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ESTUDI GENETIC DE L’EXPANSIO DE L’'HEXANUCLEOTID GsC; EN EL GEN
C90rf72, ASSOCIAT A LA DEMENCIA FRONTOTEMPOTRAL | A L’ESCLEROSI
LATERAL AMIOTROFICA.

La DFT es considera una de les formes de demeéncia més comuns en la poblacié menor de 65 anys,
amb una prevalenca de 10 casos per 100.000. Només la malaltia d’Alzheimer és més prevalent. Els
pacients amb DFT pateixen una degeneracid de les neurones en els I0buls frontals i temporals que
condueix a canvis de comportament i personalitat, deficits en les funcions executives i deficiencies
del llenguatge.

L’ELA, també coneguda com la malaltia de Lou Gehrig, és un desordre de les motoneurones superiors
e inferiors que es manifesta com hiperrefléxia, espasticitat progressiva, fasciculacions, atrofia
muscular i debilitat. L'aparicié de la malaltia és majoritariament a partir dels 60 anys, amb una
prevalenca de 5 casos per cada 100.000 persones.

Encara que I'ELA s’ha definit tradicionalment com un trastorn del sistema motor, actualment és
reconeguda com una malaltia neurodegenerativa multisistémica, ja que altres arees cerebrals
diferents de les motores pateixen degeneracid, de forma que fins a un 50% dels pacients
experimenten un deteriorament de les funcions frontotemporals, com la cognicid i el comportament.
De la mateixa manera, entre un 15 i un 50% dels pacients amb DFT presenten manifestacions de
malaltia de motoneurona. Basant-se en la superposicié clinica, neuropatologica (i també genética)
entre la DFT i I'ELA, aquestes dues malalties es consideren actualment dos extrems d’un espectre que
compren tots els possibles graus entre les malalties (espectre DFT-ELA).

La DFT i la ELA, es consideren desordres multifactorials i la seva causa primaria no ha estat encara
dilucidada. No obstant, una proporcio relativament important dels casos sén atribuibles a alteracions
genetiques hereditaries compartides.

El gen C9orf72 es troba al brag curt del cromosoma 9 (9p21) i presenta 11 exons. A I'exd 1 del gen es
localitza una seqliéncia de sis parells de bases GGGGCC (G4C;), que es repeteix un numero variable de
vegades. A I'lany 2011, en un estudi amb families amb fenotip combinat de DFT i ELA, es va descriure
una associacié molt forta entre una multiplicacié del nimero de repeticions d’aquesta seqiiencia
(expansid), i I'aparicié de la malaltia. A dia d’avui, I'expansié de C9orf72, es considera la causa
genetica hereditaria més comu per a les dues malalties. Quan la malaltia és deguda a aquesta
alteracio genética, es transmet de pares a fills seguint un patré d’heréncia autosomica dominant, pel
que en les families afectes, és comu trobar individus malalts en totes les generacions.
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Figura 1. Representacio esquematica del gen huma C9orf72 amb la localitzacié de la seqiiéncia repetitiva GGGGCC
(en vermell) (J. Jiang and J. Ravits, 2019) (1)

El gen C9orf72 codifica una proteina que es troba en diversos teixits (C9orf72). En el sistema nervids,
la proteina C9orf72 s'expressa en totes les regions del cervell, amb el nivell d'expressiéo més alt en el
cerebel. La proteina és abundant en cel-lules nervioses (neurones) en les capes externes del cervell
(escorca cerebral) i en neurones especialitzades en el cervell i la medul-la espinal que controlen el
moviment (neurones motores). Es creu que la proteina C9orf72 afecta al procés de transcripcid
genica, la traduccié d'ARN a proteines i el transport d'ARN dins de la cél-lula.

Encara que el mecanisme concret pel que I'expansié de C9orf72 desencadena la malaltia encara no
s’ha establert amb certesa, les investigacions realitzades fins al moment condueixen a 3 hipotesis
principals:

= Ladisminucio dels nivells de proteina C90orf72 i la consegiient pérdua de funcio.

= La generacié de molécules de ARN missatger amb I'expansid, que tindrien un efecte toxic
sobre les cel-lules nervioses.

= ['acumulacié de proteines amb la repeticid del dipeptid Glicina-Serina codificades per
I’expansio (DPRs).

ESTUDI DE L'EXPANSIO DE C9orf72 AL LABORATORI DE GENETICA

El gold standard per a I'estudi de malalties per expansid, inclosa la malaltia per C9orf72, és I'analisi
per southernt blot, una técnica molt laboriosa i que requereix instal-lacions especialitzades. Per aixo,
a les ultimes decades, s’han estes les analisis basades en la reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR),
molt més rapides i amb menys condicionants técnics.

A la seccié de geneética del laboratori I'estudi de I'expansié de C9orf72 es realitza mitjangant una
analisi basada en diferents reaccions de PCR que ens donen informacié complementaria.

