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Resumen

Esclerosis tuberosa (TSC [MIM 191090 y MIM

191100]) es un trastorno autosémico dominante que se caracteriza por
hamartomas en muchos 6rganos. Dos tercios de los casos

son esporadicas y se cree que representan nuevas mutaciones. La TSC
es causada por mutaciones que afectan a cualquiera de los

presuntos genes supresores de tumores, TSC1y TSC2.

Ambos parecen funcionar como supresores de tumores, porque

pérdida somatica o mutacion intragénica del correspondiente

El alelo de tipo salvaje se observa en los hamartomas asociados.

Aqui informamos del primer andlisis exhaustivo de mutaciones.

de TSC1y TSC2 en una cohorte de 150 TSC no relacionados
Pacientes y sus familias, utilizando heteroduplex y SSCP

Andlisis de todos los exones codificantes y uso de gel de campo pulsado.
electroforesis y analisis Southern blot convencional

y PCR larga para detectar grandes reordenamientos. Se caracterizaron
mutaciones en 120 (80%) de los 150

casos, afectando a TSC1 en 22 casos y a TSC2 en 98 casos.

Las mutaciones de TSC1 estaban significativamente subrepresentadas en
Casos esporadicos ( ). Veintidos pacientes tuvieron P .000185
Mutaciones sin sentido de TSC2 que se encontraron predominantemente
en el dominio relacionado con GAP (ocho casos) y en un

pequefa regioén codificada en los exones 16 y 17, entre los nucleétidos
1849 y 1859 (ocho casos), consistente con

la presencia de residuos que realizan funciones clave en

estos sitios. Por el contrario, se predijo que todas las mutaciones de
TSC1 serian truncadas, en consonancia con una estructura o

Funcion adaptadora de la proteina codificada. La discapacidad intelectual
fue significativamente mas frecuente en los pacientes con TSC2 esporadico.
casos que en los casos esporadicos de TSC1 (). Estos P .0145

Los datos proporcionan la primera imagen representativa de la distribucion
y el espectro de mutaciones en el TSC1.

y los loci TSC2 en TSC clinicamente comprobado y apoyo

una diferencia en la gravedad de las enfermedades asociadas a TSC1y TSC2
enfermedad.
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Introduccién

Esclerosis tuberosa (TSC [MIM 191090 y MIM
191100]) es un trastorno caracterizado por hamartomatosis
afectacion de muchos 6rganos (Gomez 1988) y se estima que afecta a
1/10.000 nacidos vivos (Osborne et al.
1991). Se hereda como un rasgo autosémico dominante,
pero entre el 60% y el 70% de los casos son esporadicos y se cree que
representan nuevas mutaciones (Fleury et al. 1980; Sampson
et al. 1989). El fenotipo es muy variable. El cerebro,
La piel, los rifiones y el corazén se ven afectados con frecuencia.
pulmones, esqueleto, glandulas endocrinas y la mayoria de los demas 6rganos
ocasionalmente (Gémez 1988). El diagndstico tradicional ha
se han basado en combinaciones de datos clinicos, radiolégicos y
signos histopatoldgicos; criterios para el diagnostico definitivo
Se han revisado recientemente y se han vuelto mas estrictas que antes
(Roach et al. 1998). Significativo y
Las complicaciones médicas comunes incluyen la epilepsia (75%),
discapacidad intelectual (50%) y problemas de conducta
(incluido el autismo y el trastorno por déficit de atencion con hiperactividad,
en el 40% de los nifios). La penetrancia es muy alta.
y los Unicos casos de aparente no penetrancia reportados
Después de una rigurosa evaluacion clinica, estos hallazgos han sido
refutados recientemente mediante analisis genético molecular (Young et al.
1998).

Se han identificado dos genes determinantes de TSC.
clonacion posicional: TSC1 en 9934 (van Slegtenhorst et
al. 1997) y TSC2 en 16p13.3 (cromosoma europeo
16 Consorcio de Esclerosis Tuberosa 1993). El andlisis genético
molecular de crecimientos hamartomatosos y malignos ocasionales de
pacientes con esclerosis tuberosa ha
pérdida revelada de heterocigosidad o truncamiento intragénico
mutaciones que afectan al alelo de tipo salvaje correspondiente
(Henske et al. 1996; Sepp et al. 1996; van Slegtenhorst
et al. 1997), lo que indica que TSC1 y TSC2 actuan como promotores tumorales.
Supresores, segun la definicién de Knudson (1971). Las propiedades
supresoras de tumores de TSC2 se han demostrado directamente
mediante la expresion transgénica en el gen Eker.
rata, un modelo natural en el que el gen homologo Tsc2 estda mutado
(Kobayashi et al. 1997). El
mecanismos a través de los cuales TSC1y TSC2 median

El control del crecimiento celular se ha dilucidado solo parcialmente. Los
exones 34-38 de TSC2 codifican una GTPasa-activada
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Dominio relacionado con la proteina GAP que tiene un significado significativo
homologia con los GAP rap1GAP y Spa1 murino
(Maheshwar et al. 1996). Tuberina, el producto de TSC2 ,
posee una modesta actividad GAP para rap1 (Wienecke et al.
1995) y rab5 (Xiao et al. 1997). Estos miembros de
La superfamilia Ras de GTPasas desempefa funciones en la
mitogénesis (Altschuler y Ribeiro Neto, 1998), la diferenciacion neuronal
(York et al., 1998) y la fusion temprana de endosomas (Gorvel et al.,
1991). La tuberina también parece desempefiar un papel.
un papel tanto en la quinasa dependiente de ciclina (CDK) como en la
regulacion de la transicion de la fase GO/G1 a la fase S durante
El ciclo celular (Soucek et al., 1997) y la diferenciacion neuronal
(Soucek et al., 1998). Funciones celulares especificas
Todavia no se han informado para la hamartina, el producto TSC1 ,
pero se ha demostrado que la hamartina y la tuberina coinmunoprecipitan,
interactian en el sistema de dos hibridos de levadura y colocalizan en
inmunofluorescencia (Plank et al.
1998; van Slegtenhorst et al. 1998), sugiriendo que el
Las proteinas participan en al menos algunas vias comunes.

