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susceptibles, los que contienen una isla CpG en € promotor, la me-
tilacion de la citosina favorece un estado represivo de la cromatina
gue previene la union de los factores de transcripcidn. Las enzimas
ADN metiltransferasastransfieren un grupo metilo dela S-adenosil-
metionina al carbono 5 de la citosina en las secuencias CG. Se ha
descrito un grupo de proteinas que reconocen a las citosinas metila-
dasy reclutan al correpresor y las desacetilasas de las histonas. La
pérdidadel grupo acetilo delashistonas producela compactacion de
lacromatina. El sindrome X fragil sedebe, enlamayoriadeloscasos,
ala expansion por encima de un umbral de las repeticiones CGG del
primer exén del genFMR1. Por causasno bien conocidasestasexpan-
siones seacomparian delametilacion del promotor y como consecuen-
ciadd silencio del gen. Conclusiones. La metilacion del ADN etiqueta
a los genes de forma que la misma secuencia de bases puede tener
repercusiones fenotipicas diferentes. La metilacion aberrante de los
genes es causa de diversas patologias como el sindrome X fragil. El
conocimiento de los mecanismos de represion de la expresion gené-
tica por metilacién y € estudio de agentes que haga reversible €
proceso sonimportantesparael tratamientodedichasenfermedades.
[REV NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S57-62]
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tiveis, os que possuem uma ilha CpG no promotor, a metilacéo da
citosina favorece um estado repressivo da cromatina que previne a
unido dosfactoresdetranscricdo. Asenzimas ADN metiltransferase
transferemumgrupo metilo da S-adenosil metionina ao carbono 5 da
citosina nas sequéncias CG. Foi descrito umgrupo de proteinas que
reconhecem as citosinas metiladas e recrutam o co-repressor e as
desacetilases das histonas. A perda do grupo acetilo das histonas
produza compactacdo da cromatina. A sindroma X fragil deve-se, na
maioria dos casos, a expansao acima citada, deumlimiar dasrepe-
ticdes CGG do primeiro exdo do geneFMR1. Por causas desconhe-
cidas estas expansdes sdo acompanhadas pela metilacdo do promo-
tor epor conseguéncia pelo siléncio do gene. Conclusdes. Ametilacio
do ADN rotula osgenes para que a mesma sequéncia de bases possa
ter repercussdes fenotipicas diferentes. A metilagéo aberrante dos
genes éa causa de diversas patol ogias, como a sindroma X fragil. O
conhecimento dos mecanismos de repressdo da expressao genética
por metilaco e o estudo de agentes que torna reversivel o processo,
sdo importantes para o tratamento das referidas doencas.. [REV
NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S57-62]

Palavras chave. Complexo repressor. Expansdo de tripletos.
Expresséo genética. Gene FMRL. Metilagdo do ADN. Sindroma X
frégil.

| nvestigaci on terapéutica:
reactivacion del gen FMR1 causante del sindrome X fragil

P. Chiurazzi 3 G. Neri®

EXPERIMENTAL THERAPY:
REACTIVATION OF THE FMR1 GENE INVOLVED IN FRAGILE X SYNDROME

Summary. Fragile X syndrome represents the most common inherited cause of mental retardation worldwide. Fragile X belongs
toalargegroup of morethan 200 mental retar dation conditions caused by mutationsin X-linked genes (XLMR), that have a collective
frequency of up to 1 in 1000 males. Fragile X syndrome is also unique because it was the first genetic condition caused —in the
overwhelming majority of cases— by the expansion of an unstable CGG repeat, becoming the prototype of a growing list of inherited
disordersdueto theinstahility of trinucleotide repeats. Ten yearsafter the cloning of theFMR1 geneinvolvedinfragile X syndrome,
wetill don’t know all the molecular playersthat allow the destabilization of the CGG repeat |ocated closeto the gene’ sCpG idand.
However, thefinding of a founder effect in fragile X syndrome indicates that only few of the unstable repeats eventually reached the
pathological range. The line of research was aimed at understanding what happens after the fragile X mutation has reached a
pathological size. What we showed with our ‘reactivation’ experimentsisthat the size of the CGG expansion per se does not cause
the silencing of the FMR1 gene: it's the methylation that is added to the expansion that leads to the transcriptional block. Thus, by
studying the ‘reactivation’ of fragile X full mutations, wetry to learn more about their ‘inactivation’ and —hopefully— about possible

ways of preventing or ‘reverting’ their inactivation in fragile X children. [REV NEUROL 2001; 33 (Supl 1): $52-5]
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INTRODUCCION