En una primera reaccio, utilitzem una parella d’encebadors flanquejants a la regid repetitiva. A
continuacié, mitjancant una electroforesi capil-lar d’alta resolucié en un seqiienciador automatic
podem separar el fragments amplificats en funcié de la seva mida, que sera proporcional al nimero
de repeticions de la regid. A I'analisi observem un pic per a cada un del al-lels amb diferent nimero
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de repeticions que tingui el pacient. Mitjancant una recta de calibratge, a partir d’'un estandard
valorat, podem determinar la mida de la regié G4C; a cada un dels al-lels

Encebador 1

------------------ GGGGCC GGGGCC GEGGCC GEGELC GEGECC GEGACC GEGGLL - -----------------
CCCCGG CCOCGG 00CCGG OCCCGG C00CGG COCCGE CCOLGE  -------------=-----

Encebador 2

Figura 2. Representacid esguematica del disseny d'encebadors flanquejants s la PCR convencional per a
l'estudi de |z seqliéncia repetitiva.
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Figura 3. Resultats i detall de l'electroforesi capil-lar de la PCR convencional. 5'chserven dos pics pertanyents a
dos al-lels de diferent mida.

No obstant, les regions repetitives del genoma, especialment aquelles enriquides en bases G i C,
como l'expansié del C9orf72, suposen un repte per a la seva analisi mitjangant aquests métodes
basats en PCR convencional, de forma que, a partir d’'un determinat nimero de repeticions, I'al-lel
portador d’una expansié no es amplificable i per tant no es pot detectar. Aquesta situacio, no ens
permet diferenciar un pacient homozigot per a un al-lel normal, d’'un que porti I'expansio, ja que tots
dos presentaran un Unic pic al-lelic.

Es per aixd que, addicionalment, fem servir un segon tipus de reaccié denominada repeat primed PCR
(RP-PCR). La RP-PCR és una modificacid de la PCR, especifica per a I'estudi de seqliéncies repetitives
del genoma. A I'igual que en la PCR convencional, un dels dos encebadors hibrida al costat de la regi6
d’interes. El segon encebador pero, te una seqiéncia complementaria a la propia seqliéncia
repetitiva, de forma que és capac d’hibridar amb cada una de la repeticions, generant fragments de
totes les mides possibles. Per ultim, es fa servir un tercer encebador, complementari al segon, que en
permet amplificar tots el fragments generats.
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Figura 4. Representacio esquematica del disseny d'encebadaors a les RP-PCR.

A l'electroforesi capil-lar, veiem el resultat com una série consecutiva de pics, un per cada repeticio.
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Figura 5. Resultats i detall de 'electroforesi capil-lar de la RP-PCR en un individu amb un al-lel normal i un al-lel
de significat incert, amb una expansic moderada.

En els portadors d’una gran expansid, podem observar un patré molt caracteristic, constituit per una
série de pics de mida decreixent que es perden en el fons.
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Figura 6. Resultats i detall de Pelectroforesi capil-lar de la RP-PCR en un individu amb una al-lel normal i un
al-lel patogénic amb una gran expansio.
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La combinacié de les tres reaccions ens permet, al mateix temps, determinar el nimero de
repeticions en al-lels no expandits o amb expansions moderades i, per altra, detectar qualitativament
les grans expansions, causants de patologia. L’Us de la TP-PCR en els dos sentits de la doble cadena
d’ADN ens permet evitar falsos positius i negatius, que es poden produir per variants genétiques
properes a la regid analitzada. La conclusié final, és el resultat de la integracidé del diferents patrons
observats.

A dia d’avui, no hi ha encara un consens sobre quin és el minim ndmero de repeticions necessari per
a causar patologia. A Catlab, hem definit una série de rangs de referéncia, a partir d’'una revisié
exhaustiva de la bibliografia disponible actualment:

e Allels normals (<= 14 repeticions): No causant de patologia associada a C9orf72.

e Allels amb expansions de significat incert (15 a 23 repeticions): En un pacient amb DFT-ELA,
I'expansid de G4C, al gen C9orf72 pot estar actuant com un allel de risc en el
desenvolupament de la malaltia, encara que no es poden excloure altres causes.

e Allels amb expansions intermedies (24 a 60 repeticions): Es tracta d’expansions
patogéniques, encara que amb penetrancia incompleta. En un estudi diagnostic en un
pacient amb DFT-ELA, la malaltia és atribuible a aquesta alteracié. Els familiars que
heretessin I'alteracié tindrien un risc elevat de desenvolupar la malaltia.

e Allels amb grans expansions (més de 60 repeticions): S6n expansions patogéniques amb
penetrancia gairebé completa. En un estudi diagnostic en un pacient amb DFT-ELA, la
malaltia és atribuible a aquesta alteracid. Practicament tots els portadors d’aquesta alteracié
desenvoluparan un desordre de I'espectre DFT-ELA.

Aguesta aproximacié basada en PCR, permet un flux de treball senzill, rapid, i adaptable a les
instal-lacions del nostre laboratori, pero, té certes limitacions. La principal és que no pot quantificar
la mida de I'expansié en al-lels amb més de 35 -40 repeticions i, per tant, no ens permet diferenciar
algunes expansions intermédies de les grans expansions.

Per tant, és molt recomanable, especialment en estudis presimptomatics de familiars d’un pacient ja
diagnosticat, confirmar la preséncia i la mida de I'expansié amb un estudi de southern blot en un
centre de referéncia.
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