El andlisis de mutaciones tanto de TSC1 como de TSC2 no ha
Se ha informado previamente en una serie de pacientes con CET.
El andlisis exhaustivo del TSC2 se ha visto frustrado
tanto por el tamafio como por la estructura del gen (es decir, 41 codificantes)
exones y 1 exoén lider) y porque, hasta hace muy poco, no estaba
disponible la secuencia genémica completa.
Hay varios informes de casos Unicos o de un nimero pequefio de casos.
Mutaciones de TSC2 identificadas durante una evaluacién incompleta
del gen (Kumar et al. 1995a, 1995b, 1997; Vrtel et
al. 1996; Jobert et al. 1997; Verhoef et al. 1998; Wang
et al. 1998). Tres estudios han intentado un analisis mas completo de
TSC2. Wilson et al. (1996) han utilizado
Analisis del polimorfismo de conformacién de cadena sencilla (SSCP)
de productos de PCR de transcriptasa inversa para estudiar 30
probandos no relacionados y se han reportado nueve posibles
mutaciones. Una mutacion, DF1509, ha sido posteriormente...
Se observo en controles no afectados y se cree que no es

patégeno (Jones et al., 1997). La patogenicidad de varios

cambios de sentido erréneo identificados en ese estudio permanece.

Sin confirmar. van Bakel et al. (1997) han utilizado la prueba de
truncamiento de proteinas para estudiar a 18 pacientes no relacionados y
Se han identificado mutaciones truncantes en 5 de ellos. Au

et al. (1998) han utilizado el analisis SSCP de todos los exones codificantes
Estudiar 90 casos no relacionados y haber identificado 22 mutaciones
potenciales. Ademas, se han realizado varios estudios.

Compuesto por pacientes con CET y rifién poliquistico grave
enfermedad, la mayoria de los cuales parecen tener una contigua
Sindrome de delecion genética que afecta a TSC2 y al tipo adyacente
de enfermedad renal poliquistica autosémica dominante

1 gen, PKD1 (Brook-Carter et al. 1994; Longa et al.

1997; Sampson et al. 1997). Analisis del gen TSC1

ha demostrado ser mas sencillo. La genémica completa

La secuencia de TSC1 se establecié cuando el gen fue

identificado. Es significativamente menos complejo que TSC2,
Compuesto por 21 exones codificantes y 2 lideres. Al menos cinco

Se han realizado estudios sistematicos de las mutaciones de TSC1.
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portado (Jones et al. 1997; Ali et al. 1998; Kwiatkowska

et al. 1998; Joven y col. 1998; van Slegtenhorst et al.,

en prensa); todas las mutaciones TSC1 identificadas en sélo el 10% de
casos esporadicos de CET. Por lo tanto, es evidente que anteriores

Los estudios sobre la TSC no han logrado identificar la mayoria de las
mutaciones causales.

Nos propusimos determinar la distribucion y naturaleza
de mutaciones de TSC1 y TSC2 en una serie amplia y representativa
de pacientes y familias con CET. El conocimiento de estos parametros
es necesario tanto para el desarrollo de un diagnéstico molecular
eficiente como para estudios de
La relacion genotipo-fenotipo. En estudios previos
De esta cohorte de pacientes, hemos examinado todos los exones codificantes.
del gen TSC1 y los exones 1, 25, 31, 34-39 y 41
del gen TSC2, y hemos buscado estudios a gran escala
reordenamientos en los loci TSC1y TSC2 (Jones et al.
1997; Maheshwar et al. 1997). Para obtener informaciéon completa
datos, hemos completado el analisis SSCP y heteroduplex de todos los
exones TSC2 y, mediante analisis Southern y PCR larga, hemos
complementado nuestros datos anteriores.
buscar grandes reordenamientos en ambos loci.

Pacientes y métodos

Pacientes

El estudio fue aprobado por el comité de ética de
Divisiéon de Medicina, Autoridad Sanitaria de South Glamorgan. Los
casos indice comprendian 150 pacientes consecutivos con CET, no
emparentados, que figuraban en el Instituto de Genética Médica de
Cardiff antes de abril de 1994.
y para quienes habia muestras disponibles para un analisis exhaustivo
Andlisis de los genes TSC1y TSC2 . Pacientes seleccionados

especificamente por nosotros para un estudio independiente de quistes renales.

No se incluyeron las enfermedades en la CET (Sampson et al. 1997),
pero nueve casos determinados por otras razones que fueron
Se incluyeron pacientes que posteriormente presentaron rifiones
poliquisticos. Inicialmente, la serie comprendia 171 pacientes
aparentemente no relacionados, pero 21 fueron excluidos, 7 porque...
No cumplié con los criterios de diagnéstico recientemente revisados
de TSC definido (Roach et al. 1998), 13 porque ademas

Las muestras necesarias para completar el analisis no fueron
disponible y, en un caso, porque previamente no se habia reconocido
el parentesco con otro caso indice que portaba el mismo

Se identificé la mutacion. Se considerd que habia discapacidad
intelectual cuando la evaluacion formal del desarrollo reveld un cociente
de desarrollo!70, cuando

La educacién convencional sin ayuda era imposible porque

de discapacidad intelectual (no problemas de conducta), o

cuando un adulto estaba institucionalizado o requeria supervision en la
comunidad.

