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RESUMEN

El Sindrome X Frégil es la principal causa hereditaria de discapacidad
intelectual y la principal causa monogénica de autismo. Se trata de una
enfermedad de herencia dominante ligada al cromosoma X. Se produce por
una mutacion dindmica con expansion de tripletes CGG en el gen FMR1, que
cuando sobrepasan las 200 copias, detonan la inactivacion epigenética del
gen. Las modificaciones epigenéticas principales son la metilacion del promotor

y las modificaciones de las histonas H3 y H4.

A dia de hoy se ha demostrado la posibilidad de reactivar parcialmente el gen
FMR1 mediante tres vias de actuaciébn. En primer lugar, mediante la
inactivacion con 5-azadC de la enzima DNA metiltransferasa, se inhibe la
metilacion del promotor. En segundo lugar, se revierten las modificaciones de
las histonas y se consigue el estado de eucromatina, utilizando farmacos como
el butirato, el 4-fenilbutirato, el acido valproico, la L-acetilcarnitina y la
tricostatina A. Por Ultimo, aplicando la técnica de edicion gendmica
CRISPR/Cas9 para escindir el exceso de trinucleétidos, se consiguen

resultados prometedores.

Palabras clave: X Fragil, reactivacion, epigenética, tratamiento, 5-azadC,

CRISPR/Cas9, X Fragile, Reversion, Reactivation, Histone acetylation, DNA

methyltransferase.



1. INTRODUCCION

1.1 Qué es el Sindrome del X Fragil

El sindrome del X Fragil (SXF) es la causa mas comun de discapacidad
intelectual hereditaria y la principal causa monogénica de autismo y trastornos
del espectro autista. Se le atribuye el 1 — 2% de todas las discapacidades
intelectuales y del 2 — 5% de los trastornos de espectro autista. Tiene una

prevalencia estimada de 1/4000 varones y 1/7000 mujeres. 2

Se trata de una enfermedad con herencia dominante ligada al cromosoma X,
qgue afecta al gen FMRL1 (Fragile Mental Retardation gen ligado al sitio fragil 1),

precursor de la proteina FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein).

Los trastornos asociados al X fragil (TASXF) constituyen un grupo de
enfermedades causadas por alteraciones en el gen FMR1. Estas
enfermedades son el Sindrome de X Fragil (SXF) propiamente dicho, la
insuficiencia ovarica primaria asociada al X fragil (FXPOI) y el sindrome de
ataxia asociado al X fragil (FXTAS). 12

1.1.1 Historia

EL sindrome del X fragil fue descrito por primera vez en 1943 por Martin JP &
Bell J, tras estudiar una familia con varios varones que tenian en comun
discapacidad intelectual, facies caracteristica y macroorquidismo. En 1969
Lubs asocia como marcador citogenético a este sindrome la existencia de un
punto fragil (FRAXA) en el extremo del brazo largo del cromosoma X (Xq27.3),
dandole el nombre de “Sindrome X Fragil”. En 1991 se consigue clonar el gen
FMR1, describiéndose por primera vez un nuevo tipo de mutacioén, la mutacion
dinamica por expansion de tripletes, en éste caso CGG. En 1999 se asocia a la
alteracion del gen FMR1 una alta incidencia de fallo ovarico precoz (FOP) y en
2001 se relaciona el Sindrome de temblor — ataxia asociado al X fragil
(FXTAS). Desde 2007 se han conseguido cada vez mas datos sobre la

enfermedad, dirigiendo la busqueda de nuevas dianas terapéuticas. *



1.1.2 Herencia

En la actualidad, el 98% de los casos de SXF se atribuyen a un patron de
herencia dominante ligado al cromosoma X con penetrancia incompleta en
mujeres. Se trata de una mutacién dinamica en el gen FMRL1, localizado en el
cromosoma Xq27.3. Este gen posee una zona inestable en la que puede variar
el numero de repeticiones CGG al ser transmitido en herencia. Como

consecuencia de dicha mutacién se produce un déficit de FMRP. *

La expansion del niumero de repeticiones hasta el rango patolégico ocurre
exclusivamente durante la meiosis materna. Los varones transmiten su mismo
nimero de repeticiones. Esta mutacion dindmica presenta fenomeno de
anticipacion, es decir, la clinica suele ser mas precoz y severa en las nuevas

generaciones. 12

En funcion del niumero de repeticiones podemos clasificar los alelos como
normales, intermedios, premutados y con mutaciéon completa.

- Entre 6 — 44 repeticiones de CGG: Alelo normal con transmision estable.

- Entre 45 — 54 repeticiones de CGG: Zona gris. Alelo intermedio que
pueden ser estables o ligeramente inestables. Puede expandirse en la
herencia formando alelos premutados.

