTCTGCTCACTTGTT 57°C 341pb
2aR-GGGGTCATCATACATGGGTC

2b 2bF-AGCCCGTGCAGCCATCAGCC 64°C 350pb
2bR-GTTCCCCCCGACCCCACCCT

3a 3aF-TTGTCAGAGCGTTGTCACC 61°C 380pb
3aR-CTTCCCAGGACTTTTCTCCA

3a’ 3a’F-AACCACCTAAGAAGCCCAAA 54°C 381pb
3a’R-CTGCACAGATCGGATAGAAGAC

3b 3bF-GGCAGGAAGCGAAAAGCTGAG 60°C 366pb
3bR-TGAGTGGTGGTGATGGTGGTGG

3c 3cF-TGGTGAAGCCCCTGCTGGT 61°C 343pb
3cR-CTCCCTCCCCTCGGTGTTTG

3d 3dF-GGAAGATGCCCAGAGGAG 55°C 412pb
3dR-CGGTAAGAAAAACATCCCCAA
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Taula 12. Encebadors utilitzats per a I'amplificacié dels fragments de PCR en I’analisi de mutacions

de la regid codificant del gen MECP2.

Fragment de PCR (ex6) | Encebadors ;-221 P et la-r?)?) h{igcj:ié ob)
1' (ex6 2) 1'Fi1R 55:C 219
2ab (ex6 3) 2aF i 2R 59°C 540
3aa’ (ex6 4) 3aF i 3a'R 61°C 614
3bc (ex6 4) 3bF i 3cR 61°C 616
3d (ex6 4) 3dF i 3dR 55°C 412

Els productes de PCR van ser purificats amb QIAquickl] PCR Purification Kit (Qiagen) i
es va procedir a la seva sequenciacio directa utilitzant el BigDyell Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystem) i l'analitzador ABI PRISM 3100 (PE
Biosystems). L'analisi de seqteéncia es va realitzar amb els programes Chromas i BCM
Search Launcher (http://www.technelysium.com.au/chromas.html

i http://www.searchlauncher.bcm.tmc.edu/)

2. Digestié amb enzims de restriccio

La digesti6 amb enzims de restriccié permet detectar les mutacions que s’indiquen a la
Taula 13. Les PCRs utilitzades per a la deteccid mitjancant enzims de restriccio sOn les des-

crites per Amir i col. (1999) (fig. 24).

Taula 13. PCRs i enzims de restriccié utilitzats.

Mutacio | Encebadors z%r)gitud Enzim | Diana de restriccio alterada (pb)

R106W 2bF i 2bR 350 Nialll N:156+148; Mut:148+156+(118+38)

T158M 3aF i 3aR 380 Nialll N:380; Mut:380+(187+193)

R168X 3aF i 3aR 380 Hphl N:7+22+351; Mut:7+22+351+(124+227)
591delG 3a’F i 3a'R 381 BssSI N:304+62; Mut:304+62+(381)

V288X 3bF i 3bR 366 NialV N:314+52; Mut:314+52+(366)

R306C 3bF i 3bR 366 Hhal N:161+145+48+11; Mut:161+145+(317)+48+11

Mut: al-lel mutat; N: al-lel normal

Entre paréntesis es mostren els nous fragments creats degut a I'alteracio de la diana de restriccio.
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3. Analisi de grans reordenaments

Per la cerca de grans reordenaments, es van dissenyar tres PCR: una amplifica el tercer exo,
el tercer intr6 i el quart ex6 (2477pb); una altra amplifica el final del tercer exo, el tercer intr6
i el principi del quart ex6 (1288pb); i la tercera PCR amplifica el quart ex6 sencer (1378pb).
Els encebadors utilitzats i les condicions de PCR es troben descrites en la Taula 14.

Taula 14.Condicions i encebadors de les PCR llargues.

Temperatura ;
PCR Encebadors S e Longitud (pb)
Ex6 2 +intrd 3 + exo6 4 2aF i 3Dr 55°C 2477
Intr6 3 2bF i 3aR 64°C 1288
Exo 4 3aF i 3dR 55°C 1378

En la figura 24 es mostren el productes d’amplificacié de les PCR descrites.

Figura 24. Esquema de les PCRs descrites per a la deteccié de mutacions en la regicé codificant
del gen MECP2.

4. ARMS

Es van dissenyar tres encebadors per detectar especificament la variant nucleotidica tro-
bada en el cas del nen amb RTT classica, 398G 6 398A en dues reaccions de PCR multi-
plex: encebador comt R133H-F (5-CAGGCAGTGTGACTCTCGTTCAATAGTA-3) localitzat
a 180 bp en direccio 5’ del punt de la mutacio, i dos encebadors inversos que difereixen
en dos nucleotids prop de I'extrem 3’: R133Hn-R (5’-CGAAGTACGCAATCAACTCCACTT-
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TAGAGC-3") que amplifica especificament la seqiiéncia normal i R133Hm-R (5-CGAAG-
TACGCAATCAACTCCACTTTACAGT-3") que amplifica especificament la seqiiéncia muta-
da. El fragment comu de 350 pb corresponent al fragment 2b (Amir i col. 1999) va ser uti-
litzat com a control intern de I'amplificacio.

En la figura 25 es troba representat esquematicament PARMS descrit.

Figura 25. Esquema de les PCRs de I’analisi per ARMS.

164



BIBLIOGRAFA



BIBLIOGRAFIA

e Adler DA, Quaderi NA, Brown SD, Chapman VM, Moore J, Tate P, Disteche CM (1995)
The X-linked methylated DNA binding protein, MeCP2, is subject to X inactivation in
the mouse. Mamm Genome. 6:491-492

e Akbarian S, Chen RZ, Gribnau J, Rasmussen TP Fong H, Jaenisch R, Jones EG (2001)
Expression pattern of the Rett syndrome gene MeCP2 in primate prefrontal cortex.
Neurobiol Dis 8:784-791

e Akesson HO, Hagberg B, Wahltstrom J, Engerstrom IW (1992) Rett syndrome: a search
for gene sources. Am J Med Genet 42:104-8

e Akesson HO, Wahltstrom J, Engerstrom IW, Hagberg B (1995) Rett syndrome: potential
gene sources: phenotypical variability. Clin Genet 48:169-172

e Akesson HO, Hagberg B, Wahltstrom J (1996) Rett syndrome, classical and atypical:
genealogical support for common origin. J Med Genet 33:764-766

e Amir RE, Van den Veyver IB, Wan M, Tran CQ, Franke U, Zoghbi HY (1999) Rett syn-
drome is caused by mutations in X-linked MECP2, encoding methyl-CpG-binding pro-
tein2. Nature Genel 23:185-188

e Amir RE, Van den Veyver IB, Schultz R, Malicki DM, Tran CQ, Dahle EJ, Philippi A,
Timar L, Percy AK, Motil KJ, Lichtarge O, Smith EO, Glaze DG, Zogbhi HY (2000)
Influence of mutation type and X chromosome inactivation on Rett syndrome phe-
notypes. Ann Neurol 47:670-679

e Anvret M, Wahlstrom J, Skogserberg P, Hagberg B (1990) Segregation analysis of the X-
chromosome in a family with Rett syndrome in two generations. Am_J Med Genet 37:31-35

