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1. FUNDAMENTO DE LA TECNICA

El genoma humano se compone de secuencias de copia Unica (ejemplo: genes que codi-
fican proteinas) y secuencias repetidas. Los microsatélites o STR (siglas en inglés: Short
Tandem Repeats) pertenecen al grupo de las secuencias repetidas. Son secuencias cortas de
nucleétidos (mononucleétidos, dinucleétidos, trinucledtidos, hasta hexanucleétidos) que
se repiten un numero determinado de veces agrupadas en tandem en un locus cromosoé-
mico. Estas secuencias de repeticion abarcan, generalmente, alrededor de 100 pares de
bases (pb) y estan distribuidas por todo el genoma, pudiendo estar localizadas en regiones
codificantes y no codificantes.

Una caracteristica importante de los microsatélites es que son secuencias polimérficas en
la poblacién. El nUmero de repeticiones de un microsatélite puede variar de un individuo
a otro. Ademas un mismo individuo puede presentar un microsatélite con un namero de
repeticiones distintas en cada alelo.

Actualmente se desconoce la funcién de los microsatélites en el genoma pero son de gran
utilidad como marcadores moleculares en el ambito de la genética. Ademas, algunos de
ellos estan implicados en enfermedades causadas por mutaciones dinamicas.

Las mutaciones dindmicas se caracterizan por la expansion o incremento en el niumero de
repeticiones de un determinado microsatélite por encima de su intervalo normal y pre-
sentan inestabilidad intra e intergeneracional (las siguientes generaciones pueden experi-
mentar un aumento o, en casos excepcionales, disminucién en el nUmero de repeticiones).
El nimero de repeticiones en rango normal o estable de un microsatélite tiene siempre
un umbral y a partir de dicho umbral, el microsatélite se vuelve inestable y adquiere un
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tamano de premutacién o un tamafno patoldgico. El microsatélite con tamano patolégico
o expandido afecta a la expresiéon o funcién de algin gen y ocasiona la enfermedad. El
microsatélite con tamafio de premutacién, generalmente no genera enfermedad (una ex-
cepcioén seria el sindrome del cromosoma X fragil, OMIM: #300624), pero sin embargo, al
ser inestable puede aumentar de tamafo al transmitirse a la descendencia y alcanzar un
intervalo patolégico en futuras generaciones. El rango de normalidad, de premutacién o
patoldgico de las repeticiones de un microsatélite varia de unas enfermedades a otras.

1.1. Analisis de microsatélites

El analisis molecular de los microsatélites se basa en la determinacién del nUmero de repe-
ticiones. Para ello, se lleva a cabo una amplificacién mediante la reacciéon en cadena de la
ADN polimerasa (PCR) de la region donde se localiza el microsatélite a estudio. A continua-
cion, se analiza el tamafo de los fragmentos amplificados mediante electroforesis capilar.
Para poder analizar el tamafo de los fragmentos, al menos uno de los cebadores de la
PCR debe ir marcado con un fluoréforo, para que pueda ser detectado en la electroforesis
capilar.

Por cada individuo se obtendran, para un microsatélite dado, una de las siguientes posibi-
lidades:

- Dos fragmentos de diferentes tamanos, en caso de que el sujeto presente un nimero
de repeticiones distintas en cada alelo (heterocigoto). Figura 1A.
— O bien, un Unico fragmento, en caso de que el sujeto presente el mismo nimero de

repeticiones en ambos alelos (homocigoto), o como ya veremos mas adelante tenga
un alelo normal y un alelo expandido que no se detecte por esta técnica. Figura 1B.
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Figura 1: Resultado obtenido del analisis de los fragmentos amplificados mediante electroforesis capilar. A)
Se observan dos amplicones con un tamafo de 211 y 216nucledtidos, uno por cada alelo. B) Se observa un
amplicén con un tamafno de 232 nucledtidos, lo que sugiere que ambos alelos tienen el mismo tamafo.



Microsatélites y TP-PCR en enfermedades por expansion de repeticiones de ADN C. Gomez Gonzalez, C. Prior de Castro

A partir del tamano de los fragmentos obtenidos en nucleétidos mediante electroforesis
capilar, se puede calcular el nUmero de repeticiones del microsatélite. Tal y como se obser-
va en la figura 2, los fragmentos obtenidos vienen dados por la pareja de cebadores que
delimita la regidon que contiene el microsatélite.

Cebador Forward Microsatélite (CTG)n

— < >
GGGGCTCGAAGAGCCAATGCCTCCACTGCTGCTG...CTGCTGCTGCTGGGGGGATCGTTCCATCCTC
CCCCGAGCTTCTCGGTTACGGTGCGGACGACGAC...GACGACGACGACCCCCCTAGCAAGGTAGGA

L J l Cebador Reverse]
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L ]
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Figura 2: Secuencia con un microsatélite con repeticiones (CTG)n, en la que se representan los
cebadores flanqueantes Forward y Reverse y se marcan las variables (a, b) necesarias para el calculo
del numero de repeticiones del microsatelite (n) a partir del tamafio de los fragmentos obtenidos por
electroforesis capilar (T).