PCR

EI ADN gendmico se preparé a partir de sangre periférica.
muestras mediante métodos estandar. Se des-
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firmado con la ayuda del software “Oligo Analysis”
Paquete (Wojciech Rychlik). Secuencias de cebadores y temperaturas
de hibridacion para la amplificacion de todos los TSC1y

Exones codificantes de TSC2 y para PCR larga en TSC1y
Los loci TSC2 estan disponibles en el sitio web de la base de datos

de mutaciones de esclerosis tuberosa de Cardiff-Rotterdam. Estandar

La PCR se realizé en volumenes de reaccién de 50 ml que contenian 100
ng de ADN gendmico, 25 pmol de cada cebador, 0,2 mM

dNTP, 5 ml de tampon de reaccion (100 mM Tris pH 8,3,

500 mM KClI, 15 mM MgCl2, 0,01 % gelatina) y 1 U

de la polimerasa AmpliTaq Gold (Cetus). Los parametros de ciclado
fueron 94 °C durante 10 min, seguidos de 32 o 33 ciclos.

de 54 °C a 58 °C durante 1 min, 72 °C durante 1 min y 94 °C durante

30 s, y un paso final de 72 °C durante 10 min. PCR larga

Se realiz6 en volumenes de reaccién de 50 ml que contenian 100 ng

de ADN gendmico, 4 pmol de cada cebador, 0,35 mM

dNTP, 5 ml de tampdn de reaccién de Boehringer-Mannheim 3

(20 mM Tris-HCI, 100 mM KClI, 22,5 mM MgCi2, 1

mM DTT, 0,1 mM EDTA, 0,5 % [v/v] Tween 20, 0,5 %

[v/v] Nonidet P40, 50% [v/v] glicerol) y 2 U de

Polimerasa de plantilla larga expandida (Boehringer Mann-heim). Los
parametros de ciclado fueron 95 °C durante 2 min, seguidos de 28 ciclos
de 65 °C durante 30 s, 68 °C durante 8 min,

y 94 °C durante 30 s. Se increment6 el paso de elongacion.

por 20 s por cada ciclo después del ciclo 10.

Analisis SSCP y heteroduplex

La SSCP se realizé en 3 ml de producto de PCR diluido 1:10
con formaldehido que contiene 0,0125% de bromofenol
azul y 0,75% Ficoll 400. Las muestras se desnaturalizaron a
94 °C durante 5 minutos, enfriado rapidamente en hielo y cargado tres veces
(a intervalos de 2 horas) en una mejora de la deteccion de mutaciones
Gel (MDE) (Flowgen). La electroforesis se realizé en
0,6 # Tris borato EDTA a 6 W durante 18 h a temperatura
ambiente. El analisis de heteroduplex se realizé mezclando
alicuotas de 5 ml de dos productos de PCR con 0,6 ml de
0,1 M EDTA, desnaturalizando a 94 °C durante 5 min y luego
Enfriamiento lento a 37 °C. Un microlitro de electroforesis.
Se afiadié tinte (Hoefer) a cada una de las muestras, lo que
Luego se cargaron cuatro veces (a intervalos de 1 hora) en un
Gel MDE y funcionar a 4,5 W durante 15 h a temperatura ambiente.
Se visualizaron productos en geles SSCP y heteroduplex.
mediante tincion de plata, como se describe en otra parte (Jones et al.
1997).

Secuenciacion de ADN

Productos de PCR de muestras que presentan bandas variantes
Los patrones se secuenciaron mediante el kit de secuenciacion de
productos de PCR Sequen-ase o el kit de secuenciacioén ciclica Thermo-
Sequenase (Amersham).

Analisis del Sur

EI ADN genomico para el analisis Southern fue digerido
con EcoRl, Hindlll y BamHI, se sometieron a electroforesis y

1307

borrado, como se describe en otra parte (Sampson et al. 1997),

y se analizaron con los clones de ADNc TSC1y TSC2 .

Las muestras que produjeron patrones de restriccion variantes se
sometieron a un analisis de restriccion adicional para caracterizar la
Mutaciones implicadas. Productos generados por PCR larga.

Los fragmentos de amplificacion se transfirieron a Hybond N. Los exones
amplificados se utilizaron como sondas para determinar cudles se eliminaron.
y que se conservaron en los cromosomas mutantes.

Analisis de microsatélites

Prueba de paternidad y maternidad biologica en
Se evaluaron casos con mutaciones aparentemente de novo
mediante repeticiones de microsatélites altamente polimérficas
en los cromosomas 4 (D4S43), 6 (D6S250), 7 (D7S636),
15 (D15S945) y 16 (D16S665).

Nomenclatura de mutaciones

La nomenclatura de las mutaciones ha sido inconsistente en el
Locus TSC2, ya que la transcripcion reportada inicialmente por el
El Consorcio Europeo de Esclerosis Tuberosa del Cromosoma 16 (1993)
no contenia los nucleétidos correspondientes al exén 31, que esta sujeto
a empalme alternativo.
(Maheshwar et al. 1996). Numeramos los nucleétidos de acuerdo con
los ADNc TSC1 y TSC2 de longitud completa como en
GenBank (nimeros de acceso AF013168 y X75621,
respectivamente) y las mutaciones se describieron segun lo recomendado
por el Comité Ad Hoc sobre Nomenclatura de Mutaciones (1996).

Resultados

Caracteristicas de la muestra

De los 150 casos indice examinados exhaustivamente,
Mutaciones TSC1y TSC2 , 130 fueron esporadicas, 19 fueron
clasificado como familiar (tener un padre afectado, con o sin
sin otros familiares afectados) y 1 paciente
se habian adoptado y el estado clinico del biolégico
Se desconocia el nombre de los padres. En el momento de la verificacion,
el nimero total de individuos afectados vivos en las 150 familias era
199, y las proporciones generales de casos esporadicos y familiares
Los casos fueron del 65% y el 35%, respectivamente. Trece mas
Los casos se examinaron mediante electroforesis en gel de campo pulsado.
(PFGE) y mediante andlisis SSCP y heteroduplex de exones codificantes
de TSC1 pero, debido a muestras de ADN inadecuadas o degradadas,
no se examinaron exhaustivamente para detectar mutaciones de TSC2.

Mutaciones en los loci TSC

Se caracterizaron las mutaciones que probablemente causan enfermedades
en 120 (80%) de los 150 casos indice; de estas 120 mutaciones, 22
(18%) estaban en el locus TSC1 'y 98 (82%)
estaban en el locus TSC2 . En un estudio previo, habiamos...
informaron todas menos una de las mutaciones de TSC1 (Jones et al.
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1997). En ese estudio, el paciente 365 con CET esporadica fue
Se ha demostrado que tiene la mutacion sin sentido de novo TSC1

A726E. Ahora también hemos demostrado un TSC1 de novo.