e Anvret M & Wahlstrom J (1994) Rett Syndrome: random X chromosome inactivation.
Clin Genet 45:274-275

e Archidiacono N, Lerone M, Rocchi M, Anvret M, Ozcelik T, Francke U, Romero G (1991)
Rett syndrome: exclusion mapping following the hypothesis of germinal mosaicism for
new X-linked mutations. Hum Genet 86:604-606

e Armstrong DD (1992) The neuropathology of the Rett syndrome. Brain Dev 14
Suppl:S89-598

e Armstrong D, Dunn JK, Antalffy B, Trivedi R (1995) Selective dendritic alternations in
the cortex of Rett syndrome. J Neuropathol Exp Neurol 54:195-201

e Armstrong DD, Dunn K, Antalffy B (1998) Decreased dendritic branching in frontal,
motor and limbic cortex in Rett syndrome compared with trisomy 21. J Neuropathol Exp
Neurol 57:1013-1017

e Armstrong DD, Dunn JK, Schultz RJ, Herbert DA, Glaze DG, Motil KJ (1999) Organ
growth in Rett syndrome: a postmortem examination analysis. Pediatr Neurol 20:125-129

167



ANALISI DEL GEN MECP2 A LA SINDROME DE RETT. CORRELACIONS GENOTIP-FENOTIP

e Armstrong DD (2001) Rett syndrome neuropathology review 2000. Brain Dev 23 Suppl
1:572-S76

e Armstrong J, Pineda M, Monros E (2000) Mutation analysis of 16SrRNA in patients with
Rett syndrome. Pediatr Neurol 23:85-87

e Armstrong J, Poo P, Pineda M, Aibar E, Gean E, Catala V, Monros E (2001) Classic Rett sin-
drome in a boy as a result of somatic mosaicism for a MECP2 mutation. Ann Neurol 5:692

e Armstrong J, Aibar E, Pineda M, Pérez MM, Géan E, Carrera M, Casas C, Martinez F,
Monr6s E (2002) Prenatal diagnosis in Rett sindrome. Fetal Diagnostic and Therapy
17:200-204.

e Armstrong J, Aibar E, Gonzalez E, Garrido C, Jabalera M, Campistol J, Poo P, Vernet A,
Pérez MM, Géan E, Pineda M, Monr6s E. Genetic and clinical correlation analysis of Rett
syndrome in Spain. (submitted).

e Ars E, Serra A, Garcia J, Kruyer H, Gaona A, Lazaro C, Estivill X (2001) Mutations affec-
ting mRNA splicing are the most common molecular defects in patients with neurofi-
bromatosis type 1. Hum Mol Genet 9:237-247

e Auranen M, Vanhala R, Vosman M, Levander M, Varilo T, Hietala M, Riikonen R,
Peltonen L, Jarvela I (2001) MECP2 gene analysis in classical Rett syndrome and in
patients with Rett-like features. Neurology 56:611-617B

e Ballestar E & Wolffe AP (2001) Methyl-CpG-binding proteins: Targeting specific gene
repression. Eur J Biochem FEBS 268:1-6

e Ballestar E, Yusufzai TM, Wolffe AP (2000) Effects of Rett syndrome mutations of the
methyl-CpG binding domain of the transcriptional repressor MeCP2 on selectivily for
association with methylated DNA. Biochemistry 39:7100-7106

e Balmer D, Arredondo J, Samaco RC, LaSalle JM (2002) MECP2 mutations in Rett syn-
drome adversely affect lymphocyte growth, but do not affect imprinted gene expres-
sion in blood or brain. Hum Genet 110(6):545-52

e Balmer D, Goldstine J, Rao YM, LaSalle JM (2003) Elevated methyl-CpG-binding protein
2 expression is acquired during postnatal human brain development and is correlated
with alternative polyadenylation. J Mol Med 81:61-68

e Bauman ML, Kemper TL, Arin DM (1995) Pervasive neuroanatomic abnormalities of the
brain in three cases of Rett’s syndrome. Neurology 45:1581-1586

e Belinchenko PV, Oldfors A, Hagberg B, Dahstrom A (1994) Rett syndrome: 3-D confo-
cal microscopy of cortical pyramidal dendrites and afferents. Neuroreport 5:1509-1513

e Belknap JK (1992) Empirical estimates of Bonferroni corrections for use in chromoso-
me mapping studies with the BXD recombinant inbred strains. Behar Genet 22:677-684

168



BIBLIOGRAFIA

e Benedetti L, Munnich A, Melki J, Tardieu M, Turleau C (1992) Parental origin of the X
chromosome in Rett syndrome. Am ] Med Genet 44:121-122

e Beyer KS, Blasi F, Bacchelli E, Klauck SM, Maestrini E, Poustka A (2002) Mutation analysis
of the coding sequence of the MECP2 gene in infantile autism. Hum Genet 111:305-309

e Bienvenu T, Carrié¢ A, de Roux N, Vinet MC, Jonveaux P, Couvert P, Villard L,
Arzimanoglou A, Beldjord C, Fontes M, Tardieu M, Chelly J (2000) MECP2 mutations
account for most cases of typical forms of Rett syndrome. Hum Mol Genet 9:1377-1384

e Boeke J, Ammerpohl O, Kegel S, Moehren U, Renkawitz R (2000) The minimal repres-
sion domain of MBD2b overlaps with the methyl-CpG-binding domain and binds
directly to Sin3A. J Biol Chem 275:34963-34967

e Bourdon V, Philippe C, Labrune O, Amsallem D, Arnould C, Jonveaux P (2001) A detai-
led analysis of th eMECP2 gene: prevalence of recurrent mutations and gross DNA rea-
rrangements in Rett syndrome patients. Hum Genet 108:43-50

e Buyse IM, Fang P, Hoon KT, Amir RE, Zoghbi HY, Roa BB (2000) Diagnostic testing for
Rett syndrome by DHPLC and direct sequencing analysis of the MECP2 gene: identifi-
cation of several novel mutations and polymorphisms. Am | Hum Genet 67:1428-1436

e Camus P, Abbadi N, Perrier MC, Chery M Gilgenkrantz S (1996) X chromosome inacti-
vation in 30 girls with Rett syndrome. Hum Genet 97:247-250

e Cardioli E, Dotti MT, Hayek G, Zappella M, Federico AJ (1999) Studies on mitochon-
drial pathogenesis of Rett syndrome: ultrastructural data from skin and muscle biopsies
and mutational analysis at mtDNA nucleotides 10463 and 2835. Submicrosc Cytol Pathol
31:301-304

e Chandler SP, Guschin D, Landsberger N, Wolffe AP (1999) The methyl-CpG binding
transcriptional repressor MeCP2 stably associates with nucleosomal DNA. Biochemstry
38:7008-7018

e Cheadle JP, Gill H, Fleming N, Maylanrd J, Kerr A, Leonard H, Krawczak M, Cooper DN,
Lynch S, Thomas NST, Hugues HE, Hulten M, Ravine D, Clarke A (2000) Long-read
sequence analysis of the MECP2 gene in Rett syndrome patients: correlation of disease
severity with mutation type and location. Hum Mol Genet 9:1119-1129

e Chen RZ, Akbarian S, Tudor M, Jaenisch R (2001) Deficiency of methyl-CpG binding
protein 2 in CNS neurons results in a Rett-like phenotype in mice. Nat Genet 27:327-331

