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Introduccién

1 INTRODUCCION

Con pocas excepciones, toda la informacion necesaria para la construccion y
mantenimiento de un ser vivo esta codificada en una larga molécula de ADN (Acido
Desoxirribonucleico).

El ADN eucariota se expresay replica unicamente en €l contexto del nucleo interfasico
y cada célula ha de acomodar casi dos metros de ADN en este compartimento
especializado de pocas micras de diametro. Ademas, y pese a su ato grado de
compactacién, el ADN tiene que ser rdpidamente accesible para permitir su interaccién
con la maguinaria proteica que regula las funciones vitales de replicacion transcripcion,
reparacion y recombinacion.

Gracias a una enorme inversion de recursos materiales y humanos conocemos con
razonable precision e mensge genético (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001), pero su organizacion dentro del nucleo interfésico aln nos es
précticamente desconocida.

1.1 ESTRUCTURA CROMOSOMICA

Los microscopistas de finales del siglo XIX denominaron cromatina al material que
forma el nlcleo y los cromosomas debido a su avidez por ciertos colorantes (Flemming,
1882). La cromatina es un complejo atamente estructurado de proteinas (histonas y no
histonas) y ADN.

Niveles de compactacion del ADN

Una célula haploide humana posee aproximadamente 3,65 picogramos de ADN, lo cua
equivale a unos 3500 millones de pares de bases. En una célula diploide los
aproximadamente dos metros de ADN (3 Kb de ADN tienen aproximadamente 1 pm)
estdn empaquetados en 46 cromosomas de 1 a 10 um. Esto representa una razén de
compactacion de aproximadamente 10000 a 1 y se logra mediante una serie de pasos
sucesivos razonablemente bien caracterizados en 1os primeros niveles, pero muy poco
conocidos en los superiores (Figura 1.1). Koshland y Strunnikov (1996) han sugerido
gue & ADN interfasico se pliega de una forma fija para formar e cromosoma
metafésico.
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Cromosoma
Croméatide Croméatide Nucleo

Telébmero ¢—
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Figura 1.1: Niveles de compactacion del ADN.

Histonas

L as histonas son proteinas de bajo peso molecular que presentan una gran afinidad por
el ADN. Hay 5 tipos principales, denominados H1, H2A, H2B, H3 y H4. Las histonas,
muy especialmente los tipos H3 y H4, estan notablemente conservadas en todos los
eucariotas, lo cua es una medida de laimportancia de su funcion y de la complejidad de

sus interacciones con otras proteinasy e ADN. Se puede encontrar un buen resumen en
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Miller y Therman (2001). EI componente mejor caracterizado de la cromatina es el
nucleosoma, que representa el primer nivel de compactacion del ADN. La estructura del
nucleosoma ha sido resuelta por una miriada de trabajos que culminan en el estudio de
Luger (1997) en e que se ha obtenido una resolucion de 2.8 Amstrongs mediante
difraccion de rayos X.

El ADN da dos vueltas en torno a un disco cuyas caras exteriores estan formadas por un
complejo de las histonas H2A, H2B y su interior por dos moléculas de H3 y H4. De esta
forma 146 pares de bases de ADN se compactan en los 5.7 nm que tiene el disco (esto
representa una compactacion de 9 a 1). Cada disco esta separado del siguiente por 90-
100 nucledtidos de ADN. Un nucleosoma es el conjunto de un disco y un segmento de
ADN separador.

En el siguiente nivel de compactacion interviene la histona H1, que une los
nucleosomas consecutivos y probablemente forma un solenoide de 30 nm de diametro,
produciendo una compactacion adicional de 6 a 1. Los niveles de compactacion
superiores, mucho peor caracterizados, parecen lograrse mediante el anclaje de una serie

de lazos de fibra denominados dominios a un andamio cromosomico proteico.

No Histonas

Dos tercios de la masa cromosomica se debe al ADN e Histonas, € resto corresponde
casi en su totalidad a un grupo de proteinas que nos son histonas. Estas Ultimas incluyen
varias proteinas HGM  (high-mobility-group, debido a su rapida migracion
electroforética) y algunas proteinas insolubles que forman el andamio cromosomico
(revisado por Miller y Therman, 2001). Cuando se extraen las proteinas solubles del
cromosoma se observa a microscopio electrénico una estructura densa que remeda €l
cromosoma original, que se considera es €l andamio cromosdmico, a partir del cual se
extiende en todas direcciones un halo de fibras de ADN desnudas (Paulson y Laemmli,
1977). El andamio cromosdmico constituye un 5% de la masa total cromosomicay esta
compuesto principalmente por tres tipos de proteinas. SCI (Scaffold Protein 1, la
proteina mas abundante en e andamio cromosdmico y que ha resultado ser la
topoisomerasa Il o TOPO Il), una ATPasa denominada SCIl y la HMGL/Y (High
Mobility Group protein 1/Y) (Lewisy Laemmli, 1982). La mas abundante es |a proteina
TOPO II, un enzima que corta'y vuelve a unir el ADN bicatenario permitiendo que una

molécula de ADN pase a través de otra. Esta funcion es indispensable para aumentar o
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disminuir el superenrrollamiento de una molécula de ADN y eliminar la gran tensién
torsional que se generaa condensarse y descondensarse la cromatina. El enzima TOPO
Il ha sido localizado mediante anticuerpos fluorescentes en e andamio de los
cromosomas mitoéticos y meiéticos (Moensy Earnshaw, 1989) y posee una sorprendente
actividad ain sin explicacion: la inhibicion del sobrecruzamiento (crossing over)
mitotico (Wang, 1996).

Scll es la segunda proteina més abundante del andamio cromosdémico, donde forma
complegos con TOPQOII, pero esta ausente de la matriz nuclear durante la interfase. Scll
pertenece a una familia génica muy conservada denominada SMC por su efecto de
estabilizacion de microcromosomas en las levaduras (Stability of Microchromosomes).
Scll parece tener un papel esencial en la condensacion cromosomica durante la mitosis
y en laseparacion de las crométides hermanas (Saitoh y col. ,1995).

Finalmente, también se pueden aislar a partir del andamio cromosomico otras proteinas
menos abundantes. Un gemplo es MCP1 (Metaphase Chromosome Protein 1), una
proteina con un posible papel en la condensacién cromosdmica que Se une
exclusivamente a cromosoma metafésico y se localiza en la matriz nuclear durante la
interfase (Bronze-da-Rocha y col., 1998). Otros gemplos son CENP-C y CENP-E
(Centromeric Proteins C y E) y INCENPSs, proteinas localizadas en el cinetocoro e

implicadas en su funcionamiento (Saitoh y col., 1995).

Niveles de compactacidon superiores

Tal como ya se habia comentado anteriormente, se conocen pocos detalles sobre los
niveles superiores de compactacion cromosomica. Existe evidencia experimental que
sugiere gue ciertas zonas del ADN especiamente ricas en AT denominadas SARs
(Scaffold Attachment Regions o regiones de unién a andamio cromosomico) se anclan
muy préximas una ala otraen e andamio cromosomico (Mirkovitchy col., 1988) y se
asume que esto provocaque el ADN entre ellas forme lazos de cromatina (Figura 1.2).
A su vez, las proteinas del andamio cromosdmico situadas en la base de los lazos de
ADN se organizan en una cadena que adopta una disposicién helicoidal con direcciones
opuestas en ambas crométides hermanas (Boy de la Tour y Laemmli, 1988).
Baumgartner y col. (1991) confirmaron estos hallazgos con FISH y hallaron que la
posicion de los genes en ambas cromatides (exterior o mediana en relaciéon con el ge

cromosdmico) permanece invariable desde la prometafase temprana a la metafase, 1o
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cua indica que las fases finades de la condensacion cromosdmica consisten en una

compactacién més densay no en un enrrollamiento adicional.
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Figura 1.2: Union de los lazos de cromatina al andamio cromosomico mediante SARs
(Mirkovitch y col., 1988).

La condensacién y descondensacion cromosOmica podrian ser principalmente en
sentido perpendicular a ge cromosomico (Weise y col. , 2002), y no en sentido
longitudinal como tradicionalmente se asume.

Poirier y col (2002) han medido la resistencia a doblez y € estiramiento de los
cromosomas de N. Viridescens y Xenopus. Sus resultados son compatibles con una
estructura homogénea, con una conectividad uniforme a lo largo de la seccion del
cromosoma que recuerda una goma elastica, y no apoyan € modelo de un cromosoma
que debe su forma a un ge central a que se unen lazos de DNA sueltos. Los
cromosomas metafasicos se pueden estirar de forma reversible hasta 5 veces su longitud
original, alteran de forma irreversible su estructura si se estiran de 5 a 30 veces y se
rompen con estiramientos superiores (Poirier y col., 2000). Este comportamiento es
compatible con un modelo en el que los lazos de DNA se unen unos con otros mediante
conectadores de proteina, quizas condensinas (Hirano y Mitchison, 1994), distribuidos

con una periodicidad de aproximadamente de uno cada 5-6 Kb (Figura 1.3).



Introduccién

Figura 1.3: Unidn de los lazos de cromatina entre si mediante conectadores
periodicos.

() En reposo y (b) sometido a fuerzas de estiramiento.

Muchos modelos tradicionales atribuyen el origen de las bandas cromosdmicas a
variaciones en la composicion de bases. Sin embargo, las diferencias entre bandas son
demasiado sutiles en comparacion con la abrupta transicién que se observa en las
caracteristicas tintoriales del cromosoma. Saitoh y Laemmli (1994) propusieron un
modelo radicalmente diferente: las bandas cromosdmicas se corresponderian a
diferentes tipos de patrones de plegamiento de la cromatina. Asi, las bandas G/Q
positivas ricas en AT presentarian un plegamiento muy denso mientras las bandas G/Q
negativas ricas en GC presentarian un plegamiento mucho menos denso. Y akota y col.
(1997) aportaron evidencia experimenta a realizar FISH de dos colores con 42 sondas
de copia Unica correspondientes a loci que estaban separados 0.1 a 1.5Mb. En primer
lugar, observaron que la distribucion de las sefial es era compatible con una organizacion
de la cromatina del nicleo en GO/G1 en lazos de un tamafio dentro del orden de

magnitud de la megabase. En segundo lugar, observaron que las sefiales fluorescentes
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estaban méas préximas cuando las sondas utilizadas hibridan dentro de una banda G

oscura gue cuando lo hacen en una zona de tincion clara.

1.2 ESTRUCTURA DEL NUCLEO INTERFASICO

Tipos de cromatina y su distribucion espacial

Lavision tradicional del nucleo interfasico es la de una masa de cromatina y proteinas
gue solo se organiza durante la division en la forma de cromosomas. Las técnicas de
hibridacion in situ fluorescente (FISH) ha permitido descubrir que €l nicleo de la célula
eucariota es en realidad un organulo celular altamente compartimentalizado (Lamond y
Earnshaw, 1998). El nucleo interfasico ocupa aproximadamente un volumen cuatro
veces mayor que e volumen total ocupado por |os cromosomas metafésicos (Belmont y
col. , 1989) y est4 totalmente ocupado por la cromatina. Por tanto los cromosomas
tienen que estar a menos parcia mente descondensados.

Clasicamente se ha dividido la cromatina en heterocromatina (que no atera su
condensacién a lo largo del ciclo celular) y eucromatina (descondensada durante la
interfase) (Heitz, 1928). La heterocromatina se replica de forma tardia y tiende a
localizarse en la periferia nuclear, mientras que |a eucromatina se replica de forma mas
temprana y tiende a situarse en €l interior. La heterocromatina constitutiva (que se tifie
mediante la técnica de bandas C) contiene muy pocos genes y esta formada por
secuencias repetitivas localizadas en los centromeros. En las hembras de |os mamiferos
uno de los dos cromosomas X se inactiva como parte de un mecanismo de
compensacion de dosis génica y forma la heterocromatina facultativa (compuesta por
regiones transcripcionalmente activas que en determinadas circunstancias pueden
adoptar las caracteristicas estructurales y funcionales de la heterocromatina) (Lyon,
1999; Avner, 2001). La inactivacion del cromosoma X es un proceso complejo (Véase
una buena revisiéon en Miller y Therman, 2001) regulado por el RNA transcrito del gen
XIST. Afecta uno u otro homologo a azar en e embrion de 1000 o 2000 células. A
partir de este momento el cromosoma X inactivo es el mismo en todas las descendientes
de una determinada célula. El cromosoma X inactivo se replica de forma mas tardia que
el resto de los cromosomas, incluyendo su homdlogo activo.
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Los territorios cromosOmicos

Los cromosomas forman territorios bien delimitados tanto en nudcleos fijados
(Manuelidis, 1985) como en células vivas (Zink y col. 1998). Los compartimentos
cromosomicos no se solapan entre si, con excepciones poco frecuentes que podrian
representar procesos como |os intercambios entre crométides hermanas (Visser y Aten,
1999)

Durante €l ciclo celular se producen cambios en la posicion de los territorios
cromosomicos, de los foci cromosdmicos dentro de los territorios y de las fibras de
cromatina dentro de los foci subcromosdmicos (Zink y col. , 1998). Existen evidencias
gue sugieren algun tipo de organizacion de los territorios cdromosdmicos dentro del
nucleo (revisado por Parada 'y Misteli, 2002). La configuracion de Rabl (la agrupacion
de centromeros en un polo nuclear y la agrupacion de telédmeros en el polo opuesto) es
frecuente en Drosophila y plantas, pero no en mamiferos. Sin embargo si que se ha
observado que los cromosomas homologos frecuentemente ocupan posiciones opuestas
en un anillo o roseton que se forma muy brevemente en la placa metafésica.(Nagele y
col. , 1995). Los territorios de los cromosomas con un contenido génico mas activo
tienden a adoptar una posicion mas central en el nicleo (Croft y cal. , 1999; Cremer y
Cremer , 2001), pero no hay una distribucién fija de los territorios cromosdmicos en el
nucleo ni entre homdlogos (Bischoff y col. , 1993). También se ha observado que los
cromosomas mas grandes tienden a ocupar una posicion mas periférica que la de los
cromosomas de menor tamafio (Sun y col. , 200) y que los territorios con genes mas
activos son més irregulares (Elis y col. , 1996). EI ARN recién transcrito parece
formarse en la superficie de los territorios cromosomicos y pasar luego a territorio
intercromosomico para proceder a su modificacién y transporte (Cremer y col. , 1993;
Cremer y Cremer, 2001).

En contra de lo generalmente asumido, el desempaguetamiento de los cromosomas en €l
nucleo interfasico es muy limitado: la diferencia de volumen entre el cromosoma X
activo e inactivo es de solo € 25% (Bischoff y col. , 1993; Elisy col., 1995) y €l
cromosoma 5 en interfase tiene una longitud similar a un cromosoma metafasico de un
nivel de resolucion de unas 600 bandas (Lemkey cal. , 2002).

Los territorios cromosdmicos tienen una organizacion bien definida y se dividen en
compartimentos discretos que se corresponden con los brazos e incluso bandas,

centromeros y teldmeros que se observan en e cromosoma metafasico (Manuelidis
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1990; Zhao y col. 1995; Dietzel y col. 1998b; Kurz y col. 1996). El ADN de replicacion
tardia (correspondiente a las bandas G) se localiza preferentemente en la periferia
nuclear mientras que el ADN de replicacion temprana (bandas R) lo hace en € interior
del nucleo. Los genes activos (Cremer y col. , 1993; Moen y col. , 1995) e inactivos
(Kurz y col. , 1996) se sitlan cas exclusivamente en la periferia de los territorios
cromosomicos. Se ha propuesto un modelo de cromosoma interfasico en € que € ge
del cromosoma forma un zigzag que segrega las zonas de elevada expresion de las de

menor expresion (Lukésovay col. , 2002) (Figura 1.4)

44— Envoltura nuclear

Centromero
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Genes muy activos
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Figura 1.4: Modelo de cromosoma interfasico en zigzag.

