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Actualmente se conocen mas de 150 mutaciones responsables de
fibrosis quistica (FQ), gque permiten caracterizar el 75% de
los cromosomas de la poblacidén espafola. Realizar un
diagnéstico genético significa poder llegar hasta 150 analisis
corriendo el riesgo de no llegar a conocer la mutacidn
responsable para alguno de los cromosomas afectos. La técnica
de los SSCPs permite detectar en una solo andlisis cualquier
cambio que se produzca en un exén o fragmento determinado de
ADN, sea este cambio debido a una mutacién ya descrita o bien
a una nueva mutacién. Esto supone un considerable ahorro de
tiempo y poder realizar al mismo tiempo andlisis geneticos vy
bisqueda de nuevas mutaciones.

Introduccién La Fibrosis quistica es la enfermedad autosémica
recesiva grave mas frecuente en la poblacién de raza blanca
con una incidencia de 1/2000 y una frecuencia de 1/25, siendo
la incidencia de la enfermedad tanto en Catalunya como en el
resto de Espafia de 1/3000.

La gran cantidad de mutaciones existentes, mds de 150, suponen
un inconveniente para analizar un individuo determinado, ya
que para cada muestra hemos de hacer un andlisis para cada
mutacién conocida, hasta que encontremos cual es 1la
responsable en cada caso.

La aplicacién de la técnica de los SSCPs permite analizar en
un solo andlisis cualquier cambio gue ocurra en un fragmento
determinado de ADN. Esta técnica se basa en la diferente
velocidad electroforética, en geles de acrilamida no
denaturantes, gque presentan las cadenas simples de ADN. La
velocidad electroforética depende de la resistencia que sufre
una cadena simple de ADN en el gel por la conformacién o
plegamiento gue adopta, siendo el plegamiento dependiente de
la secuencia de nucleétidos de la simple cadena. Cualguier
cambio en la secuencia de nucleétidos, sea por substitucién,
deleccidén o insercién de nucleétidos provocard un plegamiento
o conformacién diferente presentando una distinta movilidad
electroforética que nos permitira detectar el cambio.
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Cada mutacidén presenta una movilidad electroforética
determinada lo que nos permite, con la utilizacién de
controles, saber gque en el exdn o fragmento de ADN analizado,
poder identificarla.

Material y Metodos Realizamos una PCR con el fragmento a
analizar utilizando un nucleétido marcado (a32P—dCTPj en la
reaccion. La mezcla de reaccidén se realiza en un volumen final
de 10 wl, manteniendo las proporciones de los reactivos, asi
como las condiciones de amplificacién que utilizamos
normalmente para este fragmento.

El producto de reaccién se diluye 1:50, se carga en un gel de
poliacrilamida al 6%, con 10% de glicerol Yy se deja correr
dependiendo del fragmento (300 pares de bases 24 horas) a 10
Watios. Se deja exponer durante 12-24 horas.

En caso de detectar alguna banda anémala que no presente un
patrdén conocido con los controles de mutaciones, se corta la
banda directamente del gel de acrilamida y se amplifica por
PCR de nuevo, secuencidndose el producto de la PCR
directamente, bien por secuenciacién manual o por
secuenciacién automadtica mediante deoxynucleédtidos marcados
por fluorescencia.

Resultados La utilizacién de este método permite realizar al
mismo tiempo la bisqueda de nuevas mutaciones y analizar
riapidamente los exones del gen de FQ, facilitando el trabajo y
ahorrando una gran cantidad de tiempo. Asi, nos ha sido
posible realizar:

- Identificacién de nuevas mutaciones:

. siete nuevas mutaciones (E92K Yy Al20T en el exén 4,
R334W en el exén 7, 1609delCA en el exén 10,
2869insG en el exén 15, y R1162X y 3667del4 en el
exén 19).

. dos nuevos polimorfismos (1001+12 C o T en el intrén
6b y 1898+152 T o A en el intrén 12).

cuatro variantes de secuencia (873 C o T en el exdén
6a, 1773 A o T en el exén 11, 3030 G o A en el exén
15 y 4521 (G o A en el exén 24).

- Andlisis de 1los exénes 4, 7, 10, 11, 12, 15, 19 y 20 del
gen de la FQ lo que permite detectar cerca del 40% de las
mutaciones responsables de FQ, presentes en el 70% de los
cromosomas de nuestra poblacién en sélo 8 analisis. Se
logra asi una mayor rapidez en la identificacién de las
mutaciones causantes de FQ en un individuo determinado.
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Discusién La aplicacién de la técnica de SScp supone una
avance en el analisis de mutaciones de fragmentos determinados
de ADN, ya que permite observar cualquier cambio en 1la
secuencia de nucleétidos sin necesidad de tener que utilizar
ningin equipo especial. Existen otras técnicas gue permiten
analizar las posibles mutaciones o cambios en la secuencia de
un fragmento de ADN, comc la técnica de Electroforesis en
Geles de Gradiente Desnaturalizante (DGGE), o la técnica de
heteroduplex, o la del RNA-cleavage, pero necesitan de equipos
especiales, o bien como la de heteroduplex, presentan una
sensibilidad menor.

El siguiente paso en el analisis genético de la FQ es terminar
de poner a punto las condiciones de SSCPs para el resto de los
27 exones del gen, y en una etapa posterior poder realizar el
andlisis de SSCP sobre el cDNA obtenido a partir del RNA de
biopsia nasal de afectos para la enfermedad, lo que
significaria reducir adn mas el nimero de analisis Yy pasar a
realizar un maximo de 5 o 6 analisis por individuo afecto. Al
mismo tiempo se debe seguir con 1la bisqueda de nuevas
mutaciones de manera que podamos llegar a conocer la totalidad
de las mutaciones causantes de la enfermedad pudiendo realizar
asi analisis directo de la enfermedad y ofrecer deteccién de
portadores en la poblacién y diagnéstico prenatal con una
fiabilidad del 100%.
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