e Christy RJ, Kaestber KH, Geiman DE, Lane MD (1991) CCAAT/enhancer binding pro-
tein gene promoter: binding of nuclear factor during differentiation of 3T3-L1 preadi-

pocytes. Proc Natl Acad Sci 88:2593-7

e Clark A (1996) Rett syndrome. J Med Genet 33:693-699

169



ANALISI DEL GEN MECP2 A LA SINDROME DE RETT. CORRELACIONS GENOTIP-FENOTIP

e Clayton-Smith J, Watson P, Ramsden S, Black GC (2000) Somatic mutation in MECP2 as
a non-fatal neurodevelopmental disorder in males. Lancet 356:830-832

e Coker SB & Melnyk AR (1991) Rett syndrome and mitochondrial enzyme deficiencies.
J Child Neurol 6:164-166

e Conforti FL, Massei R, Magariello A, Patitucci A, Gabriele AL, Muglia M, Quattrone A,
Fiumara A, Barone R, Pavone L, Nistico R, Mangone L (2003) Mutation analysis of the
MECP2 gene in patients with Rett syndrome. Am J Med Genet 117A:184-187

e Couvert P, Bienvenu T, Aquaviva C, Poirier K, Moraine C, Gendrot C, Verloes A,Andres
C, Le Fevre AC, Souville I, Steffann J, des Portes V, ROperes HH, Yntema HG, Fryns JP,
Briault S, Chelly J, Cherif B (2001) MECP2 is highly mutated in X-linked mental retar-
dation. Hum Mol Genet 10: 941-946

e Coy JF, Sedlacek Z, Bachner D, Celius H, Poustka A (1999). A complex pattern of evo-
lutionary conservation and alternative polyadenylation within the long 3’-untranslated
region of the methyl-CpG-Binding protein 2 gene (MeCP2) suggests a regulatory role
in gene expression. Hum Mol Genet 8:1253-1262

e Cross SH, Meehan RR, Nan X, Bird A (1997) A component of the transcriptional repres-
sor MeCP1 shares a motif with DNA methyltransferase and HRX proteins. Nat Genet
16:256-259

e Cummings CJ, Dahle EJ, Zoghbi HY (1998) Analysis of the genomic structure of the
human clycine receptor alpha 2 subunit gene and exclusion of this gene as a candida-
te for Rett syndrome. Am J Med Genet 78:176-178

e Curtis AR, Headland S, Lindsay S, Thomas NS, Boye E, Kamakari S, Roustan P, Anvret
M, Wahlstrom J, McCarthy G (1993) X chromosome linkage studies in familial Rett syn-
drome. Hum Genet 90:551-555

e D’Esposito M, Quaderi NA, Ciccodicola A, Bruni P. Esposito T, D’Urso M, Brown SDM
(1996) Isolation, physical mapping and Northern analysis of the X-linked human gene
encoding methyl-CpG-binding protein, MeCP2. Mamm Genome 7:533-535

e Daniel JM & Reynolds AB (1999) The catenin p120(cnt) interacts with Kaiso, a novel
BTB/POZ domain zinc finger trancription factor. Mol Cell Biol 19:3614-3623

e De Bona C, Zappella M, Hayeck G, Meloni I, Vitelli F, Bruttini M, Cusano R, Loffredo
P, Longo I, Ranieri A (2000) Preserved speech variant is allelic of classic Rett syndrome.
Eur ] Hum Genet 8:325-330

e Deguchi K, Anatlffy BA, Twohill LJ, Chakraborty S, Glaze DG, Armstrong DD (2000)
Substance P immunoreactivity in Rett syndrome. Pediatr Neurol 22:259-266

e DeZazzo J, Sandstrom D, de Bell S, Velinzon K, Smith P, Grady L, DelVecchio M,
Ramaswami M, Tully T. (2000) nayot, a mutation of the Drosophila myb-related Adf1
transcription factor, disrupts synapse formation an olfactory memory. Neuron 27:145-58

170



BIBLIOGRAFIA

e Diagnostic criteria for Rett syndrome (1988) The Rett Syndrome Diagnostic Criteria Work
Group. Ann Neurol 23:425-428

e Dotti MT, Manneschi L, Malandrini A, De Stefano N, Caznerale F, Federico A (1993)
Mitochondrial dysfunction in Rett syndrome: An ultrastructural and biochemical study.
Brain Dev 15:103-106

e Dotti MT, Orrico A, De Stefano N, Battisti C, Sicurelli F, Severi S, Lam CW, Galli L,
Sorrentino V, Federico A (2002) A Rett syndrome MECP2 mutation that causes mental
retardation in men. Neurology 58:226-30

e Dragich J, Houwink-Manville I, Schanen C (2000) Rett syndrome: a surprising result of
mutation in MECP2. Hum Mol Genet 9:2365-2375

e Ellison KA, Fill CP, Terwilliger J, DeGennari 1, Martin-Gallardo A, Anvret M, Percy AK, Ott
J, Zoghbi U (1992) Examination of X chromosome markers in Rett syndrome: exclusion
mapping with a novel variation on multilocus linkage analysis. Am | Hum Genet 50:278-287

e Everitt BS (1997) Annotation: correspondence analysis. J Child Psycol Pshychiatry
38:737-745

e Fananas L, Moral P, Panadero MA, Bertranpetit J (1992) Complement genetic markers in
schizophrenia: C3, BF and C6 polymorphisms. Hum Hered 42:162-167

e Foulds GJ & Etzkorn FA (1998) A capillary eletrophoresis mobility shift assay for pro-
tein-DNA binding affinities free in solution. Nucleic Acids Res 26:4304-4305.

e Fraga MF, Rodriguez R, Canal MJ (2000) Rapid quantification of DNA methylation by
high performance capillary electrophoresis. Electrophoresis 21:2990-2994.

e Fraga MF, Uriol E, Borja Diego J, Berdasco M, Esteller M, Canal MJ, Rodriguez R (2002)
High-performance capillary electrophoresis method for the quantification of 5-methyl
2'deoxycytidine in genomic DNA: application to plant, animal and human cancer tis-
sues. Electrophoresis 23:1677-81.

e Free A, Wakefield RI, Smith BO, Dryden DT, Barlow PN, Bird AP (2001) DNA recogni-
tion by the methyl-CpG binding domain of MeCP2. J Biol Chem 276:3353-3360

e Gale RE & Linch DC (1994) Interpretation of X-chromosome inactivation patterns. Blood
84:2376-2378

e Garcia-Giralt N, Nogués X, Enjuanes A, Puig J, Mellibovsky L, Bay-Jensen A, Carreras R,
Balcells S, Diez-Pérez A, Grinberg D (2002) Two new single-nucleotide polymorphisms
in the COL1A1 upstream regulatory region and their relationship to Bone Mineral
Density. J Bone Miner Res 17:384-393

e Gartler SM & Riggs AD (1983) Mammalian X-chromosome inactivation. Annu Rev Genet
17:155-190

171



ANALISI DEL GEN MECP2 A LA SINDROME DE RETT. CORRELACIONS GENOTIP-FENOTIP

Geerdink N, Rotteveed JJ, Lammens M, Sistermans EA, Heikens GT, Gabreels FJ,
Mullaart RA, Hamel BC (2002) MECP2 mutation in a boy with severe neonatal encep-
halopathy: clinical, neuropathological and molecular findings. Neuropediatrics 33:33-36