Mutacién sin sentido W750X, Gr A en 2471, en este paciente. La presencia
de ambas mutaciones de novo se confirmé mediante muestras repetidas,
y la paternidad biolégica se confirmé mediante cinco marcadores

microsatélites polimoérficos. Las mutaciones de TSC2 se resumen en las
tablas 1-3. Con respecto al locus TSC2 , 22

Los pacientes tenian deleciones de exones completos, multiexones o genes

completos u otros reordenamientos grandes, 20 tenian mutaciones sin sentido.

cambios, 21 tenian pequefias inserciones o eliminaciones previstas
para conducir a un cambio del marco de lectura y a una lectura prematura.
truncamiento, 8 tuvieron cambios en las secuencias de consenso del sitio
de empalme, 5 tuvieron deleciones en el marco de uno a seis residuos de
aminodcidos y 22 tuvieron cambios sin sentido.

Evidencia de patogenicidad de la mutacion sin sentido TSC2
Los cambios y las pequefias eliminaciones en el marco se obtuvieron mediante
Estudio de otros miembros de la familia. Dos pequefios marcos
Se demostré que las deleciones DI365 (Unica) y 5256del18bp (recurrente)
surgen de novo en casos esporadicos,
al igual que 11 de 14 mutaciones sin sentido diferentes. En total
En estos casos, los resultados del analisis de cinco marcadores
microsatélites polimérficos fueron consistentes con los biolégicos.
paternidad. Otro cambio de sentido Unico, G294E,
Se presentd en un caso familiar; su patogenicidad no esta confirmada.
Segregacion del cambio de sentido erréneo con TSC en
Esta familia ha sido demostrada por otros (A. Astrin-idis y S. Povey,
comunicacion personal). Parental
No habia muestras disponibles para dos casos aparentemente esporadicos
casos, 050 y 253, que portaban el Unico missense
cambia C696Y y R1743P y en quienes no hay otros

Se identificaron mutaciones en TSC1 o TSC2 . La secuencia de sentido erréneo

Las mutaciones se localizaron principalmente en el gen relacionado con GAP.
dominio de TSC2 codificado en los exones 34-38 y en un corto
tramo de nucleétidos en las posiciones 1849-1859 (tabla 2
y fig. 1). Se distribuyeron pequefias lesiones truncadas.
a través de los genes TSC1y TSC2 (fig. 1).
Ocho mutaciones de TSC2 (tablas 1y 2) y una de TSC1
Se observaron de forma recurrente mutaciones CrT en 2577, R786X.
En conjunto, representaron 28 (23%) de las 120 mutaciones identificadas
(es decir, el 19% de los 150 casos indice).

Mutaciones de TSC1 y TSC2 en enfermedades familiares y esporadicas
Casos

De los 19 casos familiares, 9 tenian mutaciones TSC1y
9 tenian mutaciones TSC2 ; no se detectd ninguna mutacion en 1
(5%) de los casos familiares. De los 130 casos esporadicos,
13 tenian mutaciones TSC1 y 88 tenian mutaciones TSC2 ;
No se detecté mutacion en 29 (22%) de los esporadicos
casos. Por lo tanto, las mutaciones de TSC1 estaban significativamente
subrepresentadas entre los casos esporadicos (x 13,2975 , 14l
P .000185). Un caso adoptado con antecedentes familiares desconocidos
presenté una mutacion TSC2 .
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Tabla 1

Mutaciones sin sentido, de desplazamiento del marco de lectura y de empalme en TSC2

Tipo de
Ubicacion del paciente Mutacion Cambio de nuclestidos Mutacion
341 Exon 4 Y155X 485ins5bp Insercion Disparates
291 Exoén 4 de 5 pb y delecién Desplazamiento del marco
046 Exon 5 546delC de 1 pb de C483G Desplazamiento del marco
246 Intrén 7 793-1GrA G793-1A Empaime
024 Intron 11 12752TrC T12752C Empalme
255 Intrén 13a 1462-1GrA G1462-1A Empaime
366 Delecion de 1 pb del exén 14 1506delC Desplazamionto del marco
100 Exén 14 R505Xb C1531T Disparates
159 Ex6n 14 R505X C1531T Disparates
173 Exén 14 R505X C1531T Disparates
017 Exdn 16 Y598X C1812G Disparates
289 Exon 16 1813delA, delecion ge 1 pb, 222 Despiazamiono gl marco
Ex6n 18 1993del7bp Delecion de 7 pb 090 Desplazamirto gl marco
Exén 18 2042del19bp Delecion de 19 pb 081 Desplazamiento del marco
Exo6n 18 2092delG, delecion ge ¢ pb, 310 Desplazamiento del marco
Exén 19 W703X G2127A Disparates
086 Ex6n 19 2160del16bp Delecion de 16 pb 006 Desplazamirto gl marco
Exén 20 R751X C2269T Disparates
054 Exon 20 R751X C2269T Disparates
245 Exon 20 R751X C2269T Disparates
238 Exon 20 2313insCC Insercion de 2 pp 142 Desplazamiento del marco
Intrén 20 23732TrC T23732C 134 Empaime
Intrén 20 23732del4bp Delecién de 4 pb Empalme
158 Exon 21 Y790X C2388G Disparates
235 Exdn 21 2548delC delecién de 1 pb Desplazamiento del marco
317 Intrén 24 28551GrT G28551T Empaime
197 Exon 28 3414delG Delecion de 1 pb Desplazamiento del marco
119 Exén 29 Q1148X C3460T Disparates
166 Exon 29 Q1192X €3592T Disparates
233 Exén 29 Q1192X C3592T Disparates
015 Exon 30 3691ins5bp Insercion de 5 pb, Desplazaminto ol marco
377 Exdn 30 3713delC delecion de 1 pb Desplazamiento del marco
186 Exon 33 Q1419X C4273T Disparates
001 Exdn 33 S1433X C4316A Disparates
027 Exdn 33 R1459X C4393T Disparates
040 Exdn 33 R1459X C4393T Disparates
240 Exon 33 R1459X 373c Exon 34 C4393T Disparates
4512insC 147c Exon 34 4559del4bp Insercién de 1 pb Desplazamiento del marco
234c Exon 35 4594del7bp 093¢ Exon 35 Delecion de 4 pb Desplazamiento del marco
4609delG 230c Exon 36 Y1571X 036¢ Delecién de 7 pb Desplazatmiento del marco
Exon 38 Q1665X 248d Intron 38 Delecién de 1 pb Desplazamioto dol marco
5087-2ArG A5087-2G 351d Exdn 39 C4731G Disparates
5178delTG Delecion de 2 pb 229 C5011T Disparates
Delecion de 4 pb Empalme
Empalme

Exén 40 5229del 4 pb 018d

Exén 41 5358del 32 pb Delecion de 32 pb 357d Exén 41 5406insC
Insercion de 1 pb 172d Exon 41 5425insT Insercion de 1 pb

Desplazamiento del marco

Desplazamiento del marco

Desplazamiento del marco

Desplazamiento del marco

Jobert et al. (1997) informaron que se observé un GrT en un paciente.