Hay evidencia experimental de que los cromosomas interfasicos no adoptan una
configuracion rectilinea, sino con cambios de direccién mas o menos bruscos (dobl eces)
(Lemkey col., 2002).

Nogami y col (2000) han investigado en detale la disposicion del cromosoma 12 en
nicleos en GO (Gl) mediante FISH usando 15 césmidos con una localizacion
citogenética bien definida en una unica banda y con una distribucién bastante uniforme
alo largo de todo € cromosoma. Experimentos con paregjas de cosmidos marcados con
diferente color en los que se evalud la posicion relativa (central o periférica) de ambas

sefial es permitieron a estos autores concluir que la organizacion del cromosoma 12 en la
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interfase no es a azar y elaborar un esquema de cromosoma interfasico que asume
dobleces en las bandas 12p12, 12cen, 12914-15, 12921y 12g24.2 (Figura 1.5).

(a) (b)
h\ 12912

& 12q14

)1m1

* 12q24.2

Figura 1.5: Disposicion del cromosoma 12 interfasico.

(a) Representacion gréaficay (b) distribucion de los cosmidos utilizados por Nogami y
col. (2000) .

La matriz nuclear

El componente mayoritario del nucleo interfasico es el complego ADN/Histonas.
Sorprendentemente, la extraccién de este complgo con una soluciéon salina 2M no
produce la total destruccion del nicleo sino gque se retiene la forma general y algunas
estructuras morfolégicas como los residuos nucleolares y los poros nucleares
interconectados por una densa red de filamentos (Zbarsky y col. , 1962; Berezney y
Coffey, 1974) (Figura 1.6).

La fraccion nuclear residual de proteinas insolubles se denomina matriz nuclear e

incluye laminas (proteinas principalmente asociadas a la envoltura nuclear, pero
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también presentes en € interior) (Hozak y col. , 1995), proteinas nucleolares,
ribonucleoproteinas y mas de un centenar de proteinas minoritarias diferentes
(Dell’Orcoy cal. , 1994).

Mucleolo residual

(@)

Matriz nuclear
interna fibrogranular

Lamina nuclear

Poro nuclear
residual

(b)

Figura 1.6: Matriz nuclear.

() Esguemary (b) foto al microscopio electronico de un eritroblasto de pollo.

Hay una fuerte compartimentalizacion espacial de las diversas funciones nucleares
(revisado por Lamond y Earnshaw, 1998). Aunque existe una fuerte controversia sobre
s se trata de un artefacto de extraccion o una entidad real (Penderson, 2002), la
hipbtesis mas extendida acepta que la matriz nuclear es una estructura con funciones

esqueléticas 0 de soporte que organiza € volumen nuclear interno y proporciona

11
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superficies para la union y organizacion de compleos multienziméticos implicados en
el metabolismo del ADN y ARN (Baskin, 1995).

Durante lamitosis celular €l nlicleo desaparece y se suele aceptar que parte de la matriz
nuclear se reorganiza formando los andamios cromosdmicos. Como era de esperar, €l
andamio cromosomico es resistente a los mismos procedimientos de extraccion que la
matriz nuclear (Adolphy col. , 1977). Otros componentes de la matriz nuclear se sitlan
dentro de las zonas pericromosdmicas que encapsulan los cromosomas mitoticos y los
aislan del citoplasma (Hernandez-Verdun y Gautier, 1994) (Figura 1.7). Finalmente,
algunas proteinas de la matriz como NuMA tienen un importante papel en la
organizacion del huso acromético (Compton y Cleveland, 1994) y otras se distribuyen

por €l citoplasma con una funcion adn desconocida.

Centrémero

Huso acromaético Zona pericromosdmica

Centriolo Andamio cromosomico

Figura 1.7: Zona pericromatica.
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Nucleolo y cuerpos nucleares

Muchos factores nucleares se localizan total o parcialmente en compartimentos
discretos no aislados por una membrana 0 cuerpos nucleares. Son visibles mediante
técnicas de FISH, inmunofluorescencia y microscopia e incluyen el nucleolo, los
granulos intercromatinicos, las fibras pericrométicas, los cuerpos de Caja (CBs o Caa
Bodies), los “Gems’” y los cuerpos formados por la oncoproteina de la leucemia
promielocitica (PML) (Figura 1.8)

..
f
' -

Figura 1.8: Compartimentos nucleares.
Visualizacion mediante técnicas de FI SH e inmunofluorescencia de (a) granulos

intercromatinicos, (b) nucleolo, (c) cuerpos de Cajal, (d) cuerpos PML, pintado
cromosomico para los cromosomas 13, 14 y 15 en (e€) una metafase deratén y (f) un
nacleo interfasico (Dundr y Misteli, 2001).
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El compartimento mas conspicuo es € nucleolo, una estructura dinamica presente en el
nucleo interfdsico que desaparece durante la division celular. Es un agregado de
macromoléculas muy complejo en e que & ARN ribosdmico (ARNr) se transcribe,
procesa y monta en subunidades. Se ha comprobado que e tamafio del nucleolo
depende del nimero de ribosomas que la célula esta produciendo en un determinado
momento. El nucleolo tiene tres zonas de morfologia bien diferenciada (revisado en
Dundr y Misteli, 2001): los centros fibrilares, de los que irradian densos componentes
fibrilares, de los que a su vez irradian componentes granulares. Los genes parael ARNr
se concentran en los 10 organizadores nucleolares presentes entre el brazo corto y zona
satelitar de los cromosomas acrocéntricos; en el nucleo interfasico se sitan en la
periferia de los centros fibrilares. A partir de su sintesis en estos centros, el RNA sufre
una serie de modificaciones a medida que se sitla en los componentes fibrilares y
finamente granulares. Ademés de su importante papel en la biogénesis ribosdomica el
nucleolo también interviene en la sintesis de otros tipos de RNA y compleos
RNA/proteina, la degradacion y la exportacion del ARNm. Es muy probable que tenga
funciones adicionales ya que interactua con los cuerpos de Cajal descritos mas adelante
y existe un compartimento perinuclear de funcion desconocida en un 10-50% de las
células (el porcentaje varia segun €l tipo celular) (Lamond y Earnshaw, 1998).

Estudios inmunoquimicos realizados con anticuerpos contra la Bromodeoxiuridina
(BrdU), un andlogo de la Timidina, han mostrado casi 150 foci o puntos de
incorporacion de BrdU durante la fase S. Estos foci son visibles al microscopio
electronico con técnicas especializadas (Hozak y col., 1993) y aparecen como puntos a
principio de la fase S para irse volviendo més difusos debido a la aparicion de nuevo
ADN con BrdU incorporado que difunde desde el centro del foci y se mantiene unido a
lamatriz nuclear. Se havisto que la sintesis de ADN es un proceso altamente ordenado,
gue se inicia en zonas adyacentes a las de transcripcion, 1o que hace suponer que la
conformacién abierta de la cromatina necesaria para la transcripcion también lo es para
el inicio de lareplicacion (Nakamuray col., 1986).

Los genes activos y las factorias de transcripcion tienden a situarse cerca de la
superficie de los territorios cromosomicos. El procesamiento final y e transporte del
ARN se producen en los dominios intercromosdmicos o canales que separan los
territorios cromosdmicos. Unos segmentos especializados de ADN, las regiones de
unién a la matriz nuclear, fijan los genes que se expresan a la matriz celular y separan

14
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entre si regiones cromosomicas que se regulan de forma independiente (McKnight y
cal. , 1992).

L os cuerpos enrollados o cuerpos de Cgja (CBs) son estructuras fibrilaresde 0.15a 1.5
um de didmetro con una alta concentracion de factores de transcripcion y pequefias
ribonucleoproteinas nucleares (snRPs) (Carmo-Fonsecay col. , 1992). Su morfologia es
la de una madeja de fibras helicoidales enredadas. Los CBs pueden conectarse
fisicamente ala periferia nucleolar mediante fibras o incluso situarse ocasionalmente en
su interior. Lainteraccion entre nucleolo y CBS puede estar regulada por fosforilacion y
la proteina del tumor de Wilms parece jugar algin papel en e proceso (Lamond y
Earnshaw, 1998). Frecuentemente los CBS aparecen acompafiados de unas estructuras
muy similares denominadas “gem” (nombre derivado de Géminis) gque contienen la
SMN (Survival of Motor Protein), proteina cuya malfuncion provoca la atrofia muscular
espinal. Las interacciones entre CBs y gems pueden tener que ver con €l transporte de
snRNP, las modificaciones finales que sufren estas moléculas o bien ser lugares donde
se recicla e RNA procedente de la eliminacion de intrones durante el proceso de
ayustacion.

Los cuerpos PML formados principamente por la oncoproteina de la leucemia
promielocitica son estructuras anulares de 0.2-1.0 um que se reparten en un nimero de
20 a 30 por €l nucleoplasma. En la leucemia promielocitica una translocacién entre los
cromosomas 15 y 17 produce la fusion del gen para dicha oncoproteina con el gen del
acido retinoico y los cuerpos PML se disgregan. Los PML se asocian a veces con los
CBsy los ayustosomas. Su funcion es desconocida, pero los CB podrian ser cuerpos
donde se almacenan provisionalmente cierto nimero de proteinas nucleares (revisado en
Dundr y Misteli, 2001).

Las pequeiias proteinas nucleolares Ul, U2, U4/6 y U5 (Smal Nucleolar
Ribonucleoproteins 0 snRNPs) tienen un importante papel en la maduracion del ARNT.
Los anticuerpos que marcan los snRNPs producen un caracteristico patron punteado
sobre un fondo de tincion difusa del nucleoplasma. El patron difuso se debe a los
SNRps que interactuan con € RNA recién sintetizado. El patron punteado se debe a
varios cuerpos nucleares. Hay granulos intercromatinicos formados por agregados de
SNRps y otras proteinas que se sittian en los espacios donde la cromatina es menos
densa. En las zonas asociadas a los granulos intercromatinicos la Unica snRNPs que se
encuentra es U1. Hay también fibrillas pericrométicas estrechamente asociadas con la

cromatina activa y que contienen ARNmM procesado y sus precursores. En estos
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momentos aln se ignora si 1os granul os intercromatinicos son €l resultado de un proceso
pasivo de almacenamiento de factores inactivos o si realmente tienen un papel activo en

los procesos de ayustacion y transporte del ARNm.

Modelos de organizacién del nucleo celular

El modelo tradicional de organizacion del nicleo celular considera que la cromatina se
distribuye de manera difusa ocupando la totalidad del volumen nuclear y que el Unico
organulo gue se reconoce es el nucleolo (Brachet, 1961). La microscopia € ectronica
permite observar una envoltura nuclear que aisla el contenido nuclear del citoplasma. Se
distingue una membrana externa que tiene continuidad con € reticulo endoplasmético
rugoso (al que estan unidos ribosomas) y una membrana interna que se asocia a una red
fibrosa (lamina) compuesta por tres proteinas (proteinas laminares A, B y C). La
membrana externa se continua con una membrana interna a través de los poros

nucleares (Figura 1.9).

Cromatina - " Poro nuclear

Membrana
nuclear
interna

Nucleolo

Lamina nuclear -._%

rugoso

Membrana o 5
nuclear
externa

Figura 1.9: Modelo tradicional del ndcleo de una célula animal.
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Los poros nucleares no son simples agujeros en la envoltura nuclear, sino estructuras
muy complejas formadas por un gran nimero de proteinas y que regulan el transporte de
moléculas entre el nlcleo y € citoplasma. Estdn embebidos en la envoltura nuclear y se

componen de tres zonas: €l interruptor central, los radiosy los anillos (Figura 1.10).

FRENTE

Anillos
Radios

Interruptor
central

SECCION Citoplasma
A -
Envoltura nuclear : g
P
A -

Nucleo

Figura 1.10: Componentes del poro nuclear.

I: Interruptor central; R: radio; A: anillo

La heterocromatina se visualiza como una estructura grumosa, con frecuencia en la
periferia nuclear, pero respetando los poros nucleares (Figura 1.11). Se ha propuesto
gue la cromatina inactiva que rodea las zonas en transcripcion esta unida a la lamina,
sujetando las zonas activas sobre e poro y permitiendo su comunicacion con el
citoplasma (Blobel 1985).

Jackson y coal. (1992) han propuesto un modelo que considera que la matriz nuclear esta
formada por una densa red de filamentos esguel éticos que sostienen de la arquitectura

nuclear y permiten su compartimentalizacién
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Figura 1.11: Fotografia al microscopio electrénico de un poro nuclear.

Razin y Gromova (1995) han propuesto un nuevo modelo en e que el andamio
cromosomico a que se unen los lazos de ADN forma un canal conectado con un poro
nuclear (Figura 1.12). La matriz nuclear interna es una intrincada red de canales que
permiten €l transporte desde el citoplasma de precursores de ADN y ARN, enzimas
implicados en su replicacion y proteinas reguladoras y e transporte a citoplasma del
ARN mensaero. En algunos puntos, los canales se ensanchan formando cavidades
donde se sittian, grupos de replicones y puntos de ayustacion del ARN. En este modelo,
la matriz nuclear afade a las funciones del modelo anterior la organizaciéon del

transporte de macromol éculas dentro del nucleo celular.
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Lazos de ADN unidos a la matriz nuclear a
través de los origenes de replicacion y
organizados en foci de replicacién
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Figura 1.12: Modelo del nucleo basado en la matriz nuclear (Razin, 1997).

L os estudios de FISH permiten visualizar territorios cromosomicos bien diferenciados y
son €l origen de dos tipos de model os que tratan de explicar esta observacion.

Por un lado hay modelos de organizacion de la cromatina nuclear que se basan en
simulaciones informéaticas que asumen uUnicamente caracteristicas simples de los
polimeros. Asi e modelo del lazo gigante/paseo aleatorio (Giant Loop/Random Walk)
asume lazos de cromatina de gran tamarfio (3 a5 millones de pares de bases) que se unen
a azar a la matriz nuclear (Sachsy col. , 1995). Una modificacion, e compartimento
multilazo produce compartimentos discretos (Minkel y Langowski, 1998).

Otro tipo diferente de modelos se basa en la organizacion funcional de los territorios
cromosomicos. EI modelo del compartimento del dominio intercromosdmico
(Interchromosome Domain Compartment, ICD) postula que los cromosomas ocupan
territorios cromosdmicos discretos sin solaparse los unos con los otros (Figura 1.13). La
similitud de cargas crearia fuerzas de repulsion (fuerzas de Debye- Huckel) entre los
diversos territorios que provocarian su separacion y la creacion de un espacio o dominio
intercromosomico (ICD) através del cual el ARNm es transportado desde los puntos de

transcripcion y ayustacion hasta la periferia nuclear.
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Este modelo considera que el ADN activo esta situado en la periferia de los territorios
cromosomicos y algunos lazos de ADN pueden adentrarse en e dominio ICD. De esta
forma los productos de la transcripcién se verterian directamente al dominio ICD. Los
factores de transcripcion se concentrarian en el espacio ICD, reduciendo € volumen en
el que deben buscar sus secuencias diana (Cremer y col. , 1993; Cremer y Cremer,
2001).

Estructuras reticulares

Foci

ARN

Nucleolo

Territorio cromosdémico Lazo de cromatina

Factoresdetranscripcion

Figura 1.13: Modelo del nucleo basado en los territorios cromosomicos.

