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La síndrome de Rett (RTT) va ser inicialment descrita per Andreas Rett el 1966 (Rett, 1966),

però no va ser fins l’any 1982, a la Federació Europea de Neuropediatria celebrada a

Norwirherhout (Holanda), quan el Dr. Hagberg va presentar una descripció clínica deta-

llada de la malaltia. El 1983 es va descriure l’RTT en una publicació a la literatura mèdi-

ca com una síndrome progressiva d'autisme, demència, pèrdua de la capacitat de mani-

pulació i aparició d'estereotípies de rentat de mans en les pacients (Hagberg i col. 1983).

L’RTT només afecta a dones i té una prevalença d’1/12.000 a 1/15.000 (Hagberg i col.

1983; Kerr & Stephenson, 1985; Kozinetz i col. 1993).

1.1 Formes clíniques de la malaltia. Criteris diagnòstics

Les característiques clíniques de l’RTT van ser definides per Hagberg i col. (1985). Es dife-

rencien dues formes de la malaltia, la forma clàssica i les formes atípiques o variants. 

La forma clàssica de l’RTT es caracteritza per un període 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 regressió en les activitats adquirides.

Presenten una disminució de l'activitat voluntària de les mans entre el sis mesos i els dos

anys d'edat, associada temporalment a una disfunció de la comunicació i del contacte

social. Perden el llenguatge expressiu adquirit i el llenguatge receptiu es deteriora, amb

afectació del desenvolupament psicomotor. Una de les característiques d'aquesta síndro-

me és la presència de les estereotípies típiques de les mans, en forma de rentat de mans,

recargolant-les, ensalivant-les, donant cops de mans i automatismes de fricció. Entre el

primer i quart any del desenvolupament motor comencen a aparèixer anomalies en la

deambulació (marxa apràxica), encara que hi ha pacients que no adquireixen mai la

marxa. El perímetre cranial és normal al néixer, però entre els cinc mesos i els quatre anys

de vida es manifesta una desacceleració del creixement cefàlic, que en la majoria de les

pacients evoluciona cap a una microcefàlia adquirida. Tot aquest conjunt de símptomes

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 diagnòstic clínic entre els

dos i els cinc anys d'edat (Hagberg i col. 2002). 

Existeixen, a més, uns criteris de suport diagnòstic (Taula 1) que apareixen en el transcurs

de la malaltia. Consisteixen en la presència d'anomalies del ritme respiratori en l'estat de

vigília: apnees periòdiques, hiperventilació intermitent, períodes de contenció de la res-

piració, emissió forçada d'aire i saliva, i la presència de distensió abdominal per deglució

de grans quantitats d'aire. Es poden apreciar anomalies del to muscular amb atròfia de les

masses musculars i/o distonies. La presència de trastorns vasomotors perifèrics amb peus

petits, hipotròfics i freds, i la presència d'atròfies musculars distals es fan evidents al final

de la primera dècada (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 epilèptica. Els estudis electroen-

cefalogràfics (EEG) es caracteritzen per un enlentiment de la seva activitat base i patrons

intermitents de ritmes lents (3-5Hz), amb aparició de descàrregues paroxístiques amb o

sense crisis clíniques (Verma i col. 1986).

Cal afegir que existeixen també uns criteris d'exclusió (Taula 1) que permeten el diagnòs-

tic diferencial amb altres malalties neurològiques que, en ocasions, presenten trets clínics

comuns amb l’RTT, especialment en la fase de deteriorament.
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La forma clàssica presenta quatre estadis en la seva evolució clínica (Hagberg & Witt-

Engerstrom, 1986) (Fig. 1). En el primer, a partir dels sis mesos d'edat, s’aprecia una dis-

minució de l’interès pel joc i l’entorn. Durant el segon estadi, que pot durar setmanes o

mesos, es produeix una ràpida regressió amb pèrdua de l'activitat voluntària de les mans

associada a una disfunció de la comunicació i un rebuig social amb manifestacions autis-

Taula 1. Criteris diagnòstics per a l’RTT clàssica, establerts pel Consens del grup de recerca reunit a

Baden-Baden, 2001 (Hagberg i col. 2002).
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Criteris de diagnóstic per l’RTT clàssica.

Criteris necessaris

Criteris de suport

Criteris d'exclusió • Evidència d'un retard en el creixement uterí

• Organomegàlia o altres trets de malaltia de dipòsit

• Retinopatia o atròfia òptica

• Presència d'un trastorn metabòlic o neurològic progressiu

• Patologies neurològiques secundàries per infeccions greus o trauma-

tismes cranials

• Període prenatal i perinatal aparentment normal

• Desenvolupament psicomotor aparentment normal durant els primers

sis mesos de vida

• Perímetre cranial normal al néixer

• Desacceleració del perímetre cranial entre els 5 mesos i 4 anys de

vida

• Disminució de l'activitat voluntària de les mans entre els 6 mesos i 5

anys d'edat, associada a disfunció de comunicació i rebuig social

• Llenguatge expressiu i receptiu molt malmès amb afectació del siste-

ma locomotor

• Estereotípies manuals, rentat de mans, recargolant-les, ensalivant-les,

donant cops de mans i automatismes de fricció

• Anomalies en la deambulació o no adquisició de la marxa

• Possibilitat d'un diagnòstic clínic entre els 2 i 5 anys d'edat

• Anomalies del ritme respiratori i apnees periòdiques en vigília, hiper-

ventilació intermitent, períodes de contenció de la respiració emissió

forçada d'aire i de saliva, distensió abdominal per deglució de grans

quantitats d'aire

• Anomalies a l'EEG: ritme lent en vigília i patrons intermitents de rit-

mes lents descàrregues paroxístiques amb o sense crisi clínica

• Convulsions

• Anomalies del to muscular amb atròfia de les masses musculars i/o

distonies

• Trastorns vasomotors perifèrics

• Escoliosi/cifosi

• Retard en el creixement (talla)

• Peus petit, hipotròfics i freds

• Anomalies en el patró del son del lactant, amb major quantitat de son

diürn



tes, deteriorament del llenguatge expressiu i receptiu, aparició de les estereotípies manuals,

conductes automutilants, trastorns del son i anomalies en la deambulació. El tercer estadi

és d'aparent estabilitat. S'evidencia un retard molt greu neurològic amb una millora en el

contacte visual, poden presentar-se crisis epilèptiques, i es manifesten els trastorns de la

deambulació i les anomalies respiratòries. El quart estadi s'inicia després dels deu anys de

vida i pot durar dècades: s'instaura el deteriorament motor amb aparició d’escoliosi i de

trastorns tròfics, i es posa de manifest el retard de creixement global (Holm i col. 1986;

Haas i col. 1997; Motil i col. 1998). En aquesta última etapa millora el contacte visual i

social, i les convulsions són menys greus (Hagberg & Witt-Engerstrom, 1986). Se sap que

el 70% de les pacients RTT tenen una esperança de vida de 35 anys d'edat.

A més de la forma clàssica de l’RTT, existeixen les formes atípiques o variants (22% dels

casos). Per definir aquestes variants s'han dissenyat uns criteris de classificació del feno-

tip, utilitzant uns criteris principals d'inclusió i de suport que ajudaran en el moment del

diagnòstic clínic (Hagberg & Skjeldal, 1994). Dins les variants de l’RTT es diferencien les

següents formes clíniques, des de les més greus a les més lleus:

• La forma congènita o d'inici precoç presenta retard psicomotor des del naixement, sense

un període de normalitat. El seu desenvolupament psicomotor és sempre patològic i les

poques adquisicions es perden. La gran majoria de pacients no adquireixen mai la deam-

bulació. El diagnòstic sol ser difícil fins que no es defineix el fenotip clàssic de l’RTT. 

• La forma amb epilèpsia precoç té una evolució molt severa. La seva presentació clínica

es dóna entre el segon i el vuitè mes de vida amb síndrome de West o bé amb epilèp-

sia parcial o generalitzada, rebel als fàrmacs antiepilèptics. El patró de l'EGG intercrític

sempre és patològic.

• 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 absència de joc espontani. En aques-

ta variant són poc freqüents les crisis epilèptiques i poden no presentar microcefàlia

adquirida (Zapella i col. 1992). Normalment, el 40% són diagnosticades d'autisme, i un

altre 40% de retard mental amb trets autístics. 

• La forma fruste constitueix el 15% de les formes atípiques. En aquesta variant el perío-

de de regressió es produeix entre el primer i el tercer any de vida. Conserven parcial-

Figura 1. Fotografies d’una pacient amb RTT clàssica. D’esquerra a dreta, estadis segon, tercer i quart.
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ment l'ús de les mans i les estereotípies són atípiques o absents, amb poca o nul·la

detenció del creixement del perímetre cranial. El diagnòstic clínic definitiu de la forma

fruste es sol realitzar a partir dels 10-13 anys d'edat. 

• La forma amb regressió tardana inclou pacients amb retard mental inespecífic i amb un

coeficient intel·lectual inferior a 50. Inicien la regressió 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 difícil definir la forma atípica de les pacients, especialment entre les últi-

mes formes descrites, ja que els trets clínics es poden solapar i el diagnòstic depèn molt

de l'edat de la pacient. En l'última reunió internacional de neuropediatres experts en RTT

realitzada a Baden-Baden (Alemanya) el 2001, es van redefinir també els criteris diagnòs-

tics de les variants (Taula 2).

1.2 Neuropatologia del cervell

Des de la descripció de la malaltia, se sap que l’RTT afecta el cervell. Estudis en el camp de

la neuroimatge, la neurofisiologia i la neuropatologia han ajudat a definir diferències entre el

cervell de les pacients i un cervell normal. Les afectades presenten una desacceleració del crei-

xement cefàlic, i estudis postmortem han confirmat que els cervells de les pacients RTT són un

14-34% més petits que els d'individus control, sense que hi hagi evidències de pèrdua cel·lular

(Jellinger & Seitelberger, 1986; Naidu i col. 1997) (Fig. 2). Les pacients amb RTT acostumen a
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Criteris de diagnòstic per a les formes variants.

Criteris d'inclusió

Criteris principals

Criteris de suport

• Almenys tres dels sis criteris principals de la forma clàssica

• Almenys sis dels onze criteris de suport de la forma clàssica

• Absència o reducció de les habilitats manuals

• Pèrdua del llenguatge/argot

• Pèrdua de les habilitats per comunicar-se

• Desacceleració del creixement cefàlic

• Estereotípies manuals

• Trastorn del desenvolupament seguint el fenotip de l’RTT

• Anomalies del ritme respiratori

• Bruxisme

• Escoliosi/cifosi

• Amiotròfies de les extremitats inferiors

• Peus freds i cianòtics

• Aerofàgia

• Deambulació anormal o absent

• Trastorns del son

• Gran tolerància al dolor

• Crisis de riure o crits

Taula 2. Criteris diagnòstics revisats per a les formes atípiques o variants, establerts pel Consens del

grup de recerca reunit a Baden-Baden, 2001 (Hagberg i col. 2002).



tenir una talla reduïda, però si es comparen els pesos dels seus òrgans amb els d'individus nor-

mals de la mateixa talla, el cervell és l'òrgan que amb diferència presenta una reducció més

acusada (Armstrong D i col. 1999). El seu pes no supera 1 Kg (Armstrong D, 2001).

Els primers estudis neurofisiològics de la malaltia suggerien que l’RTT podia ser una

malaltia neurodegenerativa, perquè hi havia una regressió del desenvolupament. No obs-

tant, estudis neuropatològics posteriors van mostrar que no hi havia degeneració, sinó un

arrest en el procés de maduració del sistema nerviós central que es produeix durant els

primers 2-3 anys de vida. Aquest es tradueix en una falta d’arborització dendrítica i en

una alteració profunda de la xarxa sinaptogènica en àrees concretes del cervell, sense

afectar el desenvolupament de les cèl·lules glials. Les dendrites de les neurones pirami-

dals del còrtex i de les regions subcorticals de les pacients són reduïdes 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 són el córtex motor,

el nucli caudat i la substància blanca del córtex temporal. La integració dels ganglis basals

–directament implicats en la regulació de les funcions motores– amb el còrtex està també

alterada degut a una falta de desenvolupament axonal (Armstrong D, 2001). 

Aquestes alteracions neuropatològiques s’associen a canvis consistents a nivell molecular,

com la reducció o absència de la proteïna associada a microtúbuls específica de dendri-

tes MAP-2 (implicada en l’estabilitat del citoesquelet, i en el creixement i desenvolupa-

ment neural) i de la prostaglandina endoperoxidasa H sintasa-2 (enzim limitant en la bio-

síntesi de prostanoids, implicats en la neurogènesi, 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).

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

A: individu control; B: pacient RTT. Ambdós individus presenten la mateixa edat i sexe. Les fletxes

blanques mostren l’orientació longitudinal de les fibres axonals frontals dorso-laterals (en verd). Les

fletxes grogues indiquen l’orientació 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).
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Les pacients RTT presenten també alteracions selectives en els nivells de neurotransmis-

sors i factors tròfics, responsables del desenvolupament, creixement, estabilització i correc-

te funcionament dels circuits neurals (Armstrong D, 2001). La dopamina, neurotransmissor

implicat en el control i la regulació del moviment, en l’expressió dels estats afectius i en la

capacitat propositiva, està altament disminuïda en les neurones dopaminèrgiques de les

pacients. S’observen nivells reduïts de serotonina la qual, a més d’intervenir en el control

del son, de la ventilació i en la percepció del dolor, és un factor de regulació del desen-

volupament cerebral abans d’adquirir la seva funció com a neurotransmissor en el cervell

madur. Com a factor regulador, la serotonina regula tant el desenvolupament de les neu-

rones serotonèrgiques com el desenvolupament dels seus teixits diana (Whitaker-Azmitia,

2001). També la substància P, neuropèptid que estimula l'extensió de la neurita en cultius

de neuroblastomes, mostra nivells baixos en líquid cefaloraquidi, cervell i medul.la. La

substància P és un neuromodulador en neurones primàries, neurones sensitives i neuro-

nes dopaminèrgiques. Intervé en la regulació del sistema nerviós autònom en relació al sis-

tema vasomotor i cardíac. Alteracions en els nivells de substància P en l’RTT s’associen als

trastorns de la respiració i del son de les pacients, i es relacionen amb els peus freds, la

regressió motora i l’atròfia muscular. La seva relació amb el sistema endocrí podria expli-

car també el retard de creixement de les afectades.

El que encara es desconeix és si aquestes alteracions moleculars són causa o bé conse-

qüència del desenvolupament anormal del cervell de les pacients. 

Inicialment, l’RTT es va considerar una malaltia neurodegenerativa o una encefalopatia

estàtica, ja que la majoria de les pacients passaven per un període de normalitat abans

d’entrar en una etapa de regressió cognitiva. En l’actualitat és definida com una malaltia

de les sinapsis, ja que el desenvolupament neuronal i l’organització de la xarxa sinap-

togènica del cervell queden aturades. Aquest és un camp que està essent molt estudiat

des de diverses disciplines. L’estudi dels processos anòmals en l’RTT servirà de model per

aprofundir en el coneixement dels processos normals de desenvolupament del SN. g
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Les bases genètiques i el tipus d'herència de l’RTT han estat discutides durant dècades,

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 hipòtesi que l’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 començar quan el gen causant de l’RTT encara no s'havia identificat,

pel que és convenient fer una breu introducció 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'herència per a l’RTT
Es van proposar diferents models per explicar l’herència de l’RTT (Clark, 1996). La hipò-

tesi més comunament acceptada suposava una herència dominant lligada al cromosoma

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

coneixia l’existència d’uns pocs casos familiars. La presència de portadores obligades

sanes en algunes famílies s’explicaria, sota aquest model, per una inactivació totalment

esbiaixada del cromosoma X portador de la mutació, mentre que la presència de mosaï-

cisme germinal en un dels progenitors explicaria altres casos familiars descrits. D’altra

banda, estudis realitzats per diversos grups proporcionaven dades contradictòries sobre

l'existència de biaix en el patró d’inactivació de l’X (XCI) de les mares portadores asimp-

tomàtiques o de les diferents afectades dins la mateixa família (Miggeon i col. 1995;

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

posar altres hipòtesis per poder explicar l’herència de la malaltia:

• Disomia uniparental del cromosoma X. Hipòtesi descrita per Benedetti i col. (1992), i

rebutjada per Webb i col. (1993), ja que els estudis realitzats comprovaven l’herència

biparental de totes les probands RTT analitzades. 

• Interferència metabòlica dels individus heterozigots amb un locus del cromosoma X:

segons aquest model, tant les dones homozigotes com els barons hemizigòtics serien

no afectats (Johnson, 1980). La malaltia estaria produïda per la interferència metabòli-

ca entre dos productes gènics dels dos cromosomes X. A causa del procés d'XCI,

aquests productes estarien produïts en cèl·lules diferents, i aquesta hipòtesi només seria

acceptada en cas que: 1) el producte gènic fos extracel·lular ó 2) el locus escapés del

procés d'inactivació.

• Interferència metabòlica entre un locus lligat al cromosoma X i un locus supressor

autosòmic.

• Interacció entre un locus autosòmic i un o més loci lligats al cromosoma X.

• Herència mitocondrial: s'havien observat patrons d'herència materna en algunes de

les famílies RTT estudiades, i anomalies morfològiques 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 genètica de la malaltia basada en mutacions en

el DNA mitocondrial (mtDNA). Es va realitzar una cerca de mutacions en l’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, però

no en població control. 
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• Mutació dinàmica: variació de la hipòtesi d'herència dominant lligada al cromosoma X,

on l'expansió patològica seria el resultat d'un procés mutacional en múltiples passos

que culmina amb la inestabilitat d'un al·lel premutat de risc (Hofferbert i col. 1997).

L’RTT presenta característiques comunes amb altres malalties causades per l’expansió

inestable d’un microsatèl·lit: totes són malalties neurològiques o neurodegeneratives

(síndrome del cromosoma X fràgil, distròfia miotònica, malaltia de Huntington, atàxia

de Friedreich); la gravetat de la malaltia correlacionaria amb el grau d’expansió de la

repetició i explicaria la variabilitat fenotípica de les pacients (Oberlé i col. 1991; Harley

i col. 1992; The Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993; Monrós i col.

1997); en les malalties causades per repeticions d’un tram curt del triplet CAG que es

tradueix en poliglutamines (malaltia de Huntington, atàxies cerebeloses dominants),

l’expansió afecta només a àrees anatòmiques concretes del sistema nerviós, encara que

el gen tingui una expressió ubiqua. Les malalties causades per mutació dinàmica tenen

un o pocs cromosomes fundadors de la repetició inestable. Donant força aquesta hipò-

tesi, s’havia descrit l’existència d’un possible efecte fundador per a l’RTT en la pobla-

ció sueca (Akesson i col. 1992, 1995, 1996), on es descrivia un ancestre comú per a

pacients RTT de diversos punts de Suècia. Tot i els estudis realitzats confirmant aquest

suposat ancestre comú, es va replicar que la probabilitat d’un origen comú per a les

pacients RTT és gairebé la mateixa que per a la resta d’individus de la població sueca.

Després del descobriment del gen MECP2 com a causant de l’RTT, Xiang i col. (2002)

van estudiar l’origen de les mutacions en el gen MECP2 en pacients RTT a Suècia, con-

firmant-se, en tots els casos, l’origen de novo de la mutació. 

2.1.2 Identificació del gen causant de l’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 l'X, possiblement letal en hemizigosi (Hagberg i col.

1983; Cummings i col. 1998). El fet que l’RTT es presenta gairebé sempre de forma

esporàdica va dificultar en gran manera la localització del locus lligat a la malaltia, ja que

no podia aplicar-se anàlisi de lligament. Les úniques eines de que es disposava eren l’e-

xistència d’un reduït nombre de casos familiars, i la descripció d’alteracions cromosòmi-

ques en algunes pacients. 

Journel i col. (1990) van estudiar una pacient RTT amb una translocació

t(X;22)(p11.22;p11), present també en la seva mare assimptomàtica i en la seva germana,

aquesta última amb una alteració neurològica compatible amb la forma fruste de l’RTT.

Zoghbi i col. (1990) van descriure una pacient amb una translocació balancejada

t(X;3)(p22.1;q13.31). Encara que aquestes translocacions entre el cromosoma X i cromo-

somes autosòmics mapaven el locus RTT en el braç 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 l’estudi de dues famílies, una

amb una mare asimptomàtica i dues filles afectes de diferents pares, i l'altre amb una pare-

lla neboda-tieta, afectes d’RTT (Anvret i col. 1990; Archidiacono i col. 1991; Ellison i col.

1992). Sota la hipòtesi que el gen estava lligat al cromosoma X, el locus de la malaltia s’ha-

via de localitzar en una regió de l’X compartida per les pacients emparentades. L’anàlisi de

segregació 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 concordança-dis-

cordança. Finalment, el locus va ser localitzat a Xq27.3-qter, una regió 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 regió en pacients RTT. L’evidència
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que l’RTT afecta principalment el desenvolupament del sistema nerviós (SN) (Armstrong D i

col. 1998) i el manteniment d'una correcta connectivitat entre les neurones, particularment en

el còrtex i els ganglis basals (Schanen & Francke 1998), va focalitzar els estudis mutacionals

en gens expressats predominantment o exclusivament en el sistema nerviós central (SNC), en

gens receptors de neurotransmissors i en gens que codifiquen per proteïnes neuronals espe-

cífiques. A la taula 3 es mostren els gens que van ser exclosos per anàlisi mutacional.

Finalment, seguint l'estratègia 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 esporàdics com familiars. El gen havia estat prèviament mapat en la regió

candidata i se’n coneixia la seqüència genòmica (D'Esposito i col. 1996; Vilain i col. 1996).

Les mutacions produïen canvi de sentit en dominis conservats de la proteïna, o pèrdua de

sentit. La troballa va ser immediatament corroborada per Wan i col. (1999). 

Taula 3. Gens exclosos dins la regió candidata, com a causants de l’RTT.
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GdX (ubiquitin-like protein) Xq28 Song i col. 1998

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

GABRA3 (g-aminobutyric acid type A
receptor a3 subunit)

L1CAM (L1 cell adhesion molecule)

Xq28 Webb i col. 1998

GLUD2 (glutamtate dehydrogenase-2)

GDI (rab GDP-dissociation inhibitor)

Xq22-q23 Wan i col. 1998

M6b (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)

GABRA3 (g-aminobutyric acid type A
receptor a3 subunit)

Xq28 Xiang i col. 1998

5-HT2C (serotonin receptorv 2C) Xq23 Song i col. 1999

UBE1 (human ubiquitin-activating enzyme E1)

UBE2I (ubiquitin conjugating enzyme E2I,
homologous to yeast UBC9)

GdX (ubiquitin-like protein)

SOX3 (SRY-related HMG-box gene 3)

GABRA3 (g-aminobutyric acid type A
receptor a3 subunit)

CDR2 (cerebellar degeneration-related autoantigen 2).

Xq28 Xiang i col. 2000

BibliografiaLocalització
dels gensGens exclosos



2.2 El gen MECP2

El gen MECP2 s’estén més de 76 Kb de DNA genòmic a Xq28. Es localitza entre el gen

del receptor d'interleukina I associat a kinasa (IRAK) i el gen de red opsin (RCP), una

regió conservada i sintènica amb el cromosoma X de ratolí (D'Esposito i col. 1996;

Quaderi i col. 1994; Reichwald i col. 2000). Tal i com es mostra en la figura 3, el gen

MECP2 està format per quatre exons, dels quals els exons 2, 3 i 4 contenen la regió codi-

ficant i ocupen 1755pb. 

El primer exó va ser descrit posteriorment a la identificació del gen MECP2 per Reichwald i

col. (2000). És un exó no definit encara que es troba dins la regió 5' no traduïda (5'UTR) del

gen. Està immers en un illot CpG i forma part de la regió promotora del gen. Dins la regió

promotora del gen MECP2 hi ha diverses senyals de regulació de l’expressió gènica, llocs

potencials d’unió a factors de transcripció (TF), i existeix evidència indirecta que SP1 regula

l'expressió de MECP2 (Kudo i col. 1993; Marin i col. 1997; Kudo, 1998; Reichwald i col. 2000).

La regió 3' no traduïda (3'UTR) de l'exó 4 és inusualment llarga (8,5 Kb). Conté regions

altament conservades al llarg de l'evolució, i diversos senyals de poliadenilació 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’expressió de MECP2 és ubiqua, però els nivells dels dife-

rents trànscrits són 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 presència de tres

transcrits que difereixen només en la longitud de l'extrem 3'UTR permet postular que

donen lloc a un únic producte proteic, la proteïna MeCP2 (Metyl CpG-binding protein 2)

(Coy i col. 1999). Estudis per Northern blot en diferents teixits adults humans i murins

mostren una expressió més elevada del transcrit llarg en cervell, respecte del curt. No obs-

tant, els dos transcrits s'expressen per igual en ronyó, òrgans del tracte intestinal, i òrgans

reproductors, mentre que el transcrit curt és més abundant en múscul cardíac i esquelè-

tic, teixit limfàtic, fetge, pulmó i placenta (Fig. 4a) (D'Esposito i col. 1996; Reichwald i col.

2000; Shahbazian i col. 2002a). 