® También observado en un paciente informado por Wilson et al. (1996).
¢ También informado por Maheshwar et al. (1997).

¢ También lo informaron Jones et al. (1997).

Mosaicismo de linea germinal

En 1 de las 150 familias estudiadas, dos hermanos afectados

Tuvieron padres cuyos resultados fueron normales en el exame
La mutacion TSC2 R905W (CrT en 2731) fue identificada

n clinico.
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Mutaciones sin sentido y deleciones en el marco de lectura de TSC2

Exon del paciente Mutacion Cambio de nucledtido ¢ Tipo de mutacion de novo?

278 9 G294E G899A Sin sentido Familiar

060 10 DI365 1111del3bp Eliminacién dentro del marco Si

098 16 R611Wa C1849T Sin sentido No probado
208 16 R611W C1849T Sin sentido No probado
217 16 R611W C1849T Sin sentido Si

032 16 R611Qb G1850A Sin sentido Si

123 16 R611Q G1850A Sin sentido No probado
102 16 R611Q G1850A Sin sentido No probado
353 16 R611Q G1850A Sin sentido No probado
275 17 A614D C1859A Sin sentido Si

253 18 C696Y G2105A Sin sentido No probado
362 23 R905Wb C2731T Sin sentido Si

220 33 P1497R C4508G Sin sentido Si

21 33 S1498N G4511A Sin sentido Si

306¢c 36 L1594M C4798A Sin sentido Si

367¢ 37 N1643K C4947G Sin sentido Si

276¢ 37 N1651S A4970G Sin sentido Si

084c 38 P1675L C5042T Sin sentido No probado
241c 38 P1675L C5042T Sin sentido No probado
247¢c 38 P1675L C5042T Sin sentido No probado
302¢ 38 P1675L C5042T Sin sentido Si

223¢ 38 N1681K C5061G Sin sentido Si

311 40 5256del18bp Delecion de 18 pb 40 Eliminacion dentro del marco No probado
003 5256del18bp Delecion de 18 pb 40 5256del18bp Eliminacion dentro del marco No probado
044 Delecion de 18 pb 5256del18bp Delecion de 18 Eliminacion dentro del marco Si

360 pb 40 Eliminacion dentro del marco No probado
050 40 R1743P G5246C Sin sentido No probado

a También informado por Wilson et al. (1996)
® También informado por Au et al. (1998) c
También informado por Maheshwar et al. (1997).

tificado en el caso indice, paciente 362, y en su afectado

hermano, pero no se detect6 en el ADN extraido de

Leucocitos de cada uno de los progenitores. Resultado del analisis.

de los cinco marcadores microsatélites fueron consistentes con
la paternidad biolodgica, lo que sugiere la presencia, en uno de

los padres, del mosaicismo que involucra la linea germinal para
Esta mutacion.

Polimorfismos

Se observaron treinta y nueve variantes de secuencia que
probablemente representan polimorfismos no patégenos en el TSC2
locus, tanto en pacientes con CET como en controles normales
o0 miembros de la familia TSC sin clinica ni radiografia
Evidencia de TSC. Treinta de estos no han sido reportados.
no se habian informado anteriormente y se enumeran en la tabla 4;
incluyen nueve variantes sin sentido dentro de la regién codificante.
Se han informado polimorfismos de TSC1 en otros lugares.

(Jones et al. 1997).

Discapacidad intelectual

La discapacidad intelectual estaba presente en 86 (57%) de los

150 casos indice y en 97 (49%) de los 199 afectados
miembros de las 150 familias diferentes. Discapacidad intelectual

La capacidad era significativamente mas comun en los casos esporadicos
portadores de mutaciones TSC2 (59 [67%] de 88 casos) que

casos esporadicos portadores de mutaciones TSC1 (4 [31%] de 13

casos) (P .0145, prueba exacta de Fisher; odds ratio 4.5).

La frecuencia de discapacidad intelectual en casos esporadicos

con mutaciones de sentido erréneo de TSC2 o pequefias mutaciones

de delecion en el marco (15 [68%] de 22 casos) no fue

significativamente diferente de la de los casos esporadicos con otras clases de

Mutaciones de TSC2 (44 [67%] de 66 casos) (P .506,
Prueba exacta de Fisher).

Caracteristicas somaticas inusuales

Se detectd enfermedad renal poliquistica macroscépica en una
ecografia (pero no fue la caracteristica de presentacion) en
Nueve casos. Todos estos casos tenian mutaciones de TSC2 y,
En seis casos, estas mutaciones fueron deleciones contiguas
También afecta al gen PKD1 . Cuatro de los seis casos
con deleciones de TSC2/PKD1 eran mosaicos somaticos. Dos
Los casos tenian grandes deleciones intragénicas que afectaban a TSC2 y
Un caso tuvo una inversién de 600 kb que interrumpié TSC2 (tabla
3) Todos los casos se han notificado en otros lugares (Europa
Consorcio de Esclerosis Tuberosa del Cromosoma 16 1993;

Brook-Carter y otros, 1994; Sampson y otros, 1997). Quince
de los 22 casos indice con mutaciones TSC1 no tenian evidencia
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Tabla 3