Gill H, Cheadle JP, Maylanrd J, Fleming N, Whatley S, Cranston T, Thompson EM,
Leonard H, Davis M, Christoloulou, Skjeldal O, Hanefeld F, Kerr A, Tandy A, Ravine D,
Clarke A (2003) Mutation analysis in the MECP2 gene and genetic counseling for Rett
syndrome. J Med Genet 40:380-384

Goto T & Monk M (1998) Regulation of X-chromosome inactivation in development in
mice and humans. Microbiol Mol Biol Rev 62:362-78

Gregory RI, Randall TE, Johnson CA, Khosla S, Hatada I, O’Neill LP, Turner BM, Feil R
(2001) DNA methylation is linked to deacetylation of histone H3, but not H4, on the
imprinted genes Snrpn and U2f1-rs1. Mol Cell Biol 21:5426-5436

Guy J, Hendrich B, Holmes M, Martin JE, Bird A (2001) A mouse Mecp2-null mutation
causes neurological symptoms that mimic Rett syndrome. Nat Genet 27:322-326

Haas RH, Dixon SD, Sartoris DJ, Hennessy MJ (1997) Osteopenia in Rett syndrome.
J Pediatr 131:771-774

Hagberg B, Aicardi J, Dias K, Ramos O (1983) A progressive syndrome of autism,
dementia, ataxia and loss of purposeful hand use in girls: Rett’s syndrome: report of 35
cases. Ann Neurol 14:471-479

Hagberg B (1985) Rett’s syndrome: prevalence and impact on progressive severe men-
tal retardation in girls. Acta Paediatr Scand 74:405-408

Hagberg B & Witt-Engerstom I (1986) Rett syndrome: a suggested staging system for
describing impairment profile with increasing towards adolescence. Am J Med Genet

Suppl 1:47-59

Hagberg BA & Skjedal OH (1994) Rett variants: a suggested model for inclusion crite-
ria. Pediatr Neurol 11:5-11

Hagberg B, Hanefeld F, Percy A, Skjeldal O (2002) An update on clinically applicable
diagnostic criteria in Rett syndorme. Comments to Rett Syndrome clinical criteria con-
sensus panel satellite to European Paediatric Neurology Society Meeting, Baden Baden,
Germany, 11th September 2001. Eur J Paediatric Neurol 6:293-297

Harley HG, Brook JD, Rundle SA, Crow S Brook JD, Harper PS, Shaw DJ (1992)
Expansion of unstable DNA region and phenotype variation in myotonic dystropy.
Nature 335:545-546

Hassig CA, Fleischer TC, Billini AN, Schreiber SL, Ayer DE (1997) Histone deacetylase
activity is required for full transcriptional repression by mSin3A. Cell 89:341-347.

172



BIBLIOGRAFIA

e Heidary G, Hampton LL, Schanen NC, Rivkin MJ, Darras BT, Battey J, Francke U (1998)
Exclusion of the gastrin-releasin peptide receptor (GRPR) locus as a candidate gene for
Rett syndrome. Am J Med Genet 78:173-175

e Heinzel T, Lavinsky RM, Mullen TM, Soderstrom M, Laherty CD, Torchia J, Yang WM,
Brard G, Ngo SD, Davie JR, Seto E, Eisenman RN, Rose DW, Glass CK, Rosenfeld MG
(1997) A complex containing N-CoR, mSin3 and histone deacetylase mediates trans-
criptional repression. Nature 387:43-48

e Hendrich B & Bird A (1998) Identification and characterization of a family of mamma-
lian methyl-CpG binding proteins. Mol Cell Biol 18:6538-47

¢ Hendrich B, Abbott C, McQueen H, Chambers D, Cross S, Bird A. (1999) Genomic struc-
ture and chromosomal mapping of the murine and human Mbd1l, Mbd2, Mbd3, and
Mbd4 genes. Mamm Genome 10:906-12.

e Herbst D & Miller J (1980) Nonsepecific X-linked mental retardation II: the frequency
in British Columbia. Am J Med Genet 7:461-469

e Hoffbuhr K, Devaney J, LaFleur B, Sirianni N, Scacheri C, Giron J, Schuette J, Innis ]J,
Marino M, Philippart M, Narayanan V, Umansky R, Kronn, Hoffman EP, Naidu S (2001)
Genotype and Phenotype evaluation of MeCP2 mutations in Rett syndrome. Neurology
56:1486-1495

e Hofferbert S, Schanen NC, Budden SS, Francke U (1997) Is Rett syndrome caused by
triplet repeat expansion? Neuropediatrics 28:179-183

e Holm VA (1986) Physical growth and development in patients with Rett syndrome. Am
J Med Genet Suppl 1:119-126

e Huppke P, Held M, Hanefeld F, Engel W, Laccone F (2002) Influence of mutation type
and location on phenotype in 123 patients with Rett syndrome. Neuropediatrics. 33:63-68

e Huppke P, Laccone F, Kramer N, Engel W, Hanefeld F (2000) Rett syndrome: analysis
of MECP2 and clinical characterization of 31 patients. Hum Mol Genet 22:1369-1375

e Imessaoudene B, Bonnefont JP, Royer G, Cormier-Daire V, Lyonner s, Lyon G, Munnich
A, Amiel J (2001) MECP2 mutation in non-fatal, non progressive encephalopathy in a
male. | Med Genet 38:171-174

e Inui K, Akagi M, Ono J, Tsukamoto H, Shimono K, Mano T, Imai K, Yamada M,
Muramatsu T, Sakai N, Okada S (2001) Mutation analysis of MECP2 in Japanese patients
with atypical Rett syndrome. Brain Dev 23:212-215

e Jacobson M (1991) Developmental Neurology, 3rd edn. Plenum Press, New York

e Jan MM, Dooley JM, Gordon KE (1999) Male Rett syndrome variant: application of diag-
nostic criteria Pediatr Neurol 20:238-40

173



ANALISI DEL GEN MECP2 A LA SINDROME DE RETT. CORRELACIONS GENOTIP-FENOTIP

e Jellinger K & Seitelberg F (1986) Neuropathology of Rett syndrome. Am | Med Genet
Suppl 1:259-288

e Jellinger KA (2003) Rett Syndrome - an update. J Neural Transm. 110:681-701

e Johnson WF (1980) Metabolic interference and the +/- heterozygote: a hypothetical
form of simple inheritance which is neither fominant nor recessive. Am J Hum Genet
32:374-380

e Jones PL, Veentra GJ, Wade PA, Vermaak D, Kass SU, Landsberger N, Strtoubouli J,
Wolffe AP (1998) Methylated DNA and MeCP2 recruit histone deacetylase to repress
transcription. Nat Genet 19:187-191

e Journel H, Melki J, Turleau C, Munnich A, de Grouchy J (1990) Rett phenotype with
X/autosome translocation: possible mapping to the short arm of chromosome X. Am J
Med Genet 35:142-147

e Jung BP, Jugloff FGM, Zhang G, Logan R, Brown S, Eubanks JH (2003) The expression
of methyl-CpG binding factor MeCP2 correlates with cellular differentiation in the deve-
loping rat brain and in cultured cells. J Neurobiol 55:86-96