1.3 LOS DOBLECES CROMOSOMICOS

Revision histérica

En 1984 Flgter y colaboradores analizaron preparaciones cromosomicas
convencionales pertenecientes a dos cultivos de liquido amniético y a uno de sangre
periférica, anotando la localizacion cromosdmica de los dobleces cromosdmicos con un
angulo igual o superior alos 45°. A partir de los datos obtenidos (Tabla | y figura 1.14)
estos autores concluyeron que los dobleces no centroméricos de los cromosomas
metafésicos no se distribuyen de forma aleatoria sino que se concentran en algunas
bandas, especialmente Xq13-g21. Observaron este doblez en un 63% de las metafases

femeninas analizadas, pero solo en un 2% de las masculinas. Por otra parte, no hallaron
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células con un doblez en ambos cromosomas X. En €l resto de las zonas cromosomicas
observaron una distribucion de dobleces de dificil interpretacion: su nimero parecia
correlacionarse con el tamafio del cromosoma 'y brazos implicados, con la posicion del
centromero y con la densidad de bandas G (Figura 1.14).

TABLA |: Dobleces centroméricos hallados por Flgjter y col. (1984).

Cromosoma  Amniocitos XX Amniocitos XY Linfocitos XX TOTAL

1 37 34 28 99
2 31 25 22 78
3 26 32 28 86
4 18 12 18 48
5 21 13 14 48
6 24 23 15 62
7 20 22 24 66
8 15 25 19 59
9 20 22 19 61
10 16 17 14 47
11 21 11 19 51
12 15 14 16 35
13 0 0
14
15 0 0 3
16 19 18 18 55
17 17 19 14 50
18 8 7 12 27
19 10 11 21 42
20 10 14 16 40
21 0 0
22
X 16 10 10 36
Y --- 0 --- ---

Total 355 330 328 1013
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Figura 1.14: Dobleces detectados por Flgjter y col. (1984).
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Flejiter y col. (1984) observaron que el doblez del cromosoma X se sitlia en las bandas
X0g13.3y Xg21.1. Mediante técnicas de incorporacion de BrdU, observaron que un 11-
32% de los cromosomas X de replicacion tardia (el cromosoma X inactivo o lionizado)
y s6lo un 0.25% de los cromosomas X de replicacion temprana estudiados presentaban
dobleces en q13-g21 (el articulo origina no detala el tgjido analizado). Los dobleces
centroméricos no presentaron estas diferencias (45/300 cromosomas X inactivos frente a
63/100 cromosomas activos). Basandose en estos datos, Flejter y col. (1984)
propusieron que estos dobleces podrian tratarse de remanentes del corpusculo de Barr
presente en lainterfase.

En e caso de los dobleces autosomicos, los autores no presentaron mas datos
experimentales pero si dos hipotesis alternativas. Los dobleces pueden ser remanentes
de la asociacion de teldmeros, centrémeros y replicones con la envoltura nuclear
durante la interfase o bien ser puramente puntos de mayor elasticidad que tienden a
doblarse a ser sometidos a fuerzas mecanicas durante el proceso de obtencion de las
preparaciones cromosomicas.

Flejter y col. (1984) también analizaron los dobleces del cromosoma X en sujetos con
anomalias numéricas y estructurales de este cromosoma. Los dobleces se localizaron
casi exclusivamente en los cromosomas inactivos pero curiosamente la frecuencia de
dobleces en el cromosoma X fue menor en |os sujetos con aneuploidias del cromosoma
X que en los controles. Los autores interpretaron que esto se debia ala menor resolucién
media obtenida en los cultivos de los sujetos con aneuploidias del cromosoma X: sus
estudios en controles mostraron que el cromosoma X se doblaba en un 21-40% de las
metaf ases de resolucion media, pero solo un 6-21% de las metafases de baja resolucion.

La mayoria de los estudios posteriores se han centrado en el doblez asociado a
cromosoma X, que ha sido utilizado como marcador del cromosoma X inactivo en
diversos individuos, normales y con cariotipos patolégicos (Van Dyke y col. 1985,
1986; Avalos y col. , 1989; Munn y col., 1991; Monaghan y col., 1998) y en otras
especies de primates (Flgiter y col. , 1986). Se ha demostrado su presencia en la
metaf ase temprana, prometafase y profase (Van Dykey col. 1987).

Flejiter y col. (1984) hallaron un 63% de las células femeninas con dobleces en Xql3-
X022 una cifra extraordinariamente elevada en comparacion al 7,8% halado en €
amplio estudio realizado por Munn y col. (1985). Mientras Flgter y col. (1984)
realizaron su estudio en datos agrupados procedentes de dos cultivos de liquido

amnidtico y uno de sangre periférica, Munn y col. (1985) realizaron su estudio
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exclusivamente en cultivos de sangre periférica. Una posible explicacion, sugerida por
Van Dyke y col. (1986), es que €l cromosoma X se dobla con mas frecuencia en los
cultivos de amniocitos que en los de linfocitos.

Mientras, los dobleces autosdémicos quedaron relegados a olvido con una Unica posible
excepcion del estudio realizado por Fuster y col. 1988. Estos autores observaron que
los entrecruzamientos de crométides hermanas (frecuentemente un doblez
cromosomico) se correspondian en mas de un 50% de las veces con la localizacion de
lugares fragiles, sugiriendo que podian tratarse de algun tipo de prelesion cromosdmica.

Finalmente, estudios basados en la aplicacion de técnicas de FISH en combinacion con
microscopia confocal parecieron sugerir que el corpusculo de Barr es un cromosoma X
doblado con sus telémeros en asociacion (Walker y col. 1991). Esta configuracion no se
observé en e cromosoma X activo. En principio estos resultados constituyeron una
fuerte evidencia afavor de lastesis de Flgjter y col (1984) en lo que el cromosoma X se
refiere, pero Dietzel y col. (1998a) no pudieron confirmar los hallazgos de Walker y col.

(1991), pese a utilizar unatecnologia bastante similar.

Métodos de estudio de los dobleces cromosdémicos

Desde e punto de vista estadistico, €l estudio de los dobleces en los cromosomas
mitoticos presenta las mismas complegjidades que e estudio de los sitios fragiles
cromosomicos. En ambos casos se trata de determinar si un suceso (rotura o doblez
cromosdmico) que se observa un determinado nimero de veces en una banda
cromosomica es fruto del azar o no.

Los estudios més antiguos basan la identificacion de un sitio fréagil en la presencia de
una frecuencia de roturas superior a un valor arbitrario o en la aplicacion del test de 2
(hay una buena revision historica en Jordan y col. , 1990). Ambas aproximaciones son
inadecuadas ya gue diferentes decisiones arbitrarias pueden llevar a interpretaciones
opuestas de los mismos datos, carecen de validacion tedrica o experimental y el test de
%% no es aplicable a este tipo de problemas por que existe un gran nimero de clases (las
bandas cromosomicas) y un pequefio nimero (en muchos casos 0) de sucesos (roturas o
dobleces) (Smith, 1986).

Un método usual es agrupar varias clases a fin de obtener un nimero suficiente de
sucesos, pero esto lleva a decisiones arbitrarias sobre que clases agrupar y asume la
independencia estadistica de los datos, o cual no tiene por que ser verdad. Smith (1986)
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propuso utilizar los valores aproximados de la media y la varianza de Vy? para
comprobar la no aleatoriedad.

Otros métodos estadisticos mas sofisticados se basan en € gjuste de los datos a una
distribucion de Poisson (Mariani, 1989), una distribucion binomial, y simulaciones de
tipo Monte Carlo (De Braekeleer y Smith, 1988). En estos casos se consideran sitios
fragiles no al azar aquellos que se sitiian dentro de una determinada fraccién extrema de
la distribucion. Estas distribuciones no se gjustan bien a los datos observados (Jordan y
col. , 1990; Dahm y Grenbaum, 1994) y no son adecuados a estudio de individuos
aislados (Bohmy col. , 1995).

En 1995, Béhm y col. presentaron un modelo basado en una distribucién multinomial.
En esencia, se trata de comprobar secuencialmente la homogeneidad de los subgrupos
de datos cada vez més pequerios bajo un modelo multinomial que asigna probabilidades
iguales a mayor grupo posible de sitios no frégiles y probabilidades sin ningun tipo de
restriccion a resto de los sitios considerados como fragiles. La bondad del ajuste se
comprueba con la x? estandarizada de Pearson y la razon de probabilidad (G2). Los
mismos autores han desarrollado € programa FSM, que efectlia de forma automatizada
el andlisis descrito por Bohm y col. (1995). Hasta e momento sblo existe una critica a
esta metodologia (Hou y col. , 1999) segun la cual € modelo es aplicable si se asume
gue la probabilidad de una rotura es independiente del tamafio de las bandas
cromosdmicas (modelo de equiprobabilidad), pero no si se asume que € ndimero de
roturas es proporcional a tamario de las bandas (model o de probabilidad proporcional).
Bohmy col., (1995) y McAllister y Greenbaum (1997) han mostrado como la préctica
de agrupar los datos de varios individuos en uno solo (utilizada por algunos autores
cuando la frecuencia de los cromosomas mostrando sitios fragiles en un estudio es baja)
Ileva a una sobrestima en el nUmero y frecuencia de los sitios frégiles. Greenbaum y col.
(1997) han generando grupos de roturas cromosdémicas mediante simulaciones de tipo
Monte Carlo. El estudio de estas bases de datos ficticias a diferentes niveles de
resolucién con la metodologia FSM les ha permitido determinar que para este tipo de
pruebas a un nivel de significacion o = 0.05, el minimo nimero de roturas necesarias
para la identificacion de sitios fragiles en un individuo es n< 0.5 k, siendo k €l nimero
de bandas del cariotipo haploide (que varia segun el nivel de resolucion utilizado en un
determinado estudio). En el caso més comun, esto es k= 400, e minimo nimero de

roturas necesarias es de 200.
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2 OBJETIVOS

=

Confirmar que los dobleces de los cromosomas mitdticos son un fendmeno que

muestra una distribucién no aleatoria.

Determinar con la maxima precision posible la localizacion de los dobleces

Cromosomicos.
Analizar si existen diferencias en la frecuencia con que se observan los dobleces
cromosdmicos dependientes de la resolucién de las metafases o del tipo de tegjido

analizado.

Estudiar si 1os dobleces cromosdmicos observados en la metafase son un remanente
de la organizacion de los cromosomas en lainterfase precedente.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 SUJETOS Y MUESTRAS INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.
Este estudio se rediz0 en pacientes referidos a la Unitat de Genetica del Hospital

Materno-Infantil “Vall d’Hebron” por diversos motivos. Los datos més relevantes y el

tipo de muestras analizadas se detallan en la Tablall.

TABLA II: Sujetosy muestrasincluidos en el presente estudio.

Sujeto  Sexo Cariotipo/ diagnostico citogenético Tegido

1 Hembra Anemia de Fanconi Sangre periférica
2 Hembra PCD + Aneuploidiavariegada Sangre periférica
3 Hembra Normal Sangre periférica
4 Hembra Normal Sangre periférica
5 Hembra Normal Sangre periférica
6 Varén PCD Sangre periférica
7 Varén PCD Sangre periférica
8 Varén Normal Sangre periférica
9 Varén Normal Sangre periférica
10 Varéon Ataxiatelangiectasia Sangre periférica
11 Varén Normal Sangre periférica
12 Hembra Normal Liquido amniético
13 Hembra Normal Liguido amniético
14 Varén Normal Liquido amniético
15 Varén Normal Liquido amniético
16 Hembra Normal Vellosidad corial
17 Hembra Normal Vellosidad corial
18 Varon Normal Vellosidad corial
19 Varén Normal Vellosidad corial
20 Hembra Polimorfismo 15911 simulando delecion  Sangre periférica
21 Varén Prader Willi por delecion Sangre periférica
22 Varén Translocacion Y gh/15p Sangre periférica

27



Material y métodos

El sujeto 1, con un diagnostico de Anemia de Fanconi, muestra una hipersensibilidad al
efecto clastogénico del diepoxibutano (DEB) tipica de dicho sindrome (Auerbach y col.
, 1989). El sujeto 10, con un diagnéstico de ataxia telangiectasia, muestra una ata
frecuencia de reorganizaciones en los cromosomas 7 y 14 (7pl4, 7934-35, 14912 y
14g32) tipica de dicho sindrome (Aurias y col. , 1986; Howell y coal. , 1992). Ambos
pacientes han permitido explorar la posible relacion entre dobleces y roturas
cromosomicas.

El sujeto 2 esta afecto de aneuploidia variegada asociada a separacion prematura de los
centrémeros (PCD), mientras que |os sujetos 6 y 7 muestran una separacion prematura
de los centrémeros (PCD) no asociada aneuploidia variegada (Plajay col., 2001). En
estos pacientes se explor6 la posible influencia sobre los dobleces cromosdmicos de un
defecto celular que implica una separacién prematura de las crométides.

El sujeto 20 presenta un polimorfismo de la banda 15911 que implica su practica
desaparicion y simula una delecion 15011913 (Hoo y col. , 1990). El paciente
presentaba obesidad y un ligero retraso mental pero las pruebas moleculares y de FISH
descartaron un sindrome de Prader Willi por disomia uniparental o delecion. El sujeto
21 es un paciente con un sindrome de Prader Willi por delecién 15011913
diagnosticado mediante estudios de FISH. El sujeto 22 posee un polimorfismo
cromosomico diagnosticado fortuitamente en el transcurso de un diagnostico prenatal
realizado en su mujer: tanto en €l feto como en € sujeto 22 se observd un cromosoma
15 con un aumento en e tamafio del brazo p debido a la presencia de materia
heterocromatico procedente del cromosoma Y. La identidad del exceso de material se
determind mediante un pintado cromosdmico. Estos tres casos nos han permitido
realizar un estudio detallado del doblez situado en 1501113 en diferentes situaciones.
El resto de |os sujetos son individuos o fetos con cariotipo normal.

A excepcion de los individuos 2 y 7 (hermanos) y sus padres (sujetos 3 y 6) no existen

relaciones de parentesco entre |os sujetos estudiados.

3.2 TECNICAS DE CITOGENETICA CONVENCIONAL.

Las extensiones cromosomicas a partir de cultivos de sangre periférica, ligquido
amnidtico y vellosidades coriaes se obtuvieron de acuerdo a los protocolos detallados
en el Apéndice 1. En el caso del liquido amnidtico y vellosidades cultivadas, las células

se hicieron crecer directamente sobre el portaobjetos en el que posteriormente se realizo
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la observacion al microscopio afin de tratar de reducir a minimo los posibles artefactos
producidos durante el proceso de extraccion.

Las bandas G se obtuvieron mediante tincién con colorante de Wright de acuerdo a los
protocolos detallados en el Apéndice 1. Esta técnica preserva la morfologia
cromosomica mucho mejor gue las técnicas basadas en e tratamiento con tripsina,

facilitando |a deteccion de dobleces sutiles.

3.3 TECNICAS DE FISH

Los estudios de FISH para € diagnéstico de la delecion asociada a sindrome de Prader
Willi se realizaron mediante la utilizacion simultanea de las sondas SNRPN y D15S10
(Vysis) marcadas con FITC y un marcador localizado en la zona distal del brazo q del
cromosoma 15 (Apéndice 1). La localizacion por FISH de la zona critica de los
sindromes de Prader Willi y Angelman dentro del doblez méas proximal identificado en
el cromosoma 15 se redlizd en portaobjetos de sujetos normales hibridados en las

condiciones que se acaban de describir.

3.4 TECNICAS DE GENETICA MOLECULAR

Los estudios moleculares de disomia uniparental del cromosoma 15 fueron realizados
mediante el estudio de los dinucledtidos polimorficos D15S11, GABRB3, D15S128,
D15S210y D15S122.

35 CRITERIOS DE ANALISIS DE LOS DOBLECES
CROMOSOMICOS

Nivel de resoluciéon de las metafases.

El estudio se realiz6 en metafases halladas de forma consecutiva a fin de minimizar
posibles desviaciones debidas ala seleccidn de un determinado tipo de metafase.