Figura 3. Esquema del gen MECP2 i dels diferents transcrits produïts pels diferents senyals de

poliadenilació a 3'UTR. (Modificat de Dragich i col. 2000).
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Estudis d’hibridació in situ en ratolí mostren nivells baixos d'expressió del transcrit llarg

en el SN embrionari, però expressió 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 funció diferencial, aquestes observacions fan suposar que el transcrit llarg podria

jugar un paper important en la formació del SN durant les últimes fases del desenvolu-

pament fetal i els primers mesos de vida postnatal (Tate i col. 1996).

Recentment, s'ha descrit que no hi ha correlació entre els nivells d’mRNA i els nivells de pro-

teïna MeCP2 (Fig. 4b). Aquesta observació suggereix que la traducció podria estar regulada

post-transcripcionalment per factors específics de teixit (Shahbazian i col. 2002a). La quantitat

de proteïna MeCP2 és més elevada en cervell que en la resta de teixits i, en cervell, aquests

nivells elevats es localitzen en neurones però no en cèl·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 l’expressió de MeCP2 augmenta amb la maduració neuronal i corre-

laciona amb l’ontogènia del SNC (Fig. 5). MeCP2 apareix abans en la medul·la espinal i el

tronc cerebral que en aquelles estructures de formació posterior, com l’hipocamp i el còrtex

cerebral. Dins el córtex, l’expressió de MeCP2 segueix l’ordre de maduració neuronal: s’inicia

en les neurones de Cajal-Reitzius, progressant posteriorment de les capes corticals profundes

a les més superficials. Així, el nombre de neurones MeCP2-positives augmenta dramàticament

al llarg de la gestació, i aquest augment en el córtex continua des del naixement fins els 10

anys d’edat. Paral·lelament, s’ha observat una correlació negativa entre l’augment de l’edat i

l’ús del transcrit llarg, per tècniques de RNA-FISH i RT-PCR en cervell humà (Balmer i col.

2002). Els autors postulen que el transcrit curt podria tenir una major eficiència traduccional,

explicant l’augment dels nivells de proteïna observats per Shahbazian i col. (2002a).

Figura 4. Expressió 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. Correlació entre

els nivells de proteïna i RNA en els diferents teixits: l'histograma de l’esquerra mostra la ratio

MeCP2/GAPDH;  l'histograma de la dreta mostra la ratio MECP2/α-tubulina (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 proteïna MeCP2 podria tenir una funció específica o crítica en SNC.

2.3 La proteïna MeCP2

MECP2 codifica per la proteïna Metyl CpG-binding protein 2 (MeCP2) (Lewis i col. 1992).

La proteïna té 486 aminoàcids i pertany a la família Methyl CpG-Binding Proteins (MBD)

(Cross i col. 1997; Hendrich & Bird, 1998; Ballestar & Wolffe, 2001) (Fig. 6). MeCP2 conté

un domini d'unió a DNA metilat (Methyl Binding Domain, MBD) (Nan i col. 1993), un

domini de repressió transcripcional (Transcription Repression Domain, TRD) (Nan i col.

1998; Jones i col. 1998), dos senyals putatius de localització nuclear (Nuclear Localization

Signal, NLS) (Nan i col. 1996; Kudo, 1998) i una regió localitzada vers l’extrem C-termi-

nal a la que s’atribueixen funcions d'estabilització de la proteïna (Yusufzai & Wolffe, 2000)

i d’associació al nucleosoma (Chandler i col. 1999). La proteïna MeCP2 és doncs un

repressor de l’activitat transcripcional via metilació 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 aminoàcids en la porció N-terminal de la proteïna, amb

capacitat d’unió a dinucleòtids CpG metilats (Nan i col. 1993). L’estructura en dissolució de

l’MBD s'ha resolt per ressonància magnètica nuclear, i consisteix en quatre làmines β antipa-

ral·leles i una volta amb una regió hidrofòbica que és el lloc on se suposa que el domini s'u-

neix a dinucleòtids metilats CpG, al solc major del DNA (Ohki i col. 1999; Wakefield i col.

1999) (Fig. 7).

Figura 5. Representació esquemàtica de la distribució espacial i temporal de MeCP2 durant el

desenvolupament en humans i ratolí. S’observa la distribució de MeCP2 en diferents rangs d’edat durant

el desenvolupament del SNC (A) en humans i (B) en ratolí. La presència de MeCP2 està representada per

punts vermells (Shahbazian i col. 2002a). wg: week gestation; yrs: years; E: embryonic day.
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El TRD va ser identificat i caracteritzat per Nan i col (1997). El domini catalític va ser

mapat entre els aminoàcids 207 i 310. Un cop unida a la regió promotora d'un gen, MeCP2

és capaç de silenciar la transcripció gènica per mitjà del domini TRD, que forma un com-

plex co-represor quan s'uneix a Sin3A i a les desacetilases d’histones 1 i 2 (HDAC1 i

HDAC2) modificant l'estructura de la cromatina (Jones i col. 1998; Nan i col. 1998). A la

figura 8 es mostra un esquema hipotètic de l’actuació de MeCP2, la seva unió a DNA i la

via d’inactivació.

Més recentment s'ha observat

que MeCP2 també s'uneix a

altres co-repressors: la proto-

oncoproteïna 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 són components del com-

plex que formen les HDAC,

però no sempre actuen con-

juntament (Heinzel i col. 1997;

Nomura i col. 1999). Si s’inhi-

beixen les HDAC mitjançant

tricostatina A (TSA), MeCp2 no

perd la seva activitat represso-

ra, suggerint que la proteïna

podria també inhibir la trans-

cripció gènica independent-

ment d’aquestes (Jones i col. 1998; Yu i col. 2000). Donant suport a aquests estudis,

MeCP2 interactua directament amb la maquinària transcripcional basal mitjançant el

Factor de Transcripció IIB (TFIIB), recolzant la hipòtesi que pot actuar sense la

presència de les HDAC (Kaludov & Wolffe, 2000).

En resum, MeCP2 pot inhibir la transcripció gènica utilitzant almenys dues vies: una via

depenent HDAC, on MeCP2 per mitjà la seva interacció amb el co-repressor Sin3A i amb

les HDAC trasllada la cromatina a un estat inactiu, i una segona via independent d’HDAC

on MeCP2 interaccionaria directament amb elements de la maquinària transcripcional

basal, com el factor TFIIB, que competirien així amb el repressor Sin3A per unir-se al TRD

(Hassig i col. 1997; Nagy i col. 1997). 

Figura 6. Diagrama de la proteïna

MeCP2. Les caixes carbassa i verda

indiquen els dominis d’unió a DNA

(MBD) i repressor de la transcripció

(TRD), respectivament. Les caixes

ratllades indiquen els senyals de

localització nuclear (NLS). En la part

superior de la figura estan ubicats els

exons que formen la proteïna i la

numeració dels aminoàcids de

MeCP2.

Figura 7. Model d'interacció entre el domini MBD de MeCP2

i el DNA. (Ballestar i col. 2001).
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Els dos senyals de localització nuclear (NLS) es troben situats entre els dominis MBD i TRD

de la proteïna (entre els residus 173 i 193), i dins el domini catalític, entre els aminoàcids

255-271. Són necessaris per transportar la proteïna al nucli (Nan i col. 1996) (Fig. 6).

Existeix una quarta regió funcional, sense una funció definida, que es troba localitzat en

els últims 63 aminoàcids de la proteïna. Chandler i col. (1999) proposen que facilita la

unió de MeCP2 al nucli del nucleosoma, però altres estudis (Yusufzai & Wolffe, 2000)

apunten a que aquest domini no augmentaria la unió al DNA metilat sinó que estaria

implicat en l'estabilitat de la proteïna.

2.4 Família de proteïnes MBD i MeCP2

La proteïna MeCP2 és el membre arquetípic de la família de proteïnes MBD, d’unió a DNA meti-

lat. A banda de MeCP2, han estat caracteritzades les proteïnes MBD1, MBD2, MBD3 i MBD4.

Excepte MBD4, aquestes proteïnes acoblen la metilació del DNA a la repressió transcripcional.

Les proteïnes MBD, MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 i MBD4 constitueixen una família de pro-

teïnes de vertebrats que comparteixen el domini MBD. L’MBD actua en forma de monòmer i

està format per uns 70 aminoàcids. La seqüència d'aminoàcids de l'MBD no té homologia amb

cap de les seqüències que codifiquen per altres dominis d'unió a DNA descrits, suggerint que

l'MBD constitueix un tipus específic de domini d'unió al DNA. L’estructura d’aquest domini,

determinada per estudis de ressonància magnètica nuclear, consisteix en un únic motiu de

sandvitx α/β amb voltes característiques: quatre làmines antiparal·leles β seguides d'una

α-hèlix formen una falca, on dues de les làmines β més grans són 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 família MBD són els que corresponen a aquesta regió

d'unió al DNA, i es troben representats en la figura 9.

L'alineament de les regions MBD de les proteïnes de la família MBD de ratolí mostra que

es pot establir una divisió en dos subgrups: els MBD de les proteïnes MBD4 i MeCP2 són
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més similars entre si que amb el grup de les proteïnes MBD1, MBD2 i MBD3 (Fig. 10).

En totes les proteïnes, el domini MBD està localitzat en dos exons diferents. La per-

manència de l'intró que separa aquests dos exons suggereix un origen comú de les pro-

teïnes MBD (Hendrich i col. 1999). La similitud de seqüència entre aquestes cinc proteï-

nes està limitada a l’MBD, ja que difereixen en la regió C-terminal. 

Tot i així, el mecanisme repressor de la transcripció de les proteïnes 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 transcripció gènica. Totes les proteïnes MBD formen complexos amb HDAC excepte la

MBD4, que forma complex amb la proteïna MLH1 i repara errors d'aparellament en el

DNA (Hendrich i col. 1999). La proteïna MBD3 de mamífers sembla haver perdut la capa-

Figura 10. Comparació del membres de la família d'MBDs en humans. El domini MBD està representat

en verd i en gris els dominis catalítics. (Modificat de Tatematsu i col. 2000).

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

per MBD3 i d'humà per MBD4. Les fletxes representen les làmines β, el rectangle representa l'α-hèlix.

La numeració dels residus de MeCP2 està localitzada a la part superior de l'alineament, i la numeració

de les MBDs a la part inferior. Els residus conservats estan ombrejats en gris i els residus més importants

per a la unió al DNA estan marcats amb un asterisc. (Modificat de Ballestar i col. 2001).
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citat de reconèixer DNA metilat, si es compara amb la seva homòloga de Xenopus (Wade,

2001). Tanmateix, el complex del qual forma part MBD3, NURD, és capaç de ser dirigit

cap a DNA metilat mitjançant la interacció d’aquest complex amb la proteïna MBD2.

2.5 Espectre de mutacions del gen MECP2 en l’RTT

Degut a la gran longitud de les regions no codificants, l’anàlisi de mutacions realitzat pels

grups que treballen en l’RTT s’ha restringit a la seqüenciació de la regió 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; Hoffbuhr i col. 2001;

Shahbazian i col. 2001). Els resultats obtinguts pels diferents grups mostren que aproxi-

madament un 80% de les pacients amb RTT clàssica presenten mutacions en la regió 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-

teïna. Aproximadament el 40% de les mutacions trobades en el gen MECP2 són recurrents

i explicarien el 85% de pacients amb mutació. En el domini MBD es troben majoritària-

ment mutacions de canvi de sentit. En el domini TRD es localitzen preferentment muta-

cions de pèrdua de sentit i de canvi de la pauta de lectura, que causen PTC (Premature

Termination Codon) (Fig. 11). En la regió 3’ de l’exó 4 hi ha un punt calent de reorde-

naments, principalment delecions. Flanquejant aquesta regió es troben una sèrie de repe-

ticions de pentanucleòtids directes o invertits que probablement són les responsables d’a-

quests reordenaments.

El percentatge de detecció de mutacions varia segons la forma clínica. Els resultats indi-

quen que les pacients amb la variant de llenguatge conservat presenten mutació 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 congènita i forma fruste tenen un percentatge de pacients

amb mutació 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 tècniques 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, seqüenciació, DHPLC, Southern blot, PCRs llargues i FISH (amb sondes espe-

cífiques per MECP2)], amb una eficiència de detecció similar: hi ha un 20% de pacients

amb RTT clàssica, un 50% de pacients amb RTT atípica i un 70% de casos familiars sense

mutació identificada en el gen MECP2.

2.6 Casos familiars a l’RTT

Els casos familiars en l’RTT són excepcionals, doncs representen menys de l’1% de tots els

casos . En les famílies MECP2 positives, són deguts a mares assimptomàtiques portadores

de la mutació –presumiblement a causa d’un patró d’inactivació de l’X absolutament esbiai-

xat– o bé a mosaïcisme germinal en un dels progenitors. No obstant, fins al moment s’han

estudiat 30 famílies RTT i només el 30% (7/30) presenten mutacions en la regió codificant

del gen MECP2. Tan sols en quatre famílies s’ha detectat la mateixa mutació en més d’un

pacient RTT, (Fig. 12c), i en tres famílies s’ha identificat la mutació en el gen MECP2 en una

pacient però no en els seus familiars també afectes (Fig. 12, a).

Villard i col. (2001) proposa un nou model d’herència per als casos familiars d’RTT

que seria vàlid també per als casos esporàdics sense mutació a MECP2, basat en l’es-

tudi de quatre casos familiars sense mutació 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 mutació causant de l’RTT (Fig. 12b). L’anàlisi de lligament de

marcadors del cromosoma X mostrava una regió de concordança a Xp, entre els mar-

cadors DXS1068 i DXS1024. Davant d’aquests resultats, el grup francès postula que

la transmissió dels casos familiars d’RTT podria ser deguda a l’herència conjunta de

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 Inespecífic.
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dos trets: un segon locus RTT-2 que per mutació escapa a la inactivació, i un patró

totalment esbiaixat d’XCI. El fenotip, fenocòpia de l’RTT lligat a MECP2, es produi-

ria només quan el locus mutat que escapa a la inactivació es localitzés en el cromo-

soma X inactiu i en dones amb XCI a l’atzar (50:50), donant lloc a un excés de dosi

del(s) producte(s) gènic(s) corresponent(s) i a l’expressió de la malaltia (Fig. 13).

L’excés de dosi mimetitzaria la sobreexpressió gènica causada per les mutacions a

MECP2. Els barons no podrien ser mai afectats i el model seria també aplicable a

pacients esporàdiques.

Aquesta hipòtesi seria compatible amb la hipòtesi de Thomas (1996), comprovada poste-

riorment per Trappe i col. (2001) per al gen MECP2, que postula que les mutacions en

l’RTT s’originen preferentment via paterna. Una mutació de la línia germinal masculina,

que permetés que el(s) gen(s) lligat(s) al cromosoma X escapés a l’XCI, podria estar rela-

cionada tant amb casos esporàdics (si la mutació prové del pare) com amb casos fami-

liars (si la mutació prové de l’avi), provocant la malaltia sense que MECP2 estigui mutat.

El grup de L. Villard està estudiant l’expressió de gens en la regió definida per les anàli-

sis de lligament, per detectar un altre locus RTT que els permetés comprovar la seva hipò-

tesi. Fins a la data no s’ha trobat cap altre gen relacionat amb l’RTT. 

2.7 Inactivació del cromosoma X 

El 1961, M. Lyon va proposar per primera vegada la hipòtesi que en cada cèl·lula de feme-

lla de mamífer, un dels dos cromosomes X era inactiu. El fenomen de lyonització o inac-

tivació de l’X (XCI, X Chromosome Inactivation) es produeix a l'atzar i de forma inde-

pendent en cada cèl·lula (Lyon, 1961; Lyon, 2002). Un cop establert, totes les cèl·lules

filles derivades de la cèl·lula original amb un cromosoma X inactiu determinat, hereten el

mateix patró d'inactivació (Gartler & Riggs, 1983).

Figura 13.
Model proposat per a la

transmissió familiar en

l’RTT.  Es presenta un

pedigree hipotètic format

pels progenitors i quatre

fills que han rebut el

cromosoma RTT-2. El

locus RTT-2 que escapa

a l’XCI està 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, l’estat

del cromosoma heretat via materna, l’origen del cromosoma actiu, el número de dosis del producte

gènic causant de la malaltia, i el fenotip de cada individu (Villard i col. 2001).
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El gen MECP2 està sotmès al fenomen de lyonització (Adler i col. 1995; Gioto & Monk,

1998). El patró d’XCI podria explicar les diferents formes clíniques de pacients porta-

dores de la mateixa mutació. Però en la majoria dels estudis realitzats en pacients RTT

s’observa un patró d’XCI a l’atzar en limfòcits (es considera a l’atzar un XCI des de

50:50 a 20:80) en més del 80% de les pacients analitzades (Noumova i col. 1996).

Aquestes dades són les esperades en població control,  i no permeten explicar les

diferències 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 asimptomàtica de la matei-

xa mutació que la filla afecta d’RTT presenta un patró d’XCI totalment esbiaixat (90%

- 100%). L’absència de clínica s’explica sota la hipòtesi que el cromosoma actiu és el

que no duu la mutació (Wan i col. 1999; Amir i col. 2000; Bienvenu i col. 2000;

Hoffbuhr i col. 2001).

La manca de correlació observada entre la gravetat clínica de les pacients i l’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 patró d'XCI en diferents teixits, i van obser-

var que el patró d'XCI obtingut a partir de DNA de limfòcits no es corresponia amb el

patró 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 patró

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 l’atzar en qualsevol altre teixit.

Actualment, continua existint discrepància sobre la conveniència d’estudiar el patró d’XCI

en limfòcits de sang perifèrica per analitzar el seu efecte modulador sobre el fenotip de

les pacients. Així que l’estudi del patró d’XCI en teixit sanguini pot tenir només una uti-

litat orientativa en relació a la clínica.

2.8 Correlacions genotip-fenotip

La majoria dels estudis realitzats classifiquen les pacients segons el tipus de mutació tro-

bada en el gen MECP2 (mutacions de canvi de sentit o que causen proteïna truncada,

PTC) o segons la localització de la mutació en el gen en relació als dominis funcionals,

per a cada variable clínica a la que s’ha assignat una puntuació, on una puntuació més

elevada indica major gravetat de la malaltia. Les freqüències de cada puntuació per cada

variable clínica són comparades entre els dos tipus de mutació i/o entre les localitzacions

de les mutacions. La gravetat de cada pacient s’obté mitjançant la suma de les puntua-

cions individuals assignades a cada variable, i es realitza un test estadístic per valorar la

significació de les diferències clíniques observades entre les mutacions i/o entre la seva

localització. Els estudis realitzats difereixen en els resultats obtinguts: alguns grups han

trobat que existeix correlació 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); però altres grups no han trobat cap

correlació significativa (Wan i col. 1999; Vacca i col. 2001; Nielsen i col. 2001). Aquesta

discordança de resultats pot ser deguda a la influència d’altres factors genètics com el

patró d’XCI (Shahbazian & Zoghbi, 2002), variacions en els gens diana de MECP2, i a

que cada grup d’estudi ha utilitzat un check-list clínic diferent, pel que no es poden obte-

nir resultats comparables.
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2.9 RTT en barons

L'existència d’RTT en barons ha estat àmpliament discutida durant molt de temps. Després

d’una àmplia revisió de publicacions dels últims 10 anys de nens amb fenotip compatible

amb l’RTT, Jan i col. (1999) van discutir la possibilitat que criteris clínics menys restrictius

permetrien incloure pacients barons dins l’espectre clínic de l’RTT. Aquests casos rettoi-

des revisats per Jan i col (1999) van ser descrits abans de la identificació 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 mutació en el gen MECP2 van ser descrits en famílies

amb dones afectes d’RTT clàssica. Aquests casos familiars van permetre observar que la

mateixa mutació causava diferent clínica segons el sexe: RTT clàssica en dones i encefa-

lopatia congènita 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 epilèptiques no controlades, microcefàlia, atàxia, moviments

repetitius de rentat de mans (semblants als observats en pacients RTT dones) i irregulari-

tats respiratòries, principalment apnees, que els produeixen la mort prematura. Es va con-

cloure, per tant, que les mutacions en MECP2 que causen RTT en dones són letals en

hemizigosi. No obstant, s’han descrit casos de nens amb fenotip RTT, amb mutació en el

gen MECP2 associada a altres modificacions, com mosaïcisme somàtic per a la mutació o

bé una síndrome 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;

Topçu i col. 2002). Ambdues situacions mimetitzen el que succeeix en dones, on una

còpia normal del gen en una fracció de cèl·lules permet la supervivència. Clayton-Smith

(2000) van descriure un baró de sis anys d’edat, amb capacitat de parla fins als dos anys,

marxa apràxica, hipotonia, episodis d’epilèpsia a l’edat de tres anys, que presentava una

mutació somàtica. Un altre cas de mosaïcisme somàtic en un baró RTT va ser descrit per

Topçu i col. (2002). El pacient presentava una clínica RTT clàssica. Els pacients descrits

amb síndrome de Klineffelter i mutació en MECP2 presenten esteriotípies manuals, hipo-

tonia, pèrdua d’habilitats adquirides, atàxia, apnees, després d’un període de normalitat

(Leonard i col. 2001; Schwartzman i col. 2001; Vorsanova i col. 2001).

2.10 Heterogeneïtat fenotípica de les mutacions en MECP2

Les mutacions en el gen MECP2 no només causen l’RTT. S’han descrit mutacions de novo

en el gen en pacients d’ambdós sexes amb encefalopatia congènita 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) així com en casos esporà-

dics i familiars de retard mental inespecífic lligat al cromosoma X (RMX), associat o no a

altres manifestacions clíniques (Meloni i col. 2000; Orrico i col. 2000; Couvert i col. 2001;

Auranen i col. 2001; Yntema i col. 2002a; Yntema i col. 2002b; Moncla i col. 2002; Dotti

i col. 2002; Klauck i col. 2002; Moog i col. 2003; Winnepenninckx i col. 2003). La relació

entre el gen MECP2 i aquest grup heterogeni de trastorns neurològics sembla mostrar que

l'hemizigositat per mutacions en el gen MECP2 no es necessàriament letal.

La prevalença de l’RMX en barons està estimada en 1/300-1/600 (Herbest & Miller, 1980;

Glass, 1991). Les mutacions trobades en pacients amb RMX són diferents a les descrites

en pacients RTT, tal i com mostra la taula 4. 
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Taula 4. Mutacions en el gen MECP2 identificades en RMX.
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Sever
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El canvi més recurrent trobat en casos d’RMX és A140V, i és la mutació més freqüent en

barons en el gen MECP2. L'elevat percentatge de mutacions trobat en pacients amb retard

mental va suggerir en un principi que MECP2 podria ser responsable de l’RMX amb una

freqüència similar a la trobada per a la síndrome del cromosoma X fràgil (Couvert i col.

2001; Dotti i col. 2002), encara que estudis posteriors han descrit freqüències molt més

baixes (Yntema 2002b). No obstant, la majoria són mutacions de canvi de sentit en resi-

dus no conservats del gen. D’altres causen petites delecions en l’extrem C-terminal. Per

aquest motiu la discriminació entre mutació causant de la malaltia i polimorfisme de baixa

freqüència no és òbvia si no es realitzen estudis funcionals. La mutació A140V n’és un clar

exemple: s’ha trobat en barons amb diferents graus de RM, associat o no a altres caracte-

rístiques clíniques com psicosi, trets autístics, retard en el desenvolupament motor, tre-

molors, dismòrfies, ginecomàstia, hipogonadisme, macroorquidisme, obesitat, etc. Les

dones portadores en el casos familiars descrits poden estar afectades de RM lleuger, o bé

ser assimptomàtiques. Donada la seva elevada freqüència, Kudo i cols. (2002) van realit-

zar estudis funcionals del canvi A140V. La proteïna mutada mostra la mateixa capacitat

d’unió al DNA metilat que la wt i mantén la seva activitat repressora en promotors meti-

lats. No obstant, la mutació augmenta de forma considerable l’afinitat d’unió de la pro-

teïna al DNA no metilat. Els autors conclouen que, encara que els seus resultats no per-

meten discernir entre mutació i polimorfisme, l’efecte repressor del canvi sobre gens no

metilats podria provocat un perfil anòmal d’expressió gènica i resultar patogènica. 

D’altra banda, donada la similitud clínica entre l’RTT i la síndrome d’Angelman (AS), s’han

realitzat estudis del gen MECP2 en pacients diagnosticats clínicament d’AS però sense alte-

racions en el patró de metilació a 15q11-q13. S’han detectat mutacions de novo a MECP2

en un percentatge relativament elevat de pacients AS en diferents sèries analitzades: 5/47

dels pacients de l’estudi 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 típiques de l’RTT, il·lustrant la dificultat del diagnòstic diferencial

entre ambdues patologies, especialment en les primeres fases de la malaltia i/o en els

casos clínicament atípics (Laan & Vein, 2002). No obstant, les pacients amb fenotip AS i

mutació en el gen MECP2 dels estudis realitzats per Watson i col. (2001) i Turner i col.

(2003), no presenten una clínica compatible amb RTT, pel que es planteja si s’hauria d’a-

nalitzar de forma rutinària el gen MECP2 en pacients AS amb estudi molecular realitzat en

la regió 15q11-q13 negatiu.

2.11 MeCP2 en SNC

Des de la descripció del gen MECP2 com a causant de l’RTT, s’ha plantejat la qüestió de

com un repressor transcripcional d’expressió ubiqua pot donar lloc a una patologia quasi

exclusivament neurològica.