- Entre 55 — 200 repeticiones de CGG: Alelos premutados. La prevalencia
de alelos premutados en mujeres es entre 1/151 y 1/259, mientras que
en los varones es menor, entre 1/468 y 1/813.

- Mayor de 200 repeticiones: Alelo con mutacién completa. No se expresa
proteina FMRP. Todos los varones estaran afectos de SXF mientras que
solo el 30 — 50% de las mujeres estaran afectadas debido al fenémeno
de inactivacion del cromosoma X.

Mas del 25% de los pacientes presentan mosaicismo con alelos premutados y
alelos con mutacion completa debido a la inestabilidad somatica en la
embriogénesis temprana. Si afiadimos la inactivacién al azar de uno de los
cromosomas X en la mujer, se explica asi la penetrancia incompleta y los

distintos fenotipos existentes. 2



Tan solo un 1 — 2% de los casos podria atribuirse a mutaciones puntuales o
deleciones en el gen FMR1, pudiendo ser de novo o heredadas de una madre

portadora. *
1.1.3 Fenotipo

El fenotipo depende principalmente del nimero de repeticiones CGG, es decir,
de qué alelo posea el cromosoma X y de si se trata de un varén o una muijer.
En individuos con alelos normales e intermedios no se produce ninguna

alteracién en la produccién de FMRP. *

En individuos con alelos premutados, la expresion de la proteina FMRP no se
afecta significativamente, pero si aumenta la expresion del mRNA que codifica
el gen FMR1, téxico para las células. Estos individuos son asintomaticos para
SXF, pero pueden desarrollar insuficiencia ovarica primaria asociada al X fragil
(20% de las mujeres) y sindrome de tremor-ataxia asociado al X fragil (FXTAS)
hasta en un 50% de los individuos. Ademas, existe mayor frecuencia de

enfermedades autoinmunes como hipotiroidismo y fibromialgia. *

Los individuos con mutacidbn completa presentan Sindrome X Fragil. No
aparece ni el mRNA ni la proteina FMRP en los genes con >200 copias. Entre
las manifestaciones cabe destacar una baja capacidad intelectual con un
promedio de 1Q de 40 — 50 en varones y algo mayor en mujeres. Alteraciones
de la memoria de trabajo y del procesamiento de la informacién, déficit de
atencion e hiperactividad, impulsividad, ansiedad, labilidad emocional,
trastornos y conductas del espectro autista, alteraciones del desarrollo del
lenguaje y epilepsia. En cuanto a las manifestaciones fisicas, se puede
encontrar entre otras, macroorquidismo, mandibula alargada, estrabismo,
orejas grandes evertidas, macrocefalia y alteraciones de tejido conectivo como
prolapso de la valvula mitral, pies planos, articulaciones hiperextensibles y piel

suave. 2

En las mujeres, la sintomatologia suele ser algo mas leve debido a la
inactivacién que ocurre al azar de uno de los dos cromosomas sexuales X, el

normal o mutado. *?



1.2 Gen FMR1

El gen FMRL1 se localiza en la posicion Xg27.3 del cromosoma sexual X. Ocupa
40Kb y se compone de 17 exones y 16 intrones. -2

El triplete polimérfico CGG que causa el SXF se localiza en la secuencia 5’UTR
(5" untranslated region) del primer exdn. Este exon actia como regulador de la
expresion del promotor. Entre las repeticiones peridodicas CGGn, existen
interrupciones AGG, que estabilizan la secuencia de DNA; en la poblacién
normal se presentan cada 9 — 10 tripletes CGG. Disminuyen el riesgo de
expansion de los alelos intermedios o premutados. Cuando estas secuencias
AGG desaparecen la secuencia torna inestable y aumenta el riesgo de
expansion. En funcién del nimero de repeticiones aparecen los alelos descritos

previamente en el apartado 1.1.2.%2

La expansion de tripletes CGG se produce por un inadecuado apareamiento de
bases de las cadenas de DNA durante la replicacion o durante la reparacion
del DNA mal copiado por la polimerasa. La probabilidad de que la mutacion
ocurra depende de la edad materna, del numero de repeticiones previo y del

numero de interrupciones AGG presentes en el gen FMR1. *

1.3 Silenciamiento del gen FMR1

El silenciamiento del gen FMR1 responde a modificaciones epigenéticas, que
pueden ser debidas a una hipermetilacion o alteraciones de la acetilacién de
las histonas H3 y H4. Cuando el niumero de repeticiones del CGG es >200
(mutacion completa), se hipermetilan las citosinas en el promotor del gen
FMR1, inhibiéndose su expresion. Estos cambios epigenéticos, hipermetilacidon
y desacetilacién, junto con los producidos por la expansion de tripletes en el
promotor, provocan que el DNA se mantenga en estado heterocromatico. De
esta manera, tanto los factores de transcripcion como la polimerasa, no se
pueden unir a la secuencia de DNA, no produciéndose mRNA y por lo tanto

