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Resumen

Las distrofias musculares de cinturas (LGMD) son un grupo clinica y genéticamente
heterogéneo de trastornos neuromusculares. La LGMD2l (MIM #607155) y otras
entidades alélicas, se atribuyen a variantes patogénicas en FKRP (199q13.32, MIM
*606596) que conducen a un defecto de la O-glicosilacion del a-distroglicano.
Clinicamente se superpone con las distrofinopatias (DMD/B) y variantes patogénicas en
este gen, se han identificado hasta en un 12% de los casos con estudio molecular negativo
a deleciones/duplicaciones en el gen DMD. En nuestro pais, a pesar de que la frecuencia
de portadores de la variante patogénica comun en poblacidon europea p.(Leu276lle) en
individuos de ascendencia mexicana es de 1/64, no existen reportes de pacientes con
LGMD2I, ni de los genotipos FKRP condicionantes y ademds se desconoce la frecuencia de
la LGMD2I en pacientes con trastornos neuromusculares de etiologia no establecida
(TNMENE), situacion que solo podria ser confirmada por el estudio molecular del gen
FKRP. Se incluyeron 60 pacientes pediatricos no relacionados con TNMENE para el andlisis
por secuenciaciéon automatizada tipo Sanger del Unico exén codificante del gen FKRP, con
estudio molecular negativo para deleciones en 22 exones del gen DMD (Xp21.2-p21.1,
MIM *300377, n=55/60), y/o estudio normal de amplificacién multiple de sondas ligadas
(MLPA) para 80 exones del gen DMD (n=25/60). En 5 pacientes (2 hombres y 3 mujeres) se
analizé directamente el gen FKRP, ya que el cuadro clinico era sugestivo de LGMD. Se
describen las caracteristicas clinicas y la correlacién genotipo-fenotipo de 2 casos en
quienes se identificaron genotipos FKRP para dos variantes patogénicas previamente
descritas: p.[Leu276lle];[Asnd463Asp] y p.[Asn463Asp];[Asn463Asp]. Los resultados indican
que los trastornos relacionados a FKRP son responsables de al menos el 3.3% (2/60) de los
pacientes catalogados con DMD/B o TNMENE. Se identificaron ademds dos pacientes
heterocigotos para variantes de significado clinico incierto: c.427C>A o p.(Argl43Ser)
(rs148206382) y c.143G>C o p.(Arg48Pro) (novel), ausentes en mas de 100 controles sanos
étnicamente relacionados. Este es el primer estudio en el pais que indaga la frecuencia de
los trastornos relacionados al gen FKRP en pacientes con clinica de DMD/B o TNMENE. La
frecuencia identificada de estos trastornos justificaria su inclusion en el diagndstico
diferencial en pacientes con fenotipo similar a DMD/B o TNMENE y estudio molecular
normal del gen DMD.



Abstract

The limb-girdle muscular dystrophies (LGMD) are a clinically and genetically
heterogeneous group of neuromuscular diseases. The LGMD2I (MIM#6077155) and other
allelic entities are attributed to pathogenic variants in FKRP gene (19q13.32, MIM
*606596) leading to an O-glicosilation defect of a-distroglican. Clinically they have an
overlap with the dystrophinopathies, so that the LGMD2I has been identified in up to 12%
of cases with negative molecular study to mutations in the DMD gene. In our country,
although the frequency of carriers of the common pathogenic variant in European
population p.(Leu276lle) in individuals of Mexican ancestry is 1/64, there are no reports of
patients with LGMD2I, nor of the conditioning FKRP genotypes and additionally the
frequency of LGMD2I in patients with Neuromuscular Disorders of Unknown Etiology
(NDUE) is unknown, a situation that could only be confirmed by the molecular study of the
FKRP gene. It was included 60 non-related pediatric patients with NDUE, for the Sanger-
type automated sequencing analysis of the unique coding exon of the FKRP gene, these
patients had negative molecular study for deletions in 22 exons of the DMD gene (Xp21.2-
p21.1, MIM *300377, n=55/60), and/or normal MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification) for 80 exons of the DMD gene (n=25/60). In five patients (2 men and
3 women), the FKRP gene was analyzed directly since the clinical phenotype was
suggestive of LGMD. We describe the clinical characteristics and genotype-phenotype
correlation of 2 cases in which FKRP genotypes were identified for two pathogenic
variants previously described: p.[Leu276lle];[Asn463Asp] and p.[Asn463Asp];[Asnd463Asp].
Results indicate that FKRP-related disorders are responsible for at least 3.3% (2/60) of
patients classified as DMD/B or NDUE. It was also identified two heterozygous patients for
variants of uncertain clinical significance: c.427C>A o p.(Argl43Ser) (rs148206382) and
¢.143G>C o p.(Arg48Pro) (novel), absent in over 100 ethnically related healthy controls.
This is the first study in our country that investigates the frequency of FKRP-related
disorders in patients with clinical picture of DMD/B or NDUE. The identified frequency of
these disorders would justify their inclusion in the differential diagnosis in patients with a
phenotype similar to DMD/B or NDUE and a normal molecular study of DMD gene.



Introduccion

El termino distrofia muscular se refiere a un grupo de enfermedades genéticas que
causan degeneracion progresiva del musculo esquelético, las distrofias musculares de
cinturas (LGMD, del inglés "limb girdle muscular dystrophies") son un grupo heterogéneo
de trastornos musculares monogénicos y progresivos con involucro primario o
predominante de la musculatura pélvica y/o escapular.! Actualmente hay identificados 31
loci responsables, 8 de ellos condicionantes de formas autosdmicas dominantes y 23 de
formas autosémicas recesivas (Tabla 1).% El algoritmo sugerido para el diagndstico de las
LGMD requiere una valoracion neuromuscular interdisciplinaria que incluya una historia
clinica completa, interrogatorio de antecedentes familiares, evaluacién neuromuscular e
histopatoldgica/inmunohistoquimica de la biopsia muscular, asi como medicién de
enzimas séricas musculares (creatinin-fosfocinasa o CK, aldolasa, lactato deshidrogenasa,
transaminasas, entre otras), electromiografia y en ocasiones, se sugieren estudios de
imagen muscular mediante resonancia magnética nuclear (RMN) o ultrasonografia para
que con base en los patrones de afeccion muscular identificados, se decida el estudio
molecular del gen mas probablemente involucrado.3

Entre las formas autosdmicas recesivas que representan la mayoria de las LGMD,
se encuentran las que condicionan alteraciones en la O-glicosilacion post-traduccional del
a-distroglicano.*> Este tipo de alteracion disminuye su habilidad para unirse a diversos
ligandos extracelulares incluida la cadena a2-laminina (o merosina a-2), lo que caracteriza
a un subgrupo de enfermedades neuromusculares colectivamente Ilamadas
“distroglicanopatias”.®”®° Dentro de este subgrupo, se encuentran los defectos de O-
glicosilacion debido a la deficiencia de la proteina relacionada a fukutina (FKRP)
condicionada a su vez por variantes amorfas/hipomorfas en el gen FKRP (OMIM *606596),
el cual se organiza en 4 exones (los 3 primeros no codificantes) distribuidos en 12 kb de
19913.32.12-67.10 Este gen se identifico a través de la homologia con el gen codificante de
la fukutina®? que causa la distrofia muscular tipo Fukuyama (FMD, OMIM #253800).%%° La
FKRP mediante el andlisis in silico de su secuencia,#/1011121314 o considerd una
glucosiltransferasa putativa localizada en el aparato de Golgi®’ y que junto con la proteina
fukutina llevan a cabo la adicidon de un residuo en tdndem de ribitol-5-fosfato como
modificacidn post-traduccional al a-distroglicano (Figura 1).” Los pacientes con deficiencia
de la proteina FKRP presentan una reduccién de leve a severa en la cantidad a nivel de
inmunohistoquimica o en el peso molecular en la inmunotransferencia (Western blot) del
a-distroglicano, y el grado de severidad de dicha reduccidn puede correlacionar con el tipo
de variantes patogénicas (amorfas/hipomorfas) documentadas en el gen FKRP vy el
fenotipo resultante.!” La confirmacién de un trastorno relacionado al gen FKRP en



pacientes con alteraciones en el a-distroglicano a nivel muscular deben confirmarse por
analisis molecular.'>16

El espectro clinico por variantes patogénicas en FKRP va desde formas congénitas
caracterizadas por anomalias en musculo-ojo-cerebro (MIM#613153) con o sin
discapacidad intelectual (MIM#606612) hasta distrofias musculares de presentacion desde
la infancia hasta la adultez (MIM#607155; LGMD?2I o distrofia muscular de cinturas por
distroglicanopatia tipo C, 5 o MDDGCS5), sin embargo, la amplia expresividad de los
trastornos relacionados a FKRP, incluyen también pacientes asintomaticos en los cuales
sélo se llega a documentar la elevacién de CK.! La LGMD2I de inicio temprano y curso
severo se sobrelapa clinicamente con las distrofinopatias (similar a los fenotipos
Duchenne/Becker), ya que los pacientes presentan debilidad muscular pélvica proximal
con signo de Gower’s, pseudohipertrofia de gastrocnemios (hasta en el 76% de los
casos),”'*'” pérdida de deambulacién en la segunda a tercera década de vida,'%!8
elevacién persistente de CK sérica (>10-20X),%>3131419 involucro cardiaco (cardiomiopatia
dilatada presente en el 30-50% de los casos)?>*11:1314 e insuficiencia respiratoria restrictiva
(aproximadamente en el 65%).310131418 A |3 fecha, no se ha definido un patréon
electromiografico caracteristico y la velocidad de conduccién nerviosa en algunos casos
se ha reportado normal.l’ La biopsia muscular en estos pacientes revela cambios
distréficos, infiltrado inflamatorio y reduccion de inmunomarcaje para laminina a2 con
disminucion variable de a-distroglicano, pero con un patrén inmunohistoquimico normal
para B-distroglicano.>*'%'7 La evaluacién inmunohistoquimica para distrofina se ha
reportado normal, disminuida o irregular, lo cual contribuye a la dificultad diagndstica
para su diferenciacidn con las distrofinopatias.»*®> De hecho, pacientes con distrofinopatias
fueron identificados en un ~4% (4/103) de pacientes daneses que cumplian criterios
diagndsticos para LGMD2,8 e interesantemente, mediante el estudio molecular del gen
FKRP se identificaron pacientes con LGMD2I| en el ~13% (13/102) de casos Unicos
masculinos con fenotipo de distrofia muscular Duchenne o Becker en quienes no se
identificd delecién o duplicacién en el gen DMD mediante Southern blot.'® Lo anterior,
pone de manifiesto la dificultad para la identificacién certera de pacientes con LGMD?2I
s6lo basado en datos clinicos, de laboratorio y/o de gabinete.