L’observació que existeixen nivells d’expressió de MeCP2 més elevats en SNC que en altres

teixits, tant en humans com en ratolí (LaSalle i col. 2001; Shahbazian i col. 2002a) permet

suposar que en teixits fora del SNC la funció de MeCP2 podria ser suplida per altres repres-

sors transcripcionals amb funció redundant, de manera que MeCP2 seria prescindible (Guy

i col. 2001). En neurones, en canvi, hi hauria un mecanisme repressor de la transcripció

que faria aquest teixit més vulnerable a la disfunció de MeCP2. Seguint aquesta hipòtesi,

es van realitzar estudis per intentar identificar el suposat repressor transcripcional, sense

obtenir resultats concloents (veure més endavant, Models animals, pàg. 29). Un estudi
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recent de Roloff i col. (2003), no obstant, mostra noves vies de repressió transcripcional en

proteïnes amb MBD que no tenen necessitat d’unir-se a DNA, com MBD3 i SETDB1.

Actuen mitjançant la interacció proteïna-proteïna a través del domini MBD. L’estudi d’a-

questes proteïnes resulta de gran interès en l’RTT, ja que podrien realitzar una tasca de

compensació de funció de MeCP2 sense requerir la propietat d’unió al DNA. 

En l’apartat 1.2 (pàg. 8) de la Introducció s’ha comentat que actualment l’RTT es consi-

dera una malaltia de sinapsi. La recent publicació d’Aber i col. (2003) sembla donar suport

a aquesta hipòtesi. L’estudi de la compartimentalització cel·lular i subcel·lular de MeCP2

en cervell mostra que la proteïna es localitza en el nucli neuronal, però també en la regió

postsinàptica, 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 regulació neuronal,

localitzats a nivell de sinapsi. Un exemple és c-Fos (Paratcha i col. 2000).

Altres estudis suggereixen, a més, que la proteïna MeCP2 pot estar implicada en la regu-

lació de gens amb imprinting, unint-se selectivament a l’al·lel metil·lat (Gregory i col.

2001). La participació de MeCP2 en la regulació de gens amb imprinting resulta de gran

interès, donat que molts d’ells estan implicats en el desenvolupament neurològic i del

comportament. Un exemple és el gen UBE3A, la inactivació del qual causa l’AS, malaltia

molt relacionada amb l’RTT. g
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El gen Mecp2 de ratolí va ser mapat entre els gens L1cam i Rsvp en la regió central del

Cromosoma X murí per Quaderi i col. (1996), una regió sintènica conservada i que corres-

pon a la regió Xq28 humana. Tant el gen MECP2 humà com el murí 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 cèl·lules mare embrionàries (ES) de ratolí, ja que la

deleció del gen (Mecp2-null) no tenia efectes notables en la supervivència i proliferació

d’aquestes cèl·lules in vitro. Aquest fet va permetre la construcció de ratolins quimèrics

com a model per l’RTT, ja que les pacients amb RTT són també un mosaic somàtic de

cèl·lules deficients en MeCP2, degut a la inactivació del cromosoma X. Es va observar que,

encara que les cèl·lules en cultiu eren viables, els embrions quimeres amb un alt nivell

de contribució de cèl·lules ES mutades no eren capaços de formar gàstrula i morien entre

els 8,5 i 12 dies de gestació. D’aquests resultats es va deduir que MeCP2 és essencial a

partir del moment en que s’inicia la diferenciació cel·lular. Aquests ratolins quimera no

proporcionaven informació sobre la funció 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. Ambdós grups van obtenir ratolins transgènics viables utilitzant el

sistema de recombinació Cre-loxP, ens els que la mutació s’expressava de forma especí-

fica en l’espai i en el temps. El primer grup va introduir una còpia de Mecp2 amb l’exó 3

delecionat, i el segon grup una còpia de Mecp2 sense els exons 3 i 4. Tots dos grups van

obtenir ratolins (tant femelles homozigòtiques Mecp2-/-, com mascles hemizigòtics Mecp2-/y)

amb una clínica molt semblant a la de l’RTT: tremolors, cos molt petit, decreixement cefà-

lic, hipoactivitat, amb les extremitats agafades, respiració irregular i la mort entre les set-

manes 6-10 (taula 5). La deleció específica de la còpia de Mecp2 realitzada només en el

cervell (utilitzant l’al·lel condicional Nestin-Cre; Mecp2lox) mimetitza la pèrdua de Mecp2

en línia germinal, donant el mateix fenotip que el ratolí Mecp2-null (Chen  i col. 2001;

Guy i col. 2001). Aquests resultats indicarien que Mecp2 és necessària per a la correcta

funció del SNC (Guy i col. 2001) mentre que en la resta de teixits la seva funció podria

ser compensada per una altra proteïna repressora, possiblement alguna MBD. Mbd2 va

ser descartada per mitjà de la construcció 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 sinó també en neurones postmitòtiques, ja que el fenotip murí

obtingut quan es deleciona Mecp2 només en neurones postmitòtiques és menys sever que

en els transgènics Mecp2-null i té una presentació 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 MECP2. El 2002, el grup dirigit per H. Zoghbi va cons-

truir un ratolí transgènic (Mecp2+/-) amb un fenotip que s'assembla molt a la forma clàs-

sica de l’RTT. El ratolí transgènic tenia delecionat l'extrem C-terminal de MECP2 a partir

del residu 308, de manera que els dominis funcionals de la proteïna (MBD, TRD i NLS)

restaven intactes. El ratolí transgènic presenta un fenotip menys sever que els transgènics

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 prèviament s'esperava, suggerint que Mecp2 pot uti-

litzar H3 com a substrat d'unió al complex co-repressor (Shahbazian i col. 2002c).

3. MODELS ANIMALS
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3.1 Teràpia 

De tots els resultats presentats es conclou que és encara molt aviat per pensar en una terà-

pia per a l’RTT. Encara es desconeixen els gens diana de MECP2, la desregulació dels

quals causa la patogènesi de l’RTT. No obstant, és un camp d’intensa investigació actual.

El coneixement molecular dels events de cadascuna de les etapes de la malaltia permetrà

identificar els gens involucrats en el desenvolupament del SNC, la regulació de la funció

motora, la dels moviments involuntaris, l'epilèpsia i l'ansietat. g

Taula 5. Trets fenotípics dels ratolins transgènics deficients per Mecp2 (Shahbazian i col. 2002c).
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HIPÒTESI DE TREBALL



A l'inici d'aquesta tesi, el gen causant de l’RTT no havia estat identificat. La hipòtesi de

treball de partida va ser que la malaltia podia estar causada per una mutació dinàmica

d’un gen lligat al cromosoma X.  

Després de la descripció de  mutacions en el gen MECP2 en pacients amb RTT l’octubre

de 1999, les hipòtesis de treball van ser replantejades:

• L’RTT pot presentar homogeneïtat genètica, o bé poden existir altres gens implicats en

la patologia. 

•  Mutacions en MECP2 poden ser compatibles amb la vida en barons, i donar lloc a RTT

clàssica o a formes rettoides.

• L’absència o presència de mutació, i el tipus de mutació a MECP2, pot tenir influència

sobre les manifestacions clíniques de la malaltia.

• La regió promotora del gen MECP2 pot estar implicada en l’expressió diferencial del

gen en sistema nerviós central i en l’etiologia de l’RTT.
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OBJECTIUS



A l’inici de la tesi, quan el gen causant de l’RTT no havia estat encara identificat, l’objec-

tiu principal del treball era refinar la seva localització en el cromosoma X mitjançant anà-

lisi de desequilibri de lligament, sota la hipòtesi que l’RTT podia estar causada per una

mutació dinàmica lligada al cromosoma X. Per aquest motiu, el primer capítol resumeix

els resultats preliminars d’aquests estudis previs a la identificació del gen.  

Després de la descripció del gen MECP2 com a causant de l’RTT, els objectius van ser:

1. Anàlisi de mutacions en la regió codificant del gen MECP2 en una àmplia sèrie de

pacients espanyoles:

• Cerca de mutacions per tècniques convencionals: SSCP/HD i seqüenciació.

• Cerca de mutacions mitjançant altres aproximacions metodològiques.

2. Anàlisi de l’RTT en barons. 

3. Anàlisi de correlacions genotip-fenotip.

4. Anàlisi de mutacions en la regió promotora del gen MECP2 en pacients RTT sense

mutació identificada en la regió codificant.
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RESULTATS



CAPÍTOL 1. 
– 
Estudis previs a la identificació del gen MECP2 



Resultats 

Abans de la identificació del gen MECP2 com a responsable de l’RTT l’octubre de 1999, 

l’objectiu d’aquest treball era refinar el cartografiat del locus responsable de la malaltia 

suposant una herència lligada al cromosoma X. La nostra hipòtesi de partida era que l’RTT 

podia estar causada per una mutació dinàmica, però no vam descartar l’anàlisi d’altres 

models d’herència sobre els que hi hagués resultats publicats. 

1.1 Cartografiat del locus RTT al cromosoma X 

1.1.1 Anàlisi de concordança-discordança en casos familiars 
Sota la hipòtesi d’una herència dominant lligada al cromosoma X, estudis de concordança-

discordança obtinguts per altres grups en casos familiars indicaven que el locus RTT podia 

estar localitzat en dues regions cromosòmiques: Xp22 i Xq28. L’estudi d’un cas familiar de 

la nostra sèrie podia ajudar a refinar la localització del locus RTT. 

Material i Mètodes 
La nostra sèrie incloïa un cas familiar de dues germanes amb RTT d’inici precoç, 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 microsatèl·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 regió Xq28 i la Xp22 es van utilitzar 

els mateixos marcadors prèviament 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’anàlisi de marcadors microsatèl·lit es va realitzar per PCR. El DNA (200 ng) es va ampli-

ficar en una barreja que contenia 200 µ M de cada dNTP, 1 pmol de cada encebador, 0.8 U 

de Expand High Fidelity PCR System (Roche) i 2 mM Tris-HCl, pH 7.5 (25oC), 10 mM KCl, 

0.1mM DTT, 0.01 mM EDTA, 0.05% Tween20, 0.05% Nonidet P40, 5% glycerol, 2.5 mM 

MgCl2, en un volum final de 25 µ L. Protocol d’amplificació: 5 min de desnaturalització, 30 

cicles de 94oC, 30s; 52oC, 45s i 72oC, 15s; un cicle d’extensió final a 72oC durant 5 min. 

Els productes de PCR es van analitzar en gels d’acrilamida no desnaturalitzant i tinció amb 

plata. 

Es va realitzar l’anàlisi de segregació 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 localització. 
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Resultats 
La nostra sèrie de pacients incloïa un cas familiar format per dues germanes amb forma 

congènita d’RTT. Per estudiar les regions de concordança entre les dues germanes es va 

analitzar tot el cromosoma X mitjançant 40 marcadors microsatèl·lits en cada membre de 

la família. El resultat d’aquesta anàlisi es presenta en al figura 14. El mapa d’exclusió mos-

tra que hi ha dues zones en el cromosoma X concordants entre les dues germanes: Xp22-

Xp11 i Xq27-Xq28. 
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Figura 14. Anàlisi de marcadors del cromosoma X en el cas familiar amb RTT. 

Aquests resultats van ser concordants amb els prèviament publicats, però no van aportar 

dades que permetessin un cartografiat més fi del locus causant de la malaltia. 

45 



Anàlisi del gen MECP2 a la síndrome de Rett. Correlacions genotip-fenotip 

1.1.2 Està causada l’RTT per una mutació dinàmica? Anàlisi de desequilibri de lligament 
Donat que l’RTT és una malaltia neurològica amb una gran variabilitat fenotípica i que 

s'havia descrit un possible efecte fundador per l’RTT a Suècia (Akesson i col. 1992), la 

hipòtesi inicial d’aquest treball va ser que la malaltia podia estar causada per una muta-

ció dinàmica dominant lligada al cromosoma X. Com en altres patologies neurològiques 

causades per mutació dinàmica, el grau d’expansió correlacionaria amb la gravetat de la 

malaltia i explicaria la variabilitat clínica de les pacients (Oberlé i col. 1991; Harley i col. 

1992; The Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993; Monrós i col. 1997). 

Degut a l’existència d’un efecte fundador, la localització del gen podia realitzar-se per anà-

lisi de desequilibri de lligament. La troballa d’un haplotip en desequilibri de lligament amb 

la malaltia donaria suport a la nostra hipòtesi de treball. 

Aquest estudi es va realitzar durant els primers mesos de finançament del projecte, i 

va quedar aturat l’octubre de 1999 quan es va identificar el gen MECP2 com a causant 

de l’RTT. 

Material i Mètodes 
L’estudi va incloure l’anàlisi de 22 pacients esporàdiques amb RTT, una de dues bessones 

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

anterior d’aquest capítol. 

Els marcadors analitzats i condicions de PCR són els que es detallen en l’apartat 1.1 d’a-

quest capítol (pag. 48). 

El desequilibri de lligament es va analitzar per mitjà de dues aproximacions estadístiques 

diferents, utilitzant el paquet estadístic SPSS v10.0. 

• Test de la χ 2: Es van construir taules de contingència 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 freqüències esperades inferiors a 5, que van ser agrupats en una única 

fila. Cas d’haver trobat significació estadística (p<0.05) s’haurien aplicat les correccions 

de Bonferroni per a múltiples tests (Belknap, 1992). 

• Model log-linear jeràrquic: Es van construir taules de contingència 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 freqüència. Aquest mètode proporciona 

una avaluació sistemàtica de qualsevol relació entre les variables d’una taula de 

contingència i permet el tractament de freqüències esperades baixes (manual SPSS; 

Weir, 1990; Fañanás i col. 1992). Les variables que s’utilitzen per la classificació 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 paràmetre d’inte-

racció lambda és una estimació del grau d’associació de les variables per a cada 

combinació particular de categories, és a dir, per a cada casella. L’associació entre 

cada parella d’al·lels es va mesurar per mitjà del valor normalitzat de lambda (valor 

z) que s’obtén al dividir lambda pel seu error estàndard. Aplicat al desequilibri de 

lligament, z mesura el grau d’associació entre cada combinació d’al·lels. El fet de 

treballar amb valors normalitzats té l’avantatge que proporciona un nivell de sig-

nificació estadística a cada casella, ja que els valors z segueixen una distribució 

normal. Una associació es considera significativa amb una probabilitat d’error de 

0.05 quan |z|>1.96. Els valors z permeten comparar diferents parelles d’al·lels de 

diferents taules, i són independents de les freqüències 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 cromosò-

miques completades van ser les corresponents a Xp22, Xq11 i Xq12. 

Els resultats de l’anàlisi de desequilibri de lligament amb els dos mètodes estadístics 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 l’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 mutació dinàmica, hipòtesi inicial d'aquesta tesi. 

Taula 7. Resultats de les anàlisis de desequilibri de lligament amb els dos mètodes estadístics utilitzats. 

Marcador 
Nº cromosomes analitzats 
Cr. control Cr. RTT 

Desequilibri de lligament 
p(χ 2)* Loglinear |z|* 

DXYS233 
DXYS234 
DXS7107 
DXS1223 
DXS1043 
DXS1224 
DXS8019 
DXS7593 
DXS7110 
DXS8049 
DXS1036 
DXS8090 
DXS8015 
DXS993 
DXS8080 
DXS1003 
DXS1039 
DXS1204 
DXS1216 
DXS453 
DXS1196 
DXS990 
DXS8077 
DXS1231 
DXS8089 
DXS1059 
DXS1220 
DXS1001 
DXS8059 
DXS8093 
DXS8094 
DXS984 
DXS1227 
DXS8106 
DXS8084 
DXS8091 
DXS8011 
DXS8103 
DXS1073 
DXYS154 

*ns: no significatiu (p>0.05; |z|<2.0) 

78 
No informatiu 

70 
32 
46 
68 
46 

72 

76 
72 
40 
62 
78 
72 
68 

68 
72 

40 
No informatiu 

40 
40 
44 
52 
44 

54 
54 
22 
50 
54 

54 

ns 

ns 
ns 
ns 
ns 
ns 

ns 
ns 
ns 
ns 
ns 

ns 

ns 

ns 
ns 
ns 
ns 
ns 

ns 
ns 
ns 
ns 
ns 

ns 
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1.2 Anàlisi de mutacions a l’mtDNA. 

Armstrong J, Pineda M, Monrós 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'herència materna en algunes de les famílies RTT 

estudiades, i anomalies morfològiques 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 mutació en el gen mitocondrial que codifica per 16S 

rRNA, descrita per un grup xinès en pacients RTT. El 1997, Tang i col. van publicar la 

presència de la mutació 2835→ T en pacients RTT (6/15) i en les seves mares (6/14) però 

no en població control (n=30). Així 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 mutació descrita. En tots els casos, les mutacions es presentaven en heteroplàs-

mia. Els autors suggerien que el 16S rRNA podia estar implicat en l’etiologia de l’RTT. 

Encara que no existien dades més recents publicades pels mateixos autors, vam realitzar 

l'anàlisi directa de la mutació segons el mètode 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 

l'Editor a Pediatric Neurology. 

No vam detectar la mutació descrita ni cap canvi en el patró de migració en les pacients, 

ni en la població control. Els nostres resultats van concordar amb els resultats que aca-

baven de publicar Cardioli i col. (1999) en pacients italianes. �
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CAPÍTOL 2: 
– 
Anàlisi genètica de la síndrome de Rett. 
Correlacions genotip-fenotip i aplicacions diagnòstiques 



Resultats 

2.1 Anàlisi de mutacions en la regió codificant del gen MECP2. 
Correlacions genotip-fenotip. 

2.1.1 Monrós E, Armstrong J, Aibar E, Poo P, Canós I, Pineda M (2001) Rett syndro-
me in Spain: mutation analysis and clinical correlations. Brain & Dev 23:S251-S253. 

En aquest treball es descriu el primer estudi de l'espectre de mutacions al gen MECP2 en 

una sèrie de 143 pacients RTT de la població espanyola, i la primera aproximació a les 

correlacions genotip-fenotip. La novetat d’aquest treball, presentat al World Congress on 

Rett Syndrome (Karuizawa, juliol 2000) va ser la presentació d’una nova escala d’avalua-

ció clínica o checklist, que recull les dades clíniques de les pacients de forma quantitati-

va. Aquesta escala d’avaluació permet donar una puntuació a cada una de les variables 

clíniques de l’RTT que no depenen de l’edat ni de factors ambientals, i assigna una pun-

tuació global a cada pacient, la qual reflecteix la gravetat de la malaltia. A partir d’aques-

ta escala d’avaluació es va analitzar la contribució del tipus de mutació en la clínica de la 

malaltia. 

Els resultats mostren les mutacions a MECP2, detectades en un 65.2% de les pacients ana-

litzades. Causen tot l’espectre clínic de l’RTT, encara que les mutacions amb canvi de sen-

tit s’associen preferentment a formes més lleus mentre que les mutacions que causen pro-

teïna truncada en presenten en pacients amb clínica més severa. S’observen diferències 

significatives entre ambdós tipus de mutacions en relació a la sedestació, la deambulació 

i l’edat de presentació de les estereotípies. 

Es presenta el primer cas descrit a la literatura d’un baró amb RTT clàssica i mutació al 

gen MECP2. 
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2.1.2 Armstrong J, Pineda M, Aibar E, González E, Garrido C, Jabalera M, 
Campistol J, Póo P, Vernet A, Pérez MM, Geán E, Monrós E Genetic and clini-
cal analysis of Rett syndrome: a new approach for genotype-phenotype correlation 
(en preparació). 

Aquest estudi recull l’anàlisi mutacional i les correlacions clínico-genètiques en la sèrie 

completa de pacients RTT analitzades en aquesta tesi (N= 274). 

En aquest treball s’ha revaluat la clínica de les pacients, després que al 4th Congress of 

the European Paediatric Neurology Society (Baden-Baden, setembre 2001) s’aprovessin els 

nous criteris clínics de diagnòstic de l’RTT (Hagberg i col. 2002), els quals es resumeixen 

a la Taula 1 (Introducció, pàg. 6). Es presenta l’escala d’avaluació clínica definitiva, modi-

ficada respecte de la publicada a Monrós i col. (2001), i es descriu un nou abordatge tèc-

nic per detectar grans reordenaments gènics en les pacients, els quals escapen a la meto-

dologia convencional de cerca de mutacions per seqüenciació directa. 

Les conclusions d'aquest estudi es poden resumir en: 

• Les mutacions amb canvi de sentit es troben preferentment localitzades en el domini 

MBD, mentre que les mutacions que causen proteïna truncada tendeixen a produir-se 

en el domini TRD. 

• Els grans reordenaments constitueixen el 3% de les mutacions a MECP2 i semblen asso-

ciar-se a formes greus d’RTT. 

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

• Les mutacions que causen proteïna truncada s’associen a presentacions clíniques més 

severes que les mutacions amb canvi de sentit. 

• Existeixen diferències significatives entre les mutacions de canvi de sentit i les muta-

cions que causen proteïna truncada en relació a les característiques clíniques següents: 

capacitat de seure, deambulació i disfuncions respiratòries. 

• Les pacients amb mutació en el domini MBD tenen més capacitat de seure i caminar, 

i presenten una simptomatologia més lleu que les pacients amb mutació en el domini TRD. 

• No s’han detectat diferències significatives entre ambdós tipus de mutacions ni la seva 

localització en relació a l’edat d’inici de la malaltia, la desacceleració del perímetre cefà-

lic, la capacitat de llenguatge, la presència o absència d’epilèpsia, l’ús de les mans ni 

l’edat d’inici de les estereotípies. 
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Introduction coding and spans 69 bp (D’Esposito, 

Rett syndrome (RTT[MIM 312750]) is et al. 1996; Reichwald, et al. 2000). 

a neurodevelopmental disorder that The gene is transcribed into two 

affects almost exclusively females. main alternatively spliced transcripts 

The disease is mainly sporadic and (1.8 Kb and 10Kb) produced by dif-

has an estimated prevalence of ferential polyadenilation site usage 

1/12000 to 1/15.000 girls (Hagberg, (Reichwald, et al. 2000). The appa-

1983). Its clinical expression is varia- rent tissue-specificity of both MECP2 

ble (Hagberg, 1985). Classical RTT transcripts and the presence of dis-

represents around 80% of cases and tinct 3’UTRs suggests they might have 

is characterised by neurodevelop- unique roles. MECP2 encodes the 

mental dysfunction in which a period 486 amino acids methyl-CpG-binding 

of stagnation is followed by regres- protein 2 (MeCP2). The MeCP2 pro-

sion of development in young girls, tein is expressed at higher levels in 

typically between 6 months and 3 the brain than in many others tissues, 

years (Hagberg, 1983; Rett, 1966). but its quantity does not correlate 

Lost skills include purposeful hand with mRNA levels (LaSalle et al. 2001; 

use, social contact and language. Shahbazian et al. 2002a). Within the 

After a period of neurologic regres- brain, MeCP2 is present in most neu-

sion affecting both motor and mental rons but not in glia (Akbarian et al. 

abilities, a number of manifestations 2001; LaSalle et al. 2001; Shahbazian 

are common in the affected girls: et al. 2002a). MeCP2 is though to 

arrest of brain development, stere- silence transcription of downstream 

otypical hand movements, ventila- mammalian genes. The protein binds 

tory irregularities, seizures and preferentially to DNA methylated at 

growth retardation. Variant forms are CpG sites and interacts with a corre-

grouped in five different categories: pressor complex: Sin3A and histone 

early-onset, early epilepsy, conser- deacetylases HDAC1 and HDAC2 

ved language, late regression and (Jones et al. 1998). Interaction betwe-

fruste form (Hagberg et al. 1994). en this transcription repressor com-

It is now known that RTT has an X plex and chromatin-bound MeCP2 

linked dominant pattern of inheri- causes deacetylation of core histones, 

tance usually associated to male let- resulting in transcriptional repression 

hality. De novo dominant mutations (Nan et al. 1998; Jones et al. 1998). 

in the coding region of MECP2 gene Three functional domains have been 

(Xq28) have been described in a high identified in MeCP2: 1) an 85 amino 

proportion of sporadic RTT patients acids methyl-cytosine-binding 

and in some familial cases (Amir, et domain (MBD), which binds to 5-

al.1999; Cheadle, et al. 2000; methyl-cytosine residues in symme-

Bienvenu, et al. 2000; Huppke, et al. trically positioned CpG dinucleotides 

2000; Xiang, et al. 2000; Shahbazian located in gene promoter regions 

& Zoghbi, 2002; Huppke, et al. 2002). (Lewis et al. 1992; Nan et al. 1993); 2) 

The MECP2 gene comprises four a 104 amino acides long transcription 

exons, from which exon 1 is non- repression domain (TRD) which inte-
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racts with histone deacetylases and Material and Methods 

Sin3A (Nan et al. 1997); 3) two nucle- Subjects 

ar localization signals, one lying wit-

hin the TRD and the other between We studied 176 sporadic female RTT 

the MBD and the TRD, which are patients, two familial cases and one 

necessary for protein transportation affected male (Armstrong et al. 2001). 

into the nucleus (Nan et al. 1996). All patients were submitted to a strict 

The last 63 amino acids of MeCP2 clinical selection and were diagnosed 

have been shown to facilitate the bin- according to the Rett Syndrome 

ding of the protein to both naked Diagnostic Criteria Work Group 

and nucleosomal DNA (Chandler et (Hagberg et al. 2002). We analyzed 

al. 1999). 117 females and 1 male with classical 

Gene mutation analyses in a large RTT, and 58 females with variant RTT. 

series of patients have revealed an Blood samples were obtained from 

unexpected broad spectrum of clini- patients, their parents and siblings. 

cal manifestations of the MECP2 Informed consent for genetic rese-

mutations. RTT causing mutations arch was obtained from all families, 

have been also found in asympto- following the Hospital Ethics 

mathic carrier females and born Committee’s approval of the study. 

males with severe lethal encephalo-

pathy, whereas other nucleotidic DNA extraction 

changes have been identified in Genomic DNA was obtained from 

patients with different developmental peripheral leukocytes by standard 

and mental disorders (Schwartzman phenol extraction and ethanol preci-

et al. 1999; Clayton-Smith et al. 2000; pitation protocols. 