silenciando el gen FMR1. *'2



Pueden existir casos con un mosaico de metilacion que permite que algunas
células, pese a poseer un alelo con mutacion completa, expresen FMRP. Estos

individuos son varones generalmente y presentan un fenotipo menos severo. 2

La expansion de trinucleétidos que da paso de alelo premutado a alelo con
mutacion completa ocurre en la meiosis materna, mientras que la
hipermetilacion, desacetilacion e inactivacion del gen FMR1 se produce tras la

fecundacion en etapas precoces del desarrollo embrionario. *

En un pequefio porcentaje de casos, 1 — 2%, el silenciamiento del gen FMR1

se produce por mutaciones puntuales o deleciones. *

1.4 Proteina FMRP

El gen FMR1 posee 17 exones y expresa un mRNA de 3.9 Kb, que tiene
splicing alternativos, principalmente a nivel de los exones 12, 14, 15 y 17,
dando lugar a 12 isoformas de FMRP. La proteina FMRP esta compuesta por
632 aminoacidos que contienen multiples sitios de interaccion proteina —

proteina y sitios de union para RNAs codificantes y no codificantes.

En cuanto a la expresion de FMRP en el organismo presenta elevados niveles
en el sistema nervioso central y periférico (hipocampo, corteza, motoneuronas,
células Purkinje del cerebelo), testiculos, ovarios, timo, eséfago y bazo.
Moderados niveles en rifiones, higado, colon, Gtero, tiroides y pulmén. No se

expresa en musculo, corazén ni aorta.

En el sistema nervioso central, la FMRP es la principal proteina reguladora de
traduccion de hasta un tercio de los RNAs que codifican proteinas pre y
postsinapticas. Tiene funcidén de transporte desde el ntcleo hasta el soma vy las
dendritas, y de regulacion de traduccion de mRNAs a su proteina funcional. Es
esencial su correcto funcionamiento y produccién para el modelado de la
plasticidad sinaptica, la sinapsis, el desarrollo normal de las espinas dendriticas

y por lo tanto, el correcto funcionamiento cognitivo del individuo. *2

Cuando se pierde la funcién reguladora de la FMRP, se produce un

desequilibrio entre vias de neurotransmision excitatoria e inhibitoria y



alteraciones de la sefalizacion intracelular. Las principales alteraciones
conocidas a nivel neuronal por el déficit de FMRP se relacionan con los
receptores de glutamato (mGIuR), los receptores de N-metil-D-aspértico
(NMDAR), el receptor AMAP (AMPAR), los receptores de cannabinoides
(CBR), la sintasa kinasa glucogénica 3 (GSK3), los inhibidores de la
recaptacion de serotonina (SSRI), el receptor GABA tipo A (GABAR-A), rutas
de sefializacion intracelular y los niveles de la matriz de metalopeptidassa-9
(MMP9). 12

1.5. Lineas terapéuticas en el X Fragil

En la actualidad se plantean dos vias principales para el tratamiento del
Sindrome X Fragil. En primer lugar, la focalizada en reactivar el gen FMR1,

tema principal de éste Trabajo de Fin de Grado (TFG).

En segundo lugar, los tratamientos orientados a suplir el déficit de la proteina

FMRP y sus consecuencias. 2

Para estos se utilizan terapias farmacolégicas
orientadas al control de los sintomas neuro-psiquiatricos y a la actuacion sobre

la base fisiopatolégica de la enfermedad. * % #

2. MATERIAL Y METODOS

En este Trabajo de Fin de Grado se lleva a cabo una actualizacion de la
informacion existente sobre el Sindrome X Fragil y su tratamiento genético. En
primer lugar, se lleva a cabo una busqueda sistematica de las publicaciones y
ensayos a proposito del tema, realizando por dltimo un analisis critico de los

resultados obtenidos.
2.1. Justificacion

El Sindrome X Fragil se considera una enfermedad rara, con una incidencia
menor a 5/10.000 personas. En los dltimos afios el estudio de su etiologia y
fisiopatogenia ha motivado la busqueda de nuevos tratamientos especificos.
Con éste TFG se pretende realizar una revision bibliogréafica de la informacion
existente. Para ello se lleva a cabo una busqueda sistematica de informacion

en bases de datos de relevante reconocimiento cientifico.