La resolucion de una determinada metafase se evalud de forma aproximada basandose
en algunas bandas de los cromosomas 7 y 10 (Figura 3.1). Estos cromosomas muestran
los patrones de bandas més estables en estudios de perfiles densitométricos (Lundsteen
y col., 1980) y la méxima precision en la determinacion de la calidad de bandas de una
metafase (Huret y col. , 1987). En breve, s las bandas 7933 y 7935 no se pueden
discriminar en al menos uno de los dos cromosomas 7, la puntuacion es O (menos de

400 bandas). S las bandas anteriores se pueden discriminar, pero no

29



Material y métodos

10921.1/100923.2/10g25.1 de 10g21.3/10923.3 /10925.3 la puntuacion es 1
(aproximadamente 400 bandas). Finalmente, s todas estas bandas se pueden

discriminar, la puntuacién es de 2 (igual o superior alas 550 bandas).

Figura 3.1: Evaluacion delaresolucion de una metafase.

(a) Cromosomas 7 con resolucion inferior a las 400 bandas, (b) cromosomas 7 con
resolucion aproximadamente igual a las 400 bandas (se discriminan las bandas 7933
y g35), (c) cromosomas 10 de resolucion inferior a las 550 bandas, (d) cromosomas
10 con resolucion aproximadamente igual a las 550 bandas (se discriminan las
bandas 10g21.1,10 g21.3, 10923.1, g23.3, 10g25.1 y 10g25.3)

Observacion de los dobleces cromosémicos.

Un doblez cromosdémico fue definido como un cambio en la direccién del €e
longitudinal de un cromosoma que afecta a ambas crométides y se circunscribe a una
anica banda cromosdmica. Se siguid un criterio restrictivo, y los dobleces dudosos por
alguna causa (morfologia cromosdmica de baja calidad, artefactos de tincion, etc.) no
fueron incluidos en € estudio. La identificacion de las bandas se realiz6 de acuerdo a
los ideogramas publicados por € ISCN (1985).

La definicién anterior o criterio amplio difiere de la empleada por otros autores. Los
estudios anteriores los definian como dobleces del g e longitudinal de 45° o0 mas (Figura
3.2). Esta definicidn o criterio restringido obliga a descartar numerosos doblecesy es de
muy dificil aplicacion en los dobleces situados muy cerca de otros dobleces o en las

zonas centromérica o teloméricas de los cromosomas. Por todo ello, esta definicion
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clasica puede llevar a infravalorar el nimero de dobleces detectados en los extremos

proximales y/o distales de los brazos cromosomicos.

(a) L

N

0y =" ()

Figura 3.2: Cromosoma 3 mostrando diferentes tipos de doblez cromosomico.
(a) Doblez gue cumple los criterios amplio y restringido (b) doblez centromérico y (¢)

doblez que sélo cumple el criterio amplio.

Se analizaron metafases consecutivas haciendo un esfuerzo para evitar cualquier tipo de
seleccion excepto € de tratarse de una metafase completa (estudios generales) o no
haber perdido los cromosomas a estudio (estudios de frecuencia de dobleces). En el caso
concreto de los andlisis de alta resolucion, las metafases incluidas en el estudio cumplen
los tres criterios siguientes: resolucion igual o superior a 1 (400 bandas), presencia de
los dos cromosomas homdlogos en estudio y presencia de un patron de bandas bien
definido.
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Andlisis estadistico de los dobleces no centroméricos.

Los datos originales del estudio en sangre periférica, detallando la localizacién de los
dobleces en bandas a diferentes grados de resolucion, se tradujeron a un nivel uniforme
de 400 bandas (I1SCN, 1985). Una simplificacion adicional se realizd agrupando bandas
gue son dificiles de discriminar en cromosomas de baja resolucion (Tabla 111). Estos
grupos se definieron agrupando aquellas bandas en que la asignacion del doblez fue
dudosa en nuestro estudio en a menos cuatro ocasiones (considerado por el programa
FSM mas adel ante descrito como punto de corte para decidir que un determinado doblez
no es aleatorio en nuestros datos no simplificados). Finalmente, se descartaron los
dobleces cuya localizacion es dudosa o asignados con una resolucién inferior al nivel de
las 400 bandas.

TABLA I11: Denominacién comun de grupos de bandas de dificil

discriminacion a baja resolucion.

Bandas agrupadas Denominacién comun
1p33, 1p34.1, 1p34.2, 1p34.3, 1p35 1p33p35
1922, 1923, 1924 1922924
2pl4, 2p15, 2pl6 2pl14pl16
2g14.1, 2914.2, 2q14.3 2q14
2022, 2023, 2q24 2022924
3p22, 3p23, 3p24 3p22p24
3013.1, 3913.2, 3q13.3 3913
3026.1, 3026.2, 3926.3 3026
4p15.1, 4p15.2, 4p15.3 4p15
4922, 4923, 4924 4022924
4931.1, 4g31.2, 4931.3 4931
6p21.1, 6p21.2, 6p21.3 6p21
8021.1, 8921.2, 8g21.3 8021
11q14, 11921, 11g22 11q14-22
15q11.1, 15q11.2, 15012, 15q13 15q11g13
16012.1, 16g12.2, 16913 16912913
Xpll.1, Xpll.2, Xp1l.3, Xpll.4 Xpll

Ypll.3, Ypll2, Ypll1, Yqil.l, Yqll.2, Y12 Y
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A fin de permitir comparaciones en €l estudio de los dobleces no centroméricos en
liguido amnidtico y vellosidad coria se han utilizado las mismas denominaciones

comunes utilizadas en €l estudio en sangre periférica

Tras la aplicacion de las conversiones de la Tabla Il el cariotipo haploide resultante
contiene 351 bandas en las hembras y 352 en los varones, ya que €l cromosoma Y se
consider6 como una Unica banda (Béhm y col. , 1995).

Siguiendo las indicaciones de Greenbaum y col. (1997) se anotaron los dobleces
presentes en los cromosomas de metafases consecutivas hasta que € numero de
dobleces no centroméricos fue igual o superior a 175 (la mitad del nimero de bandas
considerado en las hembras). En cada metafase se anoto la localizacion de los dobleces
centroméricos y no centroméricos y la puntuacién asignada a la metafase (0, 1 o0 2) para
evaluar su nivel deresolucion.

Se considerd que todas las bandas presentan una contribucion similar al genoma, ya que
los dobleces en una determinada metafase usual mente estdn bastante espaciados y por
tanto es improbabl e la coincidencia de dos dobleces en una misma banda.

Las bandas cromosdmicas que manifestaron en nuestro estudio una frecuencia de
dobleces no aeatoria (a=0.05) se identificaron mediante el programa estadistico FSM
(version 995) (Bohmy cal. , 1995) tal como se detalla en el Apéndice I1. Ambos sexos
se analizaron de forma separada, y s0lo se tomaron en cuenta los dobleces considerados
como no debidos al azar tanto por la prueba estadistica de %* como por la de G2 Los
dobleces estadisticamente significativos solo por una de las dos pruebas o sbélo
agrupando los datos de todos los individuos también fueron desechados. McAllister y
Greebaum (1997), han hecho notar que la agrupacion de datos pertenecientes a
diferentes individuos puede producir una sobrestima en el nimero y frecuencia de los

dobleces considerados como no debidos al azar.
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Andlisis estadistico de los dobleces centroméricos.

A fin de permitir comparaciones, se ha utilizado la misma metodol ogia que Flejter y col.
(1984). Todos los dobleces centroméricos fueron agrupados y comparados con la
longitud cromosdmica relativa y el indice centromérico (longitud del brazo corto
dividido por la longitud total del cromosoma y multiplicado por 100) mediante €l
coeficiente de correlacion del producto de momentos r (Férmula 1) (Parker, 1976):

(Zx) (Zy)

n

\/ . (2x°) . (Zy)
[(ZX - ) 2y - )]

XY=

Formula 1: Coeficiente de correlacion del producto de momentosr.
x es el numero de dobleces en una determinada banda ey la longitud cromosomica
relativa o el indice centromérico.

En los clculos se han utilizado datos del I1SCN (1985) basados en las medidas
realizadas en 20 células por €l Dr. Pearson, en 10 células por €l Dr. Casperssony col. y
en 95 células por €l Dr. Lubsy col. (Tabla V). Como e nimero de células analizadas
es muy diferente entre los tres grupos la media de todas los datos se calcul 6 de acuerdo

alaFérmula 2.

(Pear son* 20)+(Casper sson* 10)+(L ubs* 95)
Media =

125

Formula 2: Célculo del valor medio global de los datos | SCN (1985) basados en las
medidas realizadas en 20 células por € Dr. Pearson, en 10 células por €l Dr.

Caspersson y col. y en 95 células por € Dr. Lubsy col.
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TABLA IV: Mediay desviacion estandar delalongitud relativa e

indice centromeérico de cada cromosoma (basado en | SCN 1985)

Cromo Longitud relativa indice centromérico

soma

A B C D A B C D

908 90810611 9110353 84410417 480 4944304 486426 453641406

I
2 845 £17+0250 B.61+04] 3.0210.397 381 3941205 389426 392311824
3 706 69640352 6971£0.36 6830315 4359 4762210 473121 46951+1.557
4 5.55 66210403 6493032 630x0.384 276 2924297 278433 2907+ 1.867
5 6.13 63410366 621+0.50 6.08+0.305 274 2924303 268426 29.25+1.739
6 584 6.19+0.516 6.07+0.44 590+0.264 377 39.1+263 379125 3905%1.665
7 528 56030435 543+0.47 536+0.271 373 3534290 37.0+4.2 19.05+1.771
X 5.80 545+0.377 5164024 51210261 369 41.4+6.16 37.5+27 40.12+2.117
3 496 SA330.307 49445028 49340261 359 32712380 328428 340811973
9 483 48110194 4784039 48040244 333 3703304 327441 3543+2.559
10 468 4.66+0.512 4801058 45910221 31.2 3544381 323+29 339542243
H 4.63 47040289 4821030 4.6110.227 356 40.7+3.07 405433 40.14+£2.328
12 446 4.6610410 4501026 4.6610.212 309 3054364 274140 301612339
13 364 32240310 A8THOI6 317440236 (48 - 166136 170313227
14 3.55 3.09+0.212 3.741+0.23 3.56+0.229¢ 155 - [8.4+39 18.744+3.596
15 336 28330262 3301025 34610214 149 - 17.6+4.6 2030+ 3702
16 323 34640353 314+0.55 336+0.183 406 4224357 425456 41.33+2.74
7 315 30640377 2974030 32540189 314 36641584 319433 338642771
13 © 276 298+0316 2.78£0.18 29310164 261 ILS5+£4.13 266+42 3093+3044
19 2352 25540269 2461031 267+0.174 429 48.1+2.48 449440 46,54+2,299
20 233 2601+0.144 2254024 256:£0.165 4.6 46.5+3.59 456425 45454+ 2.526
ia P8I 1.34+008% 1701032 190+0.170 257 - 28.6150 30.89+5.002
a0 168 1.532+0.178 1801026 29410.182 250 - 282165 3048+4.932
Y 196 1.824£0.353 221030 2.15+£0.137 163 - 231450 270743182

A: Datos Denver-Londres (sin identificacion previa con bandas Q)

B: Datos a partir de 20 células con identificacion previa con bandas Q y tefiidas con orceina (Dr. Pearson)

C: Datos a partir de 10 células con identificacion previa con bandas Q y tefiidas con orceina (Dr. Caspersson, Dr. Hulten, Dr.
Lundsteny Dr. Zech)

D: Datos a partir de 95 células con identificacion previa con bandas Q y tefiidas con orceina o Giemsa 9 (Dr. Lubs, Dr. Hostetter y
Dr. Ewing) a partir de 11 sujetos normales (6-10 células por individuo). Longitud total media de |os cromosomas 176 um.

Nota: Lalongitud relativa se daen % de lalongitud total de la dotacién haploide y el indice centromérico se calcula con laférmula

longitud del brazo p/ (longitud del cromosoma * 100).

Los coeficientes de correlacion se han calculado con nuestros datos y los de Flegjter y
col. (1984) de dos maneras diferentes. a) incluyendo todos los cromosomas y b)
excluyendo los acrocéntricos y el cromosoma Y debido a la dificultad de deteccion de
los dobleces centroméricos en estos cromosomas debido a pequefio tamafio de su brazo

py laausenciade cromosomaY en las hembras.
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Finalmente, aunque Flejter y col. (1984) presumiblemente utilizaron datos menos
precisos (Denver-Londres, también reproducidos en I1SCN, 1985) los resultados son

esencia mente 1os mismos.
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4 RESULTADOS

4.1 FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE LOS DOBLECES
CROMOSOMICOS EN CULTIVOS DE SANGRE PERIFERICA

Se andlizaron 308 metafases consecutivas con a menos un doblez cromosdmico
pertenecientes a 11 individuos diferentes (sujetos 1 a 11 dela TablaIl) Laresolucién es
de cero en 232 de las metafases, de uno en 42 de las metafases y de dos en 34 de las

metaf ases.

Dobleces centroméricos en sangre periférica

En total se han contabilizado 2262 dobleces centroméricos (Tabla V). Los dobleces
centroméricos se distribuyen en todos los cromosomas, con una frecuencia de uno a 26
dobleces por metafase (las metafases sin dobleces no han sido incluidas en el presente
estudio). La media de dobleces es de cinco en las metafases con resolucion 0 (rango 1-
23), 14 en las metafases de resolucion 1 (rango 2-26) y 16 en las de resolucién 2 (rango
5-24). Seredliz6 el andlisis estadistico de acuerdo alo descrito en material y métodos 'y
se hall6 que la frecuencia de dobleces se correlaciona de forma positiva con la longitud
relativa de los cromosomas tanto en los datos de Flegjter y col. (1984) (Tablal) como en
los nuestros (Tabla V), con unos valores de correlacion de 0,81 y 0,82 respectivamente.
La frecuencia de dobleces se correlaciona en menor grado con el indice centromérico
(0,76 y 0,61 respectivamente). Si se excluyen los acrocéntricos y 1os cromosomas
sexuales, las correlaciones son muy similares a las anteriores en el caso de la longitud
cromosdmica (0,80 y 0,79) pero menores en €l caso de los indices centroméricos (0,55 y
0,22).

El cromosoma 19 es una notable excepcion a la tendencia general, ya que presenta un
nimero de dobleces centroméricos comparable a de los cromosomas del grupo C
(cromosomas 6 a 12 mas € X) y de précticamente el doble que el cromosoma 20, de un

tamarnio muy similar.
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TABLA V: Numero de dobleces centroméricos detectados en sangre

periférica.

Cromosoma NUmero de dobleces centroméricos

1 167
2 148
3 129
4 95

5 104
6 150
7 124
8 117
9 131
10 96
11 103
12 128
13 44

14 57

15 51

16 8l

17 92

18 67

19 108
20 55
21 46
22 56

X 103
Y 10
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Dobleces no centroméricos en sangre periférica

Se han contabilizado un total de 2718 dobleces no centroméricos, que se localizan en
255 bandas diferentes. EI nimero de dobleces no centroméricos es de 1 a 74 por
metafase (las metafases sin dobleces no han sido incluidas en el presente estudio). La
frecuencia del fendmeno esta relacionada con la resolucion de las metafases, ya que la
media es de 6 dobleces (rango 1-41) en metafases de resolucién 0, 20 (rango 1-74) en
metafases de resolucion 1y 32 (rango 5- 71) en metafases de resolucion 2.

La frecuencia de dobleces no centroméricos no se correlaciona con el tamaio de la
banda implicada medido a partir de los diagramas normalizados ISCN (1985) en
nuestros datos y 1os publicados por Flejter y col. (1984) (coeficientes de correlacion de -
0,24y 0,07, respectivamente).