El sindromeX frégil (SXF) escausado por lamutaciéndel gen
FMRL,localizadoenel brazolargo (bandaq27.3) del cromoso-
maX. Laapariciondeindividuosafectadospor estaenfermedad
pasanecesariamente por lafaltaoinactividad delafuncion
proteicaquecodificael gen,laproteinaconocidacomoFMRP.
Suausenciasedebealainhibiciéndelatranscripciéndel gen
por metilaci6ndel promotor, por loquetampoco apareceenlas

célulasdel os paci entescon mutaci 6n compl etay metiladadel
ARNmM. El genexistey sepiensaqueseriafuncional si pudiera
trascribirse, yaquelasecuenciadelaproteinaquecodificano
cambiapor lavariaciénenel nUmerodetripletes, pueslazona
CGGselocalizafueradel asecuenciacodificanteparal aprotei-
naFMRP[1,2].

Laposibilidaddereactivar el genseintuyecomounaforma
deterapiaparaestesindrome, siemprequeencontremosel modo
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dehacerlosinafectar otrosgenesi nactivosfisiol 6gicamentepor
metilacion. Lainvestigaci Onactual secentraenencontrar lasvias
dereactivacionmasefectivasquepermitanuntratamientodelos
pacientesconel sindrome.

INACTIVACION Y REACTIVACION )
DELASMUTACIONESCOMPLETASX FRAGILES

El procesomutacional paraexplicar estesindrome, conlosdatos
guehoy seconocen, nosremontariaaunsucesoocurridoproba-
blementemuchotiempoatras, quegenerarial oquepodriamos
[lamar promutaciones. V ariasgeneracionesdespuésdeunades-
estabilizacioninicial,deformaprogresivaosubita, algunaspro-
mutacionessaldrandel grupodeal el osconriesgo(zonagris)y se
convertiran en premutaciones. De dos a seis veces €l tamafio
normal no essuficienteparacausar patol ogia, aunqueyaseob-
servaunaumentodelatranscripciondel ARNmdelFMR1[3,4],
posiblementeparacompensar unadeficienciaenlatraduccién
del ARNmexpandidoenel intervalodepremutacion[5].

Posiblementepor distintosmediosenlosquefallanlosme-
canismosdereplicacionfiel del ADN, lapremutaci dnseconvier-
teenunamutaci 6n compl eta, conexpansionesqueprovocania
metilacion einactivaciéndelasrepeticionesCGGy delaisla
CpG queregulalaexpresion del genFMR1. Lametilaciones
necesariamenteun paso delarepresi dntranscripciona quesufre
el genFMR1cuandoel niumerodetripletesal canzael margende
mutaci én. Sehacomprobadoqueel tratamientodelineascel ula-
res de pacientes af ectados por SXF, tratadas con compuestos
como 5-azadeoxicitidina(5-azadC), reactivalaexpresion del
ARNmM del FMRL; asuvez, se puede detectar lapresenciade
proteinaFM RPtrasel tratamiento.

L asrepeticionesCGG expandi dasenlasmutacionescompl e-
tasrepresentan unel ementoparéasito desdeunaperspectivagend-
mica, y sumetilaciénesprobablequecontribuyaalaestabiliza-
Cion[6-8]. TambiénotrostripletesCGG suscepti bl esdeexpan-
dirsesufrenmetilaciéncuandoal canzanunmargencritico,como
esd casodeFRAXE, FRAXF,FRA16A Yy, posiblemente, FRA11B
[9-12]. Todos se comportan deformasimilar y coinciden con
regionesdereplicaciontardia[13].

Se sabe que lametilacién delaislaCpG es suficiente para
inhibirlauni éndel osfactoresdetranscripcién, necesariospara
iniciar el proceso[ 14]. Tambiénseobservaqueactliancomocapta
doresdecompl ejosmullti protei cosquecontienen, entreotras, protei-
nasdeacetilasasdel ashistonas(proteinasqueestructuranel ADN
encromatina). Lasmodificacionesdelashistonaspor deacetil a-
cion, defosforilacidny demetil aci dnafectanlaestructuradel acro-
matinainduciendolaactivacidneinactivaciondelosgenes[15].