Grandes reordenamientos en el locus TSC2

Am. J. Hum. Genet. 64:1305-1315, 1999

Método de
Paciente Mutacion Deteccion Referencia
002 Delecion multigénica TSC2/0CTS3/0CTS2 Delecion PFGE Jones et al. (1997)
019 intragénica =5 kb Delecion Consorcio de Esclerosis Tuberosa del Cromosoma 16 del Sur de Europa (1993)
022 multigénica en mosaico TSC2/PKD1 Sampson et al. (1997) PFGE
076 Delecion multigénica TSC2/0CTS3/0OCTS2 Consorcio Europeo de E§8I&#Esis Tuberosa del Cromosoma 16 (1993)
0786 Delecion multigénica TSC2/0OCTS3/0OCTS2 Brook-Carter et al. (1994)  PFGE
080 Delecién multigénica TSC2/OCTS3/0CTS2 Consorcio Europeo de ESET&sis Tuberosa del Cromosoma 16 (1993)
088 Delecion intragénica =10 kb Jones et al. (1997) PFGE
11 Delecion multigénica en mosaico TSC2/PKD1 Sampson et al. (1997)PFGE
136 Delecion intragénica =4 kb (exones 17-20) Estudio actual de PCR larga
148 Delecion multigénica TSC2/OCTS3 Cromosoma 16 del Sur de Europa Consorcio de Esclerosis Tuberosa (1993)

179 Delecion multigénica TSC2/PKD1 PFGE Cromosoma Europeo 16 Consorcio de Esclerosis Tuberosa (1993)
180 pelecion intragénica ~3 kb Cromosoma 16 del sur de Europa Consorcio de Esclerosis Tuberosa (1993)
181 Delecion multigénica TSC2/OCTS2/0OCTS3 PFGE Cromosoma Europeo 16 Consorcio de Esclerosis Tuberosa (1993)

206 Delecion intragénica =5 kb Southern Jones et al. (1997)

216 Delecion intragénica =1 kb (exones 37-38) Southern Jones y otros (1997)

270 Deleciéon multigénica en mosaico TSC2/PKD1 PFGE Sampson et al. (1997)

277 Delecién intragénica =3 kb (exdén 11, parte del exén 12) PCR larga Estudio actual
283 pelecion multigénica en mosaico TSC2/PKD1 PFGE Sampson et al. (1997)

284 Delecién multigénica TSC2/PKD1 PFGE Sampson et al. (1997)

308 southdrlimiABhdeoleS 2197y TR de PKD1

346 EstudibdieidRneseirte Suiesis8 kb (exones 3-8)

431 PFGE Barerson 680 (997)

de quistes renales en la ecografia. Tres tenian quistes unilaterales.
Quistes solitarios (a los 35, 50 y 64 afios). Sin funcién renal.
Se realizd ecografia en cuatro casos con TSC1
mutaciones.
Tres pacientes femeninas tenian antecedentes de neumotodrax.
y cambios quisticos o en panal en los pulmones.
Investigacion radiografica, compatible con un diagnéstico
de linfangioleiomiomatosis (LAM). Un caso, paciente
080, tenia una gran mutacion por delecion que afectaba tanto al
5 extremos de TSC2 y los genes OCTS3 y OCTS2, que
Se encuentra inmediatamente 5 de TSC2. Otro caso, el paciente 208,
tuvo el cambio de sentido erréneo recurrente TSC2 R611W. El
El tercer caso, el paciente 256, tenia esclerosis 6sea, con expansion de
la clavicula derecha y asimetria que afectaba la
lado derecho de la cara, ademas de cambios quisticos en
el pulmon derecho. Este paciente era portador del gen sin sentido TSC1.
cambio S334X. Todos estos casos fueron esporadicos.

Se observo un crecimiento excesivo localizado que afectaba las
extremidades en tres pacientes mujeres, todas ellas con otras caracteristicas
Presentaba afectacion multiorganica tipica. Mutaciones en TSC2.

Se identificaron en el ADN extraido de sangre venosa en

Dos de estos pacientes. Paciente 211, portador del de novo

cambio de sentido erréneo S1498N, tuvo un crecimiento excesivo masivo de
la pierna derecha, involucrando los huesos y tejidos blandos, que
progresoé durante la infancia y la nifiez y que, en

A los 30 afios, le fue amputada la pierna. Paciente 046

Presentaba la delecion de una sola base 546delC y un sobrecrecimiento
localizado en el mefique izquierdo. Sin mutacion.

Se identifico en el tercer caso, que tenia sobrecrecimiento

que afecta los huesos y tejidos blandos del antebrazo izquierdo
y de los dedos medio y anular.

Discusion

Estudiamos a 150 individuos no relacionados con CET, como
asi como sus familiares. Las proporciones de familiares
y casos esporadicos entre los 199 miembros afectados
sus familias eran 35% y 65% respectivamente, y la
La frecuencia global de discapacidad intelectual fue del 49%.
Estas cifras son similares a las reportadas en grandes estudios
epidemiolégicos (Sampson et al. 1989; Osborne et
al., 1991), lo que sugiere que la presente serie es representativa de
casos de CET clinicamente confirmados. Se identificaron mutaciones en
un total de 120 (80%) de estos pacientes; 98
Se demostré que (65,4%) tenian mutaciones en el TSC2
locus y 22 (14,6%) tenian mutaciones en el locus TSC1 .
Se caracterizaron ciento una mutaciones diferentes
(21 que afectan a TSC1 y 80 que afectan a TSC2), de los cuales
42 no se habian descrito previamente. Las mutaciones fueron
No identificado en 1 de 19 casos familiares ni en 29 de 130
casos esporadicos. Estudios recientes han demostrado que los somaticos
El mosaicismo puede ser un hallazgo frecuente entre los esporadicos.
Casos de CET (Sampson et al., 1997). Los analisis SSCP y heteroduplex
utilizados para el cribado de exones en este estudio
Es poco probable que hayan tenido la sensibilidad suficiente para detectar
mosaicismo de bajo nivel y también tienen una sensibilidad limitada en
la deteccion de algunas mutaciones no mosaicas.
Estos factores, asi como nuestra evaluacion incompleta de
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Figura 1 Distribuciéon de mutaciones puntuales y pequefias deleciones e inserciones en los genes TSC1y TSC2 . Los recuadros numerados indican exones individuales.
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Tabla 4