2.2.0bjetivos y busqueda de la informacion

En primer lugar, se decide los objetivos de la busqueda. Se pretende recopilar
informacion sobre la etiologia, la etiopatogenia y especialmente sobre la

reactivacion del gen del Sindrome X Fragil.

Nuestro tutor, Juan José Telleria Orriols, nos facilita en septiembre de 2017 el
borrador de un articulo® no publicado a esa fecha, que se utiliza como
referencia a la hora de dirigir la busqueda de informacién. Durante el proceso

de realizacion del TFG el articulo es publicado.

Antes de iniciar la busqueda se fijan criterios para acotar la actualidad y
accesibilidad de la informacion.
- Criterios de inclusién:
» Publicado en los ultimos 5 afios
» Estudio con material humano o animal
» Informacién relevante sobre los objetivos establecidos
- Criterios de exclusién
» |dioma distinto al espafiol o inglés

= Articulos sin acceso gratuito al texto completo

Tras fijar éstos criterios se inicia la busqueda dirigida en Octubre del 2017. Se
utiliza como bases de datos y motores de busqueda PubMed, Cochrane,

Clinical Trials, Elsevier, Google y Google académico.

A continuacion, se expone los términos de busqueda utilizados y los resultados
obtenidos en cada base de datos. Asi mismo, se expone el nimero de articulos
aceptado debido a su relevancia tras la lectura critica del abstract o resumen.
Se mantienen los criterios de buUsqueda establecidos, y en Cochrane,
Clinicaltrials y Elsevier, con el objetivo de dirigir la busqueda, se afiaden

nuevos filtros facilitados por la opcion de busqueda avanzada.

PubMed
A continuacién, y apoyandonos en la tabla adjunta, se explican la busqueda

realizada en la base de datos PubMed. Durante la busqueda, en ocasiones se



obtienen los mismos articulos al utilizar diferentes términos. Se decide citar los

articulos en todos los apartados en los que aparecen.

TERMINO | BOOLEANO TERMINO RESULTADOS | VALIDOS

X Fragile AND

Reactivation 9 7

Histone acetylation

DNA methyltransferase

CRISPR/Cas9

Reversion

N IN[W|IWDN
N IR, W|IO|N

DNA methylation editing

Como término principal de busqueda se utiliza “X Fragile”, afadiendo como

segundos términos los siguientes.

Con el término de busqueda “reactivation”, se obtienen 9 resultados,
considerandose 7 de ellos relevantes. 8 9 11.12.13.14

Con los términos de busqueda “Histone acetylation”, se obtienen 2
resultados, siendo ambos relevantes. %

Con los términos de busqueda “DNA methyltransferase”, se obtienen 3
resultados, ninguno con relevancia.

Con el término de busqueda “CRISPR/Cas9”, se obtienen 3 resultados,
siendo los tres relevantes. >4 1°

Con el término de busqueda “reversion”, se obtienen dos resultados,
tomando uno como relevante. **

Con los términos “DNA methylation editing”, se obtienen dos resultados,

siendo ambos relevantes. * °

Al utilizar el término “epigenetic”, se obtienen 54 articulos sin especificidad por

los objetivos establecidos. Se decide, por lo tanto, restringir la busqueda a los

términos previamente descritos.

Elsevier

Término de busqueda: “X Fragil”. Filtros afiadidos: “revistas de ciencias de la

salud”, area de conocimiento, “Medicina”, especialidad, “Neurologia’. Se

obtiene como resultado 11 articulos, considerandose relevantes dos.* °

10




Google académico
Término de busqueda: “Mecanismos epigenéticos Sindrome X Fragil”. No se

afiaden nuevos filtros. Se selecciona un articulo relevante. 3

FRAXA Research Fundation

Se trata de la pagina web de la Fundacion FRAXA, asociacion internacional sin
animo de lucro que participa en la busqueda activa de tratamientos para el
Sindrome X Fragil. Se busca en su base de datos de ensayos clinicos aquellos

dirigidos a la reactivacion del gen, sin encontrar ningun resultado.

Cochrane
Términos de busqueda: “reactivation X fragile”. Filtros afiadidos: “genetics
disorders”, “neurology”. Se obtiene un (nico resultado, considerandose

relevante.*®

Clinical Trials
Se utiliza como términos de busqueda principal “X fragile Syndrome” y como
filtro afiadido el término de busqueda secundario “reactivation”. No se obtiene

ningun resultado.