Se estima que la LGMD2I representa al menos 10% de todas las LGMD? y ésta fue
descrita por primera vez en una familia consanguinea de Tunez.! Acorde a la distribucion
de las frecuencias alélicas para variantes patogénicas del gen FKRP, la frecuencia de
LGMD2I varia entre poblaciones; asi, entre la poblacién caucasica se aprecia la frecuencia
mds alta a nivel mundial (38.4% en pacientes daneses clasificados como LGMD2)'° y en
cambio, en poblaciones asidticas existen sélo 12 pacientes reportados a la fecha.?° Los
genotipos en FKRP responsables en diversos grupos étnicos se relacionan a las frecuencias
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alélicas prevalentes que parecen estar influenciadas por efecto de fundador, deriva
génica, y/o posibles efectos de ventaja selectiva. Asi la variante p.(Leu276lle)
[rs28937900] es comun en individuos europeos,?>2223 con una frecuencia alélica (FA) en la
base Exome Aggregation Consortium (ExXAC, http://exac.broadinstitute.org/) >1%, en la
base dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) de 0.2% y en el Proyecto de los 1000
genomas (http://www.internationalgenome.org/) de 0.8%; mientras que para la variante
p.(Tyr182Cys) [rs543163491] en poblacidn asiatica?® se reporta una FA de 0.3% en ExACy
dbSNP y de 0.06% en el Proyecto de los 1000 genomas.

Con excepcién de Brasil,! en México y otros paises latinoamericanos, no existen
reportes de mutaciones en el gen FKRP identificadas en pacientes con distrofia muscular
en estudio o con un trastorno neuromuscular de causa no establecida (TNMENE), a pesar
de que el Instituto Nacional de Pediatria (INP) se considera un centro de referencia para el
diagndstico y manejo de trastornos neuromusculares. Si bien, existe un estudio que
evalué biopsias musculares, mediante inmunohistoquimica con un panel de 18
anticuerpos, provenientes de 290 pacientes mexicanos con diagndstico clinico de distrofia
muscular, en el cual se documentd que después de las distrofinopatias (52%), la segunda
distrofia muscular mds frecuente es la disferlinopatia (18%), en este estudio no se
evaluaron las a-distroglicanopatias.?*

Por lo anterior, consideramos importante el conocer en nuestra poblacién la
frecuencia de pacientes con variantes patogénicas en el gen FKRP y un aparente cuadro de
distrofinopatia y estudio molecular del gen DMD negativo a deleciones o aquellos
catalogados como un TNMENE, ademds de realizar la correlacidon genotipo-fenotipo vy
describir el espectro mutacional encontrado, ya que el Instituto Nacional de Pediatria
analiza los trastornos neuromusculares y en el laboratorio de Biologia Molecular del
Departamento de Genética Humana se tienen captadas mds de 350 familias con
diagnéstico presuntivo de DMD/B de los cuales en sélo el 50% se ha confirmado el
diagndstico de una distrofinopatia subyacente, por lo que existe la posibilidad diagnéstica
de un trastorno relacionado a FKRP en pacientes con un estudio molecular negativo para
distrofinopatia, ademas de que en nuestra institucién no se evalla de manera rutinaria a
las a-distroglicanopatias en biopsias musculares de pacientes con TNMENE.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP

Objetivos

General:
1. Determinar la frecuencia de variantes patogénicas en el gen FKRP en pacientes

pedidtricos catalogados con un aparente cuadro de distrofinopatia y estudio
molecular del gen DMD negativo a deleciones o un TNMENE.

Particulares:
1. Determinar el tipo y la frecuencia de variantes patogénicas del gen FKRP en
pacientes pedidtricos con un aparente cuadro de distrofinopatia y estudio molecular
del gen DMD negativo a deleciones o un TNMENE que acuden al Instituto Nacional de
Pediatria.

2. Relacionar el fenotipo con el genotipo de FKRP documentado.

3. Comparar la frecuencia de variantes patogénicas en el gen FKRP encontrada en
nuestra poblacién de estudio con la frecuencia documentada en estudios
realizados en otras poblaciones bajo criterios de inclusion similares.

Secundarios:
1. Identificar individuos portadores en las familias de los casos indices afectados de
trastornos relacionados a FKRP atribuibles a mutaciones en el gen FKRP.
2. Brindar asesoramiento genético y ofrecer diagndstico prenatal molecular a las
familias en quienes se identifiquen mutaciones patogénicas en el gen FKRP
condicionantes de trastornos relacionados a FKRP.



Metodologia

La poblacién de estudio consistié en pacientes en etapa pediatrica que acudieron
al Instituto Nacional de Pediatria en quienes los servicios de Genética y/o Neurologia
Pediatrica emitieron un diagndstico presuntivo de distrofinopatia (DMD/B), una distrofia
muscular de cinturas (LGMD) o un TNMENE con base en datos clinicos, de laboratorio,
gabinete e histopatolégicos y que acudieron en el periodo comprendido del mes de
septiembre del 2014 hasta el mes de febrero del 2016, asi como pacientes en etapa
pedidtrica con trastornos neuromusculares con muestra de DNA gendmico disponible en
el Laboratorio de Biologia Molecular del INP, que fueron captados durante el periodo
comprendido del afio de 1992 hasta el aiflo de 2014 y que tenian un resultado negativo en
el estudio molecular de deleciones parciales intragénicas del gen DMD. A los familiares de
primer grado de casos afectados donde se identifique un genotipo patogénico en el gen
FKRP con previo asesoramiento genético, se les invitd a participar también en el presente
estudio.

Mediante la revisidon de expedientes y/o registro interno del propio laboratorio se
incluyeron 55 casos masculinos con los siguientes criterios de inclusion:

a) Ausencia de deleciones en 22 exones representativos de los “hot-spots” del gen DMD
(Dp427m exones 1, 3, 6, 8, 12, 13, 16, 17, 19, 43 al 45, 47 al 55 y 60; NM_004006.2)% por
PCR multiple (PCRm); de éstos, 25 pacientes también contaron con estudio normal de
amplificacién de sondas multiples dependiente de ligamiento (MLPA, por sus siglas en
inglés) para los 80 exones del gen DMD (SALSA MLPA® P034 DMD mix 1 probemix y P035
DMD mix 2 probemix, MRC-Holland Amsterdam, The Netherlands).

b) Sin datos en la genealogia que sugieran un trastorno neuromuscular ligado al
cromosoma X.

c) Biopsia muscular con hallazgos de cambios distréficos y, en caso de estar disponible,
inmunohistoquimica normal o parcial para distrofina.

d) Cantidad suficiente de DNA gendmico para realizar el estudio molecular del gen FKRP.
Se excluyeron a:

a) Pacientes con datos en la genealogia sugestiva de un trastorno neuromuscular ligado al
cromosoma X.

b) Temporalmente: pacientes transfundidos en un periodo menor a tres meses.

c) Pacientes en donde la obtencidon de la muestra de DNA gendmico a partir de sangre
periférica o cuya muestra de DNA bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular,
fuera inadecuada y no acepten una segunda toma de muestra.



De manera adicional se incluyeron 5 casos clinicos clasificados como un TNMENE
(2 masculinos y 3 femeninos) que presentaron debilidad muscular proximal (n=4),
hiperCKemia (562-3,150Ul/L, n=3), electromiografia (EMG) con patrén miopatico (n=3),
cambios distréficos en biopsia muscular (n=1) y/o inmunohistoquimica para distrofina
positiva (n=1). En estos pacientes no se llevé a cabo el estudio de PCRm ni MLPA para el
gen DMD.

Este trabajo de investigacion fue aprobado por los Comités de Investigacion, Eticay
Bioseguridad de nuestro instituto con nimero de registro 056/2014.

Se realizd el estudio molecular del gen FKRP mediante amplificacion por PCR punto
final de la secuencia codificante ubicada en el exén 4 (NM_001039885.2) del gen FKRP
(nucleétidos c.1 a ¢.1488), asi como el borde intrén 3-exdn 4 y una porcion de la regién 5'-
UTR y 3’ UTR usando los primers (forward 5-GCTGAAACCAAATAGGGAAAAGAAA-3’ vy
reverse 5-ATAAATCTGGAGGTCGCTTCCC-3’) disefiados para generar un amplicon de
1.85kb.

Los amplicones se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos
con bromuro de etidio vy purificacién enzimatica (ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup,
Affymetrix, Inc.). Posteriormente se realizd secuenciacién automatizada bidireccional tipo
Sanger con 6 primers internos: A forward (5-AGGGGGTGGTTCTGACAATC-3’), A reverse
(5-TACTAGGGCCACAAACTCGG-3’), B forward (5-GGAGTTCGAGGCATTTGACA-3’), B
reverse (5-CTCCTCGTAGAGGTAGGCG-3’), C forward (5-TGCTGGACTTGACCTTCGC-3°), D
reverse (5-AAATCTGGAGGTCGCTTCCC-3") y subsecuente alineacién con las secuencias de
referencia del gen FKRP (NM_001039885.2 y NG_008898.2) con los programas Chromas
Pro Versién 1.7.7 y Codon Code Aligner Versién 6.0.2.

Las variantes puntuales de sentido erréneo, sin registro en las principales bases de
datos (dbSNP/ExAC/Exome Variant Server) o de significancia incierta, se sometieron a
analisis in silico por los programas Poplyphen, SIFT y Mutation Taster. Adicionalmente, se
buscaron en un minimo de 100 controles sanos étnicamente relacionados, por PCR-ARMS
(sistema de mutacion refractario a la amplificacién) con primers disefiados con el
programa BatchPrimer 3v1.0 (Tabla 2).

Las variantes novel o de significancia incierta fueron valoradas para determinar su
patogenicidad o benignidad de acuerdo a las guias para interpretacion de variantes
publicadas por el American College of Medical Genetics and Genomics and the Association
of Molecular Pathology.?® Adicionalmente, se realiz6 modelaje in silico de las proteinas



para prediccion de los efectos estructurales de los cambios identificados, dado que la
estructura precisa tridimensional de la proteina FKRP aun no se conoce, mediante el
analisis de la secuencia de la proteina FKRP (NP_001034974.1) en el programa Phyre2 se
escogieron los moldes de mayor porcentaje de identidad (confianza >95) (Figura 8).

Finalmente, en un paciente con datos clinicos muy sugestivos de distrofia
muscular de Becker (DMB) pero con resultado de PCRm normal y para determinar la
significancia clinica de una variante novel de sentido erréneo en FKRP, se realizé
posteriormente analisis por MLPA del gen DMD.



Resultados

Se identificaron 2 casos masculinos (2/60, ~3.3%) con genotipos diagndsticos de un
trastorno relacionado a FKRP en estado heterocigoto compuesto (paciente 1) vy
homocigoto (paciente 2); adicionalmente se identificaron 2 casos (pacientes 3 y 4)
heterocigotos para una sola variante catalogada como de significado clinico incierto y
ausentes en 100 controles sanos étnicamente relacionados mediante la técnica de PCR-
ARMS.

En la tabla 3 se resumen las caracteristicas clinicas, genotipicas, de laboratorio y de
gabinete del paciente 1 (Figuras 2 y 3), masculino de 10 afios de edad, producto de la
gesta 6/6, padres no consanguineos, 3 hermanas sanas y una hermana con edad actual de
20 afios y con debilidad muscular (Tabla 3 y figura 4). El paciente comenzé el abordaje
diagnodstico por presentar un cuadro clinico altamente sugestivo de distrofia muscular de
Duchenne (DMD) basado en debilidad muscular de predominio proximal y pélvico, con
caidas frecuentes desde los 6 afios. Los hitos del desarrollo se refirieron como normales,
con excepcién del inicio de la deambulacién al afio 2 meses de edad con caidas
frecuentes. A la exploracion fisica se observd peso, talla y perimetro cefalico normales,
térax con pectus excavatum, dorso con escapulas discretamente aladas, ligero aumento
en el volumen y consistencia de los musculos gastrocnemios, signo de Gowers positivo,
disminucion del reflejo del tendén de Aquiles y marcha basculante. Una valoracién
cardioldgica refiere regurgitacion mitral y tricdspidea leve. La imagen por RMN reveld
involucro bilateral simétrico muscular pélvico y de los grupos musculares del muslo
posterior, con infiltracién adiposa demostrada por hiperintensidad en gliteo mayor,
aductor mayor y vasto lateral, musculo gracil, aductor largo del muslo y sartorio (Figura 5),
situacion compatible con lo previamente descrito en la LGMD21.?”