El andlisis estadistico realizado por € programa FSM (descrito en e Apéndice I1)
identifica que 69 de las 255 bandas se doblan con una frecuencia superior ala esperada
por el azar (Tabla VI). Los datos incluidos en la Tabla VI incluyen las bandas con un
numero de dobleces igua o superior a un valor critico C-a= 4 suministrado por FSM y
gue se define como e minimo nimero de dobleces necesarios para catalogar una banda
como punto de doblez no a azar (Bohm y col. 1995). Los valores que superan el valor
critico se marcan con un asterisco. Las bandas identificadas unicamente a analizar
todos los casos de forma conjunta han sido excluidas debido a las observaciones de
McAllister y Greebaum (1997).

La frecuencia de los dobleces no centroméricos identificados como no debidos a azar
no se correlaciona con el tamario de la banda (medidas directas a partir de los diagramas
ISCN, corregidas con e tamafio relativo de cada cromosoma (ISCN, 1985) ya que el
coeficiente de correlacion es de 0,08. Por tanto, nuestros datos parecen seguir € modelo
de la equiprobabilidad y las objeciones de Hou y col. (1995) a uso de la metodologia
FSM no son aplicables a nuestro estudio.
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TABLA VI: 69 bandas que se doblan con frecuencia superior al azar

en metafases de cultivos de sangre periférica.

HEMBRAS VARONES

SUJETO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Total
BANDA

15q11q13 7 6 7* o 5+ 7 8 &5 7+ 3 67
2022024 7F 6 5% 4 T o6 1 9 T 59
11q14q22 &2 6 4 4 4* 5+ 5% B 43
1521 2 7 3 5 4 7 2 3 3 3 42
1931 & 3 T 3 4 6 4 6* 42
1p33p35 6t 5 2 4 3 1 3 4 g 1 40
7921 # 4 2 2 3 5 7T 2 5 3 1 38
7931 3 1 1 5 3 5 2 g T 36
10q21 3 4 7 2 2 4 4 3 0 4 3 36
2032 5* 1 2 8 2 4 2 5* 35
2p14p16 3 4 6 4 1 3 3 3 3 4 34
1922q24 2 2 3 3 4 4 2 4 4 5 34
13q21 2 4 1 4 2 5+ 1 6 4 33
10q23 1 5 1 5+ 4 0 0 3 6 6 )
17911.2 1 2 4 4 3 7 & 2 1 32
1221 3 #4 0 3 5 3 &5 5 1 1 32
1p32 0 2 4 3 2 4 4 2 5 2 31
3p22p24 1 1 1 2 4 5 2 5 5 2 31
18912 3 4 44 1 1 1 3 1 & 4 2 28
13q12 2 100 2 4 1 2 2 1 0 2 27
4028 3 3 5 2 3 3 2 1 0 27
6q16 2 1 2 0 44 2 4 3 1 5 2 26
3913 3 2 3 1 1 4 2 1 4 5 0 26
4022024 6# 2 3 3 2 1 2 0 2 2 26
2121 1 3 3 0 1 3 1 2 6 4 25
6022 2 1 0 6 2 0 6 1 2 4 25
14q12 4 3 0 0 2 2 3 2 5 3 1 25
7q11.2 0 3 1 3 0 0 2 & 6 1 24
1921 # 0 1 4 2 2 2 5+ 0 24
8q21 1 3 2 2 1 3 3 2 # 2 0 23
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23
23
22
22
22
22
22
21

4*

11913
521

4*

4*

4*

14931
14923
Xg22

4*

4*

6*

1p31
3pl4

17q22
9g31

21

5*

20
20
18
17
17
17
17
17
16
16
16
16
15
15
15
15
15

6*

4 1

4*

13913
3024

1g41l
5q14

4*

22q12
9q21

6024

5*

Xg21
4921

4*

3026

2034
20g12
9922

4*

4013

4*

5*

12p12

19q13.1
12q14
Xp21
3021

4*

14
13
13
13
13
12
12
12
12
11
10

4*

1p13

4*

18q21
8q22

4*

4*

2q31

A*

7pla

4*

5034

12p11.2

2

16g12qg13

1qg12

4*

10g24
2p23

4*

=4

Los asteriscos indican los valores superiores a valor critico C-a
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En la tabla anterior se observa que € doblez 15911913 es €l doblez autosomico mas
frecuente. Las bandas 2922924, 11gl14922, 1931, 1p33p35, 7921, 10921, 1qg22q924,
13921 y 10923 presentan frecuencias de doblez estadisticamente significativas en a
menos 5 sujetos. Los dobleces en el cromosoma X, muy frecuentes en los datos de
Flejiter y col. (1984), se observan con una frecuencia mucho menor, estadisticamente

significativa en Xg21 Unicamente en una hembray en Xg22 en un varén y una hembra.

4.2 FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE LOS DOBLECES
CROMOSOMICOS EN CULTIVOS DE LIQUIDO AMNIOTICO
Y VELLOSIDAD CORIAL

Se analizaron 50 metafases consecutivas con a menos un doblez cromosomico
pertenecientes a cuatro cultivos de liquido amnidtico (sujetos 12 a 15 de la Tabla ll) y
50 pertenecientes a cuatro cultivos de vellosidad corial (sujetos 16 a19 delaTablall).

En losliguidos amnidticos laresolucion es de 0 en 38 metafases, de 1 en seis metafases
y de 2 en seis metafases. En las vellosidades coriales la resolucion es de 0 en 43 de las

metafases, de 1 en seis de las metafases y de 2 en una de las metafases.

Dobleces centroméricos en liguido amniotico y vellosidad

corial

Se hallaron un total de 867 dobleces centroméricos en metafases de cultivos de liquido
amnidtico y 731 en metafases de cultivos de vellosidad corial (Tabla VIl). Los dobleces
centromericos se encuentran en todos |os cromosomeas.

En los cultivos de liquido amniético los dobleces presentan una frecuencia de tres a 34
dobleces por metafase (las metafases sin dobleces se descartaron). La media de dobleces
es de 16 en las metafases con resolucion 0 (rango 3-28), 18 en las de resolucion 1 (rango
8-25) y 26 en las de resolucion 2 (rango 19-34). Las metafases de resolucion 0, 1y 2
contabilizan 604, 109 y 154 dobleces respectivamente.

En los cultivos de vellosidad corial 1os dobleces centroméricos presentan una frecuencia
de uno a 29 dobleces por metafase (Ias metafases sin dobleces se descartaron). La media
de dobleces es de 13 en las metafases con resolucion O (rango 1-24) y 25 en las de
resolucion 1 (rango 22-29). La unica metafase de resolucion 2 tiene 21 dobleces. Las

metafases de resolucion 0y 1 contabilizan 562 y 148 dobleces respectivamente.
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TABLA VII: Numero de dobleces centroméricos detectados en liquido

amniotico (LA) y vellosidad corial (VC).

NUmer o de dobleces centr oméricos

Cromosoma

LA VC
1 54 54
2 50 39
3 52 46
4 42 37
5 35 33
6 49 40
7 42 46
8 44 39
9 50 42
10 46 29
11 41 49
12 34 25
13 27 12
14 26 7
15 26 7
16 44 31
17 36 27
18 25 30
19 39 42
20 27 25
21 13 13
22 27 20
X 36
Y 4 2
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L os resultados son comparables alos obtenidos en el estudio en sangre periférica (Tabla
V), incluyendo la notable excepcion del cromosoma 19 (que presenta un nimero de

dobleces centroméricos muy superior al del cromosoma 20, de un tamafio muy similar).

Dobleces no centroméricos en liquido amnidético y vellosidad
corial

El nimero de dobleces no centroméricos contabilizados es de 1118 en liquido amniotico
y 874 en vellosidad corial. En la tabla VIII se resumen los datos que relacionan el

ndimero de dobleces con la resolucién de |as metaf ases.

TABLA VIII: Relacion entre el nimero de doblecesy laresolucion de

las metafases de liquido amnidtico y vellosidad corial.

Resolucion Metafases Numero de dobleces Media Rango

Liguido 2 6 280 47  28-61
Amniético 1 6 240 40  16-59
0 38 598 16 1-58
Vellosidad 2 1 52 - -
coria 1 6 269 45  27-63
0 43 553 14 1-49

El andlisis estadistico realizado por €l programa FSM (descrito en e Apéndice I1)
identifica que 76 bandas se doblan con una frecuencia superior ala esperada por € azar
(Tabla1X). Los datos incluyen las bandas con un nimero de dobleces igual o superior a
un valor critico C-a. suministrado en cada caso por FSM y que se define como €
minimo nimero de dobleces necesarios para catalogar una banda como punto de doblez
no al azar (Bbhm y col. 1995). Se han tomado en cuenta los puntos identificados en
cada caso con el estadistico (G 0 y?) que de unos resultados mas restrictivos (G2 en los
varones e indiferentemente G y ¥ en las hembras). Los valores que superan el valor
critico se marcan con un asterisco. Las bandas identificadas Unicamente al analizar
todos los casos de forma conjunta han sido excluidas debido a las observaciones de
McAllister y Greebaum (1997). La frecuencia de los dobleces no centroméricos

identificados como no debidos a azar no se correlaciona con € tamanio de la banda
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(medidas directas a partir de los diagramas ISCN, corregidas con el tamafio relativo de
cada cromosoma (ISCN, 1985)) ya que €l coeficiente de correlaciéon es de 0,07. Por
tanto, nuestros datos parecen seguir el modelo de la equiprobabilidad y las objeciones
deHouy col. (1995) a uso de la metodologia FSM no son aplicables a nuestro estudio.
Tal como se detald en el apartado de material y métodos se han utilizado las mismas
denominaciones comunes de bandas de dificil discriminacion utilizadas en el estudio en
sangre periférica (Tabla I11). Esto implica que se pierden los dobleces en 3g22-24,
11p11, 16p11, 18911, 2091l y 22911 (todos con frecuencia superior a 3).

TABLA | X: 76 bandas que se doblan con frecuencia superior al azar

en metafases de cultivos de liquido amniotico (LA) y vellosidad corial

(VO).

HEMBRAS VARONES
Tegido LA LA VvVC VC LA LA VvVC VC
C-a 4 4 4 3 4 3 3 3
SUJETO 12 13 16 17 14 15 18 19 Tota
BANDA
1191422 3 4 3 5 4 4 7+ O 39
1931 1 4 & 4 2 & 6 2 29
1p31 3 3 1 * 2 2 5 5 28
1p32 3 7 2 1 4 e 3 2 28
2022024 44 77 4 v 3 2 0 3* 28
3p22p24 5 4 1 ¥ 3 7T 1 4 28
7931 2 5 4 2 2 5 4 4 28
1p33p35 4 4 3 2 4 3 3 4 27
13q21 3 2 4 5 2 5 2 3+ 26
15q21 3 2 1 5 2 3 & 3 25
2932 2 3 & 3 3 1 24
8923 1 4 3 o 1 2 2 2 24
Xg21 6 T 4 1 1 1 2 23
3026 1 4 3 ¥ 1 5 2 3* 22
6022 2 1 3 & 2 4 3 21
2121 2 1 1 2 g 2 2 1 19
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4q31 6t 1 1 0 ¢ 2 0 0 19
5023 1 1 2 4+ 2 5 19
10023 1 4 1 * 1 2 4 3 19
Xq22 4 5 2 1 1 1 19
122024 &+ e 1 1 1 2 1 18
2034 1 1 3 & 0 2 5 18
3p21 9% 0 1 1 1 2 2 18
7921 1 1 3 2 4 5 18
8q21 2 1 3 4 0 1 5 18
15q11q13 3 1 2 2 5v 2 1 2 18
1p21 o 1 & ¥ 2 2 3F 2 17
6q16 1 2 5 0 2 17
1221 2 4 5 & 0 0 0 0 17
1921 1 0 4 1 4+ 1 3 2 16
4022024 2 3 2 4 2 0 16
4028 2 3 2 4 1 2 2 16
14923 3 4 3 2 1 1 2 16
2p14p16 1 1 2 3+ 41 3* 15
6p21 2 0 0 4 & 2 1 2 15
8022 4+ 0 1 ™2 1 15
1943 o 0 O 1 5 4 4 14
313 1 1 3 2 0 2 4 14
5031 51 1 0 4+ 0 2 1 14
10g21 1 1 4 0 3 2 1 2 14
15022 5 0 0 1 4+ 2 1 1 14
2933 1 2 1 1 2 1 1 13
7922 4+ 0 1 0 5 0 2 1 13
1932 2 2 1 0 # 2 0 1 12
2q31 1 0 3 0 5 0 1 2 12
3pl4 0o 6 2 0 1 0 2 1 12
5014 2 1 3 0 0o 3 2 1 12
5021 1 2 1 ¥ 0 2 3 0 12
14q21 o 2 2 0 2 1 2 3* 12
1941 1 2 2 F* 1 1 0 1 11
9g22 3 1 1 0 5 1 0 0 11
10022 4 0 0 1 3 2 0 11
12021 O o0 O 0 3 3 2 3* 11
13q22 O 0 O 0 6+ 3 0 11
13g31 1 2 2 1 0 4 1 11
14931 O 0 o0 0 &4 2 11
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18q12 1 2 0 2 1 1 1 3* 11
Xp21 1 3 0 3* 0 3* 1 0 11
4932 1 1 0 3* 2 0 1 10
18g21 4* 1 1 1 1 0 0 10
4913 0 0 0 0 2 4* 2 9
7p15 0 0 3 1 2 3* 0 0 9
8024.1 4* 0 1 0 1 2 0 9
15914 1 1 0 3* 2 0 1 1 9
9931 0 0 0 0 1 3* 3* 1 8
2p24 0 0 1 3* 0 2 0 1 7
6p12 0 0 0 0 1 0 5* 1 7
17921 0 0 0 0 5* 0 0 7
3021 0 0 0 0 1 0 3 6
7932 0 0 0 0 4* 2 0 6
12922 4* 1 1 0 0 0 0 6
12923 0 0 0 0 0 2 4* 0 6
Xqg25 0 0 1 5* 0 0 0 6
5034 0 0 0 0 0 3* 0 2 5
16911.2 0 0 0 0 0 0 4* 0 4
Y 0 0 0 0 4* 0 0 0 4

Los asteriscos indican los valores superiores a valor critico C-0.=4

En latabla IX se observa que los dobleces 1114922, 1931, 1p32, 202224, 3p22p24,
7031, 1p33p35, 13921, 15021, 30926 y 10023 presentan frecuencias de doblez
estadisticamente significativas en al menos 4 sujetos. Con la excepcion de 1p32,
3p22p24 y 7931 también son estadisticamente significativos en la mitad de los sujetos
incluidos en € estudio en sangre periférica (Tabla VI). Las dobleces 7921, 10921 y
1922924, identificados como muy frecuentes en sangre periférica, tambien son
estadisticamente significativos en algunos sujetos del presente estudio, si bien con
frecuencias inferiores. En cambio, S que se observan diferencias importantes en el
doblez autosdmico mas frecuente en sangre periférica, 15911913, con una frecuencia
muy discreta en liquido amniético y vellosidad corial, estadisticamente significativa
solo en un sujeto. También se observan diferencias importantes en los dobleces Xg21y
X022, mas frecuentes en liquido amnidtico y vellosidad corial que en sangre periférica.
No hay diferencias evidentes en la frecuencia de los dobleces entre liquido amniético y
vellosidad corial, si bién € nimero de sujetos analizados es demasiado pequefio para
permitir un andlisis en profundidad. Si, en cambio, se observan diferencias entre sexos
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en lo que a cromosoma X se refiere (con una mayor frecuencia de dobleces del

cromosoma X en |os sujetos femeninos).

4.3 EL DOBLEZ 15911913
Andlisis de la frecuencia de los dobleces en 15g11gl3 en

cultivos de sangre periférica.

A fin de tratar de obtener informacion que pudiera sugerir €l mecanismo de formacion
de los dobleces cromosdmicos se realizd un estudio pormenorizado del doblez
autosomico mas frecuente en sangre periférica, localizado en 15911g13. Se analizaron
498 metafases pertenecientes a tres individuos con cromosomas 15 que tienen diversas
caracteristicas estructurales (Tabla X). El sujeto 20 presenta un polimorfismo en la
banda 15g11 bien conocido (Hoo y col., 1990) que provoca su préctica desaparicion.