Conociendo el numero de pb que flanquean la region microsatélite (a + b) y el nUmero de
nucleétidos que componen el microsatélite (en el caso de la figura 2 estd compuesto por
repeticiones de 3 nucleétidos CTG) se puede calcular el nUmero de repeticiones del mismo
mediante la siguiente féormula:
T—(a+h)

3

ne repeticiones (n) =

Esta formula es orientativa porque puede haber una pequeina desviacion entre el nUmero
de repeticiones calculado y el real, por lo que conviene confirmar en la puesta a punto de
la técnica, el numero de repeticiones reales, mediante secuenciacién Sanger.

1.2. TP-PCR

La técnica de TP-PCR (Triplet Repeat Primed PCR) fue desarrollada por Warner et al. en
1996 para detectar los alelos expandidos en la distrofia mioténica tipo 1 (DM1) (OMIM:
#160900). El analisis molecular de microsatélites, mediante PCR convencional y electrofore-
sis capilar, cuantifica el nUmero de repeticiones de los alelos menores de 100-150 repeticio-
nes, y mediante la TP-PCR seremos capaces de detectar si existe o no expansién. La técnica
de TP-PCR se basa en una PCR que utiliza tres cebadores (figura 3):

a) un cebador especifico de una regién flanqueante a las repeticiones que esta marcado
fluorescentemente en 5" (P1 o P2);

b) un segundo cebador formado por la secuencia complementaria a las repeticiones (P4),
gue se continua hacia el extremo 5" con una secuencia que no esta presente en el genoma
humano

¢) un tercer cebador, denominado universal, que es complementario de la secuencia que no
esta presente en el genoma humano (P3), que forma parte del segundo cebador.
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Se lleva a cabo una PCR con las etapas convencionales: desnaturalizacién, annealing y
elongacién. El tiempo de elongacién tiene que ser suficiente para permitir la completa ex-
tension o elongacién de los productos de mayor tamafo, por lo que es superior al de una
PCR convencional.

La especificidad la determina el cebador P1 o P2. Un ratio 10:1 de la concentracién de los
cebadores P3:P4 permite que el cebador P4 se agote en los primeros ciclos de amplificacion.
Este cebador P4 se une a multiples sitios dentro de las repeticiones (ej. CTG). El cebador P3,
junto con P1 o P2, amplificara los productos generados por P4y P1 o P2 en los primeros
ciclos, dando lugar a una mezcla de productos de PCR (figura 3).

Los productos obtenidos mediante la TP-PCR se analizan mediante electroforesis capilar.
En el caso de que exista expansién, se obtiene una imagen electroforética tipica de esca-
lera o cola de dragén (figura 4) con una periodicidad de 3 pares de bases (1 repeticién),
disminuyendo gradualmente la altura de los picos al aumentar el tamafo del nUmero de
repeticiones.
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Figura 3: Principio del disefio de la TP-PCR. A) PCR convencional con cebadores flanqueantes de las
repeticiones CTG (P1y P2). B) En los primeros ciclos de amplificacion, el cebador P4 se une a multiples
sitios a lo largo de las repeticiones CTG, dando lugar a una mezcla de productos de distintos tamafios.

C) Los cebadores P3y P1 amplifican los productos generados en los ciclos iniciales. Las cajas
sombreadas representan las repeticiones (ej. CTG). F: Fluoréforo en posicion 5 del cebador.
Tomada de Warner et al. J. Med Genet 1996; 33: 1022-1026.
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Figura 4: TP-PCR en una region de repeticiones CTG/CAG. A) Patron de TP-PCR sin expansion.

Individuo con 2 alelos normales. B) TP-PCR en una expansion de pequeno tamafio. C) TP-PCR

para una expansion fuera de los limites detectables mediante la PCR convencional. Tomada de
Warner et al. J. Med Genet 1996; 33: 1022-1026.

En algunos casos en los que el tamafo de la expansion esta en el rango de 50 a 90 repeti-
ciones, se puede observar la caracteristica escalera con la periodicidad de 3 pares de bases
gue presenta una pequefa elevacién (figura 4B) que nos da una idea del tamano del alelo
expandido.

Se han descrito algunos casos de pacientes con DM1 en los que existen interrupciones en
la secuencia de repeticiones CTG (nucleétidos que se intercalan entre las repeticiones). Si
se realiza la técnica en un Unico sentido se pueden obtener resultados de TP-PCR falsos ne-
gativos que no detectan la expansién de las repeticiones. Por este motivo, actualmente se
recomienda hacer la TP-PCR bidireccional (direcciéon forward, P1, y reverse, P2), para evitar
estos falsos negativos. En el caso que existan interrupciones en las repeticiones, la TP-PCR
puede ser negativa en uno de los sentidos, Unicamente detectando la expansién en el otro
sentido (figura 5), aunque esto no es lo habitual.