Posterior a obtener un resultado normal de PCRm para el gen DMD en el paciente
1, el analisis del gen FKRP identificéd un genotipo heterocigoto compuesto diagndstico de
LGMD2I: c.[826C>A];[1387A>G] o p.[Leu276lle];[Asn463Asp] por lo que se extendid el
estudio molecular dirigido (secuenciacién automatizada tipo Sanger) para ambas variantes
en los padres y las hermanas (Figura 4). Se determind el estado de portadores en ambos
padres y 3 hermanas, mientras que la hermana con debilidad muscular presenté el mismo
genotipo heterocigoto compuesto diagndstico de LGMD2I observado en el caso indice
(Figura 4). A nivel clinico, en ella se refiere una edad de presentacién mas tardia respecto
a su hermano afectado (12 afios vs. 6 afios) y con leve debilidad muscular proximal.

El paciente 2 tuvo seguimiento en el INP de los 6 meses a los 11 afos de edad
(Tabla 4 y figura 6). Cuenta con el antecedente de padres provenientes de una poblacion
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endogamica del estado de México producto de la gesta 1/1, con desarrollo psicomotor
normal hasta los 6 meses, cuando se observé hipotonia y retraso motor. Inicid
deambulacién a los 14 meses, pero ésta la perdid a la edad de 24 meses. La ultima
exploracion fisica a los 11 afios, reveld peso y talla bajos, debilidad e hipotrofia muscular
generalizada, ausencia de reflejos osteotendinosos y la radiografia de térax reportd
escoliosis. La medicién de CK resultd elevada, la electromiografia con patréon miopatico y
la biopsia muscular se reportd sélo con cambios distréficos. Debido a estos datos de
laboratorio y de gabinete se solicitd6 PCRm para la identificacién de deleciones de 22
exones y MLPA para 80 exones del gen DMD, los cuales se reportaron normales. El andlisis
del gen FKRP en el paciente 2 revelé un genotipo homocigoto para la variante ¢.1387A>G
o p.(Asn463Asp) previamente reportado como un genotipo patogénico severo.?® El
estudio molecular dirigido en su madre confirmé el estado de portadora obligada para
dicha variante (Figura 6). No se contd con la disponibilidad de las muestras de DNA
gendmico para estudio de FKRP de otros familiares de primer grado.

Referente a los dos pacientes con la identificacion de una sola variante, el paciente
3 (Tabla 5 y figura 7) no cuenta con antecedentes familiares de importancia, sin embargo
presentd un cuadro clinico caracterizado por hipotonia desde el mes de edad, estudios de
laboratorio y de gabinete con elevacién de CK, biopsia muscular con cambios distréficos,
electromiografia con patrén miopdatico y estudio para deleciones de 22 exones por PCRm y
MLPA para 80 exones del gen DMD los cuales se reportaron normales. El paciente fallecio
a los 4 meses con los diagnésticos de sepsis, insuficiencia respiratoria y cardiaca derecha.
El analisis molecular del gen FKRP mostrd el genotipo heterocigoto para una variante
previamente descrita como de significado incierto: c.[427C>A];[=] o p.[Argl43Ser];[=]
(rs148206382).123031

El paciente 4 (Tabla 6 y figura 8) inicié con debilidad muscular proximal a los 6
afos con pérdida de la deambulacion a los 24 afios, a la exploracién fisica con lordosis
lumbar acentuada, pseudohipertrofia de gastrocnemios, reflejos osteotendinosos
ausentes, hiperCKemia 8se desconocen valores) y una biopsia muscular con cambios
distréficos. Presentaba ademds un patréon respiratorio obstructivo y cardiomiopatia
dilatada, aunque se desconoce su evolucion clinica después de los 40 afios de edad. Por
estos datos clinicos y de laboratorio, se realizé el estudio molecular de 22 exones por
PCRm del gen DMD el cual fue negativo para deleciones. Posteriormente, el analisis de
FKRP documentd un genotipo heterocigoto para una variante novel de sentido errdoneo
¢.[143G>C];[=] o p.[Arg48Pro];[=]. El analisis molecular familiar de FKRP sdlo fue posible en
la madre en quien no se encontrd dicha variante. Debido al fenotipo muy sugestivo de
distrofia muscular de Becker se realizd6 MLPA mediante el cual se documentd una

11



duplicacién en marco de lectura que involucra a los exones 3 a 9
[NM_004006.2:c.(93+1_94-1) (960+1_961-1)dup], lo cual confirmé el diagndstico de una
distrofinopatia.

El analisis in silico con los programas Poplyphen, SIFT y Mutation Taster de la
variante c.427C>A o p.(Argl43Ser), catalogada como benigna o de significancia clinica
incierta por las bases de datos dbSNP, Clinvar (RCV000153241.5) y UniProt
(http://web.expasy.org/variant _pages/VAR 018282.html); al realizar el puntaje para

definir patogenicidad o benignidad?® presenté un criterio moderado de patogenicidad
(“PM3”), tres criterios de soporte de patogenicidad (“PP2”, “PP4” y “PP5”) y un criterio
fuerte de benignidad (“BS1”), lo cual la clasifica como una variante de significado incierto.
Este cambio afecta una posicion del dominio hacia el interior del aparato de Golgi
(aminoacidos 30-495, incluye la region “tallo” y dominio catalitico), por lo que
adicionalmente se realizé el modelaje in silico de la proteina codificada por esta variante
con el programa Phyre2 usando los modelos con el mayor porcentaje de identidad, 97.8
para la aminoglucésido nucleotidil-transferasa ant(2”)-2ia apo forma (c4wgkA), la cual no
reveld ninglin cambio en las estructuras secundarias y terciaria de la proteina (Figura 9).

El andlisis in silico de la variante novel c.143G>C o p.(Arg48Pro) mediante los tres
programas la predicen como potencialmente daiiina y el puntaje de patogenicidad o
benignidad?® la clasificd también como una variante de significado incierto al presentar un
criterio de patogenicidad moderado (“PM2”), un criterio de soporte de patogenicidad
(“PP2”) y uno de benignidad (“BP5”). Este cambio también se ubica en el extremo hacia el
interior del aparato de Golgi y el analisis in silico con el programa Phyre2 usando de
modelo a la celulosa sintasa, intermediario translocacidn-2 (c4hg6a) con un porcentaje de
identidad de 99.9, mostré una diferencia importante en la estructuras secundarias y
terciaria, ya que esta posicidn en la proteina silvestre forma parte de un coil entre una
hélice a y una hoja B, mientras que se predice que la variante induce la conformacion de
una hoja B (Figura 9).

Los datos clinico-genotipicos ya se encuentran en la base de datos Leiden Open
(source) Variation Data (LOVD, http://www.lovd.nl/3.0/home)
Paciente 1: https://databases.lovd.nl/shared/individuals/00101231
Paciente 2: https://databases.lovd.nl/shared/individuals/00101230
Paciente 3: https://databases.lovd.nl/shared/individuals/00101229
Paciente 4: https://databases.lovd.nl/shared/variants/0000164288#00000024
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Discusion

La relevancia del presente trabajo de investigacion reside en ser el primero en su
tipo en nuestro pais y el segundo a nivel latinoamericano sélo después del realizado en
Brasil,! el cual tuvo como objetivo el determinar si existian pacientes con LGMD2I en una
muestra de pacientes con DMD/DMB o TNMENE. Los resultados indican que los
trastornos relacionados a FKRP comprenden al menos el ~3.3% del total de los casos
analizados (2/60) o el 3.6%(2/55) de los pacientes catalogados clinicamente con sospecha
de distrofinopatia, pero con PCRm negativa para deleciones en gen DMD. Esta proporcién
es menor a la observada en un estudio con criterios de inclusién similares al nuestro y
realizado en poblacién danesa donde se confirmé un trastorno relacionado a FKRP en
12.7% (n=13/102) de pacientes masculinos clasificados como casos esporadicos sin
evidencia de deleciones o duplicaciones en el gen DMD.!! Esta diferencia en frecuencias,
podria deberse a que en nuestro grupo de estudio no se descarta el diagndstico de una
distrofinopatia en los pacientes al realizar solamente PCRm e incluso MLPA, o atribuirse a
la diferencia en el tamafo de las muestras, a los criterios de inclusién considerados o por
la variacion natural y esperada de las frecuencias alélicas para trastornos con herencia
autosdémica recesiva en diferentes poblaciones.

En el norte de Europa, la LGMD2I tiene una alta prevalencia, donde comprende un
16% de los casos con cuadro clinico de LGMD originarios de Alemania?? y hasta un 38% en
pacientes con presentacion clinica de LGMD provenientes de Dinamarca.'® Asi mismo, en
Europa pareciera haber un gradiente genético de norte a sur, en pacientes con cuadro
clinico de distrofia de cinturas, ya que en Italia se reporta que la LGMD2l comprende un
4.3-9%'>3132 y en Republica Checa de 4.1%.33 Estas diferencias en las frecuencias de
LGMD2I aun entre poblaciones de origen europeo, podrian apoyar que en poblaciones
genéticamente mas distantes, como la mexicana, las diferencias podrian ser mayores. Sin
embargo, cuando se compara la proporcién de deteccidon de la LGMD2I en estudios con
criterios de seleccion menos restrictivos, como por ejemplo pacientes con hiperCKemia
asintomatica aislada, alin en pacientes de ascendencia europea,3* los porcentajes tienden
a ser similares (3.3-3.6% vs 2% respectivamente).

La variante c.826C>A o p.(Leu276lle) (rs28937900) se considera el alelo mas
frecuente en LGMD2I a nivel mundial y particularmente en poblacion general de origen
europeo, donde su frecuencia alélica (FA) supera el 1% (0.01684) de acuerdo a la base
Exome Aggregation Consortium (ExAC, http://exac.broadinstitute.org/), mientras que en

la base Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) en poblacidon de origen mexicano

donde analizaron 128 alelos presenta una FA mucho menor (0.008). De acuerdo a la base
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de datos Proyecto de los 1000 Genomas Fase 3 (http://www.internationalgenome.org/)

individuos de ascendencia mexicana tienen una frecuencia alélica de 0.8% y una
prevalencia de portadores de 1/64 para esta variante. Si bien la presencia de la variante
p.(Leu276lle) en poblacién mexicana podria atribuirse a la contribucién genética de origen
europeo, las FA observadas implicarian en ambas poblaciones una frecuencia distinta en la
prevalencia de individuos con genotipo homocigoto c.826C>A o p.(Leu276lle), la cual
aparentemente seria menor en mexicanos al existir un menor nimero de individuos
heterocigotos p.(Leu276lle) en la poblacion general, respecto a lo observado europeos.