L adeacetilacion delasproteinashistonas, por si misma, no
inducelareactivacion, pero seobservaquetieneungran efecto
sinérgicocuandoseutilizajuntocon5-azadC. Cuandosehacon-
seguidolademetilacion, ladeacetilacioninduceunincrementoen
losnivel esdetranscripciéndeformageométrica. Previamente,
habiamosobservadoquel osnivel esdereactivaciénconseguidos
con5-azadC secorrel acionaninversamenteconel tamafiodelas
expansionesCGG[ 16]. Tambiénhemosencontradoquel ademe-
tilaciondel promotor regul ador del atranscripciéncon5-azadCse
observaenunaproporcion pequefiadecél ulasdespuésdetresdias
detratamiento; trasochodias, lamayoriadel ascélulaspresentan
€l promotor demetilado. Hemospropuestoque, aunqueel promo-
tor del genFMR1 estédemetilado, todavianoesposiblelatrans-
cripciéndebidoalametilaciondelazonaCGG. Por €l contrario,
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latranscripcionesposiblesi el promotor estametiladoy lazonade
tri pletesCGGnol oestd, comosehacomprobadoenunpaciente
conunapremutaci énconunpromotor parcia mentemetilado, en
el quesedetectabaproduccidndeproteina. Sepuedeconcluir que
el promotor del FMRL1 inactivo no estan inaccesible como en
princi piosepensd, porquea menosal gunosfactoresdetranscrip-
ciénpuedenreconocery unirseal aszonasespecificas,induciendo
latranscripcion del genFMR1enunapartedelascélulas[17].

FUTURO EN LA INVESTIGACION DEL SXF

Hace10afiosquesecloné el genFMRLy sedescubriéunnuevo
mecani smodemutaci dngenéticaconlasrepeticionesdetripl etes
inestables[ 1]. Enel afio 2001 todaviahay muchaspreguntasque
guedan por contestar:

— ¢Quémecani smoshan permitidoexactamentelainestabili-
dadapeguefiaescalaal olargodegeneraciones,y cuandoson
activos?

— ¢Quémecanismos—si sondiferentes—pueden provocar que
unapremutaci 6n seexpandaamutaci 6n completadeforma
tanacusadaenunasolageneracion?

— ¢Cuandoy enquécélulastienelugar el pasodepremutacion
amutaciéncompleta?

— ¢Comoy cuandounamutaci oncompl etapasaaestar metilada?

— ¢Conseguiremoscon éxitounademetilaci on permanenteose
remetilarden célulassométicas?

Sehan obtenidorespuestasparcialesaestaspreguntas, peroalin
quedapor hacer unagran partedel ostrabajosexperimentales.
Conrespectoal osmecani smosdeinestabilidad apequefiaescala,
sehapropuesto unfallo con salto enlareplicacién como una
posibleexplicacion[18]; dependeriadelalongituddel ostriple-
tesCGGquesequierenreplicary delaintersecciondetripletes
estabilizadores, comolosA GG, cadaciertonumerodeCGG[19].
Recientementesehantenidoevidenciasenestudiossobre
model osderatdn, quemuestran comoincluso sin replicacion
puedeexistirinestabilidad, posiblementeligadaal osmecanis-
mosdereparaci 6nligadosal atranscripcion[20]. Recientemente
se hacreado un model o de ratdn, con una premutacién de 98
repeticiones CGG en el genFMRL, y sobreél podranrealizarse
experimentosquecontestenaestetipodecuestiones[21].
Nosehanobservadograndesexpansi onesdepremutaciéna
mutacionenlosmodel osderatdn, y sepiensaquelosmecanis-
mospor losquesucedenestasamplificacionestanacusadasenel
nimerodeCGG sondistintosal osquegeneranlainestabilidad
apequefiaescal a. Paraexplicarlosgrandescambiosenel nimero
detripletessehapropuestolaformaci dndeestructurasenhorqui-
IlaenlosnuevosfragmentosdeOkazaki queseformanal replicar
lazonadetripletesCGG del genFMR1. Otrapropuestaesque,
traslaroturadeladoblehélice, sesuceden apareamientoserré-
neoseinvasi dndelasecuenciadonadorapor lanuevahebraque
seestasintetizando, permitiendoquelamaguinariadesintesisde
ADNrepliguemasdeunavezlasrepeticiones[22]. Silarepara-
¢ion por conversi dngéni canecesitadeunacopiahomélogaenel
otrocromosomaX, elloexplicariapor quémujeresportadorasde
unapremutaci 6ntienen sl o hijoscon unamutaci on completay
por quévaronesconpremutaci dntienensdl ohijasconpremuta-
cion. Otraexplicacidnaestadesviaci onpor el sexo podriadeber-
seaquelapremutaci én pasariaamutaciéncompletaenlalinea
germinal —quedalugar alascélulasreproductoras—, peromeca-
nismosde sel ecci6n sél o activosdurantelagametogénesi spo-
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drianeliminarlasespermatogoni as(cél ulasreproductorasmas-
culinas) conunosCGG por encimadelapremutacion[23]. En-
tonces, durantelaembriogénesis, sblopodrianocurrir variacio-
nesenel interval odetamafiodel osCGGdemutacioncompl eta
y, eventual mente, reduccionesdetamafio[24].