Microsatélites y TP-PCR en enfermedades por expansion de repeticiones de ADN C. Gémez Gonzalez, C. Prior de Castro

A reference sample 5: (CTG)ii / (CTG)re
"o 20 0 .9‘

00 o x0 o am 0o w 200 mw 0

al a2 a3
il \ /
d‘-’.‘."al'.‘i.b.« W ‘:\'.':\..-‘-1'-..',-.,.- e
L I P o -

B reference sample 7: (CTG)s / (CTG)s(CCG)(CTG)x

b1 [ A i b2l . - b3
= |
J!J.|'f'1'u¢.-. ‘ - i

C  reference sample B: (CTG)n / (CTG)CTC(CTG)s(CCGLTG)(CTG):LCG(CTG)S(CCG)CTE)n

cl

m— . ; ] JJlfK-i'ﬂ.rm.._.

Figura 5: Ejemplos de casos de DM1 con expansiones con y sin interrupciones. La primera columna
(@1, b1y cl) representa la PCR convencional con cebadores flanqueantes P1y P2. La columna del medio
(@2, b2 y c2) muestra la TP-PCR forward. Y la columna de la derecha (a3, b3y c3) la TP-PCR reverse.
Se representan alelos expandidos sin interrupciones (A) y con interrupciones (B 'y C).

Tomada de Radvansky et al. Diagn Mol Pathol 2011; 20:48-51.

2. AMBITO DE APLICACION

2.1. Diagnoéstico molecular de enfermedades por expansion de repeticio-
nes de ADN

El estudio de microsatélites mediante las técnicas de PCR y TP-PCR se emplea en el diag-
néstico molecular de enfermedades causadas por mutaciones dinamicas. Ambas técnicas
deben ser utilizadas de manera complementaria en la interpretacién de los resultados. Nos
podemos encontrar con distintas situaciones en un paciente:

- La presencia de dos picos en el estudio de microsatélites, nos indica que el paciente
es heterocigoto para dos alelos de distinto tamafio menores de 100-150 repeticiones.

— Un resultado de microsatélites con un unico pico, puede indicar:

a) que el paciente presenta dos alelos homocigotos de un determinado nimero
de repeticiones menor de 100-150, si el resultado de la TP-PCR indica que no hay una
gran expansion.

b) que es heterocigoto para un alelo menor de 100-150 repeticiones y uno expan-
dido, si la TP-PCR indica que hay expansion.

- La ausencia de amplificaciéon de microsatélites y una TP-PCR positiva se presenta en
aguellos casos en los que el paciente presenta dos alelos expandidos.

Las enfermedades causadas por expansiéon de microsatélites pueden presentar herencia
dominante o recesiva. En los casos con herencia autosémica dominante, con que uno de
los alelos del microsatélite afectado se encuentre expandido se manifiesta o desarrolla la
enfermedad. Dentro de este grupo de enfermedades se encuentran:
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e La distrofia mioténica tipo 1 (OMIM: #160900): causada por la expansiéon del micro-
satélite (CTG), localizado en la region 3’ no traducida (3'UTR) del gen DMPK (OMIM:
#605377).

e El sindrome del X fragil (OMIM: #300624): causada por la expansién del microsatélite
(CGQG), localizado en la region 5" no traducida del gen FMRT (OMIM: #309550).

e Las ataxias espinocerebelosas autosémicas dominantes (SCAs: SCA1, OMIM: #164400;
SCA2, #183090; SCA3: #109150; SCA6: #183086; SCA7: #164500): causadas por la ex-
pansion del microsatélite (CAG), localizado en la region exdnica de los genes ATXNT
(OMIM: #601556), ATXN2 (#601517), ATXN3 (#607047), CACNATA (#601011), ATXN7
(#607640), entre otros.

e La corea de Huntington (OMIM: #143100): causada por la expansién del microsatélite
(CAG) localizado en el exén 1 del gen HTT (OMIM: #613004).

Algunas de las enfermedades por expansién de microsatélites presentan una herencia au-
tosémica recesiva. Este es el caso de la ataxia de Friedrich (OMIM: #229300) causada por la
expansion de los dos alelos del microsatélite (GAA) localizado en el intron 1 del gen FXN
(OMIM: #606829); o bien, causada por la expansion (GAA) de un alelo y una mutacion
puntual en el otro alelo del gen FXN.

2.2. Otras aplicaciones

Dado que los microsatélites son polimoérficos y son considerados marcadores moleculares,
el analisis de estas secuencias repetidas también se aplica en otros campos, como en estu-
dios de identidad genética (reconocimiento de parentesco en desastres, analisis de paterni-
dad, etc), poblacionales y diagnésticos moleculares indirectos de enfermedades genéticas
(estudio del alelo asociado a una enfermedad genética dentro de una familia).

3. LIMITACIONES DE LA TECNICA

La TP-PCR presenta como limitacién que no permite cuantificar el nUmero de las repeticio-
nes de los alelos expandidos. Los microsatélites permiten cuantificar el nUmero de repe-
ticiones de los alelos menores de 100-150 repeticiones. Con la TP-PCR se detecta si existe
0 no expansion, pero no se puede cuantificar el nUmero de repeticiones de la expansion.
Para ello, hay que recurrir a técnicas como el Southern blot.

La TP-PCR debe ser bidireccional, porque si se realiza en un Unico sentido no se detectarian
los alelos expandidos con interrupciones.
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