Referente a la presentacién clinica condicionada por la variante p.(Leu276lle) en
estado homocigoto, ésta se considera leve, ya que ha sido reportada incluso en pacientes
homocigotos que cursan Gnicamente con hiperCKemia®® y cuando se presenta en estado
heterocigoto compuesto con una mutacion nula, generalmente condiciona un fenotipo
similar a una distrofinopatia tipo DMD?. La segunda variante patogénica detectada en el
paciente 1, c.1387A>G o p.(Asn463Asp) [rs121908110], se considera un alelo severo.?® Lo
anterior estd en congruencia con el fenotipo clinico observado en el paciente 1
heterocigoto compuesto c.[826C>A];[1387A>G] o p.[Leu276lle];[Asn463Asp], que es
francamente similar a una distrofinopatia. Si bien la variabilidad inter- e intrafamiliar es
comun en la LGMD2I,3>36 y acorde a lo observado en la familia 1, dado que la hermana
afectada presenta una afeccion muscular leve y una edad de inicio mas tardia (12 afios),
este fendmeno se ha reportado principalmente en pacientes homocigotos para la variante
p.(Leu276lle),?>3® mientras que pacientes heterocigotos compuestos con esta variante
tienen una edad de inicio y una presentacion clinica similares, como se documenté en 2
miembros de una familia afectada reportada con el genotipo para FKRP
p.[Leu276lle];[Arg54Trpfs*16] (familia 9),'! y en un estudio en Noruega con 10 pacientes
heterocigotos compuestos.3® En al menos una familia, la variabilidad clinica fue atribuida a
la presencia de una o dos variantes patogénicas en el mismo alelo debido a un evento de
recombinacidn intragénica,?’ sin embargo la secuenciacion completa del exén 4
codificante del paciente 1 y su hermana afectada no reveld ningln cambio adicional al
genotipo p.[Leu276lle];[Asn463Asp], por lo que como en la mayoria de las familias
LGMD2I, otros factores modificadores ambientales o genéticos deberan considerarse
como condicionantes de la variabilidad fenotipica intrafamiliar.

El paciente 2 mostrd6 un genotipo homocigoto: c.[1387A>G];[1387A>G] o
p.[Asn463Asp];[Asn463Asp], situacidon acorde con el antecedente de endogamia en sus
padres. De acuerdo a EXAC esta variante sélo se ha descrito en Latinos y con una FA baja
(0.001954). Interesantemente el alelo ¢.1387A>G o p.(Asn463Asp) solo se ha reportado en
estado homocigoto en dos pacientes con distrofia muscular-distroglicanopatia (forma
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congénita con o sin retraso mental), tipo B, 5 (MDDGB5, OMIM #606612) de ascendencia
mexicana radicados en Estados Unidos, con quienes nuestro paciente comparte el cuadro
clinico de inicio temprano con hipotonia, retraso motor severo, desarrollo cognitivo
normal, debilidad facial, ausencia de reflejos tendinosos, sin compromiso cardiovascular
pero con afeccidn respiratoria, hiperCKemia y cambios distréficos en biopsia muscular.?®
Por lo anterior, nuestro paciente seria el tercer caso que apoyaria la presencia de un
fenotipo con inicio congénito cuando la ¢.1387A>G o p.(Asn463Asp) se encuentra en
estado homocigoto. Los padres de los 2 casos previamente reportados homocigotos
p.(Asn463Asp) son nativos del drea central de México (San Luis Potosi y Toluca, Estado de
México) lo que sugiere que esta variante podria tener un efecto fundador,?® lo cual podria
ser apoyado por el hecho de que los padres del paciente 2 son originarios del San Felipe
del Progreso, que también pertenece al Estado de México y se localiza cercano a Toluca.
Sin embargo seria necesario realizar el andlisis de haplotipos y documentar el genotipo
FKRP en un mayor nimero de pacientes mexicanos para confirmar esta hipotesis.

Asi mismo, se identificaron 2 pacientes con una sola variante de significado clinico
incierto (heterocigotos). Aunque los trastornos relacionados a FKRP presentan una forma
de herencia autosémica recesiva, hay excepciones reportadas que incluyen pacientes
heterocigotos para la variante p.(Leu276lle) con hiperCKemia, involucro cardiaco tardio y
afeccion muscular.3® De manera intrigante en el 7%?®* a 30-40% de pacientes
caucasicos!*>2129 clinicamente catalogados como LGMD?2I, la secuenciacién completa del
exén 4 del gen FKRP ha identificado Unicamente una variante patogénica [como la
p.(Leu276lle)]1115171821 o de significado clinico incierto [como la ¢.427C>A o
p.(Arg143Ser)].1>242930 Ello sugiere que un segundo alelo podria encontrarse en los
exones no codificantes 1 al 3, o en regiones intrénicas o promotor, sin embargo esta
posibilidad aun no ha sido demostrada experimentalmente.3® Diversos estudios han
considerado a estos pacientes como afectados independiente de la clasificacion de la
variante identificada en estado heterocigoto, sin embargo, algunos otros, incluido el
presente estudio, solo consideran el diagndstico de un trastorno relacionado a FKRP en
aquellos pacientes en quienes se demuestra la presencia de 2 variantes patogénicas.>®

La presencia de heterocigotos para sélo una variante de sentido erréneo con
significado clinico incierto parece estar limitada a pacientes con presentacién clinica de
distrofia muscular de cinturas, y no en aquellos con formas congénitas,'?13° como la
documentada en el paciente 3 heterocigoto para la c.427C>A o p.(Argl43Ser). Esta
variante en las bases de datos como ClinVar (RCV000153241.5) y dbSNP (rs148206382) se
refiere con interpretaciones contradictorias, y el puntaje de patogenicidad o benignidad
fue compatible con una variante de significado incierto.?® En la base de datos ExAC se
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reporta que los latinos tienen la frecuencia mas alta a nivel mundial para este alelo, con
3.95%, seguido de europeos no finlandeses (1.73%) y asidticos del sur (0.77%), esto
apoyaria que se trata de una variante comun y benigna, aunque a la fecha no se han
reportado individuos homocigotos. Al menos un estudio ha documentado un paciente con
LGMD2I heterocigoto compuesto para la variante p.(Argl43Ser) con otra de significado
incierto: p.(Pro358Leu) (rs143031195, RCV000153243.4).2° La variante c.427C>A o
p.(Argl43Ser) condiciona un cambio de un aminoacido basico de mayor tamaiio (arginina)
a uno polar de menor tamafio (serina) y a pesar de que la posicidon p.Argl43 se encuentra
conservada en la mayoria de los mamiferos y vertebrados, excepto en el gato doméstico,
el analisis in silico de la proteina codificada por esta variante no mostré cambios a nivel de
estructuras secundaria, ni terciaria, por lo que al evaluar todo lo anterior, consideramos
gue no hay evidencia suficiente para clasificarla como una variante patogénica, como
tradicionalmente se ha citado en otros trabajos.?%:3°

Por otro lado, el andlisis in silico mediante tres programas de la variante
previamente no descrita ¢.143G>C o p.(Arg48Pro) e identificada en estado heterocigoto
en el paciente 4, reveld que es potencialmente daiiina, ya que el aminodcido arginina en la
posicion 48 estd altamente conservado en mamiferos, y este cambio también se ubica en
el extremo N-terminal de la proteina FKRP, el cual parece ser importante para la
formacién de homodimeros.® El puntaje para patogenicidad o benignidad para este alelo
la catalogd como variante de significado incierto y este cambio tampoco se encontré en
100 controles sanos étnicamente relacionados, sin embargo la confirmacidén posterior de
una distrofinopatia en el paciente 4 sugiere que la variante p.(Arg48Pro) podria ser un
hallazgo incidental de un alelo raro, aunque el andlisis del modelaje a nivel de proteina
mostré cambios evidentes en la estructura secundaria y terciaria (Figura 9). La prolina es
un aminodcido que confiere rigidez, la cual es importante para la actividad catalitica en al
menos la UDP-GalNAc: polipéptido a-N-acetilgalactosaminiltransferasa-T1,%° también se
ha visto que este aminodcido es importante para la formacidon de loops cortos en las
proteinas.*! Asi, con estos datos, no se puede descartar un posible papel deletéreo de la
variante p.(Arg48Pro) en la funcién de la proteina FKRP, por lo cual se requieren estudios
funcionales® o en modelos celulares y/o animales*? que contribuyan a asignar o descartar
un posible papel patogénico o modificador en el fenotipo.

El hallazgo de pacientes heterocigotos para una sola variante potencialmente
patogénica en el gen FKRP y un TNMENE subyacente'? ha conducido a sugerir varias
hipdtesis para explicar este fendmeno: a) probablemente estas variantes en estado
heterocigoto podrian ser polimorfismos benignos de muy baja frecuencia, cuyo hallazgo
es meramente incidental; en nuestros casos, esta posibilidad se exploré para ambas
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variantes y se descarté que fueran polimorfismos comunes con una FA de al menos del 1%
al estar ausentes en nuestros 100 controles sanos étnicamente relacionados, aunque ello
no aplica para la variante p.(Argl43Ser) por los datos depositados en las principales bases
de datos genotipicos; b) se ha propuesto que estos pacientes pudieran tener un segundo
alelo patogénico no identificado, dado que en literatura y en el presente trabajo de
investigacion, el andlisis del gen FKRP sdlo se enfocd a la regidn codificante (exén 4), por lo
gue no se descarta que el segundo alelo mutado se localice en el promotor, en regiones
intrénicas no analizadas, o en los exones no codificantes 1 a 3, aunque esta ultima
posibilidad ya se explord y no se corroboré en al menos un estudio;?” ¢) similar a otros
padecimientos monogénicos e incluso algunas distrofias musculares y/o neuropatias
periféricas con heterogeneidad alélica importante (por ejemplo las condicionadas por
LMNA, OMIM*150330), podria considerarse un modo de herencia autosémico dominante
debido a un efecto dominante-negativo de la Unica variante génica identificada, ya que
existe evidencia de que la proteina FKRP forma homodimeros, asi como oligomerizacién
con otras proteinas auin no caracterizadas>® sin embargo a la fecha aun no se ha descrito
este modo de herencia en familias con variantes patogénicas conocidas en LGMD; y por
ultimo, d) se ha sugerido un posible modo de herencia oligogénico, ya sea por herencia
digénica o trigénica.! Para corroborar esta uUltima posibilidad, se requeriria la realizacién
de estudios de secuenciacion de nueva generacidon para exomas o genomas completos,
aunados a una adecuada evaluacion clinica y de genealogia de los pacientes para poder
realizar las correlaciones clinicas y de cosegregacidn de las variantes encontradas con el
fenotipo patoldgico.
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Conclusiones

El identificar dos pacientes con genotipo patoldgico, destaca la importancia de
considerar a los trastornos relacionados al gen FKRP en el diagndstico diferencial de
pacientes con TNMENE o con sospecha de distrofinopatia no comprobada por estudio
molecular del gen DMD.

La identificacién certera de LGMD?2I en los dos casos presentados, permitid brindar
un asesoramiento genético de certeza a la familia 1 que continla en seguimiento médico
(vigilancia del desarrollo de cardiomiopatia dilatada), el reconocimiento de portadores y
de otros familiares afectados de LGMD2I, asi como la opcion de ofrecerles estrategias
preventivas basadas en diagndstico prenatal molecular.