TABLA X: Resolucion de 498 metafases incluidas en los estudios del
doblez 15911913 en sangre periférica.

Sujeto Resolucion 0 Resolucion 1 Resolucion 2 Total

20 121 16 17 154
21 96 12 11 119
22 201 11 13 225

En tota se hallaron 89 dobleces en 15911913 (Tabla XI). En 13 metafases (siete
pertenecientes a sujeto 21, con una delecion 15911g13) ambos cromosomas 15 estan
doblados (Figura4.1). En € sujeto 22 la presencia de heterocrométina de cromosoma Y
en e brazo p de un cromosoma 15 permite diferenciar entre ambos homdlogos,

observandose. 18 dobleces en cada uno (total 36 dobleces).

TABLA XI: Dobleces en 15911q13.

Sujeto Resolucion 0 Resolucion 1 Resolucion 2 Total

20 8 (0) 4 (1) 12(2) 24.(3)

21 11.(2) 703) 11(2) 29 (7)

22 19 (0) 70 10 (1) 36 (3)
L os nimeros entre paréntesis indican |as trece metaf ases en que ambos cromosomas 15 mostraron el
doblez en q11q13.
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Figura4.1: Doblez 15911913 en homozigosis en un paciente con sindrome de Prader

Willi por delecion.

Localizacion precisa del doblez 159q11g13 mediante la técnica

de FISH y en metafases de alta resolucion con bandas G.

Se demostré mediante hibridacion con las sondas SNRPN y D15S10 (Vysis) que la
zona critica implicada en los sindromes de Prader Willi y Angelman se sitGa en €
vértice del doblez 15911913 (Figura4.2a, b).

También se determind la localizacion precisa del doblez 15911913 en metafases con
bandas G de alta resolucion halladas durante el andlisis citogenético de rutina realizado
en pacientes del Hospital Materno Infantil "Vall dHebron". Se hallaron un total de 11
cromosomas con dobleces en 15011913 y un patron de bandas suficientemente claro
como para poder discriminar sin ambigledades entre qll, 12 y ql3. En diez
cromosomas el doblez se situd en 15q12 (Figura 4.2c) y en uno en 15gl11. Podemos

concluir, por tanto, que el doblez se sitiaen 15g12 .
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Figura 4.2: Asignacion precisa del doblez 15911913 a la banda g12.

(@) y (b) FISH con sondas para la zona critica de PW y AG en cromosomas 15 con €l
doblezy (c) Doblez en 15g12.

4.4 EL DOBLEZ Xq13qg22
Andlisis de la frecuencia de los dobleces en Xql13g22 en

cultivos de sangre periférica

Debido a los resultados de Flejter y col. (1984) y la atencidn casi exclusiva que este
doblez ha despertado en € resto de los autores que han investigado posteriormente los
dobleces en los cromosomas metafésicos (Van Dyke y col. 1985; Van Dyke y col. ,
1986; Flejter y cal. , 1986; Van Dykey col. 1987; Munn y col. 1991; Monaghan y col.
1998) hemos realizado un estudio centrado exclusivamente en e doblez Xg13-21.

Se andlizaron 100 metafases consecutivas en cada individuo (dos hombres y dos
mujeres), lo cua representa un total de 400 cromosomas X femeninos y 200
masculinos. Debido a que los dobleces se situaron con cierta frecuencia en Xqg22, se
decidi6 incluirlos en el estudio a fin de evitar problemas de interpretacion en
cromosomas de baja resolucién. Los dobleces se clasificaron como “ dobleces segun el
criterio restringido” si eran de 45° o “dobleces segun € criterio amplio” si no llegaban a
esta cifra. Se hallaron dobleces restringidos en Xq13g22 en un total de 6 cromosomas X
de varén y 17 cromosomas X de mujer. Se halaron dobleces amplios en 11
cromosomas X de varén y 11 de hembra. En dos de las metafases pertenecientes a
sujetos femeninos ambos cromosomas X se doblan (uno de los cromosomas cumpliendo

el criterio restringido y el otro sélo el amplio).
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Andlisis de la frecuencia de los dobleces Xq13g22 en cultivos
de sangre periféricay liguido amniotico.

Debido ala discrepancia entre la frecuencia observada del doblez del cromosoma X por
Flejter y col. (1984) (principalmente células de liquido amnidtico) y las observadas por
otros autores en sangre periférica hemos estudiado la frecuencia de los dobleces del
cromosoma X y 15 en dos liquidos amnidticos de fetos masculinos, dos liquidos de
fetos femeninos, dos sangres de sujetos masculinos y dos sangres de sujetos femeninos
(Tabla XI1).

TABLA XII: Doblecesen Xq13g21y 15911913 en sangre periférica
(SP) y liquido amnidtico (LA).

Tgido SP SP SP SP LA LA LA LA
Individuo 3 4 8 9 12 13 14 15

Sexo F F MM F F M M
Sindoblez ResO 67 67 73 70 81 38 75 78
Res1 1 2 1 12 0
Res 2 2 1 0 7 0 0 0
Xql3-21 ResO 20 16 12 8 55 5 16 5
Res1 4 8 3 1 17 16 1 3
Res 2 5 6 1 9 6 8 1 2
15911913 ResO 4 8 7 13 8 4 10 6
Res1 4 4 3 1 1 2 1
Res 2 1 2 4 11 1 3 0

A fin de facilitar € andlisisla Tabla X111 muestralos datos agrupados por sexo y tejido,
independientemente de su resolucion y normalizados en la forma del % del total. Se
confirman las diferencia observadas en las Tablas VI y I1X: el cromosoma X se dobla en
amniocitos de individuos de sexo femenino con una frecuencia de précticamente €
doble a la observada en los linfocitos de individuos de sexo femenino, siendo en los

varones la diferencia muy pequefiay €l doblez 1511913 es mas frecuente en las células
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de los cultivos de sangre periférica. Tanto en lastablas V1 y IX como enlaTabla XlIl €

doblez 15013915 es algo mas frecuente en varones gque en las hembras.

TABLA XII1: % dedoblecesen Xg13g21y 15911913 en sangre
periférica (SP) y liquido amnidtico (LA).

Tgido SP SP LA LA

Sexo F M F M
Sin doblez 63,06 66,97 43,99 75,86
XQg13-21 26,58 15,38 50,00 13,79
15091113 10,36 17,65 6,01 10,34

4.5 FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE LOS DOBLECES EN EL
CROMOSOMA 12 (METAFASES DE RESOLUCION

ELEVADA EN CULTIVOS DE SANGRE PERIFERICA)

Debido a que el estudio de Nogami y col. (2000) analiza mediante técnicas de FISH la
disposicion del cromosoma 12 interfasico, se ha realizado un estudio de dobleces
especifico para este cromosoma. Se analizaron un total de 42 metafases de buena
calidad pertenecientes a cultivos de sangre periférica de un hombre y una mujer. Los
282 dobleces detectados practicamente se restringieron a las bandas 12p12, 12cen,
12914, 12921, 12923 y 12g24.2, todas de tincion oscura con la técnica de bandas G
(Figura4.3).
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Figura 4.3: Daobleces detectados en cromosomas 12 con bandas G de resolucién

elevada.

4.6 FRECUENCIA Y DISTRIBUCION DE LOS DOBLECES EN EL
CROMOSOMA 5 (METAFASES DE RESOLUCION ELEVADA

EN CULTIVOS DE SANGRE PERIFERICA)

Debido a que € estudio de Lemke y col. (2002) analiza mediante técnicas de FISH la
disposicién del cromosoma 5 interfasico, se ha realizado un estudio de dobleces
especifico para este cromosoma. Se analizaron un total de 46 metafases de buena
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calidad pertenecientes a cultivos de sangre periférica de un hombre y una mujer. Se

contabilizaron 278 dobleces, de los cuales se detectaron mas de 10 en las bandas 5p14,
5012, 5914, 5921, 5023, 5931, 5032 y 5034 (Figura 4.4). Todas estas bandas, con
excepcion de 5031, son de tincidn oscura con la técnica de bandas G.
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Figura 4.4: Dobleces detectados en cromosomas 5 con bandas G de resolucion

elevada.
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Al analizar en detalle la distribucion de los dobleces en 5931 se observa que de las 9
ocasiones en que se puede asignar claramente la subbanda implicada, € doblez se
localiza seis veces en 5g31.2 (una subbanda de tincion G oscura), una vez en 5g31.1y
dos veces en 5g31.3 (subbandas de tincion clara).

Al analizar |as bandas que se doblan un nimero inferior a 10 veces, también se observa
una clara tendencia a que los dobleces se concentren en las bandas G: 4 de los 6
dobleces que se han podido asignar a subbanda en q13 lo son en g13.2, 5/12 dobleces se
asignan a 5923.1, 5/12 a 5g923.3 y uno doble en 5923.1/5923.3. Por ultimo, 3 de los 4
dobleces bien localizados en 5935 se concentran en 5g35.2.
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5 DISCUSION

5.1 LOS CROMOSOMAS SE DOBLAN

En 1984 Flejter y colaboradores hallaron que |os dobleces que se pueden observar en los
cromosomas metafasicos humanos (Figura 5.1) presentan una distribucion que no se
debe a azar. Nuestro estudio confirma este hallazgo (Tablas VI y 1X).

» “d
,/:3/ _ v
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-

Figura5.1: Algunos cromosomas con dobleces no aleatorios.
(a) Cromosoma X con un doblez en g21. (b) cromosoma X con un doblez en g22 (c)

cromosoma 15 con un doblez en q11-13 (d) cromosoma 7 con un doblez en gq11.21.

Nuestro estudio tambien revela que e nimero de dobleces presentes en una metafase
depende su resolucién, siendo mayor en las metafases tempranas y menor en las tardias.
Este hecho ya fue apuntado en un estudio centrado en el cromosoma X por Van Dykey
col. (1987) (Tabla X1V).

5.2 LOS DOBLECES CENTROMERICOS

Excluyendo los cromosomas acrocéntricos, debido a que el pequefio tamafio del brazo p
hace poco fiable la deteccion de dobleces, y los cromosomas sexuales, que son
diferentes en los dos sexos, nuestro estudio y el de Flejter y col. (1984) presentan
resultados muy similares. El nimero de dobleces que se observan en un centrOmero se

correlaciona claramente con e tamano del cromosoma en ambos estudios. En cambio,
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nuestros datos reflejan con menos claridad que los de Flejter (1984) la hipotesis de que
dependen de la forma del cromosoma. Finalmente, nuestros datos muestran como €
numero de dobleces centroméricos es mayor en las metafases mas tempranas.

El significado preciso de los dobleces centroméricos es incierto, aungque pueden ser
causados, o estar muy influidos, por las fuerzas fisicas que actlian sobre |os cromosomas
durante € proceso de la mitosis celular, € sacrificio del cultivo y la preparacién de las
extensiones cromosomicas (Flejter y col. , 1984). Tampoco se puede descartar que sean
un remanente de una disposicion de los cromosomas en la anafase con agrupacion de
centrémeros en un polo nuclear y teldmeros en el polo opuesto que se mantiene en la
interfase. Sin embargo este modelo, conocido como configuracion de Rabl, se ha
observado se forma infrecuente en células de mamifero (revisado por Paraday Misteli,
2002).

En nuestro estudio e cromosoma 19 presenta un nimero de dobleces centroméricos
muy superior a del cromosoma 20, de un tamafio muy similar pero contenido genético
muy inferior. Esta diferencia es sorprendente y no serefleja en los datos de Flejter y col.
(1984) quizas debido a diferencias en €l tipo de dobleces incluidos en e estudio (el
presente trabajo utiliza un criterio de seleccion de dobleces mas amplio).

5.3 LOS DOBLECES NO CENTROMERICOS

Hemos realizado un estudio en sangre periférica en metafases consecutivas tratando de
evitar cualquier tipo de seleccion. Nuestro estudio y € de Flejter y col. (1984) coinciden
globalmente en el caso de los dobleces no centroméricos, pudiéndose atribuir la mayor
parte de las diferencias a la mayor sensibilidad que probablemente presenta nuestro
criterio amplio de definicion de doblez. Nuestro estudio muestra claramente que los
dobleces no centroméricos son mas frecuentes en las metafases tempranas, idea que ya
apuntada por Van Dykey col. (1987).

Hay dos razones importantes para pensar que los dobleces no centroméricos no son un
reflegjo de las fuerzas fisicas que actlan sobre los cromosomas. En primer lugar, la
frecuencia de dobleces no se correlaciona con la anchura de la banda implicada. En
segundo lugar, aunque las posibles fuerzas fisicas que actlian sobre ambos cromosomas
X en las células femeninas son probablemente bastante similares, hay diferencias muy
notables entre & nimero de dobleces que se observan en los cromosomas X activos o
inactivos (Flejter y col. , 1984).
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Fuster y colaboradores (1988) sugirieron que los entrecruzamientos entre cromatides
hermanas, un tipo particular de doblez cromosdmico que se observa en cultivos
expuestos a la afidicolina, podrian ser considerados como prelesiones y tener relacion
con la fragilidad cromosdmica. Con €l fin de explorar la relacién entre dobleces y
roturas cromosomicas, hemos examinado un cultivo de sangre perteneciente un paciente
con un sindrome de fragilidad cromosomica, la Ataxia Telangiectasia, en € que se
hallaron con alta frecuencia las clasicas anomalias cromosomicas implicando las bandas
7pl14, 7934-35, 14912 y 14932 (Aurias y col., 1986). Ninguna de estas bandas muestra
una frecuencia de dobleces superior aladel azar en este paciente o en los demés sujetos
estudiados. Tampoco hemos observado diferencias en € tipo y/o frecuencia de dobleces
cromosomicos en los otros individuos patologicos, incluyendo el caso 1, un paciente
con un diagndstico de Anemia de Fanconi, otro sindrome que cursa con fragilidad
cromosomica aumentada.

Finalmente, no hemos hallado diferencias atribuibles a algun tipo de heredabilidad o ala
presencia de una alteracion citogenética denominada separacion prematura de
cromatides en la frecuencia y/o tipo de dobleces observados en cultivos de sangre de los
sujetos emparentados 2, 3,6y 7.

Los dobleces del cromosoma X y las diferencias en la

frecuencia de algunos dobleces en diversos tejidos.

Flgjter y col. (1986) y Van Dyke y col. (1987) propusieron que el doblez localizado en
Xql3- g21 (Figura 5.1) son un remanente en la metafase del corpusculo de Barr
presente en la interfase precedente. Sin embargo, €l intento de comprobar esta hipotesis
mediante técnicas de hibridacién "in situ” ha dado lugar a resultados conflictivos
(Walker y col. , 1991). Por otro lado, Flejter y col (1984) agruparon los datos obtenidos
a partir del estudio de dos cultivos de liquido amnidtico de dotacion cromosémica
femenina y un cultivo de sangre periférica perteneciente a un varén, y hallaron este
doblez en un 63% de las células femeninas. Nuestros datos en sangre muestran una
frecuencia mucho mas bgja (Tablas VI y 1X).

Hemos realizado un estudio especificamente disefiado para clarificar estas diferencias
obteniendo un 8.5% de células femeninas con dobleces clasicos en Xql3-Xg21, cifra
similar a 7.8% obtenido en el extenso estudio de Munn 'y col. (1991) y muy inferior al
63% obtenido por Flegter y col (1984) (Tabla XIV). Estas discrepancias sugieren que €l
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cromosoma X se dobla con mas frecuencia en los cultivos de liquido amni6tico que en
los de sangre periférica (Van Dyke y col. , 1986). Nuestro estudio del doblez Xql3-
X021 en metafases consecutivas de sangre y liquido amniético (Tabla X1I1) confirman

esta hipotesis.