Meloni et al. 2000; Orrioco et al. 

2000; Couvert et al. 2001; Hoffbuhrn Mutation analysis by direct sequencing 

et al. 2001; Watson et al. 2001). In The coding region of the MECP2 

addition, phenotypic variability is gene was amplified in five PCR frag-

observed among patients carrying ments, using primers pairs and condi-

the same mutation, indicating that tions described elsewhere (Amir et al. 

other variables such as the X inacti- 1999; Wan et al. 1999). Exon 1 and 3 

vation pattern (XCI) and MECP2 amplifications were modified, using 

downstream genes may contribute to the primer pairs exon1’F-

the final phenotype. CAATGGGGGCTTTCAACTTA and 

The aim of this study has been to exon1’R-AAAACAGATGGCCAAAC-

characterize the spectrum of muta- CA, and reverse primer exon2R: 5’ -

tions in a series of Spanish patients, CCCTGCCCTGTAGAGATAGG -3’. 

and to analyse the contribution of Annealing temperatures were 55oC 

the type of mutation on the different and 59oC, respectively.  PCR products 

RTT clinical features and the severity were purified using the Qiagen PCR 

of the disease. A clinical checklist for purification kit (Qiagen). Amplimers 

the genotype-phenotype correlations were sequenced using the ABI PRISM 

has been applied. Big Dye Terminator cycle sequencing 
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ready reaction kit (PE Biosystems). cDNA analysis 

Automated sequencing was per- RNA was extracted from peripheral 

formed on an ABI 3100 DNA sequen- blood lymphocytes using the 

cer (Applied Biosystems). Sequences QIAamp RNA Blood Mini (Qiagen) 

were compared to the human geno- according to manufacturer’s instruc-

mic MECP2 database sequence tions. RNA (2-5 mg) was reverse 

(GenBank accession No. AF031078, transcribed using 500ng of a mixture 

GI:3002592) and were analysed using of random primers (New England 

the BCM Search Launcher utilities BioLabs™ ), oligo p(dT)10 (Roche 

(http://www.searchlauncher.bcm.tm Molecular Biochemicals) and 

c.edu/). Omniscript Reverse Transcriptase 

(Qiagen) in a 20 ml reaction volume 

Big gene rearrangements analysis. using conditions recommended by 

To search for big gene rearrange- the manufacturer. 

ments, a long PCR was designed to 

amplify a 2458 bp overlapping the Clinical data management 

third and fourth MECP2 exons, and To analyse genotype-phenotype 

the third intron. The primer pairs correlation, the patients were selec-

used were described elsewhere, 2aF ted with age older than five years. At 

and 3fR (Amir et al. 1999), and PCR this age most of the RTT girls present 

conditions were as follows: 200 ng all the necessary criteria for clinical 

DNA in 2 mM Tris-HCl, pH 7.5 diagnosis. A clinical database was 

(25oC), 10 mM KCl, 0.1mM DTT, 0.01 filled-up from the history of each 

mM EDTA, 0.05% Tween20, 0.05% patient and the most important items 

Nonidet P40, 5% glycerol, 1.5 mM were chosen to create a check-list. 

MgCl2, 0.25 mM dNTPs, 1mm of The clinical variables included in our 

each primer and 2.8U Expand High study were as follows: age onset of 

Fidelity (Roche), in a final volume of the first signs of RTT, stagnation of 

25ml. Cycling parameters were 94oC head growth (acquired/absent), abi-

for 5 minutes, followed by 35 cycles lity to sit and walk and range of age 

of 94oC for 45 sec, 55oC for 45 sec, acquired, development of language, 

72oC for 1 min, and a final step of respiratory function, presence of epi-

extension at 72oC for 10 min. lepsy, hands use and onset of stere-

Products were run on 2% agarose otypes (Table 1). 

gels and anomalous migrating bands A score was given to each variable 

were excised, purified using the depending on the morbidity that it 

Qiaquick gel purification kit represents to the disease (Table 1). A 

(Qiagen), and sequenced. global severity score was obtained 

for each patient, and a higher score 

Polymorphic markers analysis lead to a more severe disease. 

Forty microsatel l i te markers The type and location of the muta-

(Généthon) spaced 5 cM along the X tions were correlated with the clini-

chromosome were tested following the cal check-list. The types of mutations 

universal PCR amplification protocol. were classified in two groups, accor-
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ding to the mutation type: missense Forty-four patients (37%) had mis-

mutation and mutations which cause sense mutations and 61 patients 

PTC. The locations of the mutations (52%) carried mutations causing a 

were also divided into two groups: premature termination codon 

mutations in the MBD and mutations (PTC). Four of them were single 

in the TRD. nucleotide deletions. Nine patients 

The Fisher exact test was applied to (9%) beard five different deletions 

measure the significance of the beyond the TRD domain, ranging 

observed differences. A p-value below from 28bp to 96bp. All but one of 

0,05 was considered significant. the mutations located in the MDB 

(28%) were missense. Forty-three 

Results. percent of mutations clustered in 

Mutation analysis by direct sequencing. the TRD, 80% of them causing PTC. 

In the present study we analysed No changes were found in exon 2, 

the MECP2 gene in a sample of 176 the first coding MECP2 exon. 

sporadic patients with clinical diag- Overall we found 13 recurrent 

nosis of Rett Syndrome, according mutations in 96 patients, account-

to Hagberg et al. (2002). Our series ing for 81% of the cases. R255X was 

include118 classical and 58 variant the most frequent change, found in 

cases with complete clinical 17 patients (10%). 

records. Mutation screening was We analysed samples from the mot-

done by direct sequencing of the her or both parents in 103 mutation-

entire coding sequence as a first positive cases. Fifty unaffected 

approach. Thirty-five different daughters from 35 patients were also 

mutations were found in 118 tested. Restriction analysis, SSCP/HD 

patients, corresponding to 67% of or direct sequencing were used to 

our series (Table 2). Ten mutations study the segregation of the muta-

are novel. Mutations were identified tion. All the analysed mutations had 

in 91 of 118 (77%) of classical cases a de novo origin, although we found 

but only in 46% of patients with germline mosaicism for a polymorp-

variant forms (Table 3). Within this hism, as described below. 

group, clinical information allowed 

to classify the different variants: Big gene rearrangements analysis. 

mutations were detected in 42% of A long-PCR protocol was developed 

patients with fruste form, in 48% to coamplify exon 3, intron 3 and 

with congenital form and in 90% of exon 4 of the MECP2 gene. The 58 

the patients having the preserved patients with no mutation found by 

speech variant. No mutation was direct sequencing were analysed. 

found in patients with late regres- Four large deletions were found: 

sion nor with early epilepsy. 431del337bp, 448del459bp, 

Our series included a boy with clas- 651del486bp and 758del309bp. Their 

sical RTT due to somatic mosaicism de novo origin was confirmed in all 

for an R133H mutation (Armstrong cases. The four patients had a severe 

et al. 2001). RTT presentation. 
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To search for complete gene dele- demonstrated the non-pathogenic 

tions or cryptic chromosomal rea- nature of the deletions, despite they 

rrangements, segregation analysis of caused the lost of several residues 

polymorphic markers flanking the that were thought to be important for 

MECP2 gene was performed in the proper protein function or structure. 

remaining patients for whom paren- Nucleotide changes at 3’UTR were 

tal samples were available (N= 47). also found in two affected girls wit-

Normal biparental inheritance was hout mutation in the coding region 

observed in all cases. of MECP2. None of them had been 

Altogether, our analyses allowed previously described. One of the 

identification of disease-causing patients carried the previously descri-

mutations in 67% of RTT patients bed polymorphism S194S inherited 

from her father, and a de novo inser-

Polymorphic variants. tion +99insA beyond the STOP 

A total of seven different polymorp- codon. The insertion was present in 

hisms were characterised in this the cDNA, within a highly conserved 

study. Six were silent inherited muta- region through evolution (Coy et al. 

tions: 582G→ T (S194S), 666C→ G 1999). The other patient beard the 

(V222V), 710G→ T (G237G), polymorphic variant IVS3-17delT, 

750C→ A (R250R), 1233C→ T (S411S), and a +15ntG→ A after the STOP 

1197C→ T (P399P). In three cases, a codon. BsrBI restriction analysis of 

pathological de novo mutation was this nucleotide change showed it has 

also found in the patient. a maternal origin and was probably a 

The already described polymorphic polymorphism. 

variant IVS3-17delT (Christodoulou 

at al, 2003) was found in four Familial cases 

patients. In all cases it had a de novo Two proved and one putative fami-

origin, but in one family the poly- lial cases were analysed in our 

morphism was also found in the series: a pair of identical girl twins, a 

healthy sister, reflecting a case of pair of sisters, and a pair of girl-boy 

germline mosaicism. twins, respectively. Identical twins 

Two consecutive in-frame C-terminal were clinically concordant in having 

deletions [1162(del18) and a classical RTT and both carried the 

1232(del9)] were identified in one R270X mutation. The pair of sisters 

patient with no other mutation found in the second family both had an 

in the coding region (Moses and early-onset RTT and were mutation-

Armstrong, submitted). The double negative. Segregation analysis for 40 

deletion was inherited from her mot- X-linked polymorphic markers defi-

her. Family genotyping over three ned two concordant regions betwe-

generations revealed that five other en both sisters: Xp22-Xp11 and 

non-symptomatic family members Xq27-Xq28. 

also carried the defect, including the The third family consisted in a pair of 

brother and the maternal grandfather boy-girl twins born from a consan-

of the patient. This observation guineous marriage. The girl had a 
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classical RTT whereas the boy died at TRD. We did not find any statistical 

birth of respiratory distress. No muta- significance between the localization 

tion was found in the affected girl of the mutation by: onset of the dise-

and no sample was available from ase, stagnation of the head growth, 

the deceased boy. language abilities, respiratory dys-

function, epilepsy, usefulness of the 

Genotype-phenotype correlation. hands and age onset of stereotypes. 

We had complete studies of clinical The mutations found in the MBD are 

data from 110 out of 118 RTT associated with a less severe phenoty-

patients with mutations in the coding pe of the disease than the mutation 

region of MECP2 gene. The six large found in TRD (p=0,047) (Figure 2B). 

deletions and the four big gene rea-

rrangements were not included in Discussion 

the correlation analysis. The mutation analysis done by diffe-

We first studied the difference betwe- rent authors has focused up to date 

en the type of mutation: missense to the coding region of MECP2 gene. 

mutations and PTC, for each clinical The results obtained from all of them 

variable of the check list (Table 1). show that 70-80% of the RTT patients 

Data analysis showed the following have a mutation in the coding region 

results (Table 4): patients with a mis- (Shahbazian & Zoghbi, 2002). The 

sense mutation are more likely to sit mutations have a de novo origin in 

(p=0,015) and walk (p=0,037) than more than 99% of the cases. 

patients who carry truncating muta- In our study, we received samples 

tions. Instead, patients with a trunca- and clinical data of up to 250 patients 

ting mutation are more likely to have with RTT suspicious diagnosis, and 

respiratory dysfunction (p=0,046) samples from their parents and 

than patients with missense muta- siblings, from all the Spanish 

tions. PTC mutations are associated country. We discarded 90 cases 

with a more severe disease while because they did not follow the RTT 

missense mutation lead to milder RTT criteria (Hagberg et al. 2002). 

clinical form (p=0,012) (Figure 2A). Therefore, the present series includes 

We did not find any statistical signifi- 176 patients with clinically confirmed 

cance between the two mutations RTT. All have been analysed by 

type by: onset of the disease, stagna- direct sequencing of the MECP2 

tion of head growth, language abili- coding region, and long PCR to 

ties, epilepsy, usefulness of the detect gross rearrangements was 

hands and age onset of stereotypes. only performed in mutation-negative 

We next analysed the correlation bet- patients. Mutations have been detec-

ween patients with mutation in the ted in 67% of the patients:115 unre-

MBD and patients with mutation into lated RTT girls, one pair of twins and 

TRD (Table 4). Patients with muta- a classical RTT boy (see Armstrong et 

tion in the MBD are more likely to sit al, 2001). Altogether, we have identi-

(p=0,027) and walk (p=0,032) than fied 35 different mutations, ten were 

patients that carry a mutation in the novel: 12 missense mutations in 44 
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patients, six truncating mutations in MECP2 gene. They were large dele-

61 patients, five large deletions loca- tions, up to 400bp, that escaped 

ted beyond the TRD in 11 patients, sequencing screening methods and 

and four big gene rearrangements. were found by large PCR analysis. It 

Mutations are mainly located in the has been recently published 

functional domains in the protein. (Bienvenu et al, 2001) that screening 

Missense mutations clustered prefe- for mutations in the MECP2 gene 

rentially in the MBD whereas most of should include a large PCR to 

the punctual PTC mutations were amplify exon 4 entirely. In our study, 

located within the TRD. The MeCP2 we show that the large PCR would 

protein has two putative nuclear have to include the third exon and 

localization signal (NLS), one betwe- the third intron too. 

en the MBD and the TRD, and the Regarding the silent variants, expres-

second in the TRD. Five truncating sion and functional studies are nee-

mutations have been found in these ded to elucidate their polymorphic or 

regions: R168X, 591delG and Q208X pathogenic nature. Changes descri-

within the first NLS, and R270X and bed as polymorphisms at the geno-

V288X within the second. mic level, both in coding and in non-

In the 3’ region of the fourth MECP2 coding regions, have been shown to 

exon, a hot spot of deletions exists. be mutations affecting RNA proces-

In our study, we have found five dif- sing and/or translation efficiency 

ferent deletions in 11 patients. The C- (Ars et al. 2001) 

terminal protein region beyond TRD In our series, one familial case consis-

has been reported to have an impor- ting in a pair of sisters affected by an 

tant role in the interaction of MeCP2 early onset RTT was analysed. No 

with the nucleosome core (Chandler mutation could be identified in the 

et al. 1999). Another study showed patients. Following Villard’s hypothe-

that this region may increase protein sis (Villard et al. 2001), the pattern of 

stability (Yusufzai & Wolffe, 2000). In X chromosome inactivation (XCI) was 

addition, conserved domains that analysed in both sisters and the mot-

share homology with specific brain her. A skewed pattern of XCI was 

factors from the forkhead family observed in the mother but not in the 

have been also described (Vacca et two daughters. Skewed XCI patterns 

al, 2001). One family from our series, have been postulated to explain the 

however, showed that small in-frame occurrence of unaffected carrier fema-

deletions affecting both the hystidine les in families with recurrent RTT 

and proline stretches do not alter (Amir et al. 2001), but at least 70% of 

protein function, since they were RTT familial cases have no mutation 

found in an RTT patient but also in in the MECP2 gene coding region 

two unaffected carrier males from (Shahbazian & Zoghbi, 2002). Villard 

her family (Moses et al. submitted). et al. (2001) have postulated a model 

In addition to large deletions at for familial Rett syndrome transmis-

MeCP2 C-terminus, we have found sion independent of MECP2, in which 

four big gene rearrangements in the two traits are inherited: an X-linked 
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mutated RTT-2 locus abnormally et al. 2001) after the revision of the 

escaping XCI, and the presence of a clinical criteria for RTT diagnosis 

skewed XCI in the carrier women. (Hagberg et al. 2002). The check list 

Our family could fit the proposed presented in Table 1 takes only into 

model if the two sisters inherit the account the clinical parameters that 

maternal mutated RTT-2 locus within are independent of age and external 

the context of a random XCI. factors. It proposes an easy scoring 

Haplotype analysis of the whole- of the different clinical features and 

length X chromosome showed that allows to weight each one according 

both patients share the maternal X-lin- to its implication in the severity of 

ked region where Villard et al. (2001) the disease. 

mapped the putative RTT-2 locus, Our present results are highly con-

around markers DXS1003 and cordant with the previously reported 

DXS1039 (data not shown). in Monrós et al (2001) in a smaller 

Nevertheless, the sisters are also con- series of patients. PTC mutations 

cordant at Xq27-q28, and we cannot cause the more severe phenotypes 

exclude to find mutations in the non- while missense mutations lead to mil-

coding MECP2 regions or in other der RTT forms (Figure 2). Patients 

putative Rett syndrome causing with large deletions at MeCP2 C-ter-

genes. minus have lower severity scores 

Several groups have studied genoty- than those with gross gene rearrange-

pe-phenotype correlation to determi- ments. The mutations found in the 

ne whether the clinical features of coding region of MECP2 gene cause 

the RTT patients could be related to all the clinical range of the disease. 

the different types of mutations and Nevertheless, it is important to note 

their location within MECP2. The that the higher proportion of muta-

reported results have been often dis- tions were found in classical RTT 

cordant: some groups have found (77%) with regards to the variant 

correlation between missense and forms (23%). Within this last group, 

PTC mutations regarding disease PSV variant and fruste form displayed 

severity (Cheadle et al. 2000; Monros a high percentage of mutation detec-

et al. 2001; Huppke et al. 2002) while tion. We did not find any mutation in 

others have not (Nielsen et al. 2001; patients having early epilepsy. This it 

Amir et al. 2000) Despite individual could mean that this clinical variant 

clinical differences may be due to the represents a different clinical entity. 

fact that the XCI pattern can influen- It is worthy to note that four years 

ce the phenotype outcome of the after the description of MECP2 as the 

mutations (Shahbazian & Zoghbi, gene causing RTT, an important 

2002), disparate results in statistical question remains to be answered: we 

analyses are mainly caused by the do not know yet whether the disea-

use of different check list criteria and se is genetically homogeneous, the 

scores (Pineda et al. 1999). remaining mutations located within 

We have optimised the previously the long non-coding MECP2 regions, 

reported clinical check list (Monrós or other genes are involved in the 
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ethiopathology in the disease. HY (1999) Rett syndrome is 

Electronic-Database Information caused by mutations in X-linked 

- IRSA MECP2 Variation Database MECP2, encoding methyl-CpG-

(RettBASE): binding protein2. Nature Genet 

http://mecp2.chw.edu.ar/ 23:185-188 

- Online Mendelian Inheritance in • Amir RE, Van den Veyver IB, 

Man (OMIM): Schultz R Malicki DM, Tran CQ, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim Dahle EJ, Philippi A, et al. (2000) 

/ [for RTT (MIM 312750) and MeCP2 Influence of mutation type and X 

(MIM 300005)] chromosome inactivation on Rett 

- Gen Bank: syndrome phenotypes. Ann 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen- Neurol. 47:670-679 

bank/index.html • Armstrong J, Poo P, Pineda M, 

- BCM Search Launcher Aibar E, Geán E, Català V, 

http://www.searchlauncher.bcm.tmc. Monrós E. (2001) Classic Rett 

edu/ syndrome in a bou due to soma-

- Primer 3 program tic mosaicism for a MECP2 muta-
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Legend of Figures FIGURE 2. Global severity scores: A. 

FIGURE 1. MECP2 mutations in by mutation type, B. by location of 

Rett syndrome. Missense mutations mutation. PTC mutations are associa-

are denoted by circles above the ted to a more severe disease while 

gene, nonsense mutations by squares missense mutations lead to milder 

and deletions by discontinuous lines RTT clinical forms (p=0,012). The 

below the gene. Recurrent mutations mutations found in the MBD are 

are denoted by symbols adjoined by associated with a less severe phe-

lines at identical positions on the notype of the disease than the muta-

gene. The black region on the gene tions found in the TRD (p=0,047) 

is the non coding region; MBD is in 

light grey; TRD is in dark grey and 

the nuclear localisation signals (NLS) 

are in stripped squares. 
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Figure 1 

Figure 2-A Figure 2-B 
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Table 1 Check list showing the severity grading of the clinical features. 

DefinitionScore 

Age of onset 

of first sign 

Microcephaly 

Sitting alone 

Ambulation 

Language 

0 -12 mo 

12 – 24 mo 

> 24 mo 

absent 

present 

acquired < 8 mo 

seat and maintains 

seat and lost 

never acquired 

acquired < 18 mo 

acquired < 30 mo 

acquired > 30 mo 

lost acquisition 

never acquired 

preserved and propositive 

lost 

never acquired 

3 

2 

1 

0 

1 

0 

1 

2 

3 

0 

1 

2 

3 

4 

0 

1 

2 

DefinitionScore 

Respiratory 

function 

Epilepsy 

Hands use 

Onset of 

stereotypies 

Date of Birth: 

Date evaluation: 

no dysfunction 

hyperventilation and/or 

apnea 

absent 

present and controlled 

uncontrolled or 

early epilepsy 

acquired and conserved 

acquired and partially 

conserved 

acquired and lost 

never acquired 

> 10 years 

> 36 mo 

18 – 36 mo 

0 

1 

0 

1 

2 

0 

1 

2 

3 

0 

1 

2 
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Table 2 MECP2 mutation in Spanish RTT patients 

N. 
patients 

Exon 
Nucleotide 

change 
Mutation Domain References 

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 I Wan et al. 1999 
1 4 591delG V209X I This study 
1 4 622C→ T Q208X I 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 1163C→ T 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. 
patients 

Exon 
Nucleotide 

change 
Polymorphism Domain References 

4+1 (*) 4 IVS3-17delT intronic I Christodoulou et al. 
2003 

1 4 582C→ T S194S I 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 77% 

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 

Table 4 Significant differences. 

Missense PTC p value 

Sits unsupported 

Ambulation 

Respiratory function 

Severity (global scores) 

17/31(55%) sat before 8m 

24/31 (77%) sits 

21/31 (68%) walked 

3/10 (30%) never acquired 

12/31 (39%) normal 

8/44 (18%) score>15 

9/35 (26%) sat before 8m 

16/35 (46%) never sits 

20/35 (57%) do not walk 

14/20 (70%) never acquired 

29/35 (83%) abnormal 

26/57 (46%) score>15 

p=0,015 

p=0,043 

p=0,037 

p=0,045 

p=0,046 

p=0,012 

Sits unsupported 

Ambulation 

Severity (global scores) 

20/35 (57%) sat before 8m 

23/35 (66%) walked 

7/35 (20%) score>15 

14/49 (29%) sat before 8m 

28/49 (57%) do not walk 

21/46 (46%) score>15 

p=0,027 

p=0,032 

p=0,047 

MBD TRD p value 
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Anàlisi de grans reordenaments 
L’anàlisi de grans reordenaments del gen MECP2 es va dur a terme per mitjà de tres assaigs 

per PCR. El primer assaig genera un fragment de 2477 pb resultant de l’amplificació con-

junta del tercer exó, tercer intró i quart exó. La segona PCR amplificava el final del tercer 

exó, el tercer intró i el principi del quart exó (1288pb); i el tercer assaig amplificava el quart 

exó sencer (1378pb). Els darrers dos assaigs es van dissenyar amb la fi d’obtenir una major 

resolució i detectar reordenaments petits en l’intró 3 i en l’exó 4, respectivament. 

Tal com es menciona en el manuscrit, es van detectar quatre grans delecions de pacients 

amb formes severs d’RTT i sense mutació identificada en la regió codificant de MECP2. 

Les mutacions causarien una proteïna truncada amb pèrdua parcial o totals dels dominis 

funcionals de MeCP2 (Fig. 15) 

A 

B 
Figura 15. Grans reordenaments 

gènics en pacients amb RTT. 

A. Resultat de l’amplificació del tercer 

exó, tercer intró i quart exó de tres 

de les quatre pacients RTT amb grans 

reordenaments gènics detectats en 

la nostra sèrie. 

B. Efecte de les quatre delecions 

en la proteïna MeCP2. 
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2.2 Consell genètic: polimorfismes i diagnòstic prenatal. 

2.2.1 Moses LM*, Armstrong J*, Hoffbuhr K, Pineda M, Bibat G, González E, 
Galán F, Naidu S, Hoffman E, Monrós 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 mutació. Sovint es detecten canvis de novo, 

tant en regió codificant com en no codificant, la patogenicitat dels quals és de difícil pre-

dicció en funció només del canvi detectat en la seqüència genòmica. 

L'extrem 3' de la regió codificant del gen MECP2 és un punt calent per delecions, la majo-

ria de les quals causen una proteïna truncada sense afectació del domini funcional TRD. 

En aquest treball es descriu la identificació de dues delecions consecutives en pauta en 

una pacient RTT de la nostra sèrie, conjuntament amb un cas similar analitzat pel grup 

del Dr. Hoffman (Research Center for Genetic Medicine, Washington DC). L'anàlisi fami-

liar de la nostra pacient va demostrar que es tractava d'un polimorfisme heretat de l'avi 

matern i, per tant, sense relació amb el fenotip de l'afectada. 

Es conclou que s’ha de ser molt cautelós a l’hora de definir com a mutació patogènica 

qualsevol canvi detectat en la seqüència del gen MECP2. 
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In frame deletions in the MECP2 gene inherited 
as polymorphisms in two girls with Rett syndrome 

Linda M Moses(*), Judith Armstrong(*), Kristen C Hoffbuhr, Mercè Pineda, 
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Short title: Polymorphic deletions within the MECP2 gene. 