A la fecha, en México las distroglicanopatias no son evaluadas de manera rutinaria
en el estudio de biopsias musculares,? por lo que el analisis molecular del gen FKRP y
otros genes puede ser considerado una alternativa diagndstica no invasiva, rdpida y
sencilla para la identificacién de variantes patogénicas bialélicas.

La identificaciéon de dos pacientes heterocigotos con variantes de significado clinico
incierto, uno de ellos con distrofinopatia posteriormente corroborada, enfatizan la
importancia de definir en el futuro su papel en la etiologia de trastornos relacionados a
FKRP ya sea para catalogarlas como patogénicas o benignas, modificadoras del fenotipo
muscular, o meramente como hallazgos incidentales, y en este ultimo caso, con el fin de
evitar que pueden condicionar errores de diagndstico molecular.
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Anexo 1: Tablas

Tabla 1. Clasificacidn genética y molecular de las distrofias musculares de cinturas (LGMD).

TIPO DE LGMD MODO DE GEN PROTEINA LOCUS
HERENCIA
Alfa-sarcoglicanopatia (LGMD2D) AR SGCA alfa-sarcoglicano 17q21.33
Beta-sarcoglicanopatia (LGMD2E) AR SGCB beta-sarcoglicano 4q12
Gamma-sarcoglicanopatia (SCARMD, AR SGCG gamma-sarcoglicano 13ql12.12
LGMD2C)
Delta-sarcoglicanopatia (LGMD2F) AR SGCD delta-sarcoglicano 5qg33.3
Calpainopatia (LGMD2A) AR CAPN3 calpaina 3 15q15.1
Dysferlinopatia (LGMD2B) AR DYSF disferlina 2p13.2
LGMD2G AR TCAP Titina-cap 17q12
LGMD2H AR TRIM32 Motivo de tripartita-32 9g33.1
LGMD2I (MDDGC5) AR FKRP Proteina relacionada a fukutina 19q13.32
LGMD2) AR TTN Titina 2g31.2
LGMD2K (MDDGC1) AR POMT1 Proteina-O-manosiltransferasa 1 9q34.13
LGMD2L AR ANO5 Anoctamina 5 11p14.3
LGMD2M (MDDGC4) AR FKTN Fukutina 9q31.2
LGMD2N (MDDGC2) AR POMT2 Proteina O-manosiltransferasa 2 14q24.3
LGMD20 (MDDGC3) AR POMGNT1 Protein O-unida manosa betal,2- 1p34.1
Nacetilglucosaminiltransferasa
LGMD2Q AR PLEC Plectina 8g24.3
MDDGA6 AR LARGE "like-glycosyltransferase" 22q12.3
MDDGA7 AR ISPD Dominio de Isoprenoide sintetasa 7p21.2
MDDGAS8 AR POMGNT2 proteina O-unida manosa N- 3p22.1
acetilglucosaminiltransferasa 2 (beta 1,4-)
MDDGA AR B3GNT1 UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N- 11q13.2
acetilglucosaminiltransferasa 1
MDDGA AR B3GALNT2 beta-1,3-N-acetilgalactosaminiltransferasa 1q42.3
2
MDDGC9 (LGMD) AR DAG1 dystroglicano 1 (glycoprotein 1 asociada a 3p21
distrofina)
LGMD1A (miotilinopatia) AD MYOT miotilina 5q31.2
LGMD1B AD LMNA Lamina A/C 1q22
LGMD1C (caveolinopatia) AD CAV3 Caveolina-3 3p25.3
LGMD1D AD DES Desmina 2qg35
LGMDI1E AD DNAJB6 Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, 7q36.3
member 6
LGMD1F AD Desconocido ? 7932.1-q32.2
LGMD1G AD Desconocido ? 4q21
LGMD1H AD Desconocido ? 3p25.1-p23

AD, autosémico dominante; AR, autosémico recesivo; LGMD, distrofias musculares de cinturas (“limb-girdle muscular dystrophy”; LGMD1, autosémico
dominantes; LGMD2, autosémico recesivas); MDDG, distrofia muscular del tipo distroglicanopatia. SCARMD: distrofia muscular severa de la infancia

autosémico recesiva. La clave o nombre alternativo para algunas LGMD se sefialan entre paréntesis.
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Tabla 2. Primers disefiados para PCR ARMS para amplificacion de variantes: c.427C>A o
p.(Argl43Ser) y c.143G>C o p.(Arg48Pro)

c.[427C>A];[=] o | Secuencia (5'—3’) Longitud Tm %GC Auto Auto
p.[Argl43Ser];[ del complementariedad | complementariedad
=] producto 3
Primer forward | CCTGGCCTGCTGGAG 120 59.7 | 75.00 4.00 4.00
(normal) C
Primer forward | CCTGGCCTGCTGGAG 120 57.6 | 68.75 4.00 2.00
(variante) A
Primer reverse | CTCTCGCAGGCTGAC 120 60.8 | 63.16 5.00 2.00
(comun) GTTC
c.[143G>C];[=] 6
p.[Arg48Pro];[=
|
Primer forward | CCTCTTCTATGTCTCG 100 58.9 52.38 2.00 0.00
(comun) TGGCT
Primer reverse | CACCAGGACGGTGA 100 57.1 64.71 5.00 5.00
(normal) CAC
Primer reverse | CACCAGGACGGTGA 100 56.8 | 64.71 4.00 3.00
(variante) CAG
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de laboratorio y de gabinete del paciente 1 y hermana

Caracteristicas clinicas, de

laboratorio y gabinete Paciente 1 Hermana
Edad inicio 6 afnos 12 afios
Edad actual 10 afios 20 anos

Datos clinicos iniciales

Caidas frecuentes y debilidad
muscular

Debilidad muscular

Inteligencia normal

+

+

Inicio de la deambulacion

1 aio 2 meses

1 ailo 2 meses

Pérdida de la deambulacién NA NA
Debilidad facial - -
Macroglosia - -
Debilidad muscular proximal + +
Pseudohipertrofia de + +
gastrocnemios
Acortamiento del tenddn de + -
Aquiles
Signo de Gowers + Parcial

Patrén respiratorio
obstructivo

Cardiomiopatia dilatada

CK (normal: 25-140 UI/L)

1,834 UI/L (22X)

6,114 UI/L (74X)

Electromiografia ND ND
Fibras con variacion en el tamafo y
forma, necrosis, con cambios
regenerativos y de hipertrofia,
Biopsia muscular infiltrado inflamatorio multifocal, ND

aumento de tejido conectivo. Sin
inmunohistoquimica para distrofina

Genotipo

c.[826C>A];[1387A>G] o
p.[Leu276lle];[Asn463Asp].
Variantes patogénicas previamente
reportadas
(rs28937900 y rs121908110)

c.[826C>A];[1387A>G] o
p.[Leu276lle];[Asnd463Asp]

ND: no disponible, NA: no aplica, +: presente,-:ausente
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas, de laboratorio y de gabinete del paciente 2.

Caracteristicas clinicas, de laboratorio y de
gabinete

Paciente 2

Edad inicio

6 meses

Datos clinicos iniciales

Hipotonia y retraso motor

Inteligencia normal +
Inicio de la deambulacidn 14 meses
Pérdida de la deambulacion 24 meses
Debilidad facial +
Macroglosia -
Debilidad muscular proximal +

Pseudohipertrofia de gastrocnemios

Acortamiento del tenddn de Aquiles

Patrén respiratorio obstructivo

(infecciones respiratorias de repeticidn, sin
capacidad para soplar por lo que no se realizaron
pruebas de funcién respiratoria)

Cardiomiopatia dilatada

(ecocardiograma normal a los 6 afios de
edad)

CK (normal: 25-140 UI/L)

3,294 UI/L (40X)

Electromiografia

Patron miopatico

Biopsia muscular

Atrofia y pérdida de estructura muscular, necrosis
e infiltracion de tejido adiposo
Sin inmunohistoquimica para distrofina

Genotipo

c.[1387A>G];[1387A>G] o
p.[Asn463Asp];[Asn463Asp].
Variante patogénica previamente reportada
(rs121908110)

+: presente, -: ausente
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas, de laboratorio y de gabinete de paciente 3

Caracteristicas clinicas, de laboratorio y de

gabinete Paciente 3
Edad inicio 1 mes
Padecimiento Hipotonia
Inteligencia normal ND

Debilidad facial -
Macroglosia -
Debilidad muscular proximal +
Pseudohipertrofia de gastrocnemios -
Acortamiento del tenddn de Aquiles -
Patrén respiratorio obstructivo +

(insuficiencia respiratoria progresiva desde los 3
meses que requirié intubacién)

Cardiomiopatia dilatada

(ecocardiograma con funcién ventriculo izquierdo
normal a los 4 meses)

CK (normal: 25-140 UI/L)

3,000 UI/L (39X)

Biopsia muscular

Fibras atréficas con angulacidn ocasional, variacion
en tamafio, fibrosis peri y endomisial, algunas
fibras con eosinofilia
Sin inmunohistoquimica para distrofina

Genotipo c.[427C>A);[=] o p.[Argl43Ser];[=].
Variante de significado clinico incierto previamente
reportada (rs148206382)
Otros Fallecio a los 4 meses por sepsis, insuficiencia

respiratoria y cardiaca derecha

+: presente, -: ausente, ND: no disponible.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas, de laboratorio y de gabinete del paciente 4

Caracteristicas clinicas, de laboratorio y
de gabinete

Paciente 4

Edad inicio

6 afos

Padecimiento

Debilidad muscular y caidas frecuentes

Inteligencia normal +
Inicio de deambulacion ND
Pérdida de deambulacidn 24 afios
Debilidad facial -
Macroglosia -
Debilidad muscular proximal +
Pseudohipertrofia de gastrocnemios +
Acortamiento del tenddn de Aquiles -
Patrén respiratorio obstructivo +
Cardiomiopatia dilatada +
CK (normal: 25-140 UI/L) (elevada)

Biopsia muscular

Musculo estriado con sustitucion completa por
adipocitos. Las pocas fibras musculares identificadas
tienen rabdomidlisis, algunas otras forman sincicios y
hay internalizacion de nucleos. Estos datos
corresponden a atrofia. Sin inmunohistoquimica para
distrofina

Genotipo

NM_001039885.2(FKRP):c.[143G>C];[=] o
p.[Argd8Pro];[=].
Variante no reportada.
NM_004006.2(DMD):c.(93+1_94-1) (960+1_961-1)dup

ND= no disponible, +: presente, -: ausente
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Anexo 2: Figuras.

Figura 1. Esquema tomado de Kanagawa et al 2016; se representa la adicidon de un residuo
en tdndem de ribitol-5-fosfato que es llevada a cabo por las proteinas fukutina y FKRP
como modificacion post-traduccional del a-distroglicano.’
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Figura 2. Paciente 1 con genotipo en gen FKRP c.[826C>A];[1387A>G] o
p.[Leu276lle];[Asn463Asp]. A) presencia de torax con pectus excavatum, B) dorso con
escapulas discretamente aladas.

