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Actualmente se conocen mas de 150 mutaciones responsables de
fibrosis quistica (FQ), que permiten caracterizar el 75% de
los cromosomas de la poblaci6n espanola. Realizar un

diagn6stico genetico significa poder llegar hasta 150 analisis
corriendo el riesgo de no llegar a conocer la mutaci6n
responsable para alguno de los cromosomas afectos. La tecnica
de los SSCPs permite detectar en una solo analisis cualquier
cambio que se produzca en un ex6n 0 fragmento determinado de
ADN, sea este cambio debido a una mutaci6n ya descrita 0 bien
a una nueva mutaci6n. Esto supone un considerable ahorro de
tiempo y poder realizar al mismo tiempo anal isis geneticos y
busqueda de nuevas mutaciones.

Introducci6n La Fibrosis quistica es la enfermedad autos6mica
recesiva grave mas frecuente en la poblaci6n 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 Espana de 1/3000.

La gran cantidad de mutaciones existentes, mas de 150, suponen
un inconveniente para analizar un individuo determinado, ya
que para cada muestra hemos de hacer un anal isis para cada
mutaci6n conocida, hasta que encontremos cual es la

responsable en cada caso.

La aplicaci6n de la tecnica de los SSCPs permite analizar en

un solo analisis cualquier cambio que ocurra en un fragmento
determinada de ADN. Esta tecnica se basa en la diferente
velocidad electraforetica, en geles de acrilamida no

denaturantes, que presentan las cadenas simples de ADN. La
velocidad electrafaretica depende de la resistencia que sufre
una cadena simple de ADN en el gel par la conformaci6n 0

plegamienta que adapta, sienda el plegamiento dependiente de
la secuencia de nucle6tidos de la simple cadena. Cualquier
cambio en la secuencia de nucle6tidos, sea par substituci6n,
delecci6n 0 inserci6n de nucle6tidos provacara un plegamiento
o conformaci6n diferente presentando una distinta movilidad
electroforetica que nos permitira detectar el cambio.
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Cada mutaci6n presenta una movilidad electroforetica
determinada 10 que nos permite, con la utilizaci6n de
controles, saber que en el exon 0 fragmento de ADN analizado,
poder identificaila.

Material y Metodos Realizamos una PCR con el fragmento a
analizar utilizando un nuc Le ot i do marc ado (a32P-dCTP) en la
reaCClon. La mezcla de reaccion se realiza en un volumen final
de 10 �l, manteniendo las proporciones de los reactivos, asi
como las condiciones de amplificaci6n que utilizamos
normalmente para este fragmento.

El producto de reaccion se diluye 1:50, se carga en un gel de
poliacrilamida al 6%, con 10% de glicerol y 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 anomala que no presente un
patron conocido con los controles de mutaciones, se corta la
banda directamente del gel de acrilamida y se amplifica por
PCR de nuevo, s e c u e n c i a n d o s e el producto de la PCR
directamente, bien por s e c u e n c i a c i o n manual 0 porsecuenciaci6n automatica mediante deoxynucle6tidos marcados
por fluorescencia.

Resultados La utilizacion de este metodo permite realizar al
mismo tiempo la busqueda de nuevas mutaciones y analizar
rapidamente los exones del gen de FQ, facilitando el trabajo y
ahorrando una gran cant idad de t iempo. As i, nos ha s ido
posible realizar:

Identificaci6n de nuevas mutaciones:

siete nuevas mutaciones (E92K y A120T en el exon 4,
R334W en el ex6n 7, 1609delCA en el ex6n 10,
2869insG en el exon 15, y Rl162X Y 3667de14 en el
e xori 19).

dos nuevos polimorfismos (1001+12 CoT en el intr6n
6b y 1898+152 T 0 A en el intron 12).

cuatro variantes de secuencia (873 CoT en el ex6n
6a, 1773 A 0 T en el exon 11, 3030 GoA en el ex6n
15 y 4521 (G 0 A en el exon 24).

Ana Li s i s de los ex6nes 4, 7, 10, 11, 12, 15, 19 Y 20 del
gen de la FQ 10 que permite detectar cerca del 40% de las
mutaciones responsables de FQ, presentes en el 70% de los
cromosomas de nuestra poblacion en s6lo 8 analisis .. Se
logra asi una mayor rapidez en la identificacion de las
mutaciones causantes de FQ en un individuo determinado.
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Discusi6n La aplicaci6n de la tecnica de SSCP supone una
avance en el anal isis de mutaeiones de fragmentos determinados
de ADN, ya que permite observar cualquier cambio en la
secuencia de nucle6tidos sin necesidad de tener que utilizar
ningun equipo especial. Existen otras tecnicas que permitenanalizar las posibles mutaciones 0 cambios en la secuencia de
un fragmento de ADN, como la tecnica de Electroforesis en
Geles de Gradiente Desnaturalizante (DGGE), 0 la tecnica de
heteroduplex, 0 la del RNA-cleavage, pero necesitan de equiposespeciales, 0 bien como la de heteroduplex, presentan una
sensibilidad menor.

El siguiente paso en el analisis genetico 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
analisis de SSCP sobre el eDNA obtenido a partir del RNA de
biopsia nasal de afectos para la enfermedad, 10 quesignificaria reducir aun mas el numero de analisis y pasar a
realizar un maximo de 5 0 6 analisis por individuo afeeto. Al
mismo tiempo se debe seguir con la busqueda de nuevas
mutaciones de manera que podamos llegar a conoeer la totalidad
de las mutaciones eausantes de la enfermedad pudiendo realizar
asi anal isis directo de la enfermedad y ofrecer detecci6n de
portadores en la poblaci6n y diagn6stieo prenatal con una
fiabilidad del 100%.
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