Abstract frame deletions, including the brother 

Rett syndrome is a neurodevelop- and the maternal grandfather, strongly 

mental disorder of postnatal brain suggesting that these deletions were 

growth in females. Heterozygous non-pathogenic. In the second family, 

mutations in methyl CpG binding pro- a 12 bp in frame deletion [1148(del 

tein 2 (MECP2) gene cause most typi- 12)] in the MECP2 gene was identified 

cal cases of Rett syndrome. We report in a girl with atypical Rett syndrome 

the characterization of three novel in and her healthy mother. X-inactiva-

frame C-terminal deletions in the tion patterns were found to be ran-

MECP2 gene in two girls with atypical dom in both daughter and non-symp-

Rett syndrome. Two consecutive in- tomatic mother, again suggesting that 

frame deletions [1162(del 18) and this deletion was not the genetic 

1232(del 9)] were found in the first cause of the girl’s symptoms. The 

described patient. Family genotyping polymorphic, non-pathogenic nature 

over three generations revealed that of the deletions indicate these regions 

six non-symptomatic other family are not essential for a properly func-

members were carriers of both in- tioning MeCP2 protein and indicate 
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that care must be taken in interpreting gene silencing. A member of a family 

C-terminal deletions in presumptive of proteins that bind methylated CpG 

Rett patients. dinucleotides, MeCP2 recruits trans-

cription repressors, such as Sin3A, and 

Key words: Rett syndrome, X-inactiva- histone deacetylases which promote 

tion, MECP2 deletion, polymorphism. the stable transcriptional repression of 

genes [17, 18, 19]. Models of disease 

Introduction pathogenesis involve inappropriate 

Rett syndrome (MIM 312750) is one persistent expression of downstream 

of the most common causes of mental gene targets of MECP2 binding, alt-

retardation in girls, with a prevalence hough no specific targets have yet 

estimated to be 1:10,000 –22,000 [1, 2]. been identified. 

Typically, girls with classic Rett syn- More than one hundred different 

drome show a normal neonatal period mutations have been identified in the 

for the first six to eighteen months of MECP2 gene in patients with Rett syn-

life. Subsequent developmental and drome. Most MECP2 mutations result 

neurological regression is accompa- in missense or nonsense mutations 

nied by a loss of acquired skills, both affecting two conserved regions of the 

communication and motor skills, ste- protein, the methyl binding domain 

reotypical hand movements, seizures, (MBD) and the transcriptional repres-

autistic behavior and deceleration of sion domain (TRD), and the majority 

head growth [3, 4, 5]. Rett syndrome is have been predicted to result in a loss 

nearly exclusively diagnosed in girls of function [20]. Although a large 

and the majority of cases (99%) are number of mutations have been iden-

sporadic occurrences. Atypical variant tified in the MECP2 gene, eight recu-

forms of Rett syndrome have been rrent mutations (R106W, R133C, 

also described, including the more T158M, R168X, R255X, R270X, R294X 

severe early onset or congenital form, and R306C) account for the majority 

the early epilepsy form, and the mil- of mutations found in girls with Rett 

der variants such as preserved speech, syndrome [20, 21]. Numerous frame-

late onset and forme fruste [6, 7, 8]. shift deletions, including some com-

Recent findings have shown that de plex rearrangements, have been iden-

novo heterozygous mutations in the tified in the C-terminal region of the 

X-linked methyl-CpG-binding protein gene, downstream of the two highly 

2 (MECP2) gene cause most classical conserved MBD and TRD. Frameshift 

cases of Rett syndrome and approxi- deletions in this region are predicted 

mately 30% of atypical variants [9, 10, to result in a truncated protein which 

11, 12, 13, 14, 15, 16]. In the rare ins- retains both domains of defined func-

tances where asymptomatic female tion, yet the classical Rett symptoms 

carriers are found, they invariably of many patients indicate that the 

show preferential use of the normal X truncated protein is largely non-func-

chromosome (skewed X-inactivation) tional [15]. C-terminal deletions 

[10-12, 15]. MeCP2 is a ubiquitously account for approximately 5-10% of 

expressed protein involved in global all mutations, indicating this region is 
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clearly a "hot-spot" for deletion muta- quickly lost after surgery. Stereotyped 

tions [20, 21]. hand movements consisting of hand-

We describe three novel in-frame washing episodes and bruxism appea-

deletions in the MECP2 gene, which red at 35 years of age. 

we show were inherited as poly- Examination at four years of age 

morphisms in two girls with atypical showed retarded growth, stagnation 

Rett syndrome. In both families, the of the head growth and acquired 

in-frame deletions result in the loss of microcephaly (-3 DS). The girl had a 

three to six amino acid residues in the dysmorphic face with slight microg-

C-terminus of MeCP2 protein. These nathia and abnormal position of her 

studies represent the first report of in- teeth. Language was absent and she 

frame deletions in the MECP2 gene walked with wide based gait, but 

which are demonstrated to be non some purposeful hand use was still 

pathogenic. Our findings have impor- preserved. At present, after intensive 

tant implications for the interpretation physiotherapy and reeducation begin-

of MECP2 mutation screening in Rett ning at 16 months of age, she has not 

syndrome. acquired new developmental milesto-

nes and shows severe mental impair-

Materials and Methods ment. Breathing dysfunction, seizures 

Patients and scoliosis were not present. 

Family 1 The proband of family one Family 2 The proband of family two 

is a six year old girl with unremarka- is a four year old female with clinical 

ble family history showing clinical fea- features of Rett syndrome. She was 

tures of early onset Rett syndrome. the product of an uneventful preg-

She was the product of an uneventful nancy; however, delivery was compli-

pregnancy and premature delivery at cated by fetal distress that required 

36 weeks of gestation. Her weight was forceps assistance, resuscitation, and a 

1700gr and she presented a posterior stay in the neonatal intensive care 

cleft palate. She stayed one month in unit. Developmentally, she was 

the neonatal unit. Severe hypotonia always delayed. She developed gene-

was present since the first months of ralized seizures at eighteen months 

life and developmental milestones had old, which evolved into a mixed type 

always been delayed. She was able to with atonic seizures. An MRI at four 

sit alone at 14 months and walked years of age showed white matter 

independently at 2.5 years. Surgery on abnormalities and overall mild global 

her mid line malformation was done volume loss compatible with periven-

at 14 months of age. Cranial MRI, EEG tricular leucomalacia. Family history is 

and metabolic screening, including 7- unremarkable. Currently, at four years 

dehydrocholesterol, were within nor- old, she is ambulatory with some pur-

mal values. At 12 months of age she poseful hand use, but shows some 

was able to say some purposeful other classical features of Rett syndro-

words and wave good-bye with her me including microcephaly, stereoty-

hand. These acquired skills were ped hand movements consisting of 
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handwringing episodes, irregular res- Results 

piration, bruxism, and vasomotor ins- The MECP2 gene was analyzed for 

tability. She is non-verbal. She has mutations in two girls diagnosed with 

strabismus and mild hypotonia. atypical Rett syndrome. In the first 

family, the proband presented with an 

DNA isolation, mutation analysis, atypical earlier onset form of Rett syn-

and X inactivation quantitation drome characterized by severe hypo-

Genomic DNA was isolated from tonia in the first months of life and 

peripheral blood lymphocytes by stan- persistent developmental delay (Fig 

dard methods. PCR products encompas- 1). Sequence analysis of her MECP2 

sing the four exons of the MECP2 gene, gene identified two consecutive, hete-

including exon/intron boundaries, were rozygous in-frame deletions [1162(del 

amplified and screened for mutations 18) and 1232(del 9)], both beyond the 

using DHPLC analysis and direct TRD. The first deletion caused the 

sequencing as previously described [15, loss of six amino acid residues within 

16]. Single strand sequencing was per- a poly-proline domain of the MeCP2 

formed on ABI-Prism 377 using the protein [388(delPPPPEP)]. This region 

BigDye Terminator Cycle Sequencing is poorly conserved in human, mouse, 

Kit (PE Biosystems). Amplified PCR pro- rat and Xenopus (Fig 2). The second 

ducts spanning the deletions were deletion involved amino acid residues 

sequenced in both directions to confirm 411-413 [411(delSVC)], including a 

the deletion breakpoints. cysteine residue which is conserved 

For familial studies, PCR products in rat, mouse and Xenopus (Fig 2). 

were separated by size using denatu- Both deletions were maternally inher-

ring-polyacrylamide gels. Both the ited. Genotyping of the extended 

normal and the lower molecular family showed both deletions in a 

weight fragments were purified from hemizygous state in the maternal 

excised gel bands and sequencing grand-father and both were transmit-

results were confirmed (Family 1). ted in phase to his four daughters (Fig 

X-inactivation ratios in peripheral 1a). The brother of the proband was 

blood cells were quantitated using a also a healthy carrier of the deletions. 

fluorescent X-inactivation assay we The presence of the hemizygous dele-

have previously described [15, 22]. tions in the two normal males strongly 

Informed consent for genetic rese- suggests that these do not exert a 

arch was obtained from both families deleterious effect for MECP2 function 

following the correspondent Ethics and are benign polymorphisms. 

Committee’s approval of the study. In the second family, a four year old 

female proband presented with atypi-

Sequence analysis cal Rett syndrome and white matter 

Sequence analysis was done abnormalities. A novel heterozygous 

by using the BLAST program twelve base pair deletion [1148(del 12)] 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) and was identified in the her MECP2 gene 

using BaseImagerIR and AlignIR soft- (Fig 1b). The in-frame 1148(del 12) 

ware (LiCor, Inc) resulted in the loss of four amino acids 

88 



Resultats 

[385(del PLPP)] in the C-terminal inherited as polymorphisms in two 

region of MeCP2, downstream of the families. In the first described family, 

highly conserved MBD and TRD (Fig two in frame deletions were identi-

2). Genotyping of blood samples from fied, in tandem, in a girl with atypical 

both parents showed the mother to be Rett syndrome and six asymptomatic 

a carrier of the 1148(del12) deletion family members, including a brother 

(Fig 1b). X-inactivation studies of and a maternal grandfather, in a three 

peripheral blood cells showed random generation pedigree. The two dele-

patterns of X-inactivation for both the tions, [(1162(del 18) and 1232(del 9)], 

normal mother and her affected resulted in the loss of 6 amino acids 

daughter (Fig 3). As all asymptomatic [388(del PPPPEP)] and 3 amino acids 

carriers of pathogenic MECP2 muta- [411(del SVC)] from two poorly con-

tions have shown preferential use of served regions of the MeCP2 protein. 

the normal X chromosome, our results In the second family, a 12bp deletion 

suggest that the in-frame 12 base pair resulted in the loss of four amino 

deletion [1148(12del)] was not causati- acids from the same poly proline 

ve of Rett syndrome in this patient (a domain in MeCP2 [385(del PLPP)], 

polymorphism). deleted by the larger 18bp deletion 

Taken together, the atypical clinical identified in family one. These studies 

features of the probands in the two indicated that the loss of these amino 

families and the finding of the dele- acid residues [385-393] and [411-413], 

tions in the normal hemizygous males had no apparent consequences for 

(Family one) or in a normal female the function of the MeCP2 protein. 

carrier with random X inactivation The in-frame deletions were identi-

(Family two) strongly suggests that fied in two girls clinically diagnosed 

these are not pathogenic of the pro- with atypical Rett syndrome. Both 

band’s disease, and are instead showed earlier onset of symptoms 

benign polymorphic variants in a rela- and significant developmental neona-

tively unstable (deletion-prone) tal delay. The in-frame deletions were 

region of the MECP2 gene. novel and resulted in the loss of 

amino acids from poorly conserved 

Discussion regions of MeCP2. In the first family, 

Recent studies have shown that 70 genotyping studies revealed the in 

to 90% of girls with a diagnosis of frame deletions [1162(del 18)] and 

classic Rett syndrome have mutations [1232(del 9)] were inherited in tandem 

within the MECP2 gene (11, 12, 15, from the maternal grandfather (Fig.1a) 

20). Deletions in the 3’ coding region and transmitted to his four daughters, 

of MECP2 account for approximately the proband and her healthy brother. 

5-10% of all mutations [16, 20]. In In this family, the presence of the 

almost all cases, C-terminal deletions consecutive deletions in two healthy, 

result in a shift in the reading frame hemizygous males indicated that 

and premature truncation of the pro- these deletions were polymorphisms. 

tein. Here, we report three novel in- In the second family, the proband 

frame deletions in the MECP2 gene and her healthy mother were carriers 
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of a 12 bp in-frame deletion 1148(del Two of the three novel in frame dele-

12) in the MECP2 gene and both sho- tions described in this report result in 

wed random patterns of X-inactiva- a loss of amino acids residues from 

tion in peripheral blood cells. Since this poly-proline rich domain (379-

the mother did not show preferential 393) in the C-terminus of MeCP2 (Fig 

X-chromosome inactivation, which is 2), indicating that this poly proline 

normally found in asymptomatic region in MeCP2 has little functional 

carriers of pathogenic MECP2 muta- significance. 

tions, the 1148(del 12) in this family Although in-frame deletions have 

represented a benign polymorphism been reported in several other girls 

with no significant consequences for with Rett syndrome, in all except one 

MeCP2 function. case [26], carriers of in-frame deletions 

Most MECP2 mutations described had complex C-terminal rearrange-

so far in Rett syndrome affect either ments involving both in-frame and 

the MBD or the TRD functional out-of-frame rearrangements [15, 25]. 

domains of the protein, most likely A single report of an in-frame deletion 

resulting in a loss of function. A "hot (1164[del 9]) in a girl with Rett syn-

spot" for deletions, however, is located drome was described as an unclassi-

at the C-terminus of the MeCP2 pro- fied variant because DNA from other 

tein, beyond the TRD domain. More family members was not available for 

than 30 different large deletions have further testing [25]. This (1164[del9]) 

been identified in Rett syndrome deletion would result in the loss of 

patients [16, 20, 21]. The vast majority three amino acids from the same 

are out-of-frame, resulting in a trunca- poly-proline region as the in-frame 

ted MeCP2 protein retaining a functio- deletions we have described, indica-

nal MBD and TRD but lacking appro- ting this previously reported deletion 

ximately 150 C-terminal amino acids. is most likely a polymorphism and 

Compared to other regions of MeCP2, not a causative mutation. The 

the function of the C-terminal domain RettBASE [21] also lists as a poly-

is not well defined. Experiments exa- morphic variant the deletion 

mining the consequences of C-termi- (1161[del6]) but no information has 

nal deletions have found that the C- been published about it. An in frame 

terminus of MeCP2 may contribute deletion (1161[del240]) has also been 

towards DNA binding affinity, both to described in a hemizygous male with 

naked DNA and to the nucleosome mild nonspecific mental retardation. 

core, and may be responsible for Two other male relatives with mental 

repression of Sp1 transactivation [23, retardation also carried the deletion; a 

24]. Additionally, several regions wit- non-manifesting female carrier had 

hin the C-terminal domain of MeCP2 skewed X inactivation patterns. This 

(including the poorly conserved poly- large deletion results in the loss of 80 

proline rich domain) have been amino acids in the C-terminal region 

shown to share some homology with of the protein, including the regions 

specific brain factors from the forkhe- deleted by the three in frame dele-

ad family, BF1 (HFK1) and HFK4 [14]. tions described here [26]. These fin-

90 



Resultats 

dings indicate that large in frame dele- References 

tions in the C-terminus may have pat- 1. Hagberg B. Rett´s syndrome: pre-

hogenic consequences for MeCP2. valence and impact on progressi-

In conclusion, we have shown that ve severe mental retardation in 

small in frame deletions in two girls. Acta Paediatr Scand 

regions of the C-terminus of MECP2 1985;74:405-408. 

have little to no functional conse- 2. Kozinetz CA, Skender ML, 

quences for the protein. These fin- MacNaughton N, Almes MJ, 

dings also stress the importance for Schultz RJ, Percy AK, Glaze DG. 

obtaining DNA samples from other Epidemiology of Rett syndrome: a 

family members for the appropriate population-based registry. 

evaluation of the pathogenic role of Pediatrics 1993;91:445-50. 

small deletions in the C-terminus of 3. Rett A. Über ein eigenartiges hir-

MECP2. natrophisches syndrom bei hype-

rammonemie im kindesalter. 

Acknowledgements Wien Med Wochenschr 

We wish to thank Rett syndrome 1966;116:723-728. 

patients and their families for their 4. Hagberg B, Aicardi J, Dias K, 

enthusiastic participation. Sequencing Ramos O. A progressive syndro-

was partially done at Serveis me of autism, dementia, ataxia 

Científico Tècnics, Universitat de and loss of purposeful hand use 

Barcelona. This work was supported in girls: Rett´s syndrome: report of 

in part by grants from the Fondo de 35 cases. Ann Neurol 1983;14:471-

Investigación Sanitaria FIS99/0235 to 479. 

JA and EM; the Asociación Valenciana 5. The Rett Syndrome Diagnostic 

y Catalana de Síndrome de Rett to EM; Working Group: Diagnostic crite-

the National Institutes of Health R01 ria for Rett syndrome. Ann Neurol 

NS40030 to EPH, National Institutes of 1988;23:425-428. 

Health program project grant HD2448 6. Hagberg BA, Skjeldal OH. Rett 

to SN, PCRU grant number RR00052 variants: a suggested model for 

to the Johns Hopkins Pediatric inclusion criteria. Pediatr Neurol 

Clinical Research Unit and the 1994;11:5-11. 

International Rett Syndrome 7. Naidu S. Rett syndrome: a disor-

Association to KH. der affecting early brain growth. 

Ann Neurol 1997;42:3-10. 

8. Ellaway C, Christodoulou J. Rett 

syndrome: genetic breakthrough. 

J Paediatr Child Health 

1999;35:593. 

9. Amir RE, Van den Veyver IB, Wan 

M. Tran CQ, Franke U, Zoghbi 

HY. Rett syndrome is caused by 

mutations in X-linked MECP2, 

encoding methyl-CpG-binding 

91 



Anàlisi del gen MECP2 a la síndrome de Rett. Correlacions genotip-fenotip 

protein 2. Nature Genet S, Hulten M. Mutation analysis of 

1999;23:185-188. the MECP2 gene in British and 

10. Wan M, Sung Jae Lee S, Zhang X, Italian Rett syndrome females. J 

Houwink-Manville I, Song H-R, Mol Med 2001;78:648-55. 

Amir R, Budden S, Naidu S, 15. Hoffbuhr K, Devaney J, LaFleur B, 

Pereira JLP, Lo IFM, Zoghbi HY, Sirianni N, Scacheri C, Giron J, 

Schanen NC, Francke U. Rett Schuette J, Innis J, Marino M, 

Syndrome and beyond: recurrent Philippart M, Narayanan V, 

spontaneous and familial MECP2 Umansky R, Kronn D, Hoffman 

mutations at CpG hotspots. Am J EP, Naidu S. Genotype and phe-

Hum Genet 1999;65:1520-1529. notype evaluation of MeCP2 

11. Cheadle JP, Gill H, Fleming N, mutations in Rett syndrome. 

Maylanrd J, Kerr A, Leonard H, Neurology 2001;56:1486-1495. 

Krawczak M, Cooper DN, Lynch 16. Monros E, Armstrong J, Aibar E, 

S, Thomas N, Hughes H, Hulten Poo P, Canos I, Pineda M. Rett 

M, Ravine D, Sampson JR, Clarke syndrome in Spain: mutation 

A. Long-read sequence analysis of analysis and clinical correlations. 

the MECP2 gene in Rett syndrome Brain Dev 2001;23 Suppl 1:S251-

patients: correlation of disease S253. 

severity with mutation type and 17. Nan X, Campoy J, Bird A. MeCP2 

location. Hum Mol Genet is a transcriptional repressor with 

2000;9:1119-1129. abundant binding sites in geno-

12. Amir RE, Van den Veyver IB, mic chromatin. Cell 1997;88:471-

Schultz R Malicki DM, Tran CQ, 481. 

Dahle EJ, Philippi A, Timar L, 18. Jones PL, Veentra GJ, Wade PA, 

Percy AK, Motil KJ, Lichtarge O, Vermaak D, Kass SU, Landsberger 

O’Brian Smith E, Glaze DG, N, Strtoubouli J, Wolffe AP. 

Zoghbi HY. Influence of mutation Methylated DNA and MeCP2 

type and X chromosome inactiva- recruit histone deacetylase to 

tion on Rett syndrome phenoty- repress transciption. Nature Genet 

pes. Ann Neurol 2000;47:670-679. 1998;19:187-191. 

13. Laccone F, Huppke P, Hanefeld F, 19. Nan XS, Ng HH, Johnson CA, 

Meins M. Mutation spectrum in Laherty CD, Turner BM, Eisenman 

patients with Rett syndrome in the RN, Bird A. Transcriptional 

German population: Evidence of repression by the methyl-CpG-

hot spot regions. Hum Mutat binding protein MeCP2 involves a 

2001;17:183-90. histone deacetylase complex. 

14. Vacca M, Filippini F, Budillon A, Nature 1998;393:386-389. 

Rossi V, Mercadante G, Manzati E, 20. Dragich J, Houwink-Manville I, 

Gualandi F, Bigoni S, Trabanelli C, Schanen C. Rett syndrome: a sur-

Pini G, Calzolari E, Ferlini A, prising result of mutation in 

Meloni I, Hayek G, Zappella M, MECP2. Hum Mol Genet 

Renieri A, D'Urso M, D'Esposito 2000;9:2365-75. 

M, MacDonald F, Kerr A, Dhanjal 21. Christodoulou J, Grimm A, Maher 

92 



Resultats 

T, Bennetts B. RettBASE: The 

IRSA MECP2 variation database-a 

new mutation database in evolu-

tion. Hum Mutat 2003;21:466-472 

22. Pegoraro E, Schimke RN, Arahata 

K, Hayashi Y, Stern H, Marks H, 

Glasberg MR, Carroll JE, Taber JW, 

Wessel HB, Bauserman SC, Marks 

WA, Toriello HV, Higgins JV, 

Appleton S, Schwartz L, Garcia 

CA, Hoffman EP. Detection of 

new paternal dystrophin gene 

mutations in isolated cases of dys-

trophinopathy in females. Am J 

Hum Genet 1994;54:989-1003. 

23. Chandler SP, Guschin D, 

Landsberger N, Wolffe AP. The 

methyl-CpG binding transcriptio-

nal repressor MeCP2 stably asso-

ciates with nucleosomal DNA. 

Biochem 1999;38:7008-7018. 

24. Kudo S. Methyl-CpG-binding pro-

tein MeCP2 repress Sp1-activated 

transcription of the human leuko-

sialin gene when promoter is 

methylated. Mol Cell Biol 

1998;18:5492-5499. 

25. Buyse IM, Fang P, Hoon KT, Amir 

RE, Zoghbi HY, Roa BB. 

Diagnostic testing for Rett syndro-

me by DHPLC and direct sequen-

cing analysis of the MECP2 gene: 

identification of several novel 

mutations and polymorphisms. 

Am J Hum Genet 2000;67:1428-

36. 

26. Yntema HG, Oudakker AR, 

Kleefstra T, Hamel BC, van 

Bokhoven H, Chelly J, Kalscheuer 

VM, Fryns JP, Raynaud M, 

Moizard MP, Moraine C. In-frame 

deletion in MECP2 causes mild 

nonspecific mental retardation. 

Am J Med Genet 2002;107:81-83. 

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). 

Figure 1 
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Figure 2 

Figure 3 
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2.2.2 Armstrong J, Aibar E, Pineda M, Pérez MM, Géan E, Carrera M, Casas C, 
Martínez F, Monrós E (2002) Prenatal diagnosis in Rett syndrome. Fetal Diagn Ther 
17:200-204. 

Durant la realització d'aquesta tesi s'han dut a terme 10 diagnòstics prenatals a mares de 

pacients amb mutació coneguda. En aquesta publicació es descriuen els tres primers 

diagnòstics prenatals realitzats. Es discuteix la conveniència d’aquests tipus d’anàlisis en 

malalties amb molt baix risc de recurrència, com és el cas de l’RTT, i es presenta un cas 

de mosaïcisme germinal per un polimorfisme de novo en el gen MECP2. 
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2.3 Anàlisi de l’RTT en barons. 

2.3.1 Armstrong J, Poo P, Pineda M, Aibar E, Geán E, Català V, Monrós 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 publicació d’un pacient amb cariotip normal 

46,XY i clínica d’RTT clàssica. Els estudis realitzats confirmen la sospita diagnòstica i 

demostren que el pacient és un mosaic somàtic per a la mutació R133H al gen MECP2. 
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Estudis previs: 
El pacient va ser diagnosticat d’RTT clàssica a l’edat de 7 anys, en la seva primera visita 

a la Secció de Neurologia de l’Hospital Sant Joan de Déu. Compleix 9 de 9 els criteris 

necessaris, 7 de 8 dels criteris de suport i cap criteri d’exclusió per l’RTT (Hagberg i col. 

1985). En l’actualitat el pacient té 16 anys. L’estudi citogenètic previ havia mostrat un 

cariotip normal 46,XY. L'anàlisi de mutacions del gen MECP2 va mostrar la presència d’un 

canvi nucleotídic 398G→ A en heterozigosi (Fig. 16A). La substitució afecta un residu con-

servat en el domini d’unió al DNA de la proteïna MeCP2 (R133H). No es va poder analit-

zar el seu origen de novo ja que es tracta d’un nen orfe, però la mutació ha estat també 

identificada en tres pacients RTT del sexe femení (Hoffbuhr i col. 2001). 