Google

Al realizar la busqueda con los términos “Reactivacion X Fragil”, “Epigenética X
Fraqgil”, “Tratamiento X Fragil” y “nuevas terapias X Fragil” se encuentran varios
articulos con relevancia. Estos articulos pertenecen a las paginas web de la
Universidad de Malaga 2, Universidad del Valle Colombia Médica *°, la revista
de Neurologia.com, el Instituto de Tecnologia de Massachusetts *’, la American
Journal of Medical Genetics /, Human Molecular Genetics (Oxford Academy) y
Cell Reports *°.

Tras realizar un control del correcto cumplimiento de los criterios de inclusion y

exclusién, se seleccionan los cinco articulos ya citados. 71> 1617

2.3.0rganizacion de la informacion

Se utiliza el software Zotero como gestor de la informacion. Se trata de un

programa ampliamente conocido y de acceso gratuito, que permite la descarga

11



de los articulos preseleccionados y la presentacion de la bibliografia en estilo

Vancouver.
2.4.Anédlisis de la informacién

Una vez definidos los objetivos del trabajo tras la lectura del articulo
proporcionado por el tutor *, se fijan los criterios de inclusién y exclusién para
acotar la busqueda. Se utilizan los términos definidos en el apartado 2.2 para
dirigir la busqueda a los objetivos establecidos. Tras una lectura critica y
comprensiva de los abstracts, se seleccionan los articulos considerados
relevantes. Durante la busqueda se afaden los articulos seleccionados a
Zotero. Finalmente, se realiza un analisis exhaustivo de toda la informacion

recopilada.

3. RESULTADOS

En el locus FMR1 podemos encontrar, de 5’ a 3’, el promotor, con islas CpG, y
la secuencia transcrita de FMRP, que incluye la secuencia variable de
repeticion de tripletes CGG localizada en la regién no codificante 5’UTR del
primer exon. Cuando el numero de copias excede las 200 repeticiones se
produce el silenciamiento del gen FMR1, provocando el Sindrome X Fragil. °
Este nimero de repeticiones actta por lo tanto como detonante de los cambios

epigenéticos, que en conjunto, provocan la inactivacién del gen FMR1.*

Se producen principalmente dos modificaciones epigenéticas. En primer lugar,
la hipermetilacion de las citosinas de la secuencia expandida de tripletes CGG
y de las islas CpG del promotor, que inhiben su expresion. En segundo lugar,
la desacetilacion de las histonas H3 y H4, la desmetilacién de la lisina 4 de la
histona 3(H3K4), la metilacion de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9), la
trimetilacion de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27) y la metilacion de la lisina
20 en la histona 4(H4K20), que confieren al DNA estado de heterocromatina

que imposibilita su transcripcion.

Al estudiar los diferentes fenotipos de familias afectadas por el Sindrome X
Fragil, se identificaron varones con inteligencia normal pese a ser hijos de

madres afectas de la que habian heredado el alelo con mutaciéon completa.

12



Este hallazgo motivé el estudio del funcionamiento del gen FMR1 en estos
individuos. Como resultado se obtiene un nuevo tipo de alelo que presenta
mutacion completa (>200 copias), sin hipermetilacion del promotor ni de los
tripletes CGG, denomindndose Unmethylated full mutation (UFM). Estos
individuos, al no presentar el gen completamente silenciado, producen FMRP
en menor cantidad que un individuo sano, pero suficiente como para tener una
inteligencia dentro del rango normal. Tras este descubrimiento se abre una
nueva ventana en el estudio de las distintas combinaciones que podrian llevar
a cabo una reactivacion del gen, ya sea rescindiendo tripletes o modulando las

modificaciones epigenéticas. *”’

El uso de ratones para los ensayos relacionados con las modificaciones
epigenéticas, queda imposibilitado al no poseer los mismos mecanismos de
silenciamiento que el ser humano.*® Por lo tanto, los estudios de los que se va
a hablar a continuacién, han sido realizados in vitro, a partir de células madre
embrionarias y de linfoblastos y fibroblastos humanos modificados para obtener
células madres pluripotentes inducidas (induced, Pluripotent Stem Cell, iPSCs).
Se toman lineas celulares de pacientes con alelos normales (control), con
mutacién completa y con mutacion completa no metilada (UFM). De cada
grupo de pacientes se estudia el numero de repeticiones CGG, el estado de

metilacién, las modificaciones en las histonas y la expresién de FMRP. *°
3.1 Edicién genémica con CRISPR/Cas9