Figura 3. Paciente 1 con genotipo en gen FKRP c.[826C>A];[1387A>G] o
p.[Leu276lle];[Asn463Asp]. Se aprecia la cicatriz secundaria al sitio de la toma de biopsia
muscular y aumento simétrico discreto en el volumen de ambas pantorrillas.
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Figura 4. Arbol genealégico de la familia del paciente 1 (11-6). Se ilustran los genotipos
caracterizados en los familiares de primer grado al caso indice mediante secuenciacién
del exén 4 del gen FKRP. Se observan las variantes patogénicas (flechas) en estado
heterocigoto compuesto en los electroferogramas parciales (cadenas “forward”) del
exon 4 de FKRP en lI-6: A) c.826C>A o p.(Leu276lle) o p.(L2761) y B) c.1387A>G o
p.(Asn463Asp) o p.(N463D).
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Figura 5. Imagen por resonancia magnética de cadera y muslos de paciente 1 mostrando
infiltracion grasa con hiperintensidad en gliteo mayor (MX), aductor mayor (AM) y
vasto lateral (VL), escaso musculo gracil (GR), aductor largo del muslo (LN) y sartorio
(SA).
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Figura 6. Arbol genealégico y genotipo de la madre y paciente 2 (1I-9). A):
Electroferograma parcial del exon 4 del gen FKRP (cadena “forward”) del caso indice que
revela el genotipo homocigoto para la variante patogénica puntual de sentido erréneo
¢.1387A>G o p.(Asn463Asp). B): Electroferograma parcial del exén 4 del gen FKRP
(cadena “forward”) de la madre (I-2) del paciente que revela la variante c.1387A>G o
p.(Asnd463Asp) en estado heterocigoto (portadora).
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Figura 7. Electroferograma parcial del exon 4 de FKRP del paciente 3. Se seiala el
genotipo heterocigoto para la variante de sentido erréneo y de significado clinico
incierto c.427C>A o p.(Argl43Ser) (rs148206382).

Figura 8. Electroferograma parcial de exon 4 gen FKRP de paciente 4. Se seiiala el
genotipo heterocigoto para la variante de sentido erréneo y novel c.143G>C o
p.(Arg48Pro).
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Figura 9. Modelaje in silico de proteinas con el programa Phyre 2. A) Mediante el uso
como referencia de la secuencia de la proteina FKRP (NP_001034974.1), se decidid
emplear la estructura cristalizada de la nucleétido-difosfato-azicar transferasa
(d1xhba2). B): modelaje in silico de la variante p.(Argl43Ser) gen FKRP, aminoglucosido
nucleotidil-transferasa ant(2”)2-ia forma apo (c4wgkA). C): modelaje in silico de la
variante p.(Arg48Pro) gen FKRP, celulosa sintasa, intermediario con translocacion-2
celulosa (c4hgbA_). Las estructuras secundarias y terciaria del molde y la proteina
prevista no difieren para la variante p.(Agrl43Ser), ya que esta posicion aparece en una
hélice a en ambos modelos (A y B). Sin embargo, para la variante p.(Arg48Pro) hay una
diferencia clara entre ambos modelos, ya que la arginina 48 forma parte de un coil entre
una hélice alfa y una hoja beta, pero cuando ésta se sustituye por la correspondiente
prolina, se predice que forma parte de una hoja B, lo cual claramente causa una
distorsion en la estructura terciaria de la proteina resultante (A y C).
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Abstract The FkRP-related disorders include the limb-girdle muscular dystrophy type 21 (LGMD21,
MIM#607155) which has a clinical overlap with dystrophinopathies. Except for Brazil,

LGMD2I has net been described in other Latin-American countries, despite that 1/64

Mexican-ancestry individuals carry the commonest European p.(Leu276lle) pathogenic

FKRP variant (rs28937900, 1000 Genomes Project Phase 3), suggesting an under-

diagnosis. Sequencing of exon 4 of FKRP in 60 unrelated Mexican patients with

presumptive diagnoses of dystrophinopathy without DMD gene deletions, or with a

neuromuscular disorder of unknown etiology, revealed two patients (2/60, 3.3%): one

of them with an unreported pathogenic genotype, p.[Leu276lle];[Asn463Asp] and a

Duchenne-like phenotype; and the other that stands as the third reported case bearing

Keywords the severe genotype, p.[Asn463Asp];[Asn463Asp] leading to a congenital presentation
= a-dystroglycanopathies  (MIM#606612). We identified two patients heterozygous for the p.(Arg1435Ser) and the
= Duchenne and Becker novel p.(Arg48Pro) variants, respectively, which were absent in 200 control alleles.
muscular dystrophies  Protein modeling suggests that p.(Arg1435er) is a tolerated change, while p.(Arg48-

= fukutin-related Pro) induces a structural modification, although further molecular confirmation of
protein dystrophinopathy was obtained in the p.(Arg48Pro) patient. Our results justify the

= protein modeling inclusion of FKRP-related disorders in the differential diagnosis of Mexican neuromus-

= variants of uncertain  cular patients. The commonly reported heterozygous FKRP genotypes among LGMD2I
significance deserve attention to avoid molecular misdiagnosis.
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Introduction

Pathogenic variants in FKRP gene (19q13.32, MIM*606596)
lead to a wide clinical spectrum of autosomal recessive
muscular dystrophy phenotypes, ranging from the con-
genital forms characterized by muscle-eye-brain anoma-
lies (MIM#613153) with or without intellectual disability
(MIM#606612) to those that present from early childhood
to adulthood (MIM#607155; Limb-girdle muscular dys-
trophy type 21 or LGMD2], formerly known as muscular
dystrophy-dystroglycanopathy, limb-girdle, tvpe C5.
Early-onset LGMD2I with a severe course has a significant
clinical overlap with dystrophinopathies (Duchenne-like),
including predominant proximal and pelvic muscular
weakness with Gowers' sign, calf pseudohypertrophy,
loss of independent ambulation during the second to
third decade, persistent elevation (>10-20 % ) of serum
creatine kinase (CK), and cardiorespiratory involve ment, 2
In fact, dystrophinopathies were documented in approxi-
mately 4% (4/103) of a group of Danish patients who
fulfilled the clinical diagnostic criteria for LGMD2%2
Conversely, LGMD2] was identified through FKRP ana-
lysis in12.7%(13/102) ofunigue male cases with Duchenne
or Becker muscular dystrophy (BMD) phenotypes with-
out an identifiable deletion or duplication of the DMD
gene.?

The frequency of LGMD21 varies across diverse popula-
tions, with the highest rates reported in Caucasians
(i.e., 38.4% in Danish patients classified as LGMD2)* but
relatively few cases reported in Asians.” The responsible
FKRP genotypes in the various ethnic groups are related ro
the allelic frequencies observed for the main pathogenic
variants, which appear to have been influenced by founder,
genetic drift, and/or selective advantage effects; for
example, p{Leu276lle) [rs28937900] is commonly found
in  European individuals®® whereas p.(Tyr182Cys)
|rs543163491| is more common among Asians.® To our
knowledge, except some cases in Brazil,” LGMD21 has not
been reported in other Latin-American patients with LGMD
phenotypes or neuromuscular disorders of unknown
etiology. In Mexico, the dysferlinopathies (LGMD2B,
MIM#253601) are the most frequent identified LCMD
subtype among the muscular dystrophies (18.4% N = 39/
212), but the employed immunoanalysis of muscle biopsies
did not include any search for dystroglycanopathy.'! At
present, the proportion of LGMD2I and the responsible
FKRP genotypes in Mexican patients with muscular dys-
trophies remain unknown. Moreover, and reflecting the
genetic contribution of Europeans, the documented carrier
frequency for the p.(Leul/blle) pathogenic FKKF variant is
1 in 64 Mexican-ancestry individuals (1000 Genomes
Project Phase 3). Thus, the FKRP-related disorders could
be underdiagnosed in Mexico.

Here, we performed a molecular analysis with the aim of
determining the proportion of FKRP-related disorders in a
sample of Mexican patents with either a presumptive
diagnosis of dystrophinopathy or neuromuscular disorder
of unknown etiology.
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Methods

Subjects

A total of 60 unrelated Mexican patients were included. From
an in-house registry of genomic DNA samples obtained from
patients who were initially referred by a pediatric neurologist
and/or geneticist for molecular studyof the DMD gene due toa
presumptive diagnosis of dystrophinopathy, we selected 55
male cases recruited between 1992 and 2016 using the
following criteria; (1) absence of partial deletions in 22 exons
representing the mutational hotspots of the DMD gene
(Dp427mexon 1,3, 6, 8, 12,13, 16, 17, 19, 43 (0 45, 47 to 55
and 60; NM_004006.2), as assessed by multiplex polymerase
chain reaction (PCR) testing;'' 25 of them also had normal
multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA} as-
say results for 80 DMD gene exons (SALSA MLPA PO34 DMD
mix 1 probe mix and PO35 DMD mix 2 probe mix, MRC-Holland
Amsterdam, The Netherlands); (2) genealogy without X-linked
familial history of any neuromuscular disorder; (3) findings of
dystrophic changes in the musde biopsy, with partial or
normal positivity of dystrophin at immunohistochemistry
[1HC) assay, if available; and d) sufficient amount of genomic
DNA to perform the molecular study of FKRP.

Also, five additional cases clinically classified with a neu-
romuscular disorder of unknown etiology were included ( twa
males and three females). No multiplex PCR or MLPA assay of
the DMD gene had been performed in these patients, which
showed proximal muscular weakness (n = 4), hyperCKemia
(562-3,150 UL, m = 3), myopathic pattern at electromyo-
graphy (EMG, n = 3), dystrophic changes (n = 1) or dystro-
phin positivity at IHCassay (n = 1) on muscle biopsy. None of
the 60 analyzed patients underwent a a-dystroglycan evalua-
tion on muscle biopsy,

Molecular Analysis of the FKRP Gene

Genomic DNA samples from the 60 incuded patients were
subjected to PCR using primers (forward 5-GCTGAAACC
AAATAGGCAAAAGAAA-3' and  reverse 5-ATAAATCIG-
GAGGTCGCTTCCG3") designed to generate a 1.85-kb amplicon
encompassing the entire FKRP coding sequence of exon 4
(NM_001039885.2), plus the intron 3-exon 4 border and parts
of the 5 and 3’ untranslated regions contained within the exon
4. The amplicons were directly sequenced using four over-
lapping primers (sequences available upon request), and the
obtained sequences were aligned and analyzed with Chromas
Pro Version 1.7.7 software® (Technelysium Pty Ltd). Variant
annotation was performed using the Alamut Visual 2.7.2 soft-
ware ®(Interactive RBiosoftware),

Evaluation of Novel FKRP Variants or Those of
Uncertain Significance

Missense variants absent from the main genotype databases
(dbSNP, Exome Aggregation Consortium or EXAC, Exome Var-
iant Server, 1000 Genomes Project Phase 3 ) or those cataloged
as variants or those of uncertain significance (VUS), were
directly searched hy a specific-allele PCR assay of 100 ethnically
relevant healthy controls (PCR conditions and primers available
upon request). We scored the novel or VUS missense FKRP
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variants for pathogenicity or benignity according to the re-
winniended standards and guidelines for tie inter pretation of
sequence variants,'? Protein in silico modeling was used to
predict the structural effects of the identified changes, using
the |Predd?’ program (available at: hetp:/fwww.compbio.dun-
dee.ac.uk/jpred4)to calculate the secondary structures, and the
Phyre2 program (available at: http:/fwww.sbgbio.ic.acuk/
~phyre2/html/page.cgi?id=index) using NP_001034974.1 to
query FKRP protein sequence and applying different templates
to search for the best hits (confidence =95) given that the
three-dimensional structure of the FKRP protein is still not
available. We used the structure of the nucleotide-diphospho-
sugar transferase (dixhba2), which had the highest hit to
NP_001034974.1. To determine the dinical significance of a
novel missense FKRP variant that was found in a patient witha
highly suspicious BMD phenotype but with a normal result on
multiplex PCR testing, we additionally performed MLPA ana-
lysis of the DMD gene in this patient. This study was approved
by the Research and Ethics Committee of the National Institute
of Pediatrics (056/2014), Mex.co.