Sabent que el pacient tenia un cariotip normal, vàrem plantejar-nos tres hipòtesis per 

explicar l'heterozigositat observada: 1) mosaic de baixa freqüència per a una síndrome de 

Klineffelter 47,XXY; 2) existència d’una anomalia cromosòmica críptica que impliqués una 

duplicació del locus MECP2; 3) mosaïcisme somàtic per la mutació 398G→ A. 

La presència d’un mosaic de baixa freqüència 47,XXY va ser descartada al laboratori de 

Citogenètica després d’analitzar 1000 nuclis de sang perifèrica per FISH. Tots els nuclis 

van mostrar un únic senyal per al cromosoma X. 

La possibilitat d'una petita duplicació que afectés el locus MECP2 es va analitzar per dues 

vies diferents. El laboratori de Citogenètica va analitzar 30 metafases en limfòcits de sang 

perifèrica per tècniques d’alta resolució. En cap d'elles es van observar alteracions cro-

mosòmiques. D’altra banda, es van analitzar 40 marcadors microsatèl·lit del cromosoma X 

(veure Material i Mètodes del Capítol 1, pàg. 51). Tot i que no es va poder realitzar l’anà-

lisi de segregació familiar per manca de pares i que no es va realitzar PCR quantitativa, 

el fet que el pacient mostrés un únic al·lel per a tots els marcadors analitzats i un cario-

tip d’alta resolució normal suggeria absència de duplicació al locus MECP2. 

Per provar l'existència d'un mosaic somàtic per a la mutació R133H, es va seqüenciar DNA 

del pacient obtingut a partir de mucosa bucal. La figura 16B mostra la presència d’un 

doble pic en posició 398 de MECP2, però amb una elevada proporció d’al·lel normal (G) 

respecte del mutat (A). 

A B 

Figura 16. Seqüència corresponent a la mutació 398G→ A. A, DNA de limfòcits de sang perifèrica, 

cadenes directa (I) i inversa (II). S’observa un doble pic en les dues cadenes. B, DNA de mucosa bucal, 

seqüència directa (I) i inversa (II). La seqüència normal és present preferentment en les dues cadenes. 
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Per demostrar l'existència de mosaïcisme amb una metodologia alternativa, es va proce-

dir a buscar un enzim de restricció la diana del qual es veiés afectada per la mutació. No 

es va identificar cap enzim amb els programes http://www.searchlauncher.bcm.tmc.edu/ 

i http://www.genome.ucsc.edu. En conseqüència es va dissenyar l'experiment d'ARMS 

(Sistema d’Amplificació Refractària de Mutació) que es descriu a la publicació. 

La supervivència i la clínica d’aquest pacient baró amb RTT clàssica pot ser explicada per 

l’existència de mosaïcisme somàtic per a la mutació identificada en MECP2, fenomen que 

s’assimila al resultat de la inactivació del cromosoma X en dones. 

2.3.2 Anàlisi del gen MECP2 en pacients barons amb clínica rettoide. 
Actualment hi ha casos descrits de nens amb fenotip RTT, amb mutació en el gen MECP2,

però amb altres modificacions genètiques que explicarien la seva supervivència, com

mosaïcisme somàtic per a la mutació o bé una síndrome 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; Topçu i col. 2002). 

Al llarg d’aquesta tesi s’han analitzat 16 nens rettoides remesos d’altres centres per seqüen-

ciació directa de la regió codificant del gen MECP2, sense que es detectés cap mutació. �
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Resultats 

Introducció 

Un dels objectius d’aquest estudi ha estat analitzar l'homogeneïtat o heterogeneïtat genè-

tica de l’RTT. Tots els treballs publicats fins la data s’han centrat en l'estudi de la regió 

codificant del gen MECP2, i coincideixen que hi ha un percentatge de pacients RTT que 

no presenten mutacions en regió codificant. 

El gen MECP2 té una cua 3’UTR inusualment llarga amb diversos senyals de poliadenila-

ció que donen lloc a diferents transcrits, la qual intervé en la regulació post-transcripcio-

nal de la proteïna (Shahbazian i col. 2002a; Free i col. 2001). El grup dirigit per H. Zoghbi 

(Baylor College of Medicine, Houston) està analitzant la regió 3’UTR des de principis del 

2000 (comunicació personal), però fins al moment no s’ha descrit cap mutació causant 

d’RTT en aquesta regió. Per aquest motiu, i sota la hipòtesi que la malaltia podia estar 

causada per mutacions en regió no codificant, el nostre grup es va centrar en la cerca de 

mutacions en la regió 5’UTR. 

La regió 5’UTR del gen MECP2 conté un illot CpG, i les regions promotores i reguladores 

de l’expressió gènica: llocs dúnió a SP1, senyals d'unió a diferents factors de transcripció 

(Marin i col. 1997; Kudo, 1998; Reichwald i col. 2000). Aquesta regió no ha estat prèvia-

ment analitzada en relació a l’RTT. Canvis en aquesta regió podrien interferir amb l’ex-

pressió correcta de MECP2 i tenir efectes patogènics. 

Metodologia 

Subjectes d’estudi 
S’han analitzat les 60 pacients RTT de la nostra sèrie sense mutació identificada en la regió 

codificant del gen MECP2. 

Material i Mètodes 
• Cerca de mutacions per SSCP i Heteroduplex 

La regió 5’UTR on es troba localitzat l’exó 1 del gen MECP2 (1233pb) (Reichwald i col. 

2000) va ser amplificada en 5 fragments de PCR dels quals 4 van ser analitzats mit-

jançant SSCP/HD. Aquest treball va ser realitzat per E. González i forma part del seu 

Màster en Biología Experimental: "Análisis de la región 5’UTR del gen MECP2 y análi-

sis de mutaciones del gen KAISO en pacientes con síndrome de Rett sin mutación iden-

tificada en MECP2". 

• Sequenciació 

Els productes de PCR corresponents a fragments amb patró de migració anòmal van ser 

purificats amb QIAquick™ PCR Purification Kit (Qiagen) i seqüenciats utilitzant el 

BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystem) i l’analit-

zador ABI PRISM 377 (PE Biosystems) del Servei de Seqüenciació de l’Hospital Clínic. 

L’anàlisi de les seqüències 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/). 

• EMSA (Electrophoresis Mobility Shift Assay) 

Aquesta part de l'estudi es va dur a terme en col·laboració amb el grup de recerca diri-

git pel Dr. D. Grinberg del Departament de Genètica de la Facultat de Biologia de la 

Universitat de Barcelona. 
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Es van dissenyar sondes específiques de 30 nucleòtids 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):

- al·lel N, 5’-CGCCGCCGCCGCCGCCGCGCCGAGC-3’

- al·lel M, 5’-CGCCGCCGCCGCGCCGCGCCGAGC-3’. 

Els extractes proteics utilitzats van ser cedits per diversos membres del Departament de

Genètica: MG63 (osteoblastes), HepG2 (hepatòcits) i SH-SY5Y (neuroblastomes). La

metodologia emprada per a l’extracció de proteïnes i les condicions de l’EMSA estan

descrites a Garcia-Giralt i col. (2002).

• Eines informàtiques 

Els programes informàtics utilitzats per a l’anàlisi de seqüències 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.genome.ad.jp/motif-bin/Srch_Motif_Lib

Resultats 

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

d’RTT sense mutació identificada en la regió codificant del gen. La regió analitzada (corre-

ponent a un 23% de la regió 5’UTR) comprèn una longitud de 1233pb. Inclou la regió on 

es localitza l’exó 1 no codificant del gen MECP2 i 600pb flanquejant aquest primer exó 

en direcció 5’ i en direcció 3’. L’estudi d’aquesta regió es va realitzar mitjançant l’anàlisi 

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

• Substitució -5892G→ A d'origen patern en una pacient. El canvi no va ser trobat en 40 

cromosomes normals. 

• Dos canvis de novo en el patró d'SSCP en la regió que correspon a l'exó 1 en dues 

pacients, pendents d’anàlisi. 

• Deleció de novo -5134delC en una pacient, localitzada en l’exó 1. 

Donat que canvis en la seqüència d’aquesta regió poden interferir amb l’expressió correc-

ta de MECP2 i tenir efectes patogènics, els canvis de novo detectats s’han de caracteritzar 

i estudiar la seva relació causal amb la malaltia, ja que el gen MECP2 presenta una ele-

vada taxa de mutació (Capítol 2, pàg. 87). 

En aquest treball ens vam centrar en l’anàlisi de la deleció -5134delC detectada en una 

pacient amb RTT clàssica. L’anàlisi de la seqüència amb el programa TRANSFAC va indi-

car que la deleció -5134delC podia afectar el domini d'unió al DNA d'un factor de trans-

cripció (TF). Per avaluar aquesta possibilitat es van abordar estudis qualitatius d’unió 

DNA-proteïna mitjançant la tècnica de l'eletroforesis de retard en gel (EMSA). 

L’EMSA va permetre comprovar que existia unió entre la sonda N, corresponent a la seqüèn-

cia normal de l’exó 1, i proteïnes dels diferents extractes nuclears (Fig. 17). Emprant la sonda 

corresponent a l'al·lel delecionat de la pacient (M) es va detectar una pèrdua d'unió en un 

complex DNA-proteïna, senyalitzat amb fletxa blanca a la figura. Aquest resultat suggereix 

que l'afinitat d'unió i la grandària del complex varia segons l'extracte proteic, ja que s’obser-

ven diferències en el retard del gel entre els diferents extractes proteics. L’extracte amb més 

afinitat d’unió del complex DNA-proteïna és l’extracte proteic de cèl·lules de neuroblastoma. 
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Resultats 

Figura 17. EMSA utilitzant les sondes N* 

i M* (*marcades radioactivament) i 

extractes proteics d'osteoblastes (MG63), 

hepatòcits (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 proteïna que interacciona amb aquesta regió 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): 

• TESS: ADF-1 (Drosophila myb-related transcription factor). Regula les cascades de trans-

cripció implicades en els últims estadis de la maduració sinàptica (DeZazzo i col. 2000). 

• PatSearch: CEBP-alpha (CCAAT/enhancer binding protein alpha). Proteïna implicada en 

la diferenciació de preadipòcits a adipòcits, en la regió neuronal (Christy i col. 1991). 

• MatInspector: NF-1 (nuclear factor-1; CCAAT-box binding transcription factor). NF1 

forma part d'un complex activador de la transcripció de diferents promotors gènics en 

humans, juntament amb SP-1, TBP i jun-c (Summer i col. 1996). 

• MotifFinder: SP-1, regulador l'expressió gènica (Takahashi i col. 1986). 

Figura 18. Seqüència de l’exó 1 de MECP2 on es localitza la deleció 5134delC, corresponent a la 

sonda N, i llocs d’unió potencials de TFs. En blau clar, blau elèctric, carbassa i verd es mostren els TFs 

predits in silico segons TESS, MotifFinder, MatInspector i PatSearch, respectivament. La C delecionada 

en la pacient està representada en color negre. 
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Els resultats obtinguts per EMSA (Fig.17) suggereixen que el TF mostra especificitat per 

proteïnes del sistema nerviós. Tot i que MECP2 té una expressió ubiqua, l’RTT és una 

malaltia del desenvolupament neuronal. L’existència d'un TF específic de teixit neuronal 

ens permetria explicar parcialment la funció específica de MECP2 en el desenvolupament 

del sistema nerviós i la seva relació causativa amb l’RTT. 

Per estudiar l'especificitat d'unió del complex proteïna-DNA detectat, es van dur a terme 

assaigs de competència 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 prèviament 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 proteïnes i 

les cpm/µ L de les sondes van ser equilibrades per obtenir resultats comparables. Competència 

específica: 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. Competència inespecífica: GRE i SP1. 

Aquests assaigs mostren que la unió proteïna-DNA és altament específica, ja que quanti-

tats creixents de sonda freda fan desplaçar la reacció d’unió. D'altra banda, els resultats 

obtinguts mostren com la sonda N* (corresponent a l'al·lel normal) té més afinitat pel 

substrat que la sonda M* (al·lel mutat) suggerint que la deleció trobada en la pacient 

podria disminuir la capacitat d'unió del TF a la regió promotora de MECP2 i, per tant, fer 

variar els seus nivell d'expressió. 

Els resultats també descarten que SP1 sigui el TF específic que s'uneix a la seqüència en 

estudi, ja que SP1 provoca un retard en gel diferent a l'obtingut quan s'utilitzen les son-

des N* i M*, i no competeix pel lloc d’unió d’aquestes sondes. 

Aquestes dades van ser corroborades pel Dr. M. Fraga al CNIO mitjançant la tècnica 

CEMSA (Capillary Eletrcophoresis Mobility Shift Assay) (Fraga MF i col. 2000; LeCaptain i 

col. 2001; Fraga MF i col. 2002). 

Tant l'anàlisi per EMSA com l'anàlisi per CEMSA realitzat per M. Fraga, determinen que la 

seqüència de l'al·lel normal interacciona amb dos complexos d'unió específics de neuro-

blastoma, mentre que la seqüència de l'al·lel mutat (-5134delC) forma un complex d'unió 

amb menys afinitat. �
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Capítol 4 
– 
Descripció d’un splicing alternatiu 
a 5’ del gen MECP2 



Resultats 

Introducció 

Durant el procés de posada a punt de tècniques alternatives de cerca de mutacions per 

detectar canvis patogènics que escapen a les tècniques convencionals de seqüenciació, 

com mutacions en regió no codificant, o canvis considerats silenciosos a nivell genòmic 

però que poden afectar els nivells o el processament de l’RNA (Ars i col. 2001), vam 

detectar que el gen MECP2 donava lloc a dos cDNAs diferents en la seva regió 5’. Fins la 

data, s’havia descrit la presència de tres transcrits alternatius del gen deguts a la utilitza-

ció diferencial de diversos senyals de poliadenilació en la regió 3’UTR, els quals donen 

lloc a una proteïna MeCP2 única. La identificació de dos transcrits per splicing diferencial 

de l’exó 2 del gen no havia estat descrita anteriorment. 

Metodologia 

• Mostres analitzades 

Es van analitzar 20 pacients RTT sense mutació identificada a la regió codificant de 

MECP2, 15 individus control, i els pannells de cDNA adult i fetal humà The Multiple 

Human Tissue cDNA panel (Clontech). 

• Obtenció del cDNA 

L’RNA total va ser obtingut a partir de limfòcits de sang perifèrica 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 transcripció inversa es va realitzar amb 2-5 µ g d’RNA, 0,1µ M 

d’hexanucleòtids random primers (New England BioLabs® ), 1,5µ M d’oligo (dT)10 (Roche 

Molecular Biochemicals) i 2 unitats d’Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen), 

seguint les recomanacions de la casa comercial (Qiagen). 

• Anàlisi del cDNA de MECP2 

La seqüència del cDNA va ser obtinguda a la base de dades: gi:6959307; AF158180. Es va 

dissenyar l’encebador directe anomenat 1longF (5’-GAGGCGAGGAGGAGAGACT-3’) loca-

litzat dins del primer exó 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 1µ M de cada encebador i 1,25 unitats de Hot Start Taq polymerase (Qiagen) en una 

mescla que contenia 200µ M de cada dNTP, 1 pmol de cada encebador i 10x Hot Start Taq 

polymerase Buffer (Qiagen). Les condicions de PCR van ser: 95oC durant 15 min, seguit de 

35 cicles de 94oC durant 1 min, 62oC durant 1 min per als encebadors inversos 2aR i 3aR, 

i 63oC durant 1 min per al 3cR, 72oC durant 1 min, i un cicle final de 72oC durant 10 min. 

Els productes obtinguts van ser tallats del gel d’agarosa, purificats amb QIAquick™ GEL 

Purification Kit (Qiagen) i seqüenciats utilitzant el BigDye™ Terminator Cycle Sequencing 

Ready Reaction (Applied Biosystem) i l’analitzador ABI PRISM 377 (PE Biosystems) del 

Servei de Seqüenciació de l’Hospital Clínic. L’anàlisi de les seqüències es va realitzar tal 

com es descriu a Armstrong i col. (en preparació, capítol 2). 

• Eines informàtiques 

Els programes informàtics utilitzats per a l’anàlisi de seqüències van ser: 

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

119 



Anàlisi del gen MECP2 a la síndrome de Rett. Correlacions genotip-fenotip 

- 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. Seqüència del transcrit curt de MECP2 després de Reichwald i col. (2000).

En les capses grises s’han representat el lloc d’unió 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 codó d’inici de traducció i el codó STOP.

Resultats 

Ja s’ha mencionat anteriorment que un dels objectius d’aquesta tesi va ser analitzar el grau 

d’homogeneïtat genètica de l’RTT, abordant noves estratègies d’anàlisi de mutacions en el 

gen MECP2. Amb aquesta finalitat vam iniciar la cerca de canvis que poguessin afectar 

l’expressió del gen i/o el processament de l’RNA, mitjançant l’estudi directe del cDNA en 

pacients sense mutació en la regió codificant del gen. 

Tenint en compte que la seqüència del gen MECP2 va ser ampliada per Reichwald i col. 

(2000) amb la descripció d’un nou exó 1 no codificant, es va provar d’amplificar el cDNA 

corresponent al trànscrit 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 idèntics en 

pacients i en població control. 
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Resultats 

A 

B 

Figura 21. RT-PCR de diferents individus de la població control i RTT. Gel d’agarosa 1% tenyit amb 

bromur d’etidi. S’observa la presència d’ambdós transcrits en totes les mostres analitzades, població 

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’anàlisi de la seqüència 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 l’exó 1 empalmat directament amb el 3 (Fig 22). Aquests resultats suggerien l’existèn-

cia d’un fenomen d’splicing alternatiu de l’exó 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 l’existència de tres ESTs (BQ072357, BG706068 i BI458175) en les que 

també mancava l’exó 2. 

Figura 22. Representació esquemàtica del fenomen d’splicing alternatiu de l’exó 2 a MECP2.

Es mostra el putatiu codó ATG trobat en pauta en l’exó 1, i el prèviament descrit. Les fletxes indiquen

els encebadors 1longF i 2aR utilitzats en l’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, però la relació d’intensitats de les bandes no 

va mostrar cap patró diferencial consistent, entre pacients i individus control (Fig 21). 

Analitzant la seqüència del gen MECP2, es va localitzar un altre possible codó d’inici de 

traducció en pauta, localitzat en l’exó 1, a 159pb en direcció 5’ respecte de l’ATG descrit 

(Fig 22). La utilització d’aquest inici de traducció podria donar lloc a una isoforma de 

MeCP2 12 aminoàcids més llarga que la descrita. Els nous aminoàcids presents en aques-

ta nova isoforma no semblen tenir rellevància a nivell biològic, ja que no s’hi prediu cap 

domini funcional en aquesta regió. 

Per analitzar si el nou trànscrit mostrava una expressió diferencial de teixit i valorar si 

podria estar implicat en la patogènesi de l’RTT, vam analitzar els diferents teixits adults i 

fetals humans de The Multiple Tissue cDNA Pannel (Clontech). S’observà presència d’amb-

dós 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 

presència d’ambdós 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 pèrdua del segon exó, on es localitza el 

senyal d’inici de la traducció. 

L’existència d’un codó ATG en pauta en l’exó 1 suggereix que podrien existir dues iso-

formes de MeCP2, divergents a l’extrem N-terminal, que s’expressarien en tots els teixits. 

Si es confirmés la seva existència, part de l’exó 1 seria codificant. S’han de realitzar més 

estudis per tal de confirmar l’existència de les dues isoformes i determinar si tenen una 

funció diferencial. �
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1. Abans del gen MECP2

2. El gen MECP2



Discussió
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L’RTT és la segona causa de retard mental en dones, després de la síndrome de Down.

Les pacients RTT neixen i es desenvolupen amb aparent normalitat fins al voltant de l’any

de vida, quan s’inicia la conducta autista i la pèrdua 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

l’RTT pel grup liderat per la Dra. Huda Zoghbi al Baylor College of Medicine (Houston)

l’any 1999, va obrir una porta a l’esperança a la comunitat científica, però també i molt

especialment a totes les famílies afectades per aquesta síndrome, la prevalença de la qual

és aproximadament 1/12000-1/15000.

En els últims quatre anys s'han publicat més de 200 articles relacionats amb l’RTT, el gen

MECP2 i la seva proteïna. S’ha treballat intensament en l’espectre de mutacions del gen,

i en l’estudi de la funció i localització de MeCP2, amb la finalitat de comprendre com el

dèficit aquesta proteïna pot causar el fenotip RTT. Encara que l’RTT sigui una malaltia

monogènica, MECP2 és un gen regulador, inhibidor de la transcripció. El seu dèficit, per

tant, causa un defecte de dosi en els productes dels gens diana de MeCP2, amb efectes

pleiotròpics sobre processos fonamentals del desenvolupament.

Els estudis realitzats en aquesta tesi han servit per diagnosticar genèticament les pacients

espanyoles i augmentar l'espectre de mutacions del gen MECP2 a la població mundial.

Ha permès oferir consell genètic i diagnòstic prenatal a les famílies amb una filla prèvia

afectada d’RTT, fet que alleugera notablement l’angoixa paterna. D’altra banda, hem bus-

cat altres estratègies d'estudi de mutacions per intentar esbrinar si l’RTT és una malaltia

genèticament homogènia. L'estudi de les regions promotores (màster realitzat parcialment

per E. González al nostre grup de recerca), va desencadenar la possibilitat d’identificar un

factor de transcripció específic de cervell que podria modular l'expressió de MeCP2 en

SNC; i els estudis a nivell de cDNA van permetre detectar que el gen MECP2 podria gene-

rar dues isoformes de la proteïna per splicing alternatiu en regió codificant, fenomen fins

ara no descrit. 

La Discussió General es dividirà 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 l’RTT.

La segona part es basarà en la discussió del gruix de la tesi, després del descobriment del

gen MECP2. S’ha dividit en tres subapartats: l'anàlisi de mutacions en el gen MECP2 com-

parant-lo amb els resultats publicats per la resta de grups que treballen en l’RTT; possi-

bles vies de recerca per continuar estudiant l’homogeneïtat/heterogeneïtat genètica de la

malaltia; i per últim, he dedicat un subapartat a l’estudi de les correlacions clíniques de

la malaltia amb les mutacions trobades a MECP2, i a les repercussions clíniques i familiars

del diagnòstic genètic.



1.1 Estudis en el cromosoma X

El patró d’herència de l’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 genètica. La hipòtesi més acceptada era que estàvem davant d’una malaltia

dominant lligada al cromosoma X, letal en hemizigosi (Clark, 1996). L’absència d’una

major proporció d’avortaments, o de letalitat neonatal de barons en el nucli familiar d’a-

fectades, podia ser explicada per una elevada proporció de mutacions de novo, prefe-

rentment en la línia germinal paterna. La incidència relativament alta de l’RTT (estimada

en 1/12000-1/15000) implicava una alta taxa de mutació del gen responsable. 

Un dels nostres primers objectius va ser refinar la localització del gen causant de l’RTT en

el cromosoma X mitjançant anàlisi de desequilibri de lligament, sota la hipòtesi que l’RTT

podia estar causada per una mutació dinàmica lligada al cromosoma X (Hofferbert i col.

1997). Degut a l’existència d’un efecte fundador en les malalties causades per mutació

dinàmica (Akesson i col. 1992, 1995, 1996), el locus s’associaria a un o pocs haplotips en

desequilibri. L’estudi es completà només per a les regions Xp22, Xq11 i Xq12, 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). 

D’altra banda, els resultats de l’anàlisi de concordança/discordança de marcadors del cro-

mosoma X realitzat en el nostre cas familiar, format per dues germanes amb forma congè-

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 concordança

entre les dues germanes van ser Xp22-Xp11 i Xq27-Xq28, i les prèviament descrites eren

Xp22 i Xq28. El gen MECP2 està localitzat a Xq28. 

1.2 Estudis en el DNA mitocondrial

Degut a que l’RTT tenia una expressió 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. Però una de les hipòtesis que també s’havia plantejat era que l’mtDNA podria

jugar un paper important en la patogènesi de la malaltia. S'havien observat patrons

d'herència materna en algunes de les famílies RTT estudiades, i anomalies morfològiques

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 genètica de la malaltia basa-

da en mutacions en l’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 població. Ni l'anàlisi directa de la mutació 2835C→T mitjançant mis-

match PCR i digestió amb SacI, ni l'anàlisi indirecta d'SSCP/HD, no van permetre detec-

tar la mutació descrita, ni cap canvi en el patró de migració en les pacients respecte de

la població control. Els nostres resultats concordaven amb els resultats de Cardioli i col.