La CRISPR/Cas9 es una herramienta de ediciobn gendémica derivada de un
sistema de defensa inmune bacteriano. Su actuacion se basa en la posibilidad
de escindir secuencias de nucleétidos prefijadas gracias a la endonucleasa
Cas9. Esta nucleasa es guiada hasta su secuencia de DNA diana por una
sonda unica dirigida de RNA (sgRNA) complementaria. La sigla CRISPR
corresponde a repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente

interespaciadas.***°

Como ya ha sido mencionado, la expansion de CGG en la mutacion completa,

provoca la inactivacion del gen FMR1. Diversos estudios fijan como objetivo

13



demostrar que al escindir mediante CRISPR/Cas9 el exceso de tripletes, se

consigue restaurar la funcion del gen. ** 1

Los estudios seleccionados evidencian que, tras la correcta escision de las
repeticiones CGG, algunas de las lineas celulares muestran reactivacion tanto
de la transcripcibn como de la traduccion. Al analizar las variaciones
epigenéticas producidas tras la escision, se observa una drastica desmetilacién
de las islas CpG del promotor, tornando éste en activo, y un cambio en la
estructura de la cromatina. El paso de heterocromatina a eucromatina se debe
a la acetilacion de la histona H3, la metilacion de la lisina 4 de la H3 y la

desmetilacion de la lisina 9 de la H3. 1415

CRISPR/Cas9 muestra un correcto funcionamiento en la reactivacion de FMR1,
abriendo las puertas a un futuro prometedor. No se consigue el mismo
resultado en todas las estirpes estudiadas, planteando la necesidad de
profundizar en el estudio del silenciamiento del promotor y de las

modificaciones de las histonas. ** >’

3.2 Blogueo DNA metiltransferasa

La DNA metiltransferasa es la enzima encargada de afadir grupos metilo. En el
caso de los alelos con mutacion completa, la DNA metiltransferasa metila las
citosinas de las islas CpG del promotor y de la propia expansién de
trinucledtidos. Mecanismo epigenético que interviene en el silenciamiento del
gen FMR1. &

Se propone como posible mecanismo de reactivacion del gen el uso de
agentes hipometilantes como 5-azaC (5-azacytidine) y 5-azadC (5-aza-2-
deoxycytidine). Estos compuestos farmacologicos se unen irreversiblemente a
la DNA metiltransferasa inhibiendo su funcion. Aparentemente, para que el
tratamiento sea efectivo es necesaria la division celular, permitiendo el bloqueo

de la DNA metiltransferasa previo a su actuacién. > ® %1

Se demuestra que el 5-azadC produce una reactivacion parcial y transitoria del
gen FMR1. Se observa que, tras 7 dias de tratamiento, la reactivacion se
mantiene en torno a un mes, con valores maximos de transcripcién entorno a

los 10 — 15 dias tras la ultima dosis. Para valorar la especificidad del 5-azadC

14



por el promotor del gen FMR1 se utiliza dos loci control conocidos, PWS/AS y
BWS/SRS, en los que no se demuestra cambios significativos en su estado de

metilacién.

Al estudiar el estado de las histonas tras el uso de 5-azadC, se
aprecian modificaciones en la histona H3, de las que se hablara en el apartado

3.3.%H1

Los obstaculos encontrados en el uso del 5-azadC radican en la falta de
reactivacion completa y mantenida del FMR1, la toxicidad producida, el

desconocimiento de los efectos a largo plazo y la necesidad de division celular.
1,6,7,11,13

Debido a la toxicidad asociada al uso de 5-azadC, se estudia la accion de otros
agentes hipometilantes como el metotrexato (MTX), antagonista del folato. Se
consigue la transcripcion parcial del FMR1, pero sin expresar FMRP. Se
propone el estudio del efecto del MTX en pacientes con artritis reumatoide y

sindrome de X fragil, pendiente de realizacién. *
3.3 Modificaciones en las histonas

La mutacion completa del gen provoca la desacetilacion de las histonas H3 y
H4, la desmetilacion de la lisina 4 de la histona 3(H3K4), la metilacion de la
lisina 9 de la histona 3 (H3K9), la trimetilacion de la lisina 27 de la histona 3
(H3K27) y la metilacion de la lisina 20 en la histona 4(H4K20). Estas
modificaciones confieren al DNA estado de heterocromatina que imposibilita su

transcripcion. 18

Para reactivar el gen FMR1, se utilizan farmacos inhibidores de la histona —
deacetilasa (HDAC), tales como butirato, 4-fenibutirato, tricostatina A, &cido
valproico y L- acetilcarnitina. Con dichos farmacos se observa un aumento de
la acetilacién en las histonas H3 y H4, que permite una modesta transcripcion

sin alterar el estado de metilacién del gen. *© "1°

Tanto el acido valproico
como la L- acetilcarnitina, han demostrado disminuir los sintomas de

