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DISOMIA UNIPARENTAL EN DEFICIENCIA TIPO 2 DE 50 REDUCTASA
DRA. EVANGELINA VALDES G.

La deficiencia de Sa reductasa 2 (SL-SR2D) es un trastorno autosomico recesivo raro
que lleva a una forma especifica de Pseudohermafroditismo masculino.  Afecta a
varones 46XY con genitales externos ambiguos. Ellos usualmente presentan
hipospadias perinoescrotal con pseudovagina, microfalo, testiculos criptorguidicos y
prostata rudimentaria pero derivados Wolffianos normales. Estudios de genética
molecular han mostrado que la 5a -SR2D es causada por una simple mutacién de base o
deleccion de la So reductasa tipo 2 (SRDSA2). (4-6)

La mayoria de pacientes con 50 -SR2D tienen mutaciones homocigotos 'y el resto
(cerca 40%) tienen componentes heterocigotos © presumen con componentes
heterocigotos (7-8). Aqui nosotros reportamos estudios del gene SRD5A2 en dos
pacientes con 5a -SR2D en quienes los padres son heterocigotos, aunque con
mutaciones idénticas. Los estudios moleculares de uno de estos pacientes reveld
homocigotos, pero solamente para la mutacién paterna. Porque el defecto en la
mutaci6n es Ilevada por el padre pero no esta en la madre, quien lleva otras mutaciones,
la disomfa uniparental { UPD) se sospechd.

El concepto de UPD, originalmente fue introducidé en 1980 por Engel(9), ha llevado a
la explicacién de la herencia de dos copias de un locus genético de solamente un
familiar. A lIa fecha el UPD, ha sido reconocido que ocurre en varias enfermedades
hereditarias como el Sinrome de Prader-Willi, Fibrosis quistica, Hemofilia A, Distrofia
muscular de Duchenne, Picnodisostosis, y Sindrome de Angelman entre otros (10).

Los resultados de nuestro estudio demuestran la evidencia para documentar el primer
caso de UPD paterna en 5a -SR2D.



SUJETOS Y METODOS

SUJETOS:
Pacientes ! (P1) es un individuo de 23 afios de edad 46 XY. Se reviso a los 17 afios con
hipospadias penoescrotal con un falo de 3 cms. de longitud y 1.0 cms. de circunferencia.

Las gonadas se localizaron en el escroto, tenfan un volumen de 22.5 y 27.0 cc. no habia
ginecomastia. Este paciente tenia 2 hermanas sanas, aparentemente normales.

Paciente 2 (P2) un individuo de 14 afios con identidad femenina.

Este paciente fue referido a los 13 afios por amenorrea primaria, crecimiento del clitoris,
falta de desarrollo mamario, y voz gruesa.

El examen fisico revelé una masa de 2.5 x 3.0 cm. en el labio mayor izquierdo, un falo
de 3.0 cms.

Y un introito vestibular de 2-3-cms. de profundidad. El cariotipo fue 46 XY. Este
paciente fue considerado como nifia y la orquidectomia bilateral fue realizada antes de
los estudios moleculares.

En estos pacientes el diagnéstico de 50-SR2D fue establecido con criterio clinico
endocrinologico y cariotipo. No habia conocimiento de consanguinidad o historia
familiar de la enfermedad en cualquier de los familiares, los cuales eran de origen étnico
mestizo mexicano. Este estudio fue llevado con el consentimiento informado de los
padres y aprobado por el Comité de ética de nuestro Instituto.

ESTUDIOS DEL DNA.

El estudio genémico de DNA fue aislado de leucocitos por los métodos standar. Las
anormalidades en la secuencia codificada en el gen SRD5A2 fue investigada mediante
PCR del exon especifico después por el analisis de polimorfismo conformacional de
banda simple (SSCP) y el andlisis secuencial (8.11). SSCP fue realizado de acuerdo al
método de Orita y Cols (12) usando [a-32P] y d CTP como se describe més tarde (13,
14). La mutacién y el control de los productos de PCR fueron secuenciados usando la
Termosecuencia ([o -33P] ddNTP) del ciclo terminal del estuche (Amersham Life
Sciences Inc. Cleveland OH) como se describi6 previamente (8).