(1999), que van sortir publicats mentre el nostre manuscrit estava en revisió, els quals tam-

poc no van trobar canvis en pacients italianes. Podem concloure que les mutacions des-

crites pel grup xinès no estaven presents a la nostra població i que, per tant, no tenien

relació causativa amb la malaltia

1. ABANS DEL GEN MECP2
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La presència de mutacions en el gen MECP2 en una proporció de pacients va confirmar

que l’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 expressió ubiqua i dóna lloc a la proteïna MeCP2. Estudis in vitro

havien mostrat que MeCP2 és capaç de silenciar cromatina metilada a l’unir-se a un com-

plex corepressor format per HDAC i Sin3A (Ng i col. 1999). Prèviament s’havia proposat que

MeCP2 actuava com a repressor transcripcional global que previndria de la transcripció

generalitzada al llarg del genoma (Nan i col. 1997). Però, podia ser que l’RTT estigués cau-

sada per una transcripció inespecífica excessiva, deguda a un defecte general en el silen-

ciament gènic? El fet que les pacients RTT no mostrin anomalies durant els primers mesos

de vida implica que el programa d’expressió dels gens responsables del desenvolupament

no es troba alterat en absència de MeCP2. Així doncs, per què el cervell és l’òrgan més afec-

tat en aquesta patologia, i per què aquesta s’inicia al voltant de l’any? Donat que l’expres-

sió 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 funció podria

ser realitzada per altres repressors amb funció redundant. També es va proposar que el SNC

podria necessitar major quantitat de MeCP2 per mantenir els nivells de transcripció a un

nivell més baix que els d’altres teixits. No obstant, aquestes explicacions eren hipòtesis

sense base experimental. Caldria identificar els gens diana de MeCP2 i avaluar la seva infra

o sobreexpressió, particularment en el SNC, per poder explicar la base molecular de l’RTT.

2.1 Anàlisi 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 mutació. Es detecten canvis de novo

tant en regions codificants (més del 99% de les pacients RTT són esporàdiques) com en

regions no codificants. El 72% de mutacions i polimorfismes són deguts a canvis C→T.

S'ha suggerit que la conversió de citosina a timina es deu a una deaminació espontània

del residu citosina metilat en posició 4 de l'anell de carboni (Goto & Monk, 1998), reflec-

tint la inherent hipermutabilitat dels dinucleòtids CpG (Krawczak i col. 1998). El 68% dels

canvis mutacionals C→T es produeixen en residus arginina, els quals constitueixen el 7%

dels aminoàcids totals de la proteïna i estan altament conservats al llarg de l’evolució, des

d’humans fins a Xenopus sp (Webb & Latif, 2001).

Els resultats obtinguts pel nostre grup estan en concordança amb els publicats a la pàgi-

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 mutació, el número de mutacions trobades, i la localització de les mutacions en

relació als dominis funcionals de MeCP2.
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Com es pot observar a la taula 8, les xifres obtingudes a la nostra població són molt simi-

lars a les descrites en el conjunt mundial. Tot i que el número de mutacions trobades a

nivell mundial en el gen MECP2 és elevat i només el 39% són recurrents, aquestes expli-

carien el 70% dels pacients amb mutació. Les mutacions estan localitzades en els dominis

descrits com a funcionals en el 60% dels casos, causant una disminució o pèrdua de fun-

ció de la proteïna 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 l’única variació que hem trobat més nombre d'indivi-

dus amb mutació en dominis funcionals (84%) que en la població mundial (70%). Aquesta

discrepància s’explica a l’analitzar les mutacions recurrents, com veurem més endavant.

En el recull de dades mundials es troba un número elevat de mutacions en la regió C-ter

per a poca quantitat de pacients, respecte del trobat en els altres dominis funcionals, que

són majoritàriament mutacions recurrents. Les mutacions trobades a la regió C-ter rares

vegades són recurrents (per tractar-se de delecions o reordenaments complexos deguts a

la presència de repeticions quasi palindròmiques de pentanucleòtids a la regió) pel que

augmenten considerablement el percentatge de mutacions en aquesta regió, fent aug-

mentar el percentatge total de mutacions diferents trobades a mesura que augmenta la

població 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 mutació en la regió codificant del gen MECP2.

També observem que la mutació més recurrent a la població espanyola (R255X) no és la

mutació més recurrent trobada a la població 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 diferències trobades són degudes a un biaix mostral. L’anàlisi d’un menor

nombre de pacients ha fet disminuir el nombre de mutacions úniques i, per tant, exagera la

proporció de les recurrents, les quals es localitzen preferentment en els dominis funcionals.

Taula 8. Comparació de les dades sobre l'anàlisi de mutacions del gen MECP2 obtingudes a nivell

mundial i en la població espanyola.
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RettBASE (%) Població
espanyola (%)

N. pacients amb mutació

N. pacients amb mutació recurrent

N. de mutacions diferents

N. de mutacions recurrents

Mutacions diferents a l’MBD

Mutacions diferents  al TRD

Mutacions diferents a l’NLS

Total mutacions en dominis funcionals

Mutacions diferents a C-ter (delecions i reordenaments)

Individus amb mutació a l’MBD

Individus amb mutació al TRD

Individus amb mutació a l’NLS

Total individus amb mutació en dominis funcionals

Individus amb mutació a C-ter

1275

1130 (89%)

238

93 (39%)

59 (25%)

71 (30%)

12 (5%)

60% 

69 (29%)

338 (26%)

421 (33%)

146 (11%)

70% 

108 (8%)

118

96 (81%)

35

13 (37%)

8 (23%)

11 (31%)

2 (6%)

60% 

5 (14%)

33 (28%)

45 (38%)

21 (18%)

84% 

9 (8%)



En aquesta tesi s'han trobat diferents variants nucleotídiques suposadament silencioses en

la regió codificant del gen, en regió intrònica i en regió no codificant, algunes de novo i

altres heretades. A la població mundial també s'han trobat canvis polimòrfics en pacients

RTT, tal i com mostra la Taula 10.

Les variants polimòrfiques detectades són canvis que no s’han trobat a la població con-

trol, o s’han trobat en una freqüència molt baixa. En general, els canvis nucleotídics que

no produeixen canvi d’aminoàcid solen ser considerats canvis silenciosos. No obstant,

s’han descrit canvis suposadament silenciosos a nivell genòmic que tenen realment efec-

tes patogènics quan s’analitza el cDNA, ja que alteren senyals críptiques d’splicing que

repercuteixen en el processament de l‘RNA i/o en els nivells d’expressió de la proteïna.

Altres canvis considerats polimorfismes en regió no codificant poden també afectar l’ex-

pressió del gen (Ars i col. 2001). Per tant, caldria realitzar estudis funcionals en aquells

canvis no detectats en població control abans de poder afirmar que són polimorfismes. 

En la nostra sèrie vam trobar dos canvis localitzats més enllà del codó STOP i abans del

primer senyal de poliadenilació. El canvi +14ntG→A tenia un origen patern. L'altre canvi

(+99insA) tenia un origen de novo i va ser detectat també en l’RNA de la pacient. La seva

presència en l’RNA indica que la inserció no afecta la transcripció ni l’estabilitat del trans-

crit curt de MECP2. No obstant, no es pot descartar una repercussió fenotípica sense rea-

litzar més anàlisis ja que es localitza en una seqüència altament conservada i, tal i com

apunten estudis recents (Balmer i col. 2003), la regió 3’UTR de MECP2 podria estar rela-

cionada amb l’especificitat d’expressió del transcrit curt respecte del llarg, tant en l’espai

com en el temps al llarg del desenvolupament pre i postnatal. Per aquests motius serà

necessari mesurar el nivell d’expressió de la proteïna MeCP2 de la pacient, i analitzar pos-

sibles efectes sobre el transcrit llarg, del que desconeixem la funció. 
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Taula 9. Comparació de les mutacions recurrents trobades en el gen MECP2 a la població mundial

i a la població espanyola.

Població espanyola
canvi nt (aa)

RettBASE
canvi nt (aa)

% recu-
rrents

% recu-
rrents

% del
total

% del
total

473C→T(T158M)

502C→T(R168X)

763C→T(R255X)

808C→T(R207X)

880C→T(R294X)

916C→T(R306C)

397C→T(R133C)

316C→T(R106W)

455C→G(P152R)

806delG(V288X)

317C→T(R106Q)

1157del41(PTC388)

Altres

Totals

9,6%

9,5%

8,2%

7,4%

6%

5%

4%

3,6%

1,6%

1,4%

0,5%

5x10-3%

26,6%

83%

11,6%

11,4%

9,9%

8,9%

7,3%

5,9%

4,7%

4,4%

2%

1,7%

0,6%

6x10-3%

31,6%

100%

763C→T(R255X)

473C→T(T158M)

502C→T(R168X)

808C→T(R207X)

397C→T(R133C)

806delG(V288X)

916C→T(R306C)

880C→T(R294X)

455C→G(P152R)

1164del44pb(PTC389)

316C→T(R106W)

1157del44pb(PTC388)

317C→T(R106Q)

Totals

14,4%

13%

13%

9,3%

5%

5%

5%

4,2%

3,4%

3,4%

2,5%

1,7%

1,7%

82%

17,7%

15,6%

15,6%

11,4%

6,25%

6,25%

6,25%

5,2%

4,2%

4,2%

3%

2%

2%

100%



2.1.2 Punt calent de reordenaments en la regió C-ter del gen MECP2
Ja s’ha comentat que la majoria de mutacions descrites a l’RTT afecten als dominis

funcionals TRD (33%), MBD (26,6%) i NLS (11,4%), donant com a resultat una pèr-

dua de funció de la proteïna. S'ha descrit un punt calent de reordenaments, princi-

palment delecions, a la regió C-ter de la proteïna, més enllà del domini TRD. Fins la

data s’han descrit més de 70 reordenaments en aquesta regió que donarien lloc a un
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Taula 10. Variants trobades a la població mundial i a l’espanyola.

N. pacients
pob. mundial

N. pacients
pob. espanyola Canvi nt Canvi aa Localització

del canvi

1

2

7

1

4

1

1

18

1

3

1

2

3

1

3

1

1

1

11

1

1

3

1

3

1

2

1

1

1

1

1

2

7

3

2

1

4

1

1

1

1

1

1

1

168C→T

375C→A

IVS3-17delT

393C→G

426C→T

438C→T

474G→A

582C→T

666C→G

695G→C

710G→T

750C→T

777C→T

819G→T

834C→T

840C→T

843C→T

849C→G

897C→T

903C→T

984C→T

999G→T

1035A→G

1071C→T

1104C→T

1137C→T

1160C→T

1161C→T

1176G→A

1197C→T

1233C→T

1326C→T

1335G→A

+15ntG→A

P56P

I125I

A131A

F142F

G146G

T158T

S194S

V222V

G232G

G237G

R250R

A259A

G273G

A278A

R280R

A281A

A283A

T299T

L301L

I314I

L328L

G333G

K345K

P355P

S357S

H368H

P379P

P387P

P387P

E392E

P399P

S411S

T442T

T445T

N-ter

MBD

Intró 3

MBD

MBD

MBD

MBD

entre MBD i TRD

TRD

TRD

TRD

TRD

TRD-NLS

TRD

TRD

TRD

TRD

TRD

TRD

TRD

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

C-ter

després TGA



canvi en la pauta de lectura, creant un codó STOP prematur. La proteïna truncada

resultant mantén intactes els dominis d'unió al DNA, de localització nuclear i catali-

tic. Encara que l’extrem C-ter no té una funció determinada coneguda, la patogeni-

citat de les proteïnes truncades detectades en les pacients demostra que la regió és

necessària per a la funcionalitat de MeCP2. En aquest sentit, el ratolí transgènic que

millor mimetitza l’RTT clàssica té delecionada la regió C-ter a partir de l'aminoàcid

308, causant una proteïna a la que falta la tercera part de la regió codificant

(Shahbazian i col. 2002c). Els ratolins presenten un cúmul d'histones deacetilases en

cervell, suggerint que la regió C-ter delecionada podria estar relacionada amb la unió

de MeCP2 al complex co-repressor. A més, diversos estudis han suggerit que C-ter

facilita la unió 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 proteïna

(Yusufzai & Wolffe, 2000).

Diverses regions dins l’extrem C-ter tenen homologia amb algun membre de la família

forkhead de factors específics de cervell, BF1 (HFK1) i HFK4 (Vacca i col. 2001, i anà-

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 proteïna, ja que hem pogut estudiar casos familiars amb individus sans por-

tadors de petites delecions en pauta en aquesta regió (Moses & Armstrong, enviat).

Estem parlant d'un petit domini dins de la regió C-ter (residus 379 a 393), la pèrdua del

qual no té implicacions fenotípiques. D’altra banda, delecions grans en pauta o causants

de PTC amb pèrdua de pocs residus, han estat detectades en casos familiars de retard

mental inespecífic lleu (Yntema i col. 2002a) i en pacients aillats amb fenotip no-RTT

(Laccone i col. 2002). 

D’aquests resultats s’infereix que la regió C-ter té dominis prescindibles i dominis no pres-

cindibles per a una correcta funció de MeCP2, els quals haurien de ser definits de forma

precisa. Es conclou que les delecions causants de PTC són patogèniques, mentre que les

delecions en pauta poden ser mutacions o polimorfismes depenent de la regió delecio-

nada, fet a tenir molt en compte a l’hora de realitzar el diagnòstic genètic d’un pacient i

el consell genètic familiar.

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

2.2.1 Altres estratègies per cercar mutacions en el gen MECP2
L’anàlisi de mutacions del gen MECP2 ha permès explicar el 80% de pacients amb

RTT clàssica, el 50% de formes atípiques i menys del 30% dels casos familiars. La

resta de pacients no tenen mutació coneguda, i està encara en dubte si hi ha altres

gens implicats en la patologia o si les mutacions poden localitzar-se en les àmplies

regions no codificants de MECP2. Les tècniques emprades en la cerca de mutacions

han estat diverses en els diferents grups (SSCP/HD, seqüenciació, DHPLC, Southern

blot, PCRs llargues i FISH), però l’espectre de mutacions trobat ha estat el mateix.

Fins al moment, l'anàlisi s’ha restringit a l’estudi genòmic de la regió codificant del

gen MECP2. No s'ha publicat cap estudi que hagi abordat les regions no codificants,

amb l’excepció del grup de Bourdon i col. (2001) que va seqüenciar la regió 3’UTR

fins el primer senyal de poliadenilació en 34 pacients RTT, trobant tres canvis (tres

insercions de Citosina en un tracte poli-C) presents també en població control (fre-

qüència relativa 3,5%).
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2.2.1.1 Cerca de mutacions en el gen MECP2 a nivell d’RNA

Amb la finalitat de trobar mutacions que escapessin als mètodes fins ara utilitzats,

vam iniciar la posada a punt de l’anàlisi de mutacions del gen MECP2 a nivell d’RNA.

Ars i col. (2001) acabaven de publicar els resultats de l’anàlisi de mutacions del gen

NF-1 en pacients afectats de Neurofibromatosis. Els autors comparaven els resultats

de les mutacions detectades prèviament a nivell genòmic amb els resultats de l’estu-

di mutacional realitzat a partir de cDNA, utilitzant la tècnica 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 intrònics, substitucions en regió codificant que es consi-

deren silencioses, així com mutacions amb canvi o pèrdua de sentit, poden afectar

els patrons d’splicing de l’mRNA o la seva eficiència, i no són detectables ni predi-

bles a nivell genòmic (Maquat 2001). D’altra banda, s’ha descrit que una fracció sig-

nificativa (15%) de les mutacions causants de malalties en mamífers 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 regió descrita del primer exó no codificant de MECP2, i analitzar l’e-

xistència de canvis en el seu patró de migració per cDNA-SSCP/HD. Durant la posada a

punt de les tècniques d’RT-PCR vam observar l’existència de dos productes d’amplifica-

ció. Ambdós productes es corresponien a dos transcrits divergents a 5’, causats per un

splicing alternatiu de l’exó 2, fins ara no descrit. Els estudis previs en cDNA s’havien rea-

litzat abans de la descripció de l’exó 1, de manera que el nou transcrit no podia ser detec-

tat, i les anàlisis prèvies per Northern no permetien discriminar dos mRNAs de longitud

tan similar. Aquest transcrit format pels exons 1-3-4 podria donar lloc a proteïna utilitzant

un codó ATG localitzat al primer exó, fins ara considerat com a no codificant, seguint la

mateixa pauta de lectura que MeCP2. Aquesta nova isoforma seria 12 aminoàcids més llar-

ga i diferiria en els primers 21 aminoàcids de l’extrem N-terminal, respecte de la descrita.

Els programes d’anàlisi no prediuen cap domini funcional en la regió. 

L’existència del transcrit alternatiu està descrita a la base de dades d’EST, però aquest

no ha estat mai clonat. D’altra banda, la descripció del primer exó de MECP2 per

Reichwald i col (2000) es va realitzar en el context d’un projecte de seqüenciació de la

regió i per comparació amb la regió sintènica de ratolí. Per aquests motius, el punt d’i-

nici de transcripció del gen MECP2 no està definit i queden diverses qüestions per resol-

dre: On s’inicia el primer exó? És realment codificant i alhora forma part del promotor?

Recordem que els estudis d’EMSA i CEMSA realitzats en aquesta tesi (Cap. 3) demostren

que l’exó 1 de MECP2 contén dianes d’unió a TFs, un dels quals sembla específic de

SN. Caldrà analitzar, per tant, si el transcrit alternatiu té significació biològica i esbrinar

si dóna lloc a la isoforma de MeCP2 predita per seqüència. Ambdós transcrits podrien

tenir una funció diferencial depenent de teixit i/o les dues isoformes podrien estar

implicades en el control de l’expressió de diferents gens diana. Queda pendent també

l’objectiu inicial d’aquest estudi: l’anàlisi de mutacions que afectin l’expressió 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 porció de la regió 3’UTR (Bourdon i col. 2001). Estudis funcionals han permès

conèixer 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, així com en el canvi en l’abundància del transcrit llarg a favor del curt

que sembla produir-se en cervell a mesura que progressa la maduració neuronal
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postnatal (LaSalle i col. 2001; Balmer i col. 2002). No es descarta, per tant, l’existèn-

cia de mutacions en aquesta regió no codificant en les pacients RTT. No obstant, la

regió 3’UTR té una extensió de 8 Kb la qual dificulta la seva anàlisi i, malgrat té

regions altament conservades, l’estudi funcional dels canvis que es poguessin trobar

en aquesta regió seria de difícil abordatge i requeriria teixit nerviós, ja que en teixits

de més fàcil obtenció els seus nivells d’expressió són molt baixos. Sabem des de

l’any 2000 que el grup liderat per H. Zoghbi ja havia iniciat l’estudi de la regió 3’UTR

per seqüenciació directa en pacients RTT, però fins el dia d’avui no hi ha resultats

publicats d’aquestes anàlisis.

Per tots aquests motius, i tenint en compte les limitacions del nostre grup, en el moment

de plantejar-nos l’estudi de mutacions en regions no codificants vam decantar-nos per

l’anàlisi de la regió 5’UTR.

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

Paral·lelament als estudis en cDNA, es va analitzar la regió 5’UTR del gen MECP2 en

DNA genòmic, treball realitzat parcialment per E. González i que va ser presentat com

a Màster en Biologia Experimental amb el títol: "Análisis de la región 5’UTR del gen

MECP2 y análisis de mutaciones del gen KAISO en pacientes con síndrome de Rett

sin mutación identificada en MECP2" al departament de Genètica, Facultat de

Biologia, UB, el febrer d’aquest any. L’anàlisi de la regió 5’UTR realitzat per E.

González en DNA es va dur a terme mitjançant la tècnica d’SSCP/HD, i no es va aca-

bar de completar per a tota l’extensió de la regió. La tècnica d’SSCP/HD té una sen-

sibilitat variable en funció de la seqüència a analitzar i del nombre de variacions en

les condicions experimentals. Seria necessari seqüenciar tota l’extensió de la regió 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 mutació en regió codificant, i es van trobar dos canvis de novo en tres

pacients a la regió promotora del gen. Un d'ells va ser caracteritzat: -5134delC, loca-

litzat a l’exó 1. Aquest canvi podria donar lloc a una expressió alterada de MeCP2 en

la pacient portadora. Els estudis realitzats mostren que és un lloc d'unió de proteïnes

i hi prediuen dianes per a diversos TFs, un d’ells específic de cervell: els estudis de

EMSA i CEMSA realitzats amb extractes proteics de cultiu de neuroblastoma van mos-

trar que hi havia pèrdua d’una unió, específica d’aquestes cèl.lules, quan s’utilitzava

la sonda corresponent a la seqüència mutada de la pacient. Actualment, el grup lide-

rat pel Dr. Manel Esteller al CNIO, està realitzant experiments per identificar el TF que

s’uneix a aquest primer exó de MECP2.  

Com ja s’ha comentat anteriorment, en l’RTT hi ha una pregunta fonamental per a la que

encara no s’ha trobat resposta: si estem davant d’una malaltia neurològica i MECP2 té una

expressió ubiqua, per què el cervell és l’òrgan més greument afectat i la malaltia es mani-

festa a l’any de vida? MECP2 dóna lloc, en principi, a una proteïna única, però sabem que

l’expressió dels seus dos transcrits principals, divergents només a 3’UTR, varia segons els

teixits i l’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 transcripció gènica (compatible amb

l’expressió ubiqua del gen) o com a controlador d’un número de gens importants en el

desenvolupament (compatible amb l’expressió dels diferents transcrits i amb les conse-

qüències clíniques de la seva disfunció). Calen més estudis per a poder donar resposta a

la pregunta formulada, els quals impliquen la interconnexió de diverses disciplines, tals

com genòmica, proteòmica i clínica. 

135

Discussió



2.2.2 Homogeneïtat/heterogeneïtat genètica de l’RTT
Aquesta tesi s’ha basat en la hipòtesi que l’RTT podia estar causada per mutacions en un

únic gen, el gen MECP2. Hem identificat mutació en el 67% de les pacients i hem inten-

tat abordar altres estratègies de cerca de mutacions per incrementar aquest percentatge.

Hem pogut detectar una deleció en el primer exó de MECP2, possiblement amb efectes

patològics sobre l’expressió del gen en SNC. Els nostres estudis, però, han quedat incom-

plets. L’extensió de les regions no codificants del gen i la troballa d’una possible mutació

en regió promotora donen peu a continuar la cerca de mutacions en MECP2. No obstant,

els estudis en DNA són altament laboriosos i sovint de difícil interpretació, especialment

en regió no codificant, ja que no es pot predir l’expressió-funció a nivell proteic d’un

canvi trobat a nivell genòmic no codificant. Les anàlisis en cDNA s’haurien de centrar en

el transcrit de 10Kb, perquè s’ha vist que aquest transcrit està implicat, d’alguna manera,

en l’expressió diferencial de la proteïna. Ja hem comentat, no obstant, les dificultats meto-

dològiques inherents a l’estudi del transcrit llarg.

Una estratègia alternativa d’estudi seria realitzar un primer crivatge a nivell proteic de les

pacients sense mutació en regió codificant, seleccionant per estudi genètic aquelles que

presentessin una expressió de MeCP2 disminuïda o alterada. Aquests estudis per tècni-

ques de Western blot i imunocitoquímiques no s’han realitzat fins la data. La troballa de

pacients RTT sense mutació a MECP2 i sense alteracions proteiques seria un indicatiu que

hi ha altres gens implicats en la patologia. Respondre aquesta qüestió té transcendència

tant a nivell clínic com a nivell bàsic, i és un camp d’intensa investigació. 

El nostre grup va realitzar l’estudi d’un gen candidat funcional i posicional per l’RTT: el

gen KAISO, treball realitzat per E. González. KAISO mapa a Xq23, té una expressió ubi-

qua i dóna lloc a una proteïna que, tot i no pertànyer a la família de proteïnes amb

domini d’unió a DNA metilat, és un repressor transcripcional depenent de metilació de

la família 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-

ció en regió codificant, resultat que descarta, en principi, que KAISO estigui implicat en

la patogènesi de l’RTT. Estudis amb ratolins KO realitzats per altres grups van descartar

que el gen MBD2 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 proteïnes MBD1 i MBD2, ja que no han trobat mutació en els

seus gens en pacients amb RTT, ni en pacients amb altres trastorns neurològics. Molt

recentment el grup de Roloff i col. (2003) ha obert un nou camp d’investigació: proteï-

nes amb domini MBD que no requereixen la unió al DNA per inhibir la transcripció

gènica, l’estudi de les quals serà interessant en l’RTT. Malgrat els esforços, però, els

resultats obtinguts fins a la data no han permès aclarir si l’RTT és homogènia o hete-

rogènia genèticament. 

El grup dirigit per Dr. M. Esteller al CNIO, ha realitzat estudis de microarrays a partir

de línies limfoblastoides de pacients RTT amb i sense mutació, totes elles amb presen-

tació clàssica, analitzades i remeses des del nostre laboratori. L’objectiu ha estat identi-

ficar gens amb expressió alterada en les pacients respecte d’individus control. Els resul-

tats, (Ballestar i col. en preparació) mostren que totes les pacients RTT (N= 10) tenen

10 gens desregulats de forma consistent, independentment de la presència/absència de

mutació identificada a MECP2 (tots ells són gens implicats en el desenvolupament neu-

rològic). Com a dada important en relació a la nostra pregunta, Ballestar i col. (en pre-

paració) han detectat un gen sobreexpressat només en pacients RTT sense mutació, i

no en pacients amb mutació identificada (comunicació personal). Aquesta troballa

podria anar a favor de l’existència d’heterogeneïtat genètica en l’RTT.
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Els estudis d’exclusió en el cromosoma X realitzats abans que s’identifiqués el gen MECP2

com a causant de l’RTT, mapaven el gen en dues possibles regions del cromosoma X:

Xq28 i Xp22-p11. El segon locus per l’RTT podria residir en al regió Xp22-p11, on s’ha

trobat cosegregació per alguns marcadors en casos familiar (Villard i col. 2000). 