Saber exactamentecuandoy por quésemetilaunamutacién
completapuedeser rel evanteparaencontrar laformadeinterferir
esteprocesoy prevenirlo. Sinembargo, estudioscomoel quese
Ilevaacaboenvaronesnormal escon mutacionescompl etasno
metiladas, pueden ayudar acomprender si lametilaciondenovo
enlasmutacionescompl etaspuedetener lugar sdloenunperiodo
restringidoenel desarrolloembrionariotemprano[25,26]. Au-
topsi asdeestosindividuostrassufallecimientopermitiriancono-
cersilanormalidadensuinteligenciasedebeaunapremutacion
enel tejidonervioso, loqueseexplicariacomouncasodemosai-
cismodetejido.

Paraentender cientificamentetodoesteprocesodemetil acion-
demetilaci 6nesnecesariomejorar el conocimientoquetenemos
sobrelosmecanismosy ‘ maquinarias' celularesquelollevana
cabo. Sdlosehadescritounametil-transferasademantenimiento
y dos metil-transferasasde novo, pero alin no esseguro quela
metil aci én de novono estéausenteenlascél ulassométi casdel
individuoadulto. Estadltimainformaci énresultafundamental
paraconseguir unademetil acionefectivadelasmutacionescom-
pletas. Laausenciaderemetilacionpermitiriaunposibletrata-

miento paralospacientes afectados con estetipo deabordaje
terapéutico. Enlineassomaticasen cultivo sehaobservado que
nopresentanremetilaci 6ncuando seestudi aunamutaci 6ncom-
pletanometilada, |oqueapoyal aideadel tratami ento por deme-
tilacién del genFMR1enlospacientes|8].

Cuandoseconsiderauntratamientofarmacol 6gicobasadoen
lareactivaci énpor demetil acion, también debeconsiderarseel
impactodeestetratamientosobreel restodegenesenel genoma
del individuo. Aunasi, lareactivacion del genFMR1totalmente
mutado permanececomounaal ternativaatracti vaaotrasposi bi-
lidadespropuestas, entreel lasl aterapi agenéti ca—introduciendo
copiafuncional del genFMR1 enlascélulasnerviosasdel cerebro
delospacientes—olarestituciéndelaproteinaFM RP—producida
invitro conunasecuenciaqueladirijaalascélulasdiana[27].

Todaviadebenrealizarsenumerosasi nvestigacionesparapo-
ner apunto estaspropuestascomoterapiadecuradel sindrome.
Compensar laausenciade FM RPenlospacientesconotrostrata-
mientosfarmacol 6gi cospuedeser uncamino, asi comoel ensayo
conL -acetil carnitina—propuestocomountratamientoparadi smi-
nuir el comportamientohiperactivoy fijarlaatencion—obiene uso
decompuestoscomolasAM PA quinas—queestimul anl osrecep-
toresinvolucradosenlarespuestal TPenel hipocampoylame-
moria[28,29]—. Estosultimosseempl ean paralaenfermedad de
Alzheimery, asuvez, podrianser Gtilesparael tratamientodela
discapacidadintel ectua observadaenel SXF.
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INVESTIGACION TERAPEUTICA: REACTIVACION
DEL GEN FMR1 CAUSANTE DEL SSINDROME X FRAGIL