Results

Confirmation of FKRP-Related Disorders in the Study
Population: Genotypic and Clinical Data
Two male cases were identified with pathogenic biallelic
genotypes diagnostic for a FKRP-related disorder (2/60, 3.3%).
Their dinical and genotypic data are summarized in - Table 1.
Patient 1 wasreferred for molecular DMD gene analysis based
on aclinical picture that was highly suggestive of Duchenne-like
muscular dystrophy (= Fig. 1, Supplementary Video, online-
only) and the presence of dystrophic changes on muscle biopsy,
After identifying his compound heterozygous FKRP genotype p,
[Leu276lle|;| AsndG3Asp| (= Fig. 2), we obtained further de-
tatled dinical, radiological, and familial history data
(=Table1, =Figs. 2 and 3 ). The patient had a 20-year-old sister
with a mild proximal muscle weakness, in whom the same FKRP
genotype was subsequently identified (~Table 1, ~Fig. 2). By
extending the molecular FKRP analysis to his relatives, we
corroborated the obligate carrier status for p.(Leu276lle) or p,
(Asnd63Asp) i both non-consanguineous parents and three
healthy sisters (~Fig. 2).

Supplementary Video Patient 1 with myopathic gait,
hyperlordosis, scapular winging, and calf
pseudohypertrophy. He can walk on his toes butnot on
his heels, and runs with difficulty. Gowers’ maneuver
is positive. His muscular strength in his lower
extremities is 4/5 in the proximal muscles and 3{5 in
the distal muscles.

Patient 2, who harbored a previously reported homozygous
p.|Asn463Asp|;|Asn463Asp| FKRP pathogenic genotype,'
presented at 6 months ofage generalized hypotonia and severe
motor delay. Based on hyperCKemia, a myopathic pattern on
EMG, and dystrophic changes on muscle biopsy, multiplex PCR

testing and further MLPA assay of the DMD gene were re-
yuested, bul these yielded notmal cesulls, Unfortunately, tie
clinical evolution of this patient past 11 years old is unknown.
His parents denied consanguinity, although they were native
to a small population of approximately 1,500 inhabitants (Tres
Estrellas-San Felipe del Progreso, State of Mexico). The obligate
carrierstatus for this pathogenic variant was only confirmed in
his mother, as no other family member was available for
molecular study.

Identification of Patients with Single FKRP Missense
Variants and Their Genotypic and Clinical Data

We detected two additional male patients who each harbored a
single FKRP missense variant. Patient 3, who was heterozygous
for the previously reported c427C > A or p{Argl43Ser)
(rs148206382) allete 51317 presented at 1 month of age hypo-
tonia, hyperCKemia (3000 1U/L, reference values: 55-1701U/L),
and respiratory insufficiency. Multiplex PCR testing and MLPA
assay for the DMD gene yielded normal results, and the muscle
biopsy revealed atrophic muscle fibers along with perimysial
and endomysial fibrosis but failed to establish a definitive or
presumptive diagnosis, The patient died at4 months of age with
a diagnosis of right heart failure, respiratory insufficiency, and
septic shock.

Patient 4, who was heterozygous for novel FKRP variant
€.143G > C or p.(Arg48Pro), first exhibited symptoms at
6 years of age, with proximal muscle weakness affecting all
four extremities, calf pseudohypertrophy, hyperCKemia
(unavailable values), a myopathic pattern at EMG, respira-
tory insufficiency, and dilated cardiomyopathy. Based on a
clinical diagnosis of BMD, in the year of 1997 before the
advent of the MLPA assay, a multiplex PCR testing for the
DMD gene was done; however, it yielded a normal result. A
muscle biopsy performed at 38 years of age was incon-
clusive. The patient lost ambulation at the 24 years of age,
but his clinical evolution after 40 years of age is unknown.
The familial FKRP analysis was only possible in the mother,
in whom the p.(Arg48Pro) variant was not found. Due to his
highly suspicious BMD phenotype, despite the identifica-
tion of the heterozygous p.(Argd8Pro) FIKRP genotype,
MLPA assay and/or complete sequence analysis of DMD
gene were indicated. Thus, we performed the former and
found a predicted in-frame duplication encompassing
exons 3 to 9 of the DMD gene, confirming the diagnosis
of dystrophinopathy.

Pathogenicity Scoring and Modeling of the Proteins
Resulting from the p.(Arg48Pro) and p.(Arg143Ser)
FKRP Variants

These variants were absent in the 200 FKRP control alleles
screened herein. Pathogenicity or benignity scoring'?
yielded a VUS classification for both: p.(Argl43Ser} met
one moderate pathogenicity criterion ("PM3"), three sup-
porting pathogenicity criteria ("PP2," “PP4" and “PP5"), and
one strong benignity criterion("BS1"); and p.(Arg48Pro) met
one criterion each for moderate pathogenicity ("PM2"),
supporting pathogenicity (“PP2"), and benignity (“BP5").
The protein structure in silico modeling only revealed an
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Table 1 Main clinical datz of identified Mexican patients with confirmed diagnoses of a FKRP-related disorder

Patient 1 Affected sister of patient 1 Patient 2
Age at LGMD2| | 9y 20y Unknown. Clinical follow-up
diagnosis unavailable after 11 y of age
Muscle Proximal and pelvic muscle Mild proximal muscle weakness Generalized hypotonia, facial
involvement weakness with Gowers' sign, predominantly in pelvic girdle, weakness and severe motor delay
discrete call pseudohypertrophy. | slight calf pseudohypertraphy. evident at 6 mo of age
(=Fig. 1 and = Supplementary incomplete Gowers’ sign
Video, online-only)
Ambulation Indepandent ambulation started | Independent ambulation started | Independent ambulation started
fealures at 14 mo of age; myopathic gait. | at 14 mo of age; at 12 y of age. | at 14 mo of age but was lost
frequent falls, difficulties in exhibited difficulties in running 10 mo later
running and climbing stairs since | and climbing stairs, and ocea-
6 y of age (~Supplementary sional falls; myopathic gait
Videa, online-only); still ambu- appeared at 18 y of age; still
lant a 10 y of age ambulant at 20 y of age
Serum CK 1,834 IUJL 6,114 UL 3,294 1UJL
values (Reference value: 55-170 1UJL) (Reference value: 5-145 IUJL) (Reference value: 55-170 1U/L)

Cardiovascular

At 10 y of age, the palienLis

AL 20 vy of age, the patient is

Normal ECC at 6 y of age

results were compalible with
dystrophinopathy, but IHC for
dystrophin was not performed

slatus asymptomatic with normal EKC, asymptomatic with LVEF 57%
LVEF 56% (reference value: (reference value: 55-60%), slight
55-60%), slight tricuspid and tricuspid and mitral valve
mitral valve insufficiency insufficiency
Respiratory Asymptomatic, but FVC was not | Asymptomatic, but FVC was not Recurrent respiratory infections
function available available FVC values unavailable
EMG ND ND Myapathic pattern
Muscle biopsy Performed at 8 vears of age; ND Dyslrophic changes, but IHC for

dystrophin was not performed

Cognition

Normal, without farmal
evaluation

Normal, without formal
evaluation

Normal, without formal
evaluation

Other relevant

MRI revealed pelvic and posterior

Slight language articulation

Low weight and height, weakness

presentation

LGMD type 21 &MIM#ED?'ISS)
Duchenne-like®

clinical data thigh muscle involvement difficulties and generalized muscular wast-
(=Fig. 3): discrele and bilateral ing, absence of osteatendinous
Achilles tendon contractures reflexes, and scoliosis on X-ray
were observed chest evaluation at 11 y of age
Genoty pe® Compound helerozygous Compound heterozygous Homozygous
c.[826C = AJ;[1387A > G] c.[826C = AJ:[1387A > G] c.[1387A > G[;[1387A > G|
or or or
p.[Leu276lle];[Asnd63Asp] p-[Leu276lla];[Asnd63Asp] p-[Asnd63Asp]:[AsndB3Asp]
(rs28937900 and rs121908110, (rs28937900 and rs121908110, (rs121908110)
respectively) respectively)
Clinical LGMDike?" MDC1 Clike (MIM#606612)"

Abbreviations: CK, serum creatine kinase; ECG, echacardingram; EKG, electracardiogram: EMG, electromyagraphy; FYC, lorced vital capacity: IHC,
immunohistochemistry; LGMD, limb-girdle muscular dystrophy; LVEF, lef-ventricular ejection fraction evaluated by ECG; MDCIC, congenital
muscular dystrophy 1C phenctype; MRI, magnetic resonance imaging: ND, not performed.
Variant nomenclature is given according to FKRP reference sequence NV _D01039885.2.

important difference in the tertiary structure of the pre-
dicted protein encoded by the p.{Arg48Pro) variant [ = Fig. 4).

Discussion

Proportion of FKRP-Related Disorders in the Study
Population

According to the 1000 Genomes Project Phase 3 database,
Mexican-ancestry individuals have an allelic frequency of
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0.8% and a carrier prevalence of 1/64 carriers for the common-
est FKRP variant responsible for LGMD2I in the European
population, c.826C = A or p.(leu276lle) (rs28937900). We,
therefore, hypothesized that our study sample should include
some cases of LGMD2I, Indeed, our molecular analysis revealed
that FKRP-related disorders conditioned by a biallelic patho-
genic genotype accounted for 3.3% (N = 2/60) of our total study
population or 3.6% (N = 2/55) of those cataloged as suspected
dystrophinopathy with a negative result for multiplex PCR
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Fig. 1 % Discrete scapular winging and slight calf pseudohypertro-

phy in the patient 7.

testing of DMD gene deletions and 25 of them with a normal
MLPA assay. This proportion is lower than the 12.7% (N = 13/
102) found in a similar study performed in Danish males
classified as sporadic cases without evidence of deletion/du-
plicationofthe DMD gene.dThismuld reflect the impossibility
of ruling out in our study group, a genotype responsible for
dystrophinopathy by using only multiplex PCR testing or even
MLPA assay, or may be due to the difference in sample size and
or the genetic structures of the populations, The LGMD2I is
highly prevalent in Northern European populations, account-
ing for 16% of German’ and 38% of Danish? LGMD patients. In
Europe, there is an apparent north-to-south genetic gradient,
with lower percentages of LGMD2I found in clinically well-

I I

defined LGMD patients of Italian (4.3-9%)'71% and Czech
(41%)%° pupulations. Thus, gross differences could be expected
in the prevalence of LGMD2] across more genetically distant
populations, induding that of Mexico. In fact, the lower
frequency observed for a FKRP-related disorder in our study
could agree with the estimated carrier frequency of 1{30-500r
1/100-150 for the p.(Leu276lle} variant in non-Finnish
European descent (1000 Genomes Project Phase 3 and ExAC
databases) or Danish individuals,** respectively, which is
greater than the expected from 1/160 carrier individuals for
a FKRP-related disorder attributed to the two main pathogenic
FKRPvariants in Latin-American |p.(Asn463Asp), 1/255, EXAC|
or Mexican-ancestry |p{Leu276lle), 1/64, 1000 Genomes
Project Phase 3] populations. However, when we compare
our proportion of LGMD21 cases with those found in studies
employing more permissive selection criteria (e, isolated
hyperCKemia even in patients of European descent)?' and a
lesser p.(Len276lle) carrier frequency(1/300),” the figures tend
to be more similar (3.3-3.6% vs, 2%, respectively).