2.3 Correlacions genotip-fenotip

2.3.1 Anàlisis de les correlacions genotip-fenotip
Des que es va identificar el gen MECP2 com a causant de l’RTT, diversos grups han inten-

tat analitzar l’existència de correlacions entre els diferents tipus de mutacions i la seva

localització, amb la variabilitat dels diferents paràmetres clínics dels pacients. Els estudis

realitzats difereixen en els resultats obtinguts. Hi ha grups que han trobat correlació entre

el tipus de mutació (mutació amb canvi de sentit o MS, i mutació causant de proteïna trun-

cada o PTC) i la gravetat clínica 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 correlació significativa entre el tipus de mutació i la

gravetat clínica (Wan i col. 1999; Vacca i col. 2001; Nielsen i col. 2001). Aquesta discor-

dança de resultats pot ser deguda, en part, a que el patró d’XCI deu influir el fenotip de

la pacient (Shahbazian & Zoghbi, 2002; Weaving i col. 2003). A més, les sèries analitza-

des sovint són reduïdes, i molts estudis analitzen només el subgrup de pacients amb

forma clàssica d’RTT. Bàsicament, però, les discordances entre els resultats dels diversos

grups són degudes a la utilització d’escales d’avaluació o check list diferents, amb varia-

ció dels paràmetres clínics analitzats i de les puntuacions assignades a cada paràmetre, de

manera que els resultats que s’obtenen no són comparables. El grup australià liderat per

H. Leonard (Colvin i col. 2003), ha publicat recentment un article en el ha analitzat un

elevat número de pacients, comparable al nostre, utilitzant els diferents check list descrits

a la literatura: l’escala clínica de Kerr (Cheadle i col. 2000), l’escala clínica de Percy (Amir

i col. 2000) i l’escala clínica de Pineda (Monrós i col. 2001). La comparació dels resultats

obtinguts amb les diferents escales d’avaluació mostra que l’escala que ofereix una valo-

ració més ajustada dels paràmetres clínics 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 paràmetres sobre els que influeixen factors ambientals. Tot i així, l’es-

tudi conclou que queden buits en el diagnòstic i interrogants sense resoldre ja que, com

mostren els nostres propis resultats, individus amb la mateixa mutació tenen sovint una

presentació clínica diferent. 

No obstant, l’escala de Pineda publicada a Monrós i col. (2001) (Cap.2) va ser revisada i

millorada posteriorment, tal com es presenta a Armstrong i col. (en preparació) (Cap.2).

La Dra. M. Pineda, neuropediatra de l’Hospital Sant Joan de Déu i una de les impulsores

de l’estudi multidisiplinar sobre l’RTT a Espanya, fruit del qual va sorgir aquesta tesi, va

ser convidada a participar en la reunió que es va realitzar a Baden Baden l’any 2001, dins

del marc de la Reunió de la European Society of Paedriatrics Neurology, per revisar els

criteris diagnòstics de l’RTT i les seves variants definits per Hagberg i col. (1985). Els cri-

teris revisats van ser publicats per Hagberg i col. (2002) i són els que es descriuen a la

Introducció, pàg. 6. La clínica de la nostra sèrie de pacients va ser revaluada molt acura-

dament després de Baden Baden, en base als nous criteris. El nostre estudi, a diferència

d’altres, inclou pacients amb forma clàssica i pacients amb formes variants que complei-

xen tots els criteris diagnòstics i de suport. Les mutacions trobades en la regió codificant

del gen MECP2 expliquen un 77% de les formes clàssiques i un 46% de les variants. Dins
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les variants, els percentatges també varien segons la forma clínica: forma amb llenguatge

conservat (90%), forma congènita (48%) i fruste (42%). En canvi, no s’ha trobat mutació

en cap pacient amb epilèpsia precoç (N= 4) ni amb regressió tardana (N= 2). La resta de

grups tampoc no han trobat mutacions en les pacients amb epilèpsia precoç, fet que fa

sospitar que podria representar una entitat clínica diferent. Els resultats de les correlacions

obtinguts en la sèrie completa de pacients amb la nova escala d’avaluació (Armstrong i

col. en preparació) van donar suport als obtinguts en el treball anterior (Monrós i col.

2001). Les mutacions MS correlacionen significativament amb una presentació clínica més

lleu que les mutacions PTC, i vam poder realitzar noves correlacions en aquest darrer

estudi no analitzades per altres grups. Així per exemple, les pacients amb delecions en el

domini C-ter presenten valors de severitat menors que les pacients amb grans reordena-

ments gènics. 

Si comparem les associacions significatives de la nostra sèrie amb les d’altres grups obser-

vem que, tot i que no s’ha utilitzat el mateix check list, alguns trets clínics 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 preparació).

En els nostres resultats, a més, observem que les pacients amb mutació MS tenen més

capacitat per seure (p=0,015) i pateixen menys disfuncions respiratòries (p=0,046) que les

pacients amb mutació 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-

ció MS presenten una clínica més lleu que pacients amb mutació PTC.

D’altra banda, el grup de Huppke i col. (2002) també va comparar les mutacions segons

la seva localització, i observà que les pacients amb mutacions situades en el domini MBD

tenen més capacitat d’utilitzar les mans que les pacients amb mutació en el domini TRD.

Aquest correlació no ha estat observada en el nostre estudi. Segons els resultats obtinguts

en la nostra sèrie, la capacitat de seure i caminar s’associen significativament amb les

pacients amb mutació en l’MBD, ja que les pacients amb mutació 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 correlació de la gravetat de la malaltia amb la loca-

lització de la mutació, ja que hem observat que les mutacions en l‘MBD estan associades

a un clínica 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 clíniques molt diverses.

Només les pacients portadores de mutacions MS es mantenen dins un rang concret de

puntuació de severitat que rarament supera l’score de 15 punts, punt de tall a partir del

qual es considera clínica severa. En canvi, les pacients amb mutació 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 mutació T158M, 13 pacients tenen una forma

clàssica, una pacient presenta la variant forma fruste, i només una pacient presenta una

forma clínica severa d’inici precoç. En canvi, de les pacients portadores de la mutació

R168X, nou presenten la forma clàssica, tres presenten la variant amb llenguatge conser-

vat (considerada com a una variant molt lleu de l’RTT) i tres pacients presenten la variant

d’inici precoç o forma congènita, que és la més greu.

En relació a les mutacions recurrents, Leonard i col. (2003) acaben de publicar un article en

el que obren la possibilitat de realitzar correlacions genotip-fenotip mutació per mutació, en

relació a cada paràmetre clínic de cada pacient. D’aquesta manera han pogut analitzar, per

exemple, la mutació R133C en nou pacients i han observat que aquestes comparteixen una
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sèrie de trets clínics: totes han après a caminar i conserven la marxa, han desenvolupat llen-

guatge propositiu i utilitzen les mans. D’altra banda, l’escoliosi, les disfuncions respiratòries

i els trastorns del son són menys comuns en aquestes pacients que en la resta de pacients

RTT. De les sis pacients RTT amb mutació R133C de la nostra sèrie, l’únic tret clínic que

comparteixen totes elles és que han après a caminar i conserven la marxa. No compartei-

xen ni el desenvolupament del llenguatge (només una pacient l’ha desenvolupat) ni la uti-

lització de les mans, que només mantenen dos pacients. No hem observat cap tret clínic

que sigui més/menys comú en aquestes pacients respecte a la resta. 

2.3.2 Mutacions en el gen MECP2 en barons 
Thomas (1996) va hipotetizar una elevada proporció de mutació en línia germinal mas-

culina respecte de la femenina en malalties dominants de novo lligades al cromosoma X,

com l’RTT. Segons aquesta hipòtesi, 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 mutació

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 herència materna de la

mutació. Els nens, no obstant, presentaven encefalopatia congènita severa, hipotonia i

greus dificultats respiratòries, i morien durant els primers mesos de vida.

Posteriorment es van trobar mutacions de novo al gen MECP2 en barons amb fenotip RTT, la

supervivència dels quals es devia a la presència d'un mosaic somàtic per a la mutació, o bé a

l’associació amb una síndrome de Klineffelter total o parcial. En ambdós casos, els pacients

disposen d’un percentatge de cèl·lules amb una còpia de MeCP2 funcional (Hoffbuhr i col.

2001; Leonard i col. 2001; Schwartzman i col. 2001; Armstrong i col. 2001; Vorsanova i col.

2001; Topçu i col. 2002; Maiwald i col. 2002). Nosaltres hem presentat el primer cas publicat

d’un nen amb RTT clàssica i cariotip 46XY, que compleix tots els criteris necessaris, 7 dels 8

criteris de suport i cap criteri d’exclusió, segons els nous criteris diagnòstics per a l’RTT

(Hagberg i col. 2002). El pacient, que en l’actualitat té 16 anys, presenta mosaïcisme somàtic

per a la mutació R133H en el gen MECP2. Un altre cas descrit de mosaïcisme somàtic per a

una mutació a MECP2 va ser reportat per Clayton-Smith i col. (2000) en un pacient baró amb

síndrome d’Angelman. Aquestes troballes reforcen l’observació que el gen MECP2 presenta

una elevada taxa de mutació, i fan pensar que una fracció de dones RTT sense mutació detec-

tada podrien ser mosaics, la qual cosa dificultaria la detecció de la mutació en heterozigosi.

Donat que l’RTT és una entitat clínica inclosa dins l’espectre autista i que el gen MECP2

és responsable d’un gran ventall de presentacions clíniques de la malaltia, el nostre grup

va iniciar l’any 2002 un nou projecte titulat: Autisme: Estudi i classificació de pacients dins

l’espectre 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 MECP2 en els pacients autistes menys funcionals. Vam analitzar la regió codificant

del gen MECP2 en 50 pacients autistes amb retard mental, sense detectar cap mutació.

Només en un pacient vam detectar el canvi IVS-17delT, amb un origen de novo, el qual

suposem que és un polimorfisme ja que va ser detectat també en una germana sana de la

nostra sèrie de famílies RTT. No obstant, aquest polimorfisme recurrent detectat en pobla-

ció RTT està actualment essent estudiat pel nostre grup en població control, per avaluar la

seva freqüència i descartar que no es tracti d’un factor modulador dins l’espectre autista.

L’absència de mutacions a MECP2 en la nostra sèrie 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 està associat amb el gen

MECP2, i que constitueix una entitat genètica complexa, diferent de l’RTT (Beyer i col.

2002; Lobo-Menendez i col. 2003; Zappella i col. 2003).
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El retard mental inespecífic, en canvi, sí podria estar associat en alguns casos a mutacions

lleus en el gen MECP2, tal com s’ha comentat àmpliament a la Introducció.

2.3.3 Consell genètic 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 número i

es converteixen en cares i persones, i vivències 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 diagnòstic i de futur. A mesura que hem anat avançant en l'estudi de

la malaltia, la seva herència, el risc real de recurrència i la possibilitat de trobar barons

afectats, hem estat capaços de donar un consell genètic a les famílies i d'oferir la realit-

zació d’un diagnòstic prenatal. 

Els estudis realitzats per Trappe & Laccone (2001) van demostrar l’origen patern de la

mutació en la gran majoria de casos RTT esporàdics, i un origen matern de la mutació en

els casos familiars. Com ja s'ha comentat en el Capítol 2, vam comprovar l'origen de novo

de totes les mutacions trobades en les pacients RTT, mitjançant l'anàlisi dels progenitors

i de les germanes sanes. Hi ha casos familiars descrits amb mares assimptomàtiques por-

tadores de la mutació, que tenen un risc d'un 50% de transmetre la malaltia, donat el

caràcter dominant de l’RTT, i també hi ha casos familiars deguts a mosaïcisme germinal

per a la mutació en un dels progenitors. En el nostre estudi, vam observar un cas de

mosaïcisme germinal per a un polimorfisme, present en la pacient RTT (amb mutació

identificada en la regió codificant del gen MECP2, causant de la malaltia) i en la seva ger-

mana sana, però no en els progenitors. 

La possibilitat de realitzar un diagnòstic prenatal se'ns va plantejar des de bon principi.

Encara que el risc de recurrència de l’RTT sigui molt baix, l'angoixa dels pares de tenir

un altre fill amb RTT és tan gran que, sovint, opten per no tenir més descendència. Si la

filla afecta té mutació detectada en el gen MECP2, el diagnòstic prenatal en el nou

embaràs està indicat, encara que la mutació sigui de novo. El risc de mosaïcisme germi-

nal no pot ser predit ni detectat, i la realització d’un diagnòstic prenatal en aquestes famí-

lies fa disminuir el risc de recurrència per al fetus al risc de la població general. 

Altres grups aconsellen també fer estudis familiars en l’RTT. En el treball de Gill i col.

(2003) publicat en col·laboració per diferents centres diagnòstics i d’investigació en l’RTT

(Regne Unit, Alemanya, Austràlia i Noruega), es descriuen 11 casos familiars d’RTT.

Només en un cas es va identificar la mutació en les dues germanes afectes i en la mare

portadora assimptomàtica, amb un patró d’inactivació de l’X totalment esbiaixat. En cinc

famílies, es va trobar mutació a MECP2 en una de les pacients, però no en la resta de

familiars amb sospita diagnòstica d’RTT. En les cinc famílies restants, no es va identificar

mutació en cap de les pacients RTT. Davant d’aquests resultats, que confirmen la raresa

dels casos familiars d’RTT i fan disminuir la seva freqüència respecte de la descrita abans

de l’anàlisi de MECP2, els autors aconsellen realitzar anàlisi de portadores sanes (germa-

nes, mares i ties de nenes amb RTT i mutació identificada a MECP2) i diagnòstic prena-

tal als familiars que ho sol·licitin.

2.3.4 Present i perspectives diagnòstiques
Podem concloure que MECP2 està implicat en un espectre de trastorns del desenvolupa-

ment més gran del que inicialment s'esperava, i que l’RTT és una entitat clínica, no genè-

tica. Les mutacions a MECP2 poden donar lloc des de formes congènites d’RTT a dones

portadores asimptomàtiques, des d’encefalopaties congènites greus a formes clàssiques en

barons, a casos d’AS i a diferents tipus de retard mental inespecífic lligat al cromosoma
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X, tant en barons com en dones. No sembla estar implicat, en canvi, en l’autisme ni en el

trastorn desintegratiu. A més, el mosaïcisme somàtic pot ser un nou mecanisme per intro-

duir variabilitat en les manifestacions fenotípiques de les mutacions del gen MECP2. 

Degut a la gran heterogeneïtat clínica produïda per les mutacions a MECP2, seria con-

venient analitzar aquest gen no tant sols en l’RTT, sinó que també en altres patologies del

neurodesenvolupament. S’està plantejant, per exemple, el seu estudi rutinari en pacients

AS amb estudi molecular negatiu de la regió 15q11-q13, així com l’anàlisi de la mutació

A140V en pacients amb retard mental idiopàtic, sindròmic i no sindròmic, negatius per a

la síndrome del cromosoma X fràgil. 

Un tema pendent en el que s’està investigant molt en els darrers mesos, és la identifica-

ció dels gens diana de MECP2. El seu coneixement permetrà anar entenent cada cop més

la base molecular de la malaltia i el mecanisme d’acció de MeCP2 i, potser, trobar altre(s)

gen(s) implicat(s) en l’RTT, que ens permetin explicar i diagnosticar el 20% de pacients

RTT clàssiques sense mutació, el 50% de les pacients amb RTT atípic i el 70% dels casos

familiars. Els camps de recerca són molt amplis, cada resposta genera noves preguntes, i

queda molt per fer. g
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Conclusions

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

clàssiques i variants d’RTT. 

2. El percentatge de detecció de mutacions varia segons la forma clínica de la malaltia,

essent major en les formes amb llenguatge conservat i les clàssiques, i menor en les

d’inici precoç. No s’ha detectat cap mutació en pacients amb epilèpsia precoç.

3. Totes les mutacions identificades tenen un origen de novo.

4. Degut al risc de mosaïcisme germinal, el diagnòstic prenatal està indicat en l’RTT,

independentment del sexe del fetus, sempre que es conegui la mutació en la ger-

mana afectada.

5. Barons amb cariotip normal poden presentar RTT clàssica degut a mosaïcisme somà-

tic per una mutació en el gen MECP2.

6. Delecions en pauta en la regió C-terminal de la proteïna MeCP2 poden ser variants

polimòrfiques sense relació amb la malaltia. 

7. Les mutacions de canvi de sentit s’associen a formes menys greus d’RTT. Les muta-

cions que causen proteïna truncada, en canvi, poden causar tot l’espectre clínic de

la malaltia 

8. Les mutacions de canvi de sentit es troben preferentment localitzades en el domini

MBD, mentre que les mutacions que causen proteïna truncada tendeixen a produir-

se es en el domini TRD. 

9. Els grans reordenaments constitueixen el 3% de les mutacions a MECP2 i semblen

associar-se a formes greus d’RTT.

10. Les pacients portadores de mutacions de canvi de sentit tenen més capacitat de seure

a l’edat normal i mantenir la sedestació que les pacients portadores de mutacions

causants de proteïna truncada.

11. Les pacients portadores de mutacions amb canvi de sentit tenen més capacitat d’a-

prendre a caminar i mantenir la deambulació que les pacients amb mutació causant

de proteïna truncada. Una gran proporció d’aquestes mai no adquireix la marxa.

12. Les mutacions causants de proteïna truncada s’associen amb major freqüència a

anomalies respiratòries.

13. Les pacients amb mutació en el domini MBD tenen més capacitat de seure i caminar

que les pacients amb mutació en el domini TRD. 

14. Les pacients amb mutació en el domini MBD acostumen a presentar una simptoma-

tologia més lleu que les pacients amb mutació en el domini TRD.

15. No s’han detectat diferències significatives entre ambdós tipus de mutacions ni en la

seva localització, en relació a l’edat d’inici de la malaltia, la desacceleració del perí-
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metre cefàlic, la capacitat de llenguatge, la presència o absència d’epilèpsia, l’ús de

les mans ni l’edat d’inici de les estereotípies.

16. El canvi -5134delC trobat en l'exó1 del gen MECP2 en una pacient amb forma clàs-

sica podria tenir un efecte patogènic i ser el causant de la malaltia en la pacient: la

deleció afecta la diana d’un factor de transcripció i provoca una disminució en la seva

afinitat d’unió.

17. El TF que s’uneix al primer exó de MECP2 no és SP1, i sembla ser específic del sis-

tema nerviós.

18. Existeix un splicing alternatiu a la regió 5’ de MECP2 que no és específic de teixit, i

que podria donar lloc a dues isoformes de MeCP2 divergents a N-terminal. 

19. Desconeixem encara si l’RTT presenta homogeneïtat o heterogeneïtat genètica.
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Addenda

I. Articles del nostre grup en relació a l’RTT.

Articles i treballs relacionats amb el tema de la tesi,
però que no s’han inclòs en la memòria:

• Pineda M, Aracil A, Vernet A, Espada M, Cobo E, Arteaga R, Artigas J, Barrionuevo C,

Bautista-González L, Berenguer-Molla R, Caballero J, Cabrera J, Campistol J, Campos J,

Casas-Fernández C, Castelló M, Castro-Gago M, Castroviejo P, Colomer J, Delgado P,

Domingo R, Domínguez-Jiménez A, Fernández-Álvarez E, García-Aymerich J, García-

Campillo A, García-Pérez A, Jover J, Hernández V, Herranz JL, Herrera M, Mora D,

Mulas F, Narbona J, Nieto M, Lartigau T, López-Martin V, López-Pisón J, Lorente I, Ortiz

A, Palencia R, Poo P, Prats J, Puche-Mira C, Rayo C, Rodríguez-Barrionuevo C,

Rodríguez-Costa T, Roig M, Sánchez-Valiente S, Sans A, Santos-Borbujo J, Sanmartí FX,

García-Tena J, Uganda A, Vidal R (1999) Estudio del síndrome de Rett en la población

española. Rev Neurol 28:105-109.

• Pineda M, Armstrong J, Monrós E (2000) Síndrome de Rett. Hallazgo del gen MECP2

como marcador genético. Arch Ped 51:83-85
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1. Seqüenciació directa

S’ha realitzat l’amplificació de la regió codificant del gen MECP2 mitjançant 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 l’amplificació de l’exó 3, es

va utilitzar l’encebador 2aF, i es va dissenyar l’encebador 2R 5’-CCCTGCCCTGTAGAGA-

TAGG-3’, utilitzant el programa Primer 3 (http//www.genome.wi.mit.edu.cgi.bin/primer

primer3) (fig. 24).

II. Protocols de PCRs per a l'anàlisi de mutacions
a la regió codificant del gen MECP2

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

Fragment
de PCR Parella d’encebadors (5’-3’) Temp.

anellament
Longitud
producte

1’

2a

2b

3a

3a’

3b

3c

3d

1’F-CAATGGGGGCTTTCAACTTA

1’R-AAAACAGATGGCCAAACCA

2aF-CCTGCCTCTGCTCACTTGTT

2aR-GGGGTCATCATACATGGGTC

2bF-AGCCCGTGCAGCCATCAGCC

2bR-GTTCCCCCCGACCCCACCCT

3aF-TTGTCAGAGCGTTGTCACC

3aR-CTTCCCAGGACTTTTCTCCA

3a’F-AACCACCTAAGAAGCCCAAA

3a’R-CTGCACAGATCGGATAGAAGAC

3bF-GGCAGGAAGCGAAAAGCTGAG

3bR-TGAGTGGTGGTGATGGTGGTGG

3cF-TGGTGAAGCCCCTGCTGGT

3cR-CTCCCTCCCCTCGGTGTTTG

3dF-GGAAGATGCCCAGAGGAG

3dR-CGGTAAGAAAAACATCCCCAA

55˚C

57˚C

64˚C

61˚C

54˚C

60˚C

61˚C

55˚C

219pb

341pb

350pb

380pb

381pb

366pb

343pb

412pb



Els productes de PCR van ser purificats amb QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) i

es va procedir a la seva seqüenciació directa utilitzant el BigDye Terminator Cycle

Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystem) i l’analitzador ABI PRISM 3100 (PE

Biosystems). L’anàlisi de seqüència 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. Digestió amb enzims de restricció

La digestió amb enzims de restricció permet detectar les mutacions que s’indiquen a la

Taula 13. Les PCRs utilitzades per a la detecció mitjançant enzims de restricció són les des-

crites per Amir i col. (1999) (fig. 24).
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Taula 12. Encebadors utilitzats per a l’amplificació dels fragments de PCR en l’anàlisi de mutacions

de la regió codificant del gen MECP2.

Fragment de PCR (exó) Encebadors Temp.
anellament

Longitud
amplificació (pb)

1' (exó 2)

2ab (exó 3)

3aa’ (exó 4)

3bc (exó 4)

3d (exó 4)

1'F i 1'R

2aF i 2R

3aF i 3a’R

3bF i 3cR

3dF i 3dR

55˚C

59˚C

61˚C

61˚C

55˚C

219

540

614

616

412

Taula 13. PCRs i enzims de restricció utilitzats.

Mutació Encebadors Longitud
(pb) Enzim Diana de restricció alterada (pb)

R106W

T158M

R168X

591delG

V288X

R306C

Mut: al·lel mutat; N: al·lel normal

Entre parèntesis es mostren els nous fragments creats degut a l’alteració de la diana de restricció.

2bF i 2bR

3aF i 3aR

3aF i 3aR

3a’F i 3a’R

3bF i 3bR

3bF i 3bR

350

380

380

381

366

366

NlaIII

NlaIII

HphI

BssSI

NlaIV

HhaI

N:156+148; Mut:148+156+(118+38) 

N:380; Mut:380+(187+193) 

N:7+22+351; Mut:7+22+351+(124+227)

N:304+62; Mut:304+62+(381) 

N:314+52; Mut:314+52+(366) 

N:161+145+48+11; Mut:161+145+(317)+48+11



3. Anàlisi de grans reordenaments

Per la cerca de grans reordenaments, es van dissenyar tres PCR: una amplifica el tercer exó,

el tercer intró i el quart exó (2477pb); una altra amplifica el final del tercer exó, el tercer intró

i el principi del quart exó (1288pb); i la tercera PCR amplifica el quart exó sencer (1378pb).

Els encebadors utilitzats i les condicions de PCR es troben descrites en la Taula 14.

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

4. ARMS

Es van dissenyar tres encebadors per detectar específicament la variant nucleotídica tro-

bada en el cas del nen amb RTT clàssica, 398G ó 398A en dues reaccions de PCR multi-

plex: encebador comú R133H-F (5’-CAGGCAGTGTGACTCTCGTTCAATAGTA-3’) localitzat

a 180 bp en direcció 5’ del punt de la mutació, i dos encebadors inversos que difereixen

en dos nucleòtids prop de l’extrem 3’: R133Hn-R (5’-CGAAGTACGCAATCAACTCCACTT-
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Taula 14.Condicions i encebadors de les PCR llargues.

PCR Encebadors Temperatura 
d’anellament Longitud (pb)

Exó 2 + intró 3 + exó 4

Intró 3

Exó 4

2aF i 3Dr

2bF i 3aR

3aF i 3dR

55˚C

64˚C

55˚C

2477

1288

1378

Figura 24. Esquema de les PCRs descrites per a la detecció de mutacions en la regió codificant

del gen MECP2.



TAGAGC-3’) que amplifica específicament la seqüència normal i R133Hm-R (5’-CGAAG-

TACGCAATCAACTCCACTTTACAGT-3’) que amplifica específicament la seqüència muta-

da. El fragment comú de 350 pb corresponent al fragment 2b (Amir i col. 1999) va ser uti-

litzat com a control intern de l’amplificació.

En la figura 25 es troba representat esquemàticament l’ARMS descrit.
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Figura 25. Esquema de les PCRs de l’anàlisi per ARMS.
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