El rompimiento del DNA genémico asi como el blotting con marcadores
convencionales fueron realizados por técnicas standar (15) Cuatro variable se repiten
para probar. [D1S7/MS1,D4S139/PH30, DS5SS110/LH1, y DI17879/VI (Life
Technologies, Inc. Grand Island, NY )]para cromosomas 1,4,5, y 17, repectivamente,
fueron usados para validar la paternidad. E! marcador D1S80 (16) fue tambi€n medido.
Los marcadores polimérficos D2S162, D2S117, D2S347, D25305, D2S151, D25126,
D2S131, D2S396, y D2S142 del cromosoma 2 fueron con PCR amplificado usando
oligonucleotidos descritos (17).

El PCR fue realizado en reacciones de 25 —ul y ¢/u contenia 500ng del DNA genémico,
10 mmol/L.Tris-HCl, 1.5 mmol/L de MgCI2, 50mmol/LKC],125umol/L. de cada
primer, 2.5UTag DNA polimerasa, 100pmol/l de cada uno dNTP,  5uCi [0-32P1d
CTP (S.A.3000 Ci/mmol;NEN-Dupont, Boston, MA).
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Andlisis de Restriccion. ( restriccion enzimatica).

El exon 4 del SRD5A2 del gene fue amplificado por PCR en presencia de [0-32P]d CTP
y purificado como se describe, PCR marcado sus productos fueron incubados por 2h a
37°C con 5 UEco RV (New England Biolabs Inc. Beverly, MA) en un volumen final de
20 pl. Tres microlitros de cada muestra fueron marcados sobre geles de poliacrilamida
al 8%. Después de la electroforesis a 500V por 2 hrs., los geles fueron secados y
autoradiografiados por 1-2 hrs. a -70C.

RESULTADOS:

El analisis SSCP del gen 5RD5A2 de los pacientes y sus padres no revelaron
variaciones en los exones 1,2,3 y 5 (no se muestran los datos). Como puede verse en la
Fig. 1, el exon 4DNA de ambas familias alteré la movilidad de la electroforesis
comparada con sujetos control... La secuencia directa de estos fragmentos mostré que
P! fue heterocigoto para GAG/GAT en el codon 197 y para CCA/CGA en el codon
212 (Fig 2).

Que ¢l padre fue corrido para G—T transversion del nucleotido 591 (posicion del
nucleotido dado al primer codon ATG), el cual cambia el codon 197 de 4cido glutémico
a acido aspartico (E197D), mientras la madre fue corrida para C—G transversion al
nucleotido 635, el cual cambia el codon 212 de prolina a arginina (P212R). Este
paciente fue considerado como compuesto heterocigoto por tener ambas mutaciones
(Fig. 2)

Como se demuestra en la Fig.3, los padres de P2 fueron corridos para la misma
mutacién, ambos, el padre fue heterocigoto par la mutaciéon E197D, y la madre fue
heterocigoto por la mutacién E197D, y la madre fue heterocigoto para la mutacion
P212R, sin embargo este paciente presentd (exclusivamente) homocigoto para la
mutacién paterna con ausencia de la mutacién materna.  El andlisis secuencial
(realizada en ambos bandas), usando 3 diferente preparaciones de DNA confirmaron
que P2 fue, homocigoto (GAT/GAT) para la mutacién paterna (Fig. 3. Adicionalmente
nosotros notamos que la substitucion del nucleotido en el codon 197 introduciendo un
EcoRYV en el sitio de restriccién. Esto fue confirmado por el enclavamiento enzimético
de fragmentos del exon 4 DNA (Fig.4). En P2 el producto marcado PCR (232bp) fue
completamente digerido dentro 158-bp y fragmentos de 74-bp.
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FIGURA 1. SSCP analisis de exon 4 de la SRD5A2 del gen del paciente 1 y 2 (flechas)
arriba y su respectivos padres F, padre, M, madre.
E1 DNAs de dos personas normales no familiares sirve como control (C).
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FIGURA 2. Secuencia parcial de nucledtidos del gen SRD5SA2 de la familia.
1, mostrando dos diferentes mutaciones dentro del exon 4. Paciente 1 tiene un
componente heterocigoto para Glu (GAG) a Asp (GAT) encontrando la
mutacioén del codon 197 [llevado por su padre (F1)] y por un Pro (CCA) a Arg
(CGA) encontrando mutacién en el codon 212 [llevado por su madre (M1)].
Exon 4 DNA de una persona normal no familiar que sirvié como referencia
(control).