TABLA X1V: % céulas mostrando un doblez Xq13-Xg21 en diver sos

estudios.
Autor Varon Hembra Tgido
Flejter y col. 2% (sangre)  63% (amniocitos) Liquido amnidtico + Sangre
(1984) periférica
Flgjiter y col. - 70% Liquido amniético
(1986)
Van Dykey col. 64% Liquido amniético
(1986)
Presente estudio 3% 8.5% Sangre periférica
Munny col. 1.7% 7.8% Sangre periférica
(1991)
Van Dykey col. - 56% (metafases  Sangre periférica sincronizada
(1987) tempranas)
94% (prometaf ases)
Avalosy col - 45.4% Meédula 6sea no estimulada
(1989)

En cambio, a analizar las células masculinas |os resultados son muy similares en todos
los estudios. 2% (Flejter y col. , 1984), 3% (dobleces clésicos en e presente estudio) y
1.7 % (Munn y col. , 1991). S en nuestros datos en sangre ademas de los dobleces
clasicos contabilizamos los que cumplen nuestro criterio amplio las cifras son de un
8.5% de las células masculinas y un 14% de las femeninas mostrando un doblez. Como
las células femeninas tienen dos comosomas X y las masculinas uno, esto significa que
en nuestro estudio un 3% de los cromosomas masculinos y un 4.25% de los femeninos

(criterio clésico) o bien un 8.5% de los cromosomas masculinos y un 7% de los
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femeninos (criterio amplio) se doblan. En resumen, los cromosomas X se doblan en
ambos sexos con frecuencias similares y sugieren que todos los cromosomas X (activos
e inactivos, masculinos o femeninos) se doblan en interfase, si bien los estudios de
Flejter y col. (1984) demuestran que el cromosoma X inactivo, de replicacion tardia,
podria retener su patréon de doblado durante un periodo mayor del ciclo celular que su
homaologo activo. Esta interpretacion explicaria con facilidad la existencia de células
femeninas con ambos cromosomas doblados presentes tanto en nuestro estudio como en
los de Van Dyke y col. (1987) y Munn y col. (1991). En cambio, estos hallazgos son
muy dificiles de conciliar con la hipo6tesis del remanente del corplsculo de Barr
dearrollada por Flgter y col. (1986) y Van Dykey col. (1987).

Munn y col. (1991) no halaron diferencias entre pacientes con dos y tres centros de
inactivacion y McCorquodale y col. (1986) encontraron una disminucion significativa
en e numero de estos dobleces en individuos con aneuploidias del cromosoma X.
Mientras que en células con dos cromosomas X el doblez se sitlia generalmente en el de
replicacion tardia, 1o cual 1o convierte en un buen marcador indirecto paraidentificar el
cromosoma X inactivo, esta relacion no parece mantenerse en células con mas de dos
cromosomeas X.

Finalmente, la tabla X1l demuestra que el cromosoma X se dobla en amniocitos de
sexo femenino con una frecuencia de practicamente el doble a la de los linfocitos
femeninos. En cambio en los varones practicamente no hay diferencia. Estas diferencias
entre tegjidos se deben probablemente a diferencias en la duracién del ciclo celular,
mucho mas largo en los amniocitos: un cromosoma retrasado en € ciclo celular como es
el cromosoma X de replicacion tardia tendria menos tiempo para rectificar sus dobleces
antes de entrar en metafase. A este respecto es interesante sefialar que en el doblez
autosdbmico en 15q11qg13 se ha observado el efecto contrario: es mas frecuente en
sangre que en liquido amnidtico o vellosidad coria. Se ha demostrado que esta zona se
replica de formatardia en linfocitos y temprana en otros tejidos embriol 6gicamente mas
cercanos a los amniocitos como los neuroblastos (Guratne y col. , 1995). Estas
diferencias de frecuencias entre tejidos (que no se observan en otros dobleces frecuentes
como 1114922, 1931, 2922g24, 11914p22, 1p33p35, 13021, 15921, 3926 y 10g23)
podrian sugerir la existencia de una relacion entre el momento de replicacion y la

frecuencia con que se observa un determinado doblez en la metafase.
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Los dobleces cromosOmicos pueden ser un remanente de su

estructura interfasica precedente

La sugerencia de Flgjter y col. (1984) de que los dobleces con frecuencia superior al
azar en e cromosoma X son un remanente de la organizacion interfasica de este
cromosoma puede ser también aplicable a los dobleces autosdmicos. Si este es el caso,
deberia poderse demostrar algun tipo de correlacion entre los dobleces y fendmenos
citogenéticos que se hayan originado en la interfase precedente. Para evitar distorsiones
en los datos obtenidos, los fendmenos estudiados deberian implicar una sola banda de
un cromosoma y no implicar varias divisiones celulares a fin de evitar problemas de
diferencias de viabilidad. A continuacion revisaremos alguna evidencia.

Dutrillaux y colaboradores (1987) estudiaron con detenimiento los isoacéntricos, una
anomalia inestable ya que implica un fragmento acéntrico que se pierde con rapidez y
por tanto que no es previsible que esté sujeta a los fendmenos de clonalidad y seleccion
diferencial en cultivo. Hemos redlizado e andlisis FSM en los datos agrupados
aportados por estos autores observando que los puntos de rotura de los isoacéntricos
presentan una distribucion claramente no debida al azar en a menos nueve bandas.
Ocho de estas bandas han sido identificadas en nuestro estudio como puntos que se
doblan con frecuencia superior al azar (Tabla XV), sugiriendo algun tipo de relacion

entre ambos fendmenos.

2.4

(b)

Figura5.2: Cromosomas metafasicos mostrando dos tipos de doblez.

(a) Sin entrecruzamiento de cromatidesy (b) con entrecruzamiento de croméatides.

Enlafase G2y M de ciclo celular, ambas cromatides se mantienen unidas mediante un

complgjo de cohesién (Micahelis y col. , 1997). Esto provoca una pérdida de la
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flexibilidad lateral del conjunto que podria determinar que los dobleces cromosdmicos
gue superen un determinado angulo critico se resuelvan en una disposicion especial que
provoca la estrecha aposicion de ambas crométides hermanas (Figura 5.2).

Se puede producir una rotura y reparacién proximal incompleta y posteriormente una
reduplicacion. Esta situacion se puede resolver finamente en una célula con la

formacion de un pseudoi soacéntrico y un cromosoma delecionado (Figura 5.3).

TABLA XV: Puntosderoturano aleatoriosidentificados por €

programa FSM implicados en la formacion de isoacéntricos.

Banda N° | soacéntricos Doblez no

aleatorio
1p31 4* S
1912 11* S
2022-24 6* S
4q22-24 3* S
8021 3* S

9g12 5* No
13921 3* S
14q12 4* S
15011 3 Si
13

Figura 5.3 (pagina posterior): Modelo que explica la relacion entre los dobleces

cromosomicosy la formacion de isoacéntricos.
En la fase G2 €l doblez de dos crométides hermanas estrechamente unidas puede
producir su estrecha aposicion (a). Tras producirse una rotura (b) esta figura se
puede resolver mediante una reparacion completa (c) formandose un fragmento
isoacéntrico y un fragmento dicéntrico que puede reduplicarse en una célula hija
convirtiéndose en una duplicacién isodicéntrica invertida y un fragmento acéntrico
gque se pierde répidamente. Alternativamente, tras una reparacion proximal
incompleta (d) y una reduplicacion posterior, se puede producir una célula hija con
un fragmento pseudoisoacéntrico y un cromosoma delecionado y otra célula hija con
un cromosoma delecionado (e) y (f). Segun se realice € reparto, una célula puede
presentar los cromosomas isoacéntrico y delecionado con una banda del mismo
tamafio (indicada con un asterisco) (€) o € isoacéntrico con la banday el delecionado
sin ela (f).
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Durante el andlisis citogenético de rutina realizado en pacientes del Hospital Materno
Infantil "Vall d’Hebron" hemos hallado de forma infrecuente isoacéntricos. En algunos
casos la banda en e punto de rotura es aparentemente del mismo tamafio en €
cromosoma normal, el isoacéntrico y el cromosoma delecionado (figura 5.4). En otros,
la banda en el punto de rotura es del mismo tamafio en e cromosoma normal y €l
isoacéntrico, pero no es visible en e cromosoma delecionado. Estos hallazgos son €l

resultado esperado del mecanismo de formacién de isoacéntricos propuesto en la figura

b 67 g ll'/
\

a b

Figura 5.4: | soacéntricos.

(a) Fragmento isoacéntrico, cromosoma delecionado y cromosoma 1 normal. La
banda 1p21 tiene una anchura similar en los tres cromosomas (b) fragmento
isoacéntrico, cromosoma delecionado y cromosoma 3 normal. La banda 3g21 tiene
una anchura similar en los cromosomas isoacéntrico y normal, pero no se observa en

el cromosoma delecionado.
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En algun caso es posible estabilizar un fragmento isoacéntrico mediante la aparicion de
un neocentromero. La revision de 29 de estos cromosomeas realizada por Riveray col.
(1999) mostré que en 26 casos se trataba de inversiones duplicaciones. El pequefio
nimero de casos publicados y la fuerte interferencia que presumiblemente deberia
derivarse de la seleccion debida a la viabilidad de un individuo portador de la anomalia
impide un andlisis en profundidad. De todas maneras, en la mayoria de los casos €
neocentromero esta en e punto de rotura 0 sus cercanias, sugiriendo algun tipo de
relacion entre los mecanismos de formacién del isoacéntrico y €l neocentrémero. Los
puntos de rotura en 13921, 13932 y 15025 han sido observados a menos en dos
ocasiones. Labanda 13g21, pero no 13932 y 15025, ha sido identificada como un punto
gue se dobla y estd implicado en la formacion de isoacéntricos con frecuencias
superiores a azar. Mientras que la localizacién del neocentrémero es idéntica a punto
de rotura en todos los casos que implican las bandas 13932 y 1525, esto sdlo se cumple
en uno de los tres casos que implican a 13921, estando situados los otros dos
neocentrémeros en 13g32. Una hipétesis atractiva es que mientras que el marcador con
el neocentromero en 13921 puede tener un origen relacionado con la formacion del
neocentrémero, 1os dos casos con roturas en 13921 y neocentrémero en 13932 pueden
ser isoacéntricos relacionados con los dobleces no a azar estabilizados por un
neocentromero vecino.

Hemos demostrado que el doblez en 1591113 es & doblez autosémico mas frecuente
en sangre periférica y se dobla de forma estadisticamente significativa, aunque con
menos frecuencia, en otros tejidos (Tablas VI, IX y XIl). Es tentador especular con la
idea de que este doblez es un fendmeno que puede favorecer situaciones como las
descritas en la figura 5.3. y contribuir a la ata frecuencia de reorganizaciones
cromosOmicas que implican esta region cromosomica: la delecion intersticia en
15011913 se observa en e 70-75% de los sindromes de Prader Willi y Angelman
(Robinson y col. , 1998) y la inversion duplicacion de esta zona se puede hallar en un
0.02% de los recién nacidos (Buckton y col. , 1985). La observacion de que ambas
anomalias comparten alguno de sus puntos de rotura preferentes implica que tienen en
comun algun tipo de factor de predisposicion o formacion de la anomalia. Clasicamente
se han propuesto tres mecanismos de formacion de la delecion: a) una recombinacion
homadloga intercromosdmica entre zonas de ADN que flanquean la zona critica en las
que habria un bajo nimero de repeticiones del ADN espaciadas (Chen y col. , 1997),

una reorganizacion intercromosomica (LeGuern y col. , 1996) y un sitio fragil asociado
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a la expansion de una zona con repeticiones de un determinado triplete (Jonesy cal. ,
1995). La evidencia que apoya las reorganizaciones intercromosomicas en el sindrome
de PW es conflictiva. Los datos de Carrozzo y col. (1997) sugieren un intercambio
desigual entre cromosomas homologos en cinco de las siete familias estudiadas, siendo
los datos compatibles con un evento intracromosomico en las dos restantes. Robinson y
col. (1998) hallaron una incidencia de intercambios mei6ticos no superior a la esperada
por azar en sus pacientes (2/6). Por otra parte la duplicacion 1591113, € fenémeno
complementario a la delecion y que se produciria de forma paralela en el curso de un
intercambio desigual entre cromosomas no homélogos, es compatible con la vida pero
solo ha sido descrita de forma muy infrecuente (Pettigrew y col. 1987, Clayton- Smith 'y
col. 1993; Mutirangura y col. 1993; Abeliovich y col. 1995, Browne y col. 1997,
Repetto y col. 1998). Robinson y col. (1998) observaron recombinacién entre los alelos
que flanquean la zona critica en los tres Unicos pacientes que estudiaron pero no
pudieron determinar, debido al bajo nimero de casos estudiados, si la proporcion entre
los eventos intra e intercromosdmicos es diferente de forma significativa en los
sindromes de PW y AG. Finalmente, se han descrito duplicaciones segmentarias (LCRS)
con orientacion invertida flanqueando la zona delecionada en ambos sindromes
(Christian y col. , 1999). Los LCRs son regiones cromosdmicas de estructura muy
complegja consistentes en blogues de 10 a 400 Kb con una identidad igual o superior a
97% que han surgido de la duplicacion de determinados segmentos cromosomicos.
Pueden contener genes, fragmentos de genes, pseudogenes, secuencias retrovirales
enddgenas, etc. Se ha identificado un nimero creciente de patol ogias cromosomicas en
cuyo origen hay una probable implicacion de los LCRs favoreciendo diversos tipos de
recombinacion (Figura 5.5). Segun € tamafio de la reorganizacion, la patologia
producida serd de tipo mendeliana, gendémica (incluyendo los sindromes de genes
contiguos) o cromosdmica. En € caso concreto de los sindromes de PW y AG, la
orientacion invertida de los LCRs favoreceria, mediante un lazo intracromosomico, la
formacién de deleciones intersticiales (Stankiewicz y Lupski, 2002).

En resumen, toda esta evidencia apoya la existencia de un predominio de las
reorganizaciones intracromosomicas, por eemplo un doblez en 15911gl3, que
facilitaria las deleciones intersticidles favoreciendo los intercambios entre ambas
cromatides con formacién de un pequefio anillo acéntrico inestable en G1 y una

inversion duplicacion isodicéntrica de la region 15911g13. Los dobleces también
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podrian favorecer una reunion en "U" entre las croméatides hermanas (Figura 5.3). Este

mecanismo no implicala produccion de una duplicacion reciproca.

I nter cromosdmico I ntr acr omosdmico I ntracromatide

()

Directo

- c O
— ! 8 ia
ad

O Om oo o

L B ey R

(h)

Invertido

F Y
5 W oo

G or—
nT

D
e
N
J-j—
RS
R —
e —
=2

xr
0w

]
=
=
2,
=
——
c
=

.

Figura 5.5 (pagina anterior): Representacion esquematica de los tipos de
reorganizaciones genomicas (Stankiewicz y Lupski, 2002).
Lasflechas grises representan los LCRs Yy su orientacion. Se pueden producir (a) (€)
(d) y (f) deleciones y duplicaciones como consecuencia de un mal apareamiento y
posterior recombinacion, (b) y (h) inversiones, (g) delecion con produccién de

aceéntricoy (e) formacion de inversiones duplicaciones.
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La banda 7g11.2 también ha sido identificada como un punto que se dobla con
frecuencia superior a azar en nuestro estudio. Sin embargo, e hallazgo de algunos
cromosomas de alta resolucion localiza este doblez en la region 7g11.21g11.22, y por
tanto impide relacionar este doblez con la delecion en 7g11.23 presente en |os pacientes
con sindrome de Williams (Osborne y col. , 1997). Nuestro andlisis tampoco ha
detectado dobleces con frecuencia superior aladel azar en lazona 22g11.2, delecionada
en mas del 90% de los pacientes con € sindrome de DiGeorge (Carey y col. , 1992).
Estos hallazgos son coherentes con la evidencia experimental de los estudios
moleculares de Baumer y col. (1998), que hallaron que los sucesos intercromosdmicos
son mucho mas frecuentes que los intracromosomicos en la génesis de las deleciones
7911.23 y 22g11.2. También se han hallado LCRs con diversas orientaciones
flanqueando |a zona critica de este sindrome. Sin embargo, la reorganizacion suele darse
entre LCRs de idéntica orientacion, que no favorece la formacion de lazos
cromosomicos (Stankiewicz y Lupski, 2002).