Polimorfismos dentro del gen TSC2

Nucleétido
Ubicacion Polimorfismo Cambiar Frecuencia
Intrén 3 35431CrT C35431T Unico
Exon 4 L160V C496G (Jnico
Intrén 4 5003CrT C5003T 5%—10%
Intrén 4 5007CCrAA CC5007AA Unico
Exén 8 R261W C799T Unico
Exén 9 M286V A874G 5%
Exon 10 R367Q A1128G G1118A 5%
P378L Unico Ex6n 10 Q370 C1151T Exon 11 15%

Exén 12 G440S G1336A Unico

Exén 13 G459 C1395T Unico

Exoén 13 1463V A1405G Unico

Intrén 14 161814CrT C161814T 5%—10%
Intrén 14 161839CrT C161839T 5%—10%
Intrén 15 173516CrT C173516T nico
Exon 16 A583T G1765A 5%

Exén 18 P677 C2049T Unico

Intrén 18 211535GrA G211535A (Jnico
Intron 22 265744CrG C265744G 15%
Intrén 31 390178GrA G390178A 5%—10%
Intron 31 390251CrG C390251G 15%
Intron 31 390255ArT A390255T (Jnico
Exén 33 D1436 C4326T Unico

Intron 35 468143GrA G468143A (Jnico
Intrén 39 51799ArC A51799C 5%-10%
Intrén 39 517926delTGAG Delecién de 4 pb 5%
Intron 40 527773CrT C527773T (Jnico
Intron 40 527780CrT C527780T (Jnico
Ex6n 41 G1791S G5389A Unico

3 UTR 5503delAA Eliminacion ge 2 pb 15%

Las secuencias intrénicas y reguladoras probablemente sean responsables de nuestra
No se detectan mutaciones en el 20% de los casos. Ademas
La heterogeneidad del locus en TSC también sigue siendo una teoria.
posibilidad.

Descubrimos que significativamente mas casos esporadicos
tenian mutaciones TSC2 que TSC1 . Esto seria
Se esperaba que la tasa de mutacién de la linea germinal en el locus TSC2
fueron mas altos que en el locus TSC1 . Sin embargo, adicionalmente
También se esperarian casos familiares de TSC2 , y lo hicimos.
no observa esto; ni tiene un exceso significativo de familias
sin ligamiento a TSC1 se ha observado en estudios de ligamiento (Sampson
et al. 1991; Povey et al. 1994). Una posible
explicacion del aparente exceso de mutaciones TSC2
entre los casos esporadicos, pero no entre los casos familiares,
Se observo una mayor gravedad general de la enfermedad asociada a
TSC2. Se evalué la frecuencia de discapacidad intelectual.
En casos esporadicos, como un aspecto confiable e importante de
gravedad de la enfermedad. A diferencia de muchos otros componentes de la
fenotipo que muestra una penetrancia dependiente de la edad, la
discapacidad intelectual en la TSC estéa presente casi invariablemente
desde la primera infancia y rara vez escapa a la deteccion. Nosotros
Se encontré que la discapacidad intelectual era significativamente mas
frecuente entre los casos esporadicos con mutaciones TSC2 que entre los

Am. J. Hum. Genet. 64:1305-1315, 1999

entre aquellos con mutaciones TSC1 . Si la presencia o

La ausencia de discapacidad intelectual esta relacionada, en parte, con

la frecuencia de mutaciones de “segundo golpe” en el cerebro en desarrollo,
entonces nuestras observaciones podrian reflejar una tasa de mutacion
somatica mas alta en el locus TSC2

que en el locus TSC1 . Alternativamente, la tuberina puede servir

roles en el SNC que no son compartidos por hamartin.

En otros estudios hemos demostrado que la mayoria de los pacientes con
La TSC y la enfermedad renal poliquistica grave tienen deleciones contiguas
que involucran a TSC2 y al gen adyacente de la enfermedad renal poliquistica
1 (PKD1) (Brook-Carter et al.

1994; Sampson et al. 1997). La presente serie no

Incluye casos determinados especificamente debido a la enfermedad renal
poliquistica, pero la enfermedad renal poliquistica fue

identificado en 9 de los 150 casos indice. Seis de estos casos

Tenian deleciones TSC2-PKD1, de las cuales cuatro eran mosaicos.
Eliminacion de TSC2 y sélo de los 3 UTR de PKD1

Se encontrd en otro caso que no tenia poliquistosis.

Rifiones. Tres casos con rifiones poliquisticos tenian TSC2.

mutaciones que no involucraban PKD1. Quistes solitarios—

pero no rifiones poliquisticos—se observaron en algunos pacientes

con mutaciones en TSC1 . Estudio especifico de una cohorte mas amplia.
Se requiere un analisis de pacientes para determinar si

La enfermedad TSC1 conlleva un riesgo de enfermedad renal clinicamente significativa.
enfermedad quistica.

La enfermedad pulmonar quistica sintomatica que se presenté como
neumotérax fue una caracteristica en tres casos en el presente estudio.
Serie. Dos pacientes con mutaciones TSC2 presentaron una apariencia
generalizada en panal en ambos pulmones que fue
tipico de LAM, y el tercero, con una mutacién TSC1 ,

Tenia cambios quisticos marcados en el I6bulo superior derecho.

Pulmén. EI LAM es un trastorno que se observa casi exclusivamente en
mujeres y se caracteriza por infiltracion del musculo liso bronquiolar y
cambios quisticos en el parénquima pulmonar. Esto suele asociarse con
angiomiolipoma.

de los rifiones y/o de los ganglios linfaticos abdominales e hiliares.

Se estima que la LAM sintomatica ocurre en aproximadamente 1/millén

de la poblacién, sin otra evidencia de TSC, pero

en varios porcentajes de mujeres con CET, lo que implica una

papel de los genes TSC en la etiologia de LAM. Pérdida de

Se ha demostrado heterocigosidad para los marcadores en la regién TSC2.
observado en angiomiolipomas renales y ganglios linfaticos

Extraido de mujeres con LAM pero sin otros

signos de TSC (Smolarek et al. 1998), pero mutaciones de

Los genes TSC no se habian informado previamente en pacientes con LAM
asociada a TSC o esporadica.

JUSTICIA.