Resumen. El sindrome X fréagil representa la forma més comdn de
discapacidad intelectual hereditaria en € mundo. Pertenecea un gru-

poenormedemasde200ti posder etrasosmental esqueestan causados
por mutaciones en genes localizados en e cromosoma X, y quetienen
como frecuencia colectiva 1 de cada 1.000 individuos. Este sindrome
es también excepcional porque represento la primera enfermedad
genética causada por la expansion de una zona inestable de tripletes
CGG, por lo que sehatomado como el prototipo deunalistacreciente
de enfermedades hereditarias causadas por mutaciones dinamicas,

debidasainestabilidad de repeticiones detripletes. Diez afios después
de clonar € gen FMR1, causante del sindrome X fragil, todavia no
sabemostodos|os sucesosmolecularesquetienen lugar para permitir

la desestabilizacion delasrepeticiones CGG, localizadasmuy cercade
laida CpG que regula la transcripcion del gen FMR1. Sn embargo,
encontrar queexisteun efecto fundador enestesindromeindicaquelos
cromosomas mutados actuales proceden de un nimero reducido de
cromosomas ancestrales que sufrieron la inestabilidad y que han ido
pasando deunageneracionalasiguiente. Laexpansiondelostripletes
induce una metilacion einactivacion del gen FMR1, lo queprovocala
ausenciadel producto proteico que codifica, la proteina FMRP, enlas
céulas de los pacientes afectados. Por €lo, investigamos la forma de
reactivar € gen FMRL1 en las cdlulas delos pacientes para conseguir

la produccion dela proteina, y estudiar s se puede revertir € fenotipo
ala normalidad. La reactivacion se podria conseguir demetilando la
zonareguladora delatranscripcion; seobservatranscripciondel gen
FMR1 al tratar las células de pacientes en cultivo, con agentes quimi-
cos demetilantes, asi como traduccién de la proteina. Al estudiar la
reactivacion de mutaciones completas en células de pacientes intenta-
mos aprender mas sobrela inactivacion y esperamos que una posible
manera de prevenir o revertir la afectacion en los pacientes con €

sindrome. [REV NEUROL 2001; 33 (Supl 1): S62-5]

Palabras clave. Investigacion. Modelos celulares. Reactivacion ge-
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SXF.INVESTIGACIONY PERSPECTIVASTERAPEUTICAS

INVESTIGACAO TERAPEUTICA: REACTIVACAO
DO GENE FMR1, CAUSA DA SSNDROMA X FRAGIL

Resumo. A sindroma X fragil representa a forma de incapacidade
intel ectual hereditariamaiscomumno mundo. Pertenceaumgrande
grupodemai sde200ti posdeatrasosmentai scausadospor mutactes
emgeneslocalizados ho cromossoma X, e quetémcomo frequéncia
colectiva 1 em cada 1.000 individuos. Esta sindroma é excepcional
também porque foi a primeira doenca genética causada pela
expansdo deuma zonainstavel detripletos CGG, pelo quesetornou
como no protétipo de uma lista crescente de doengas hereditérias
causadas por mutagdes dinamicas, devidas a instabilidade de
repeticles de tripletos. Dez anos depois de clonar o gene FMR1
causador da sindroma X fréagil, ainda ndo conhecemos todos os
sucessosmol ecularesquetémlugar parapermitir adesestabilizacéo
dasrepeticdes CGG, localizadas muito proximas dailha CpG que
regula atranscricdo do gene FMRL1. Contudo, encontrar que existe
um efeito fundador nesta sindroma, indica que os cromossomas
mutadosactuaisprocedemde umnumer o reduzido de cromossomas
ancestrais que sofreram a instabilidade e que foram passando de
geracao emgeracado. A expansdo dostripletosinduzumametilacio
einactivacao do geneFM R1, o que provoca a ausénciado produto
proteico que codifica a proteina FMRP, nas célul as dos pacientes
afectados. Por isso, investigAmos a forma de reactivar o gene
FMR1 nascélulasdosdoentesparaconseguir aproducdodaproteina,
eestudar seépossivel reverter ofenotipo paraanormalidade. Poder-
se-ia conseguir a reactivacdo desmetilando a zona reguladora da
transcrigdo; observa-setranscrigdo do geneFMR1aotratar culturas
de células de doentes, com agentes quimicos desmetilantes, assm
como tradugdo da proteina. Ao estudar a reactivacéo de mutagdes
completas em células de doentes, tentdmos aprender mais sobre a
inactivacao e, esperamos, uma possivel maneira de prevenir ou
reverter o envolvimento nosdoentescomasindroma. [ REV NEUROL
2001; 33 (Supl 1): S62-5]

Palavras chave. Investigacao. Model os celulares. Reactivagao gené-
tica. Sindroma X fragil. Tratamento.
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