e Kaludov NF & Wolffe AP (2000) MeCP2 driven transcriptional repression in vitro: selec-
tivity for methylated DNA, action at a distance and contacts with the basal transcription
machinery. Nucleic Acids Res 28:1921-19-28

e Kaufmann WE, Naidu S, Budden S (1995) Abnormal expression of microtubule-asso-
ciated protein 2 (MAP-2) in neocortex in Rett syndrome. Neuropediatrics 26:109-113

e Kaufmann WE, Worley PF, Pegg J, Mremer M, Isakson P (1996) COX-2, a synaptically
induced enzyme, is expressed by excitatory neurons at postsynaptic sites in rat cerebral
cortex. Proc Natl Acad Sci USA 93:23172321

e Kaufmann WE, Worley PF, Taylor CV, Bremer M, Isakson PC (1997) Cyclooxygenase-2
expression during rat neocortical development and in Rett syndrome. Brain Dev 19:25-34

e Kerr AM & Stephenson JB (1985) Rett's syndrome in the west of Scotland. Br Med |
(Clin Res Ed) 291-579-582

e Kim SJ & Cook EH Jr (2000) Novel de novo nonsense mutation of MECP2 in a patient
with Rett syndrome. Hum Mut 15:382-383

e Klauck SM, Lindsay S, Beyer KS, Splitt M, Burn J, Poustka A (2002) A mutation hot spot
for nonspecific X-linked mental retardation in the MECP2 gene causes the PPM-X syn-
drome. Am | Hum Genet 70:1034-7

e Kokura K, Kaul SC; Wadhwa R, Nomura T, Khan MM, Shinagawa T, Yasukawa T,
Colmenares C, Ishii S (2001) The Ski protein family is required for MeCP2-mediated
transcriptional repression. J Biol Chem 276:34115-34121

174



BIBLIOGRAFIA

e Kozinetz CA, Skender ML, MacNaughton N, Almes M]J, Schultz R], Percy AK, Glaze DG
(1993) Epidemiology of Rett syndrome: a population-based registry. Pediatrics 91:445-450

e Krawczak M, Ball EV, Cooper DN (1998) Neighboring-nucleotide effects on the rates of
germ-line single-base-pair substitution in human genes. Am J Hum Genet 63:474-488

e Kresppischi AC, Kok F, Otto PG (1998) X chromosome-inactivation patterns in patients
with Rett syndrome. Hum Genet 102:319-321

e Kudo S, Fukuda M (1993) Transcriptional activation of human leukosialin (CD43) gene
by Sp1 through binding to a GGGTGG motif. Eur J Biochem 223:319-327

e Kudo S (1998) Methyl-CpG-binding protein MeCP2 represses Spl-activated transcription of
the human leukosialin gene when the promoter is methylated. Mol Cell Biol 18:5492-5499

e Kudo S, Nomura Y, Segawa M, Fujita N, Nakao M, Dragich J, Schanen C, Tamura M
(2001) Functional analyses of MeCP2 mutations associated with Rett syndrome using
transient expression systems. Brain Dev 23 Suppl 1:5165-S173

e Kudo S, Nomura Y, Segawa M, Fujita N, Nakao M, Hammer S, Schanen C, Terai I,
Tamura M (2002) Functional characterization of MeCP2 mutations found in male
patients with X linked mental retardation. J Med Genet 39:132-136

e Laan AEM & Vein AA (2002) A Rett patient with a typical Angelman EGG. Epilepsia
43:1590-1592

e Laccone F, Zoll B, Huppke P, Hanefeld F, Pepinski W, Trappe R (2002) MECP2 gene
nucleotide changes and their pathogenicity in males: proceed with caution. J Med Genet
39:586-588

e Lam CW, Yeung WL, Ko CH, Poon PM, Tong SF, Chan KY, Lo IF, Chan LY, Hui J, Wong
V, Pang CP, Lo YM, Fok TF (2000) Spectrum of mutations in the MECP2 gene in patients
with infantile autism and Rett syndrome. J Med Genet 37:E41

e LaSalle JM, Goldstine J, Balmer D, Greco CK (2001) Quantitative localization of hetero-
geneous methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2) expression phenotypes in normal and
Rett syndrome brain by laser scanning cytometry. Hum Mol Genet 10:1729-1740

e LeCaptain DJ, Michel MA, Van Orden A (2001) Characterization of DNA-protein com-
plexes by capillary electrophoresis-single molecule fluorescence correlation spectros-
copy. Analyst 126:1279-1284.

e Leonard H, Silberstein J, Falk R, Houwink-Manville I, Ellaway C, Raffaele LS, Engerstrom
IW, Schanen C (2001) Occurrence of Rett syndrome in boys. J Child Neurol 16:333-338

e Leonard H, Colvin L, Christodoulou J, Schiavello T, Williamson S, Davis M, Ravine D,
Fyfe S, de Klerk N, Matsuishi T, Kondo I, Clarke A, Hackwell, Yamashita Y (2003)
Patients mith the R133C mutation: is their phenotype different from patients with Rett
syndrome with other mutations? J Med Genet 40:e52

175



ANALISI DEL GEN MECP2 A LA SINDROME DE RETT. CORRELACIONS GENOTIP-FENOTIP

e Lewis JD, Meehan RR, Henzel WJ, Maurer-Fogy I, Jeppersen P, Klein F, Bird A (1992)
Purification, sequence and cellular localization of a novel chromosomal protein that
binds to methylated DNA. Cell 69:905-914

e Lobo-Menendez F, Sossey-Alaoui K, Bell JM, Copeland-Yates SA, Plank SM, Sanford SO,
Skinner C, Simensen RJ, Schroer RJ, Michaelis RC (2003) Absence of MeCP2 mutations
in patients from the South Carolina autism project. Am J Med Genet 15:97-101

e Lynch SA, Whatley SD, Ramesh V, Sinha, Ravine D (2003) Sporadic case of fatal encep-
halopathy with neonatal onset associated with a T158M missense mutation in MECP2.
Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed 88:F250-F252

e Lyon MF (1961) Gene action in the X-chromosome of the mouse (Mus musculus L.)
Nature 190:372

e Lyon MF (2002) X-chromosome inactivation and human genetic disease. Acta Paediatr
Suppl 91:107-112

e Maiwald R, Bonte A, Jung H, Bitter P, Storm Z, Laccone F, Herkenrath P (2002) De novo
MECP2 mutation in a 46,XX male patient with Rett syndrome. Neurogenetics 4:107-108

e Mak SC, Chi CS, Chen CH, Shian WJ (1993) Abnormal mitochondria in Rett syndrome:
one case report. Zhonghua Yi Xue Za Zbi (Taipei) 52:116-119

e Maquat J (2001) The power of point mutations. Nat Genet 27:5-6

e Marin M, Karis A, Visser P, Grosveld F, Philipsen S (1997) Transcription factor Sp1 is
essential for early embryonic development but dispensable for cell growth and diffe-
rentiation. Cell 89:619-628

e Matsuishi T, Nagamitsu S, Yamashita Y, Murakami Y, Kimura A, Sakai T, Shoji H, Kato
H, Percy AK (1997) Decreased cerebrospinal fluid levels of substance P in patients with
Rett syndrome. Ann Neurol 42:978-981

e Meloni I, Bruttini M, Longo I, Mari F, Rizzolio F, D’Adamo P, Denvriendt K, Fryns JP,
Toniolo D, Renieri A (2000) A mutation in the Rett syndrome gene, MECP2, causes X-lin-
ked mental retardation and progressive spasticity in males. Am J Hum Genet 67:982-985

e Miggeon BR, Dunn MA, Thomas G, Schmeckpeper BJ, Naidu S (1995) Studies of X inac-
tivation and isodisomy in twins provide further evidence that the X chromosome is not
involved in Rett syndrome. Am ] Hum Genet 56:647-653

e Moncla A, Kpebe A, Missirian C, Mancini J, Villard L (2002) Polymorphisms in the C-ter-
minal domain of MECP2 in mentally handicapped boys: implications for genetic coun-
selling. Eur ] Hum Genet 10:86-89

e Monrds E, Armstrong J, Aibar E, Poo P, Cands I, Pineda M (2001) Rett syndrome in
Spain: mutation analysis, and clinical correlations. Brain Dev 23 Suppl 1:S251-S253