Identified FKRP Pathogenic Genotypes and the
Resulting Phenotypes

To the best of our knowledge, the coexistence of mild p.
(Leu27611e)*5% and severe p.(Asn463Asp)'® FKRP alleles
found in the patient 1 has not been previously reported in
LGMD2L, This combination could explain his Duchenne-like
phenotype, as the clinical courses described in patients
harboring similar allele combinations have included more
pronounced lower proximal musde wasting/weakness and
earlier onset compared with that observed in homozygous p.
(Leu276lle) patients.' However, our hypothesis does not
explain the milder LGMD2I phenotype observed in, the older
affected sister of patient 1. Although the existence of inter-
familial and intrafamilial variation is well-recognized in
LGMD21,2%%% this phenomenon has been noted mainly in
patients homozygous for p(Leu2761le)." 3 In at least one
LCGMD?2I family, clinical variability was attributed to the
presence of one or two pathogenic variants in the same

I1-6

z
p-N46ID -] RALZTBI]
NM_D01038835.2:¢.826C>A or p.(Leu276lle).;s28317900
pazzsy, | Vemuesor| 2 pooey | 2 4 pjazen: 5 6
& =] [ri4630] H e
[N4B30]
13 4 ]

Fig. 2 Partial electropherograms (forward strands) of exon 4 of the FKRP®? gene in the patient 1 (index case, |I-6) showing the heterozygous
compound FKRP genotype .[826C > Af;[1387A = G| or p.|Leu276lle|:[Asn463Asp|, and his genealagy, in which Turther detailed clinical,
familial, and molecular FKRP evaluations led to the identification of a previously unrecognized LGMD2l-affected sister (11-3) and asymptomatic
carriers for both of the identified pathogenic variants. FKRP genotypes are indicated below each individual, LGMD2I, limb-girdle muscular

dystrophy type 21,
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Fig. 3 Hip and thigh T1-weighted magnetic resonance imaging of the patient T showing fatty infiltration with hyperintensity at the gluteus
maximus (MX), adductor magnus (AM), and vastus lateralis (VL), withsparing of the gracilis (GR), adductorlongus (LN), and sartorius (SA). These
findings are compatible with those described in LGMD21,™ LGMD2I, limb-girdle muscular dystrophy type 21

FICRP allele due to an intragenic recombination event.?
However, our complete sequencing of exon 4 in patient 1
and his affected sister ¢id not reveal any coding change
besides the p.|Leu276lle];|Asn463Asp| genotype. Thus, as
in most LGMD2!1 families, other environmental or genetic
modifiers should be considered.

As far as we know, the patient 2 is the third reported case
harboring the severe p.|Asn463Asp|;|Asn463Asp| FKRP geno-
type.'? His clinical evolution highly resembles that previously
described in two unrelated, USA-resident Mexican-ancestry
patients with congenital muscular dystrophy type 1€ |[MDCIC,
or formerly muscular dystrophy-dystroglycanopathy (conge-
nital with or without intellectual disability), type B, 5 or
MDDGB5, MIM#606612 |.' The survivals of the two previously
described female patients were not published, and our patient
2 lailed to continue his clinical follow-up at 11 years of age.
Thus, it is difficult to establish a survival prognosis for patients
bearing this genotype. However, the early and highly disabling
clinical course described in the three patients homozygous for
pJAsn463Asp|;[Asnd63Asp| genotype, along with the Duch-
enne-like phenotype documented in the patient 2, supports
the notion that p.(Asn463Asp) variant is a severe FKRP allele,

Notably, the p.(Asn463Asp) variant accounted for three of
the four confirmed pathogenic FKRP alleles identified in our
two families. This variant has only been identified in Latin-
American populations, with an allelic frequency of 0.2%
according to the ExAC database. The parents of the previously
described p(Asn463Asp) nomozygous Mexican-ancestry pa-
tients were native to a central geographic area of Mexico (San
Luis Potosi State and Toluca City, State of Mexico), suggesting
that this variant could be a founder allele.'* Indeed, this
hypothesis could be supported by our present findings, as the
parents of patient 2 came ‘rom San Felipe del Progreso, which
belongs to the State of Mexico and is located near Toluca City.
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However, the genotypes and detailed haplotype analysis of
additional Mexican cases with FICRP-related disorders should
be assessed to confirm the founder effect.

Patients with Heterozygous FKRP Genotypes
The FKRP-related disorders described to date typically follow
the classical autosomal recessive mode of inheritance, where it
is assumed that carriers are asymptomatic. This is consistent
with our findings in the heterozygous relatives of patients 1
and 2. However, isolated exceptions to this pattern have been
described, including the late cardiac and skeletal muscle
involvement with hyperCKemia described for p.(Leu276lle)
hetemzygntes.zs but intriguingly, in 7%’ to 30-40% of Cauca-
sian patientsz'f’"i'? clinically cataloged as LGMD2I, even
supported sometimes by a finding of a-dystroglycanopathy
onmuscle biopsy, complete sequencing of FKRPexon 4 identi-
fied only one copy of a proven pathogenic allele [ie, p.
(Leu276lle)]' 2621728 or 3 VUS missense allele |ie., commonly
the c427C > A or p.(Arg143Ser) variant].% ' 17 This suggests
that the second allele could lie innoncoding exons 1 to 3, arin
intronic or promoter regions; however, this possibility has not
yet been demonstrated.”> Most of these studies have consid-
ered such patients to represent affected cases regardless of the
typeofvariation identified in the heterozygous state. However,
some others, incuding the present work, only confirm a
diagnosis of a FKRP-related disorder in patients bearing twa
proven pathogenic variants.2

The p.(Arg143Ser) variant identified in patient 3, changes
a basic amino acid (Arg) to a polar uncharged residue (Ser) at
a position that shows high phylogenetic conservation (from
human tozebrafish) and is located in the domain of FKRP that
is exposed to the Golgi lumen. A survey reveals conflicting
interpretations for this change in the main databases (Clin-
Var RCV000153241.5, dbSNP rs148206382), and our scoring
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Fig. 4 Protein in silico modeling performed using the Phyre2 program. (A) Tertiary structure modeling of FKRF (reference sequence
NP_001034974.1) with the availzble crystal structure of nucleotide-diphospho-sugar transferase (fold library entry viewer: d 1xhba2).

(B) In silico modeling of the FKRP p.{Arg143Ser) variant with the aminoglycoside nucleotidyltransferase ant(2")-2 ia, apo form (fold library entry
viewer: cdwakA). (€) In silico modeling of the FKRP p.(Arg48Pro) variant with the cellulose synthase, cellulose translocation-2 intermediate,
(fold library entry viewer: cdhg6A). The secondary and tertiary structures of the template and predicted protein do not differ for p.(Arg143Ser)
variant, as in this position it appears into a a helix on both models (A and B). However, the predicted p.(Arg48Fra) protein differs from the
template in terms of its secondary and tertiary structures. The arginine at this position is part of a coil located between an a helix and a p sheet,
but the carresponding proline of the mutant is predicted to form part of a f sheet, which distorts the tertiary structure of the resulting protein
(A and C). The PDB files for each model are available upon request by e-mail. PDB, program database.
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for pathogenicity or benignity'? did not supports either
vption. Moreover, although the pfArgl43Ser) allele was
absent in our healthy controls; the EXAC database indicates
that Latin-American populations have the highest worldwide
frequency for this allele, at 3.95%, followed by nen-Finnish
Europeans (1.73%)and South Asians (0.77%). This agrees with
the idea that this is a common and benign genetic variant,
however to our knowledge, no individual homozygous for
thisallele has been listed :n the ExAC database or reported in
the literature, although at least one previous study docu-
mented a compound heterozygous LGMD2] patient with the
p.(Argl43Ser) allele plus the FKRP VUS p.(Pro358Leu)
[rs143031195, RCV000153243 4], but information regarding
chromosomal phase was not mentioned.'® Besides, our
protein in silico modeling predicted that the encoded change
would not give an evideat structure modification of FKRP
[=~Fig. 4). Thus, we consder that there is not enough evi-
dence yet to consider the p.(Arg143Ser) variant as a patho-
genic allele.

The second missense FKRP variant identified in the hetero-
zygous patient 4 is a novel ©.143C = Cor p(Arg48Pro) change
with an inconclusive pathogenicity scoring.'? This allele re-
places abasic aminoacid (Arg) with a hydrophobic one (Pro)in
the predicted stem Golgi luminal domain of FKRP, at a position
that is conserved among mammals and fish (Tetraodon nigro-
viridis and zebrafish). Similar to p.(Arg143Ser), p.(Arg48Pro) is
located in the first third of the N-terminal domain of FKRP
(amino acids 1-157), which seems to be important for the
primary homodimerization interface of FKRP:* However, the
further confirmation of dystrophinopathy in this patient sug-
gests that p.(Arg48Pro) could be a coincidental finding of a rare
or unique FKRP allele, although our protein modeling data
(=Fig. 4} indicate that a definite damaging effect for this VUS
should not be strictly discarded and deserves further func
tional?’ or animal models studies,”® which could help clarify
whether the commonly identified heterozygous genoty pes for
single missense variants in LGMD2I patients,"z‘ﬁ'ﬂ']s'”'26
could have any modifying or pathogenic role.

Conclusions

Our results indicate that FKRP-related disorders should be
included as a differential diagnosis in Mexican patients with
neuromuscular disorders of unknown etiology, including
those resembling dystrophinopathies or congenital muscular
dystrophies with normal results on DMD gene deletion/
duplication analysis, At present, dystroglycanopathies are
not routinely assessed in dystrophic muscle biopsies of
patients in our country.'’ Thus, molecular study of the
FKRP gene could be considered a simple, rapid, non-invasive
and accessible diagnostic alternative for identifying biallelic
pathagenic genotypes. The present work, at least one pre-
vious report,’'? and the main genotype databases collectively
suggest that in Mexico, such genotypes could mainly repre-
sent p.(Asn463Asp)and the common European p.(Leu2761le)
pathogenic variants. Finally, the findings of a single missense
VUS in LGMD or a-dystroglycanopathy cases suggest that
such changes should be studied further, in the hopes of
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defining their role in the etiology of FKRP-related disorders
and avoiding possible mulecular misdiagnoses, The World
Wide Web resources that were consulted are provided as
“»~Supplementary Material, available online-only,@'"

Note
This work was performed at the Instituto Nacional de
Pediatria, Ciudad de México, Mexico.
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