Estudios de otros componentes del fenotipo TSC en
Ahora se requieren enfermedades asociadas a TSC1y TSC2,

En particular, para cuantificar la frecuencia y la gravedad de
complicaciones. Dados nuestros hallazgos en relacién con la distribucion de
las mutaciones TSC1 y TSC2 en pacientes esporadicos y

casos familiares, asi como la probabilidad de que los casos familiares

Se veran menos afectados que los casos esporadicos, como

Los estudios tendran que basarse en casos esporadicos o
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poblaciones epidemiolégicamente completas, o lo haran
deben emplearse correcciones validas para el sesgo de verificacion.

La gran proporcion de mutaciones de TSC2 , a diferencia de
Las mutaciones de TSC1 que observamos en la TSC confirmada
médicamente tienen implicaciones para el desarrollo de
diagnéstico molecular. No solo el gen TSC2, en su
estructura, sustancialmente mas compleja que la TSC1
gen, pero también hemos encontrado su espectro mutacional
ser mas diversos. Varios estudios han encontrado la gran
La mayoria de las mutaciones de la linea germinal en el locus TSC1 son
pequefias lesiones truncadas (Jones et al. 1997; Al et al.

1998; Kwiatkowska et al. 1998; Joven y col. 1998; furgoneta

Slegtenhorst et al., en prensa). Por el contrario, ahora tenemos

Se ha demostrado que, en el locus TSC2 , se producen cambios sin sentido, grandes
Los reordenamientos incluyen deleciones de genes completos, mutaciones
sin sentido y pequefias inserciones y deleciones.

representadas en frecuencias similares. La sensibilidad de cualquier

Por lo tanto, es probable que el Unico enfoque disponible actualmente para
la deteccion de mutaciones en el locus TSC2 sea limitado.

Sin embargo, observamos ocho mutaciones de TSC2 de forma recurrente,
al menos tres de las cuales (R505X, R611W y

Otros investigadores también han informado sobre la presencia de R611Q.
(Wilson et al. 1996; van den Ouweland et al. 1997; Au

et al. 1998). Siete de las mutaciones observadas de forma recurrente fueron
debido a sustituciones de CrT o GrA en dinucleétidos CpG

y es probable que resulten de una desaminacion espontanea

de citosinas metiladas en el ADN gendmico. La delecion de TSC2 en

marco , 5256del18 pb, se identificé en

Cuatro casos esporadicos no relacionados. Se trata de una repeticion directa.
de 11 nucledtidos y los 7 nucledtidos intermedios y

es probable que sea el resultado de un desajuste durante

replicacion (Cooper y Krawczak, 1993). Varios TSC1

También se han observado mutaciones de forma recurrente (Jones et al.
1997; van Slegthenhorst et al. 1997 y en prensa; Ali y

Alabama. 1998; Kwiatkowska et al. 1998; Joven y col. 1998),

lo que sugiere que el ensayo para una pequefia cantidad de TSC2 y

Las mutaciones de TSC1 podrian proporcionar una evaluacién inicial util en
El entorno de diagndstico.

Nuestra caracterizacién de un ndmero significativo de mutaciones
sin sentido y algunas pequefias deleciones en el marco de lectura en
Es probable que el locus TSC2 sea util en la investigacion
de las funciones putativas del producto génico. Los efectos
que los cambios de sentido erréneo en el dominio relacionado con GAP
tienen actividad GAP hacia rap1 y rab5 ahora
Se esta investigando, al igual que el efecto que el residuo Unico tiene
La delecion DI365 afecta la unién de la hamartina con la tub-erina. Mutantes
naturales de este tipo podrian resultar utiles para...

Determinacion de cual de las funciones de la tuberina requiere
la unién a la hamartina. La delecion recurrente de 18-p en el
exon 40 de TSC2 se encuentra dentro del supuesto dominio de
unién a ra-baptina (Xiao et al., 1997). Sin embargo,
Demostracion de la unién de la rabaptina a la tuberina

espera confirmacion independiente y el patdgeno

El mecanismo de esta mutacion no esta claro en la actualidad.

y otros (Wilson et al. 1996; van den Ouweland et
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al. 1997; Au et al. 1998) han identificado mutaciones recurrentes de sentido
erréneo en un tramo corto de solo 11 nucleétidos (1849-1859) de TSC2.
Esta regién no

corresponden a cualquier dominio funcional actualmente reconocido de la
tuberina, pero los efectos que estas mutaciones tienen

sobre las funciones recientemente propuestas de la tuberina, incluida la
regulacién de la transicion de la fase GO/G1 a S (Soucek et al. 1997),
Ahora se puede evaluar. Por el contrario, a pesar de los informes de grandes
Numero de cambios de una sola base y pequefias eliminaciones y
inserciones en el locus TSC1 , no se han descrito mutaciones de sentido
erréneo claramente patégenas y parece

Es probable que la pérdida completa de hamartina (en lugar de una

alteracion mas sutil de funciones especificas) sea habitual en la
enfermedad asociada a TSC1 .

Nota afiadida en la prueba—Dado que este articulo fue aceptado
Para su publicacion, se han identificado mutaciones en tres
Otros casos esporadicos, todos en el locus TSC2 . Estos fueron
(i) una delecion intragénica de 5 kb en el paciente 165 (identificado por
PCR larga), (ii) una delecion de 34 pb de un gen de 34
Repeticién en tdndem de bp que abarca el exén 38/intrén 38
limite en el paciente 112 (se ha detectado la misma mutacion)
reportado en otro lugar, en un paciente diferente con TSC
[Beauchamp et al. 1998]), y (iii) una delecion del exén
41yel 3UTR de TSC2y parte del 3 UTR de
PKD1 en el paciente 115 (identificado por PCR larga).
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Informacién de bases de datos electronicas

Los numeros de acceso y las URL de los datos de este articulo son los siguientes:
Sigue:

Base de datos de mutaciones de la esclerosis tuberosa de Cardiff-Rotterdam,
http://www.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/tsc_db/pcrpub.html (para
Cebadores y condiciones de PCR)

GenBank, http://www.ncbi.nim.nih.gov/Web/Genbank (para
ADNc de TSC1y TSC2 [AF013168 y X75621, respectivamente] y
secuencia de TSC2 [AC005600])
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