De otra manera la digestion de 232-bp no digeridos del padre revel6 3 bandas, el 232-
bp el fragmento no digerido y el 158- bp/74-bp de fragmentos digeridos. En contraste,
el producto normal de PCR y el de la madre mostraron solamente el 232 — bp del
fragmento no digerido (Fig. 4). Porque el modo de herencia en P2 no se encontré el
patrén autosémico recesivo de la enfermedad, una prueba de la paternidad fue realizada.
Los marcadores del DNA usados en este estudio fueron informados y el resultado
sustentaron la paternidad. Porque los estudios cromosomicos revelaron un cariotipo
diploide normal y no, un mosaico, todos los resultados fueron interpretados como lo
demostrd la presencia de UPD.

Para verificar esto, varios microsatélites (STR) de los brazos largos y cortos del
cromosoma 2 fueron valorados. Como se demuestra en la Fig. 5 el andlisis de P2, con
diferentes marcadores, sugieren herencia de 2 alelos paternos en los ultimos cinco
(D2S162, D2S117, D2S305, D2S131 y D2S126) de los 9 marcadores examinados.
Otros marcadores (D2S151, D2S142 y D2S396) mostraron un patrén de bandas muy
similares entre todos los miembros de la familia y posteriormente, fueron considerados
no informativos.

Finalmente, el anélisis de D2S347 mostré la tipica herencia mendeliana con ambos
alelos paternos detectados en el propositus (Fig. 5)



DISCUSION:

Esta bien establecido que la mutacién del gen SRDS5A2 en cariotipos masculinos
resultd en un espectro de genitales externos con fenotipo que vari6 de completamente
femenino a completamente masculino (1,14). En este estudio, nosotros realizamos
andlisis molecular del gen SRD5A2 de dos pacientes, sin padres consanguineos los
cuales fueron encontrados de dos distintas mutaciones y encontramos diferencias en el

modo de transmisién de la enfermedad.
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FIGURA 3. Secuencia parcial de nucledtidos del gen SRD5A2 de la familia 2,
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mostrando dos diferentes mutaciones dentro del exon 4.

El analisis de secuencia indica que €l padre (F2) lleva para Glul97- Asp la
mutaci6n y la madre (M2) ileva para Pro 212- Arg la mutacién.

El paciente (P2) se encontrd ser homocigoto, pero solamente para la mutacion
paterna (E197D). El exon 4 DNA de un sujeto normal no familiar sirvié como

referencia (control).
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FIGURA 4. Autoradriografia de restriccién andlisis de enzimas de exon 4 del gen
SRD5AZ.
Exon 4 y la secuencia intronica fue amplificando el PCR del DNA del paciente |
(P1) Y 2 (P2) su respectivo pariente (M. madre; F, padre) y en individuos
normales (C). El [P-32] marcando los productos de PCR fueron analizados por
restriccion con Eco RV y separados sobre un gen de poliacrilamida al 8%. El
exon 4 del gen mutado SRD5A2 fue cortado dentro del 158 y 74bp, pero no fue

en el gen (232 bp). Heterocigoto para esta mutacién muestra las bandas
mutantes.

El analisis secuencial mostré que en estas familias los padres eran heterocigotos
llevaban una mutacién de E197D y las madres eran heterocigoto para la mutacién
P212R. Ambos cambios se encontraron en el exon 4, muy cercano uno de otro.

En nuestra poblacién, esta region del gen parece particularmente una mutacion
propensa, porque en 10 de 12 pedigres examinados la lesién molecular ha sido detectada
en el exon 4 (11, 13). Como tal las mutaciones Glu197-Asp y Pro212- Arg han sido
descritas; 1a forma estuvo presente en heterocigoto en un paciente ruso-americano (5), y
en el segundo (P212R) fue previamente detectado en varios sujetos afectados, la
mayoria de origen mexicano (8,13).
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FIGURA 5. Analisis marcadores genéticos en paciente 2 y sus padres. Autoradiogramas
de varios microsatélites marcadores de cromosomas 2 amplificados de DNA
gendmico del padre (F), de la madre (M), y el sujeto afectado (P). Los patrones
de bandeo para D2S117, D2S162, D2S126, D2S305, y D2S131 fueron similares
en el paciente y su padre. El marcador D2S151, D28396, y D25142 no fueron
informativos pero el patron de migracion para D2S347 en el sujeto afectado
sugiere herencia de los dos alelos paternos.