BIBLIOGRAFIA

e Monrds E, Molt6 MD, Martinez F, Canizares J, Blanca J, Vilchez JJ, Prieto F, de Frutos R,
Palau F (1997) Phenotype correlation and Intergenerational dynamics of the Friedreich
ataxia GAA trinucleotide repeat. Am J Hum Genet 61:101-110

e Moog U, Smeets EE, Van Roosendaal KE, Schoenmakers S, Herbergs J, Shoonbrood-
Lenssen AM, Schrnader-Stumpel CT (2003) Neurodevelopmental disorders in males rela-
ted to the gene causing Rett syndrome in females (MECP2). Eur J Paedr Neurol 7:5-12

e Moses LM*, Armstrong J*. Hoffbuhr K, Pineda M, Bibat G, Gonzailez E, Galin F, Naidu
S, Hoffman E, Monr6s E. In-frame deletions in the MECP2 gene inherited as poly-
morphisms in two girls with Rett syndrome. *Both authors contributed equally to this
work (submitted).

e Motil KJ, Schultz RJ, Wong WW, Glaze DG (1998) Increased energy expenditure asso-
ciated with repetitive involuntary movement does not contribute to growth failure in
girls with Rett syndrome. J Pediatr 132:228-233

e Nagy L, Kao HY, Chakravarti D, Lin RJ, Hassig CA, Ayer DE, Schreiber SL, Evans RM
(1997) Nuclear receptor repression mediated by a complex containing SMRT, mSin2A,
and histone deacetylase. Cell 89:373-380.

e Naidu S, Murphy M, Moser HW, Rett A (1986) Rett syndrome-natural history in 70 cases.
Am ] Med Genet Suppl 1:61-72

e Naidu SB (1997) Rett syndrome. Indian | Pediatr 64:651-9

e Naidu S, Kaufmann WE, Abrams MT, Pearlson GD, Lanham DC, Fredericksen KA,
Barker PB, Horska A, Golay X, Mori S, Wong DF, Yablonski M, Moser HW, Johnston MV
(2001) Neuroimaging studies in Rett Syndrome. Brain Dev 23 Suppl 1562-S71

e Nan XS, Meehan RR, Bird A (1993) Dissection of the methyl-CpG-binding domain from
the chromosomal protein MeCP2. Nucleic Acids Res 21:4886-4892

e Nan X, Tate P, Li E, Bird A (1996) DNA methylation specifies chromosomal localization
of MeCP2. Mol Cell Biol 16:414-421

e Nan XS, Campoy FJ, Bird A (1997) MeCP2 is a transcriptional repressor with abundant
binding sites in genomic chromatin. Cell 88:471-481

e Nan XS, Ng HH, Johnson CA, Laherty CD, Turner BM, Eisenman RN, Bird A (1998)
Transcriptional repression by the methyl-CpG-binding protein MeCP2 involves a histo-
ne deacetylase complex. Nature 393:386-389

e Narayanan V, Olinsky S, Dahle E, Naidu S, Zoghbi HY (1998) Mutation analysis of the
MG6b gene in patients with Rett syndrome. Am J Med Genet 78:165-168

e Ng HH & Bird (1999) A DNA methylation and chromatin modification Curr Opin Genet
Dev 9:158-163

177



ANALISI DEL GEN MECP2 A LA SINDROME DE RETT. CORRELACIONS GENOTIP-FENOTIP

e Ng HH, Jeppesen P, Bird A (2000) Active repression of methylated genes by the chro-
mosomal protein MBD1. Mol Cell Biol 20:1394-1406

e Nielsen JB, Henriksen KF, Hansen C, Silahtaroglu A, Schwartz M, Tommerup N (2001)
MECP2 mutations in Danish patients with Rett syndrome: high frequency of mutations
but no consistent correlations with clinical severity or with the X chromosome inacti-
vation pattern. Eur ] Hym Genet 9:178-184

e Nomura T, Khan MM, Kaul SC, Dong HD, Wadhwa R, Colmenares C, Kohno I, Ishii S
(1999) Ski is a component of the histone deacetylases complex required for trasncrip-
tional repression by Mad and thyroid hormone receptor. Genes Dev 13:412-423

e Noumova AK, Plengue RM, Bird LM, Leppert M, Morgan k, Willard HF, Sapienza C
(1996) Heritability of X chromosome-inactivaction phenotyope in a large family. Am J
Hum Genet 58:1111-1119

e Oberlé I, Rousseau F, Heitz D, Kretz C, Devys D, Hanauer A, Boue J, Bertheas MF,
Mandel JL (1991) Instability of a 550-base pair DNA segment and abnormal methylation
in fragile X syndrome. Science 252:1097-1102

e Ohki I, Shimatoke N, Fujita N, Nakao M, Shirakawa M (1999) Solution structure of the
methyl-CpG-binding domain of the methylation-dependent transcriptional repressor
MBD1. EMBO ] 18:6653-6661

e Orrico A, Lam C, Galli L, Dotti MT, Hayek G, Tong SF, Poon PM, Zappella M, Federico
A, Sorrentino V (2000) MECP2 mutation in male patients with non-specific X-linked
mental retardation. FEBS Lett 481:285-288

e Paratcha G, Stein ML, Szapiro G, Lopez M, Bevilaqua L, Cammarota M, Iraldi AP,
Izquierdo I, Medina JH (2000) Experience-depenent decrease in synaptically localizad
Fra-1. Mol Brain Res 70:120-130

e Percy AK, Schanen C, Dure LS (1998) The genetic basis of Rett syndrome: Candidate
gene considerations. Mol Genet Metab 64:1-6

e Prokhortchouk A, Hendrich B, Jorgensen H, Ruzov A, Wilm M, Georgiev G, Bird A,
Prokhortchouk E (2001) The p120 catenin partner Kaiso is a DNA methylation-depend-
ent transcriptional repressor. Genes Dev 15:1613-1618

e Quaderi NA, Meehan RR, Tate PH, Cross Sh, Bird AP, Chaterjee A, Herman GE, Brown
SD (1994) Genetic and physical mapping of a gene encoding a methyl CpG binding
protein, Mecp2, to the mouse X chromosome. Genomics 22:648-651

e Reichwald K, Thiesen J, Wiehe T, Weitzel J, Poustka WA, Rosenthal A, Platzer M,
Stratling WH, Kioschis P (2000) Comparative sequence analysis of the MECP2-locus in
human and mouse reveals new transcribed regions. Mamm Genome 11:182-90

e Rett A (1966) Uber ein eigenartiges hirnatrophisches syndrom bei hyperammonemie im
kindesalter. Wien Med Wochenschr 116:723-728