hiperactividad asociados al Sindrome de X Fragil. »®*®

Al utilizar el agente 5-azadC para revertir la metilacion del promotor, se

observan también modificaciones en las histonas que favorecen el estado de
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eucromatina. Previo a la desmetilacion del DNA, la acetilacion de las histonas
H3 y H4, junto con la metilacién de H3K4, favorecen la transcripcion de FMR1.
Al mismo tiempo se demuestra que la trimetilacion de la histona H3K27 actua
como factor favorecedor del re-silenciamiento. ® % ** El mRNA producido tras la
reactivacion posee el mismo numero de repeticiones que el alelo mutado,
adoptando una conformacion anémala en horquilla. Esta estructura actia como
anélogo para el reclutamiento de la enzima histona-lisina metiltransferasa
(EZH2), encargada de la trimetilacion la histona H3K27, que provoca estado de
heterocromatina y favorece la re-metilacion. ElI propio mRNA, por lo tanto,
actia como represor de su transcripcion, sugiriendo un mecanismo de feed-

back negativo. " & °

Al utilizar 5-azadC junto con inhibidores de la EZH2, se aprecia un ligero
aumento de la transcripcion y un descenso en la metilacion de H3K27, H3K9 y
H4K20. Asi, se consigue retrasar el re-silenciamiento del gen, pero sin prevenir

8,9

su re-metilacion. Finalmente se establece que la transcripcién actia como

propio precursor del re-silenciamiento del gen FMR1.8

El efecto de los inhibidores de HDAC y EZH2 se potencia al ser utilizado en
células ya tratadas con 5-azadC, al igual que el efecto de 5-azadC mejora

cuando se afiaden inhibidores de histonas. > & % 11.16

Se propone que la metilacion del gen FMR1 es consecuencia de una alteraciéon
previa de las histonas. Se demuestra que la reactivacion del gen puede ocurrir
pese a la presencia de éstas alteraciones represoras, y se sugiere que son
necesarias para el silenciamiento del gen FMR1 aunque no suficientes. ° Pese
a estas demostraciones, se confiere a la metilacion del DNA una funcion
dominante sobre la modificacion de las histonas a la hora de determinar la

inactivacion transcripcional. **

4. DISCUSION

El Sindrome X Fragil es la principal causa de discapacidad intelectual
hereditaria y la principal causa monogénica de autismo. Es una enfermedad
producida por la expansion de trinucledtidos CGG, con herencia dominante

ligada al cromosoma X.
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La expansion de tripletes desencadena cambios epigenéticos que silencia el
gen, siendo estos la hipermetilacion del promotor, y las modificaciones de las

histonas, que confieren una conformacion en heterocromatina.

En la actualidad existen dos estrategias terapéuticas.

En primer lugar, la enfocada a paliar los sintomas del SXF. Se esta tratando de
desarrollar una terapia dirigida a contrarrestar las alteraciones fisiopatoldgicas
de la enfermedad, pero aun no se dispone de ningun farmaco con especificidad
para este sindrome.

En segundo lugar, la terapia dirigida a reactivar el gen FMR1. Encontramos dos
lineas de investigacién. Por una parte, el uso de CRISPR/Cas9 para reducir el
tamafio de la expansién de tripletes. Por otra parte, la actuacién sobre los
mecanismos de silenciamiento epigenético. Se han utilizado agentes
hipometilantes para revertir la metilacion del promotor, e inhibidores de

enzimas de modificacion de histonas para revertir sus cambios.

Todas las vertientes terapéuticas estan siendo estudiadas en la actualidad.
Queda un amplio camino por recorrer hasta conseguir un tratamiento efectivo
para el Sindrome X Fragil. Se estan encontrando obstaculos en el camino,
como la toxicidad generada por algunos compuestos, el desconocimiento de
efectos secundarios, la imposibilidad de disponer de un modelo murino para

estudiar las modificaciones epigenéticas.

A dia de hoy, la restauracion de la funcion de FMR1 plantea diversos retos a
superar. La reactivacion de un alelo mutado, mediante técnicas de modificacién
epigenética, produce un mRNA an6malo con el mismo exceso de tripletes, que

favorece su propio re-silenciamiento.

Pese a la busqueda exhaustiva realizada, no se ha encontrado ningun estudio
0 ensayo que combine las tres técnicas de modificacion genética. Seria
conveniente estudiar el resultado conjunto del uso de CRISPR/Cas9, 5-azadC
y los inhibidores de enzimas de modificacién de histonas. Hay evidencia de que
el uso combinado de 5-azadC y los modificadores de las histonas actlan

sinérgicamente.

17



5. CONCLUSIONES

10.