Los estudios moleculares de sitios directos de mutagenesis, en el cual la mutante del
cDNAs son expresados en células de mamiferos que han mostrado ambas mutaciones
(E197D y P212R) completamente inactivan la enzima, tal vez por afectar estos V max’
6 la vida media de las proteinas (1, 18, 19). Aunque en estas dos familias los padres
llevan mutaciones idénticas, los resultados sugieren dos patrones distintos de
transmisién para esta deficiencia. Ambos, P1 quien fue designado como vardén y
presento mas fenotipo masculino, fue identificado como un componente heterocigoto
por vecindad con dos mutaciones parentales.

En contraste el analisis de la secuencia del DNA mostré que el P2 ser homocigoto para
la mutacion E197D, con una T en la posicion del nucledtido 591 en ambos alelos.

El analisis de restriccion- enzimdtica fue confirmado que Ia P2 fue homocigoto para esta
mutacién. La ausencia de mutacién materna, junto con homocigoto para la mutacién
paterna se encontré en este paciente, indicando un patrén anormal de herencia. Por que
la reduccion de homocigoto para la mutacién E197D no podria ser explicada.

Sobre la base de no paternidad o una anormalidad cromosémica la presencia de UPD
fue considerada. UPD parece ser un buen fenémeno de reconocimiento que puede dar
un trastorno congénito, por otros mecanismos de genética clasica mendeliana (9,20,
21). Como en el caso de P2 UPD ha sido reconocido en otras enfermedades porque su
patrén andmalo de transmisién de genes recesivos. Ambos deficiencia de 21-
hidroxilasa (22), picnodisostosis, deficiencia de complementos (C4A+ C4B) fibrosis -
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quistica, hipoplasia de cartilago/cabello, Talasemia B mayor, y acidemia metilmalonica
son algunos de los 18 trastornos recesivos en los cuales UPD han sido documentados
(10).

Para nuestro conocimiento, P2 representa el primer caso de SaSR2D resultado de UPD
y también el primer caso de patrdn paterno UPD involucrando €l cromosoma 2, porque
los tres casos de UPD para cromosoma 2 previamente descrito, fue de origen materno
(23-25). Nosotros creemos que P2 representa un caso particular de esta enfermedad,
especialmente si fue considerado de baja frecuencia de UPD y la relativamente rara de 5
a- SR2D en la poblacién. En resumen, estos estudios han identificado el primer caso de
UPD paterna que se ha detectado en pacientes con herencia de al menos dos regiones
idénticas de patron cromosémico 2 llevando SRD5A2 del gen mutante, resultando en
54-SR2D. Estas observaciones alternan el mecanismo de 50-SR2D puede derivar de un
solo familiar.




RESUMEN:

La deficiencia tipo 2 de So-reductasa es una forma recesiva autosomica de
pseudohermafroditismo masculino causado por mutacion del gen SRD5AZ.

En este estudio nosotros realizamos el analisis del DNA en dos sujetos no familiares
variando la deficiencia enzimdtica y encontrando diferencias en el modo de transmision
de la enfermedad. Los datos muestran que en ambas familias los padres fueron llevados
para una mutacién E197D, mientras que la madre fue llevada para una mutacion P212R.
E! paciente 1 fue identificado como heterocigoto porque el tenia ambas alteraciones
(E197D/P212R).

De lo contrario, ¢l paciente 2 se encontré ser homocigoto pero solamente para la
mutacion paterna.

Porque estos hallazgos podrian no ser explicados sobre la base de no paternidad o una
anormalidad cromosdmica, la presencia de disomia uniparental fue sugerida.

La reducci6n para homocigotos por la mutacion del E197D fue confirmada por analisis
de restriccion, supuestamente vistos.

Los resultados de nuestro estudio dan evidencia del primer caso de deficiencia Sa
reductasa resultado de disomia uniparental y también un mecanismo alterno de este
trastorno enzimatico que puede derivar de un solo padre.
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