178



BIBLIOGRAFIA

e Roloff TC, Ropers HH, Nuber UA (2003) Comparative study of methyl-CpG-binding
domain proteins. BCM Genomics 4:1

e Schanen NC, Dahle EJ, Capozzoli F, Holm VA, Zoghbi HY, Francke U (1997) A new Rett
syndrome family consistent with X-linked inheritance expands the X chromosome
exclusion map. Am J Hum Genet 61:634-641

e Schanen C & Francke U (1998) A severity affected male born into a Rett syndrome kin-
dred supports X-linked inheritance and allows extension of the exclusion map. Am J
Hum Genet 63:267-269

e Schanen C (2001) Rethinking the fate of males with mutations in the gene that causes
Rett syndrome. Brain Dev 23:5144-S146

e Schwartzman JS, Bernardino A, Nishimura A, Gomes RR, Zats M (2001) Rett syndrome
in a boy with a 47, XXY karyotype confirmed by a rare mutation in the MECP2 gene.
Neuropediatrics 32:162-164

e Shahbazian MD & Zoghbi HY (2001) Molecular genetics of Rett syndrome and clinical
spectrum of MECP2 mutations. Curr Opin Neurol 14:171-176

e Shahbazian MD & Zoghi H (2002) Rett syndrome and MeCP2: linking epigenetics and
neuronal function. Am J Hum Genet 71:1259-1272

e Shahbazian MD, Antalffty BA, Armstrong D, Zoghi H (2002a) Insight into Rett syndro-
me: MeCP2 levels display tissue- and cell-specific differences and correlate with neu-
ronal maturation. Hum Mol Genet 11:115-124

e Shahbazian MD, Sun Y, Zoghi H (20025) Balanced X chromosome inactivation patterns
in the Rett syndrome brain. Am J Med Genet 111:164-168

e Shahbazian MD, Young JI, Yuva-Paylor LA, Spencer CM, Antalffy BA, Noebels JL,
Armstrong D, Paylor R, Zoghi H (2002¢) Mice with truncated MeCP2 recapitulate many
Rett syndrome features and display hyperacetylation of histone H3. Neuron 35:243-254

e Sirianni N, Naidu S, Pereira J, Pillotto RF, Hoffman EP (1998) Rett syndrome: confirma-
tion of X-linked dominant inheritance, and localization of the gene to Xq28. Am J Hum
Genet 63:1552-1558

e Song HR & Schanen NC (1998) Search for mutation in the GdX in Rett syndrome. In
48th Annual Meeting of the American Society of Human Genetics, Denver, CO

e Song HR, Gu A, Schanen NC (1999) Identification of a second polymorphism in the
human serotonin receptorv2C gene (5-HT2C). Mol Genet Metab 66:224-227

e Summer C, Shinohara T, Durham L, Traub R, Major EO, Amemiya K (1996) Expression
of multiple classes of the Nuclear Factor-1 family in the developing human brain: dif-
ferential expression of two classes of NF-1 gene. J Neurovirol 2:87-100.

179



ANALISI DEL GEN MECP2 A LA SINDROME DE RETT. CORRELACIONS GENOTIP-FENOTIP

e Takahashi Y, Fukushige S, Murotsu T, Matsubara K (1986) Structure of human cholecy-
tokinin gene and its chromosomal location. Gene 50:353-60.

e Tang J, Qi Y, Bao XH, Wu XR (1997) Mutational analysis of mitochondrial DNA of chil-
dren with Rett syndrome. Pediatric Neurol 17:327-330

e Tate P, Skarnes W, Bird A (1996) The methyl-CpG binding protein MeCP2 is essential
for embryonic development in the mouse. Nat Genet 12:205-208

e Tatematsu K, Yamazaki T, Ishikawa F (2000) MBD2-MBD3 complex binds to hemi-
methylated DNA and forms a complex containing DNMt1 at the replication foci in late
S phase. Genes to Cells 5:677-688.

e The Huntington Disease Collaborative Research Group (1993) A novel gene containing
a trinucleotide repeat that is expanded and unstable on Huntington's disease chromo-
somes. Cell 72:971-983

e Thomas GH (1996) High male:female ratio of germ-line mutations: an alternative expla-
nation for postulated gestational lethality in males in X-linked dominant disorders. Am
J Hum Genet 58:1364-1368

e Topcu M, Akyerli C, Sayi A, Toruner GA, Kocoglu SR, Cimbis M, Ozcelik T (2002)
Somatic mosaicism for a MECP2 mutation associated with classic Rett syndrome in a
boy. Eur ] Hum Genet 10:77-81

e Trappe R, Laccone F, Cobilanschi J, Meins M, Huppke P, Hanefeld F, Engel W (2001)
MECP2 mutations in sporadic cases of Rett syndrome are almost exclusively of paternal
origin. Am ] Hum Genet 68:1093-2001

e Turner H, MacDonald F, Warburton S, Latif F, Webb T (2003) Developmental delay and
the methyl binding genes. J Med Genet 40:E13

e Vacca M, Filippini F, Budillon A, Rossi V, Della Ragione F, De Bonis ML, Mercadante G,
Manzati E, Gualandi F, Bigoni S, Trabanelli C, Pini G, Calzolari E, Ferlini A, Meloni I,
Hayek G, Zappella M, Renieri A, D'Urso M, D'Esposito M, Macdonald F, Kerr A, Dhanjal
S, Hulten M (2001) MECP2 gene mutation analysis in the British and Italian Rett
Syndrome patients: hot spot map of the most recurrent mutations and bioinformatic
analysis of a new MECP2 conserved region. Brain Dev 23 Suppl 1:5246-S250

e Van der Veyver IB, Subramanian S, Zoghbi HY (1998) Genomic structure of a human
holocytochrome c-type synthetase gene in Xp22.3 and mutation analysis in patients
with Rett syndrome. Am J Med Genet 78:179-181

e Verma NP, Chheda RL, Nigro MA, Hart ZH (1986) Electroencephalographic findings in
Rett syndrome. Electroencephalogr Clin Neurophysiol 64:394-401

e Vilain A, Apiou F, Vogt N, Dutrillaux B, Malfoy B (1996) Assignement of the gene for
methyl-CpG-binding protein 2 (MECP2) to human chromosome band Xq28 by in situ
hybridization. Cytogenet Cell Genet 74:293-294