L a notable correspondencia entre los dobleces detectados en metafase en el cromosoma
12 y los asumidos en e modelo elaborado por Nogami y col. (2000) a partir de estudios
de FISH en nucleos interfasicos motivé un estudio en cromosomas con bandas G de
resolucion elevada (Figura 4.3). El resultado es una correspondencia alin mayor entre el
modelo elaborado por Nogami y e que se deriva de nuestro andlisis de dobleces,
suministrando evidencia directa sobre un patrén de doblado no a azar en € nicleo
interfasico que se corresponde con € visible en los cromosomas metafésicos (Figura
5.6).
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Figura 5.6: Correspondencia entre los dobleces metafasicosy el cromosoma 12
interfasico.
() Modelo de cromosoma 12 interfasico de Nogami y col. (2000), (b) nimero de
dobleces detectados en nuestro estudio, (c) ideograma | SCN de un cromosoma 12 a
una resolucion de las 400 bandas con la adicion de las bandas 12p13.2y 12g13.2 'y

(d) localizacion de los diferentes césmidos utilizados por Nogami.

La banda 12g11.2, identificada en nuestro estudio general en sangre periférica como
doblez de frecuencia superior a azar, muestra en el estudio de alta resolucion una
frecuencia de dobleces bagja a intermedia, inferior al resto de las bandas con dobleces no
al azar. Una posible explicacion es la asignacién errénea de dobleces centroméricos a

esta banda en metafases de patron de bandas poco definido.
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El estudio de alta resolucién ha detectado un doblez en 12g24.2 que €l de baa
resolucion fue incapaz de demostrar. Cabe destacar que 12g24.2 es una banda muy fina,
invisible en cromosomas de baja resolucion.

Existen dos grandes diferencias entre nuestro estudio y el de Nogami y col. (2000).
Primero, el estudio de Nogami y col. (2000) no detect6 un doblez en 12 923, banda que
presenta una elevada frecuencia de dobleces en nuestro estudio. Nogami y col. (2000)
utilizaron en su trabgjo cdsmidos localizados en 12922 y 12924 pero no en 12g23. En
estas condiciones experimentales es imposible la deteccion de dobleces en 12923

La segunda gran diferencia entre ambos estudios se refiere ala asignacion por Nogami y
col. (2000) de un doblez en 12qg14-15, incluyendo dobleces en ambas bandas. Sin
embargo, €l estudio de Nogami y col (2000) no incluye cosmidos localizados en 12913
0 que diferencien entre las bandas 12q14 y 12qg15. Por tanto, en estas condiciones
experimentales no se pueden realizar inferencias precisas sobre la region cromosdémica
12g12-14 y laasignacion de dobleces a 12914 o 12q15 es dificil o imposible.

Pese a las diferencias antes comentadas, podemos concluir que estos resultados son una
fuerte evidencia en apoyo de la existencia de un patron no aeatorio y relativamente fijo
de dobleces cromosomicos en interfase.

Los dobleces cromosémicos no dependen de factores

presentes en el vértice del doblez

Existen dos posibles modelos para explicar un doblez en cualquier estructura. En un
modelo e doblez se produciria exclusivamente a causa de factores presentes en su
vértice, que actuarian como una bisagra (Figura 5.7a). El modelo alternativo implica
que €l doblez se produciria debido a la union de los extremos del segmento doblado

(con participacion o no del vértice) (Figura5.7b).

70



Discusion

L
© —
(@) (b)

Figura 5.7: Dos modelos de estabilizacion de un doblez cromosomico.
(a) Doblez dependiente de factores presentes en su veértice y (b) doblez dependiente de

factores presentes en ambos extremos del segmento doblado

Hemos realizado la localizaciéon precisa del doblez 15912 mediante estudios de alta
resolucion y técnicas de FISH. Los pacientes con sindrome de Prader Willi por delecion
de esta zona (paciente 21) constituyen un experimento natural que permite diferenciar
entre ambas hipétesis, ya que si la delecion incluye la zona cromosomica responsable
del doblez se imposibilitara su formacion. En el paciente 21 hemos hallado cromosomas
15 en los que € patron de bandas es suficientemente preciso como para poder

comprobar que el cromosoma 15 doblado era el delecionado (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Daoblez en un cromosoma 15 delecionado (flecha inferior) en un paciente
con sindrome de Prader Willi.

Una comprobacion adicional es que se han hallado en el mismo paciente siete metafases
con ambos cromosomas 15 mostrando el doblez (Figura 4.1). Por tanto, nuestros datos
experimentales apuntan a la existencia de factores responsables de la induccion y/o

mantenimiento del doblez fuera de su vértice.
Todas las bandas de G oscuras pueden ser puntos de doblez.

Los estudios de resolucion elevada realizados en los cromosomas 5y 12 (Figuras 4.4y
4.3) sugieren que los dobleces se restringen alas bandas G de tincién oscura.
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Las reorganizaciones cromosémicas tienden a localizarse en

las bandas claras.

A diferencia de lo que ocurre en los dobleces cromosomicos, las reorganizaciones
cromosOmicas analizadas con técnicas de bandas G tienden a localizarse en las bandas
de tincion clara (Stoll, 1980; Fuster y col. , 1989; Warburton, 1991). También las
roturas cromosomicas, ya sean detectadas en pacientes con Anemia de Fanconi o
inducidas por virus (Von Koskull y Aula, 1977), endonucleasas o radiaciones ionizantes
(Folley col. , 1998) selocalizan preferentemente en las bandas claras.

Hay autores han hallado un exceso de roturas en la interfase entre las bandas claras y
oscuras (Aurias 'y col. , 1978; Buckton, 1976; Dutrillaux y col. , 1977; Dubos y cal. ,
1978) y han observado un efecto éptico que hace que exista una tendencia a asignar los
puntos de rotura a las bandas mas claras (Dutrillaux y col. , 1977; Savage, 1977) A fin
de aclarar estos hallazgos Nakagome y col. (1983) realizaron un estudio en anomalias
cromosomicas (duplicaciones invertidas, isodicéntricos y anillos cromosomicos)
particularmente adecuadas para decidir si un punto de rotura se sita en una banda
oscura, clara o la interbanday confirmaron que, pese a los artefactos que posiblemente
existen, las reorganizaciones cromosomicas reamente tienden a localizarse en las

bandas de tincién clara con bandas G

Un modelo de cromosoma interfasico compatible con los datos
derivados del estudio de los dobleces en los cromosomas

metafasicos.

Un modelo de cromosoma interfésico ha de adecuarse a los datos experimentales
existentes sobre la organizacion nuclear, incluyendo los resultados derivados del
presente estudio. Resumiendo lo ya explicado, e desempaquetamiento de los
cromosomas en el nucleo interfasico es muy limitado y los cromosomas mantienen su
integridad formando territorios bien delimitados y no solapantes (Manuelidis, 1985;
Bischoff y col. , 1993; Elis y col. , 1995). Dentro de los territorios los cromosomas
interfasicos no adoptan una configuracion rectilinea, sino con dobleces (Nogami y col.
2000; Lemkey coal. , 2002).

Nuestro estudio sugiere la posibilidad de que las bandas G sean puntos de inflexion, por
tanto un posible modelo de cromosoma interfésico seria el zigzag mostrado en la Figura

5.9a. Este modelo produce un territorio cromosdmico interfasico con una zona
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eucromética central genéticamente activa rodeada de dos zonas heterocromaticas. Esto
no se gusta con las observaciones experimentales de que (a) las zonas genéticamente
activas estan en la periferia del territorio cromosdémico (Cremer y col. , 1993; Moen y
col., 1995; Cremer y Cremer 2001) y (b) el ADN de replicacion tardia (correspondiente
alas bandas G) se localiza preferentemente en |a periferia nuclear mientras que el ADN
de replicacion temprana (bandas R) 1o hace en €l interior del nicleo. Si modificamos
nuestro modelo doblando €l zigzag por la mitad obtenemos una nueva estructura que
cumple estos requisitos (Figura 5.9b).

El presente estudio demuestra que la presencia de dobleces no depende de factores
presentes en e veértice, por lo que dicha estructura deberia estabilizarse con

conectadores presentes en las bandas eucrométicas (Figura 5.9 c).

N/ NN

C IS IR CEERC N
(@) ()
NN

AAAAA
(b)

Figura 5.9: Modelo de cromosoma interfasico
(a) Representacion esquemética de un cromosoma interfasico con dobleces alternos
en las bandas G (flechas de color negro, (b) si la estructura se dobla por la mitad ()
se observa una unica zona con bandas G. Dicha estructura podria estabilizarse

mediante uniones localizadas en las bandas G claras (flechas inclinadas)).
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En contra de la idea tradicionalmente aceptada, las variaciones de tamafio debido a la
condensaciéon y descondensacion cromosomica se dan principalmente en sentido
perpendicular al e cromosdmico, y no en € longitudinal (Weise y col. , 2002). Sin
embargo, en una preparacion cromosomica los cromosomas prometafésicos son mucho
mas largos que los metafasicos. Nuestro modelo resuelve esta aparente contradiccion,
ya que s la compactacion cromosomica se produce de forma simultanea a la
rectificacion del zigzag postulado en nuestro modelo la longitud aparente del
cromosoma interfasico puede ser aproximadamente igual a la del metafasico (Figura
5.10).

Figura 5.10: Comparacion de las longitudes aparentes de un cromosoma interfasico

(izquierda) y uno metafasico (derecha).

Las bandas oscuras podrian ser puntos de unién a la matriz nuclear y la periferia

nuclear, rodeando |os poros nucleares (Figura 1.11).

Punto de transcripcion
Eucromatina
(Banda R) ‘1/

i Heterocromatina
Envoltura nuclear L] (Banda G)

S

Poro nuclear ¥

Figura5.11: Modelo de cromosoma interfasico mostrando el transporte del ARNm

dentro del cromosoma, desde €l punto de transcripcion hasta e citoplasma.
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Durante la interfase la mayoria de las bandas de replicacién tardia se localizan en la
periferia nuclear, con una fraccion menor rodeando el nucleolo y repartido por la matriz
nuclear (Sadoni y col. , 1999). Se ha observado que la cromatina interacciona directa o
indirectamente con los componente de la lamina de la envoltura nuclear y, s bien no
existe evidencia aln de la union de la cromatina a los poros nucleares en células de
mamiferos, s que se ha demostrado otros organismos. (revisado por Paraday Misteli,
2002). Las uniones se realizan con las laminas de la envoltura nuclear y otras proteinas
de la envoltura nuclear y no parecen existir en las regiones centromericas
(Pyrpasopoulou y col. , 1996; Vicek y col. , 1999; Kourmouli y col. , 2000). Todo esto
podria tener un significado funcional de cara a transporte del ARNm desde los puntos
de transcripcidén y ayustacion hasta la periferia nuclear. EI modelo de territorios
cromosdmicos de Cremer y col. (1993) y Cremer y Cremer (2001) asume que este
transporte se realiza en un hipotético compartimento intercromosomico. Su formacion
debido afuerzas de repulsién es poco compatible con |a estructura altamente organizada
y reproducible que un proceso de vital importancia como es el transporte de ARNm
exige. Si este transporte se realiza dentro del cromosoma, quizés a través de aguna
estructura formada por e andamio cromosomico al estilo de la postulada por Razin y
Gromova (1995) (Figura 1.12) existe €l problema de que los ARNm producidos en la
parte central de los cromosomas de mayor tamafio tendran que realizar un trayecto a
veces muy largo hasta el exterior, superior a los producidos en los cromosomas de
menor tamafo. Si asumimos salidas a hipotético conducto intracromosomico en cada
banda G (que podrian estar conectadas a los poros nucleares) los diferentes trayectos
serian mucho mésigualados y, sobre todo, mucho mas cortos.

La posicion mas central en el nucleo del cromosoma 19 (con muy pocas bandas G)
(Croft y col. , 1999) y, en general, de los centromeros de cromosomas con menor
contenido de bandas G (Boyley cal. , 2001; Carvalho y col. , 2001) podria deberse ala
existencia de uniones de las bandas G oscuras en zonas interiores del nicleo celular
(Sadoni, 1999). Hemos observado que el cromosoma 19 presenta un mayor nimero de
dobleces centroméricos que otros cromosomas de similar tamafio pero con un mayor
nimero de bandas G oscuras. Pyrpasopoulou y col. (1996) aportan evidencia que
sugiere que e centrdmero no esta unido a la envoltura nuclear. La figura 5.12 muestra
un posible mecanismo por € cua la proporcién de material cromosdémico unido a la
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periferia nuclear (bandas G oscuras) y libre (bandas claras) puede influir en e nimero

de dobleces de un centrémero gue no esta unido ala envoltura nuclear.

Centromero

(a) )

Figura 5.12: Modelo de cromosoma interfasico que muestra como el centrémero de
un cromosoma con una pegqueia parte de su material unida a la envoltura nuclear (a)
se dobla mas que e centromero de un cromosoma con una mayor proporcion de su

material unido a la envoltura nuclear (b).

Se ha descrito € reposicionamiento de un centromero situado frecuentemente en la
periferia a una posicion mas central en e ndcleo como consecuencia de una
translocacion que causa la desaparicion de bandas G que le rodean (Carvalho y col. ,
2001). Esta es exactamente la situacion esquematizada en lafigura 5.12.

Finalmente, los datos de la literatura sugieren que las reorganizaciones cromosomicas
tienden a producirse en las bandas de tincion clara con mas frecuencia que en las
oscuras (Stoll, 1980; Fuster y col. , 1989; Warburton, 1991). Nuestro modelo implicaun
estrecho contacto entre una eucromatina bastante libre y un relativo aislamiento de las
bandas oscuras fijadas a la envoltura nuclear. Bajo estas premisas las reorganizaciones
cromosomicas con dos puntos de rotura han de darse preferentemente entre bandas
claras.
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10.

CONCLUSIONES

L os cromosomas mitéticos muestran dobleces con una distribucion no aleatoria

El doblez autosdmico mas frecuente en sangre periférica esta situado en 15q11-q13.

El doblez o dobleces més frecuentes en los cromosomas sexuales estan situados en
XQqll-g21.

El doblez o dobleces en Xg11-g21 no es un buen marcador de la inactivacién del

cromosoma X, especialmente en individuos con mas de un cromosoma X inactivo.

Los dobleces en Xqgll-g21 son mas frecuentes en metafases de amniocitos

cultivados que en las de linfocitos cultivados.

Los estudios con bandas G de resolucion elevada sugieren que los dobleces

cromosomicos se localizan mayoritariamente en las bandas G oscuras.

Los estudios en cromosomas 15 delecionados demuestran que los dobleces

cromosomicos no dependen de factores presentes en €l vértice del doblez.

Los dobleces de los cromosomas metafasicos muestran relacion con fendmenos
citogenéticos producidos en la interfase, como los isoacéntricos, 1o cual sugiere

algun tipo de correlacion en el nacleo interfasico.

Los dobleces no aleatorios identificados en e cromosoma 12 tienen una buena
correspondencia con la disposicion de este cromosoma dentro del nacleo interfasico,
tal como se deduce a partir de los estudios de FISH.

L os hallazgos derivados del estudio de los dobleces en los cromosomas metafasicos

permiten elaborar un modelo de la organizacion del cromosoma metafasico que se
adecua a | os principales model os experimental es desarrollados hasta el momento
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