El sindrome del X Fragil es la causa mas comlun de discapacidad
intelectual hereditaria y la principal causa monogénica de autismo. Se
trata de una enfermedad por expansion de tripletes CGG dominante

|igada al cromosoma X 1,2,38,4,56,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18

El silenciamiento del gen FMR1 se produce por modificaciones

epigenéticas potencialmente reversibles. * % ©

Existen individuos con mutacion completa que producen FMRP al

encontrarse el promotor del gen FMR1 desmetilado.* % & 7 8 10.11. 12

La reactivacion de FMR1 puede ocurrir pese a la presencia de
alteraciones represoras de las histonas. Se sugiere que son necesarias

para el silenciamiento del gen FMR1 aunque no suficientes. °

Se confiere a la metilacion del DNA una funcibn dominante sobre la
modificacion de las histonas a la hora de determinar la inactivacion

transcripcional. **

Se consigue la reactivacion parcial y transitoria del gen FMR1 utilizando

5-azadC como agente inhibidor la DNA metiltransferasa. ® "% %

Se ha establecido la especificidad de 5-azadC por la DNA
metiltransferasa del gen FMR1.

El mRNA producido tras la reactivacion del gen con mutacién completa
reprime su propia transcripcion mediante la trimetilacion de la histona
H3K27. % °

Se consigue la reactivacion parcial del gen FMR1 con mutacion

completa al utilizar CRISPR/Cas9 para escindir la secuencia expandida.
1, 14, 15, 17

Pese a los avances conseguidos hasta la fecha, es necesario ampliar el

estudio etiologia, fisiopatologfa y tratamiento del Sindrome X Fragil. »® "
11, 12,13, 15, 16
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INTRODUCCION

El Sindrome X Fragil es la principal causa hereditaria de discapacidad intelectual y la principal causa monogénica de autismo. Se trata de una enfermedad
de herencia dominante ligada al cromosoma X. Se produce por una mutacion dinamica con expansion de tripletes CGG en el gen FMR1, que cuando
sobrepasan las 200 copias, detonan la inactivacion epigenética del gen. Las modificaciones epigenéticas principales son la metilacion del promotor y las

modificaciones de las histonas H3 y H4.

Se ha demostrado la posibilidad de reactivar parcialmente el gen FMR1 mediante tres vias de actuacion. La ediciéon gendmica con CRISPR/Cas9, la
inactivacion de la DNA metiltransferasa y la modificacion del estado de las histonas.

JUSTIFICACION Y OBIJETIVOS

El Sindrome X Fragil se considera una enfermedad rara, con una incidencia
menor de 5/10.000 personas. En los ultimos afios el estudio de su etiologia
y fisiopatogenia ha motivado la busqueda de nuevos tratamientos
especificos.

Con éste TFG se ha realizado una revision bibliografica de la informacion
existente sobre el Sindrome X Fragil, profundizando en los tratamientos
centrados en la reactivacion del gen FMR1.

MATERIAL Y METODOS

Se realiza una busqueda sistematica de informacion en PubMed, Cochrane,
Clinical Trials, Elsevier, Google y Google académico.

Se utilizan como criterios de inclusion: Criterios de exclusion:

-  Publicado en los ultimos 5 anos -
- Informacion relevante sobre
los objetivos establecidos -

ldioma distinto al espanol o
inglés

Articulos sin acceso gratuito
al texto completo

RESULTADOS Y DISCUSION
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La mutacion completa del gen FMR1 provoca la
hipermetilacién del promotor y de la expansion de
tripletes inhibiendo la transcripcion.
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CRISPR/Cas9 escinde el exceso de tripletes

El agente 5-azadC inhibe la DNA metiltransferasa
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H3K4, H3K9 y H4K20.
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La desmetilacion del promotor permite la
transcripcion y traduccion.

Islas CpG

Se favorece la conformacion de eucromatina con
la acetilacion de H3, metilacion H3K4, y
desmetilacion de H3K?9.

5-azadC consigue una reactivacion parcial y
transitoria de la transcripcion de FMR1.
No se consigue reactivacion con los agentes
hipometilantes.

5. SN

mRNA

Al utilizar 5-azadC junto con inhibidores de la EZH2,
se consigue retrasar el re-silenciamiento del gen,
pero sin prevenir la re-metilacion.

(CGG)n >200

CONCLUSIONES

= W

El silenciamiento del gen FMR1 se produce por modificaciones epigenéticas potencialmente reversibles.

Se consigue la reactivacion parcial del gen FMR1 con mutacidon completa al utilizar CRISPR/Cas9 para escindir la secuencia expandida.

Se consigue la reactivacion parcial y transitoria del gen FMR1 utilizando 5-azadC como agente inhibidor la DNA metiltransferasa.

El mMRNA producido tras la reactivacion del gen con mutacion completa reprime su propia transcripcion mediante la trimetilacion de H3K27.
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