180



BIBLIOGRAFIA

e Villard L, Kpebe A, Cardoso AK, Chelly PJ, Tardieu M, Fontes M (2000) Two affected
boys in a Rett syndrome family: clinical and molecular findings. Neurology 55:1188-1193

e Villard L, Lévy N, Xiang F, Kpebe A, Labelle V, Chevillard C, Zhang Z, Schwartz CE,
Tardieu M, Chelly J, Anvret M, Fontes M (2001) Segregation of a totally skewed pattern
of X chromosome inactivation in four familial cases of Rett syndrome without MECP2
mutation: implications for the disease. J Med Genet 38:435-442

e Vorsanova SG, Yurov YB, Ulas VY, Demidova IA, Sharonin VO, Kolotti AD,
Gorbatchevskaia NL, Beresheva AK Soloviev IV (2001) Cytogenetic and molecular-cytoge-
netic studies of Rett syndrome (RTT): a retrospective analysis of a Russian cohort of RTT
patients (the investigation of 57 girls and three boys). Brain Dev 23 Suppl 1:5196-S201

e Vourch P, Bienvenu T, Beldjord C, Chelly J, Barthelemy C, Muh JP, Andres C (2001) No
mutations in the coding region of the Rett syndrome gene MECP2 in 59 autistic patients.
Eur ] Hum Genet 9:556-558

e Wade PA (2001) Methyl CpG-binding proteins and transcriptional repression. Bioessays
23:1131-1137.

e Wakefield IR, Smith BO, Nan X, Free A, Soteriu A, Uhrin D, Bird AP, Barlow PN (1999)
The solution structure of the domain from MeCP2 that binds to methylated DNA. J Mo/
Biol 291:1055-1065

e Wan M, Francke U (1998) Evaluation of two X chromosomal candidate genes for Rett
syndrome: glutamtate dehydrogenase-2 (GLUD2) and rab GDP-dissociation inhibitor
(GDI1). Am J Med Genet 78:169-172

e Wan M, Sung Jae Lee S, Zhang X, Houwink-Manville I, Song H-R, Amir R, Budden S,
Naidu S, Pereira JL, Lo IF, Zoghbi HY, Schanen NC, Francke U (1999) Rett Syndrome
and beyond: recurrent spontaneous and familial MECP2 mutations at CpG hotspots. Am
J Hum Genet 65:1520-1529

e Wan M, Zhao K, Sung Jae Lee S, Francke U (2001) MECP2 truncating mutations cause
histone H4 hyperacetylation in Rett syndrome. Hum Mol Genet 10:1085-1092

e Watson P, Black G, Ramsden S, Barrow M, Super M, Kerr B, Clayton-Smith J (2001)
Angelman syndrome phenotype associated with mutations in MECP2, a gene encoding
a methyl CpG binding protein. J Med Genet 38:224-228

e Weaving LS; Williamson SL, Bennetts B, Davis M, Ellaway CJ, Leonard H, Thong MK,
Delatycki M, Thompson EM, Laing N, Christodoulou J (2003) Effects of MECP2 muta-
tion type, location and X-inactiavation in modulating Rett syndrome phenotype. Am J
Med Genet 118A:103-114

e Webb T, Watkiss E, Woods CG (1993) Neither uniparental disomy nor skewed X-inacti-
vation explains Rett syndrome. Clin Genet 44:236-240




ANALISI DEL GEN MECP2 A LA SINDROME DE RETT. CORRELACIONS GENOTIP-FENOTIP

e Webb T & Watkiss E (1996) A comparative study of X-inactivation in Rett syndrome pro-
bands and control subjects. Clin Genet 49:198-195

e Webb T, Clarke A, Hanefeld F, Pereira JL, Rosenbloom L, Woods CG (1998) Linkage
analysis in Rett syndrome families suggests that there may be a critical region at Xq28.
J Med Genet 35:997-1003

e Webb T & Latif F (2001) Rett syndrome and the MECP2 gene. | Med Genet 38:217-223

e Weir BS (1990) Genetic Data Analysis. Sinauer Associates, Inc. Publishers. Sunderland,
Massachussets.

e Whitaker-Azmitia, PM (2001) Serotonin and brain develpment: Role in human develop-
mental diseases. Brain Research Bulletin 56:479-485

e Whitty CJ, Kapatos G, Bannon MJ (1993) Neurotrophic effects of substance P on hip-
pocampal neurons in vivo. Neurosci Lett 164:141-144

e Winnepenninckx B, Errijgers V, Hayez-Delatte F, Reyniers E, Frank-Kooy R (2002)
Identification of a family with nonspecific mental retardation (MRX79) with the A140V
mutation in the MECP2 gene: is there a need for routine screening? Hum Mutat 20:249-52

e Xiang F, Zhang Z, Clarke A, Joseluiz P, Sakkubai N, Saroniji B, Delozier-Blanchet CD,
Hansmann I, Edstrom L, Anvret M (1998) Chromosome mapping of Rett syndrome: a
likely candidate region on the telomerase of Xq. J Med Genet 35:297-300

e Xiang F, Buervenich S, Prieto N, Bailey MES, Zhang Z, Anvret M (2000) Mutation scre-
ening in Rett syndrome patients. | Med Genet 37:250-255

e Xiang F, Stenbom Y, Anvret M (2002) MECP2 mutations in Swedish Rett syndrome clus-
ters. Clin Genet 61:384-385

e Yamashita Y, Kondo I, Fukuda T, Morishima R, Kusaga A, Iwanaga R, Matsuishi T (2001)
Mutation analysis of the methyl-CpG-binding protein 2 gene (MECP2) in Rett sybdrome
with preserved speech. Brain Dev 23 Suppl 1:5157-S160

e Yntema HG, Oudakker AR, Kleefstra T, Hamel BCJ Bokhoven H, Chelly J, Kalscheuer
VM, Fryns JP, Raynaud M, Moizard MP, Moraine C (2002a) In-frame deletion in MECP2
causes mild nonspecific mental retardation. Am J Med Genet 107:81-83

e Yntema HG, Kleefstra T, Oudakker AR, Romein T, de Vries BBA, Nillesen W, Sistermans
EA, Bruner HG, Hamel BCJ, Bokhoven H (20025) Low frequency of MEPC2 mutations
in mentally retarded males. Eur ] Hum Genet 10:487-490

e Yu F Thiesen ], Stratling WH (2000) Histone deacetylase-independent trasncriptional
repression by methyl-CpG-binding protein 2. Nucleic Acids Res 28:2201-2206

e Yusufzai TM & Wolffe AP (2000) Functional consequences of Rett syndrome mutations
on human MeCP2. Nucleic Acids Res 28:4172-4179

182



BIBLIOGRAFIA

e Zappella M (1992) The Rett girls with preserved speech. Brain Dev 14:98-101

e Zappella M, Meloni I, Longo I, Hayek G, Renieri A (2001) Preserved speech variants of
the Rett syndrome: molecular and clinical analysis. Am J Med Genet 104:14-22

e Zappella M, Meloni I, Longo I, Canitano R, Hayek G, Rosaia L, Mari F, Renieri A (2003)
Study of MECP2 gene in Rett syndrome variants and autistic girls. Am J Med Genet
15,119B:102-7

e Zeev BB, Yaron Y, Schanen NC, Wolf H, Brandt N, Ginot N, Shomrat R, Orr-Urtreger A
(2002) Rett syndrome: clinical manifestations in males with MECP2 mutations. J Child
Neurol 17:20-24

e Zoghbi HY, Percy AK, Schultz RJ, Fill C (1990) Patterns of X chromosome inactivation
in the Rett syndrome. Brain Dev 12:131-135

183



	-B-Index.pdf
	001-002-Abreviatures.pdf
	003-030-Introduccio.pdf
	031-034-Hipotesi.pdf
	035-038-Objectius.pdf
	039-122-Resultats.pdf
	123-142-Discussio.pdf
	143-146-Conclussions.pdf
	147-164-Addenda.pdf
	165-186-Bibliografia.pdf



