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Resumen

La glicosilaciéon es una modificacion que consiste en la union covalente de un
carbohidrato (glicano) a otros glicanos, lipidos, proteinas o acido ribunocleico
(ARN), resultando en glicoconjugados conocidos como glicolipidos, glicoproteinas
o glicoARN respectivamente. Para que esta modificacion se lleve a cabo
correctamente es necesaria la eficiente actividad enzimatica de las proteinas
involucradas en la adicion y remocidn de glicanos (glicosiltransferasas vy
glicosidasas), disponibilidad de glicanos, disponibilidad de donadores de glicanos
asi como de la homeostasis celular, por ello, mutaciones en los genes que codifican
para proteinas implicadas, directa o indirectamente, en la glicosilacion, son
generalmente graves, causando enfermedades metabdlicas hereditarias conocidas
como desordenes congénitos de la glicosilacion (CDG). Estas enfermedades se
caracterizan por ser multisistémicas y clinicamente heterogéneas, actualmente se
han reportado mas de 150 tipos de CDG asociados a diferentes vias de la
glicosilacion, aunque la mayoria se relacionan a la via de la N-glicosilacion.
Lamentablemente, estas enfermedades son subdiagnosticadas por falta de
sospecha clinica y ausencia de plataformas de diagnéstico especializadas. Esta
situacion es particularmente grave en América Latina donde, en comparacioén con
otros paises desarrollados, se han reportados un numero limitado de casos.

Consideramos que incrementar el diagnostico no sélo es importante para la salud
de las familias que hoy sufren de CDG sino también por el potencial de identificar
nuevas variantes y mecanismos patogénicos en la poblacién latinoamericana que
contribuyan a la mayor comprension de estas enfermedades. En este trabajo se
abordo el diagnostico molecular de 4 pacientes con sospecha bioquimica de CDG
afectando la via de la N-glicosilacion, concluyendo el diagndstico genético de tres
de ellos, confirmando PMM2-CDG en dos casos y ALG1-CDG en otro; los primeros
casos de estos tipos de CDG reportados en México. Adicionalmente, reportamos la
identificacion en estos pacientes de variantes patogénicas no descritas
previamente, caracterizando su efecto molecular deletéreo sobre el proceso de
empalme de los genes afectados.



Abstract

Glycosylation is a modification that consists of the covalent binding of a carbohydrate
(glycan) to other glycans, lipids, proteins or ribunocleic acid (RNA), resulting in
glycoconjugates known as glycolipids, glycoproteins or glycoRNA respectively. For
this modification to be carried out correctly, the efficient enzymatic activity of the
proteins involved in the addition and removal of glycans (glycosyltransferases and
glycosidases), availability of glycans, availability of glycan donors, as well as cellular
homeostasis, is necessary. Mutations in genes that code for proteins involved,
directly or indirectly, in glycosylation, are generally serious, causing inherited
metabolic diseases known as congenital disorders of glycosylation (CDG). These
diseases are characterized by being multisystemic and clinically heterogeneous,
currently more than 150 types of CDG associated with different glycosylation
pathways have been reported, although most are related to the N-glycosylation
pathway. Unfortunately, these diseases are underdiagnosed due to lack of clinical
suspicion and the absence of specialized diagnostic platforms. This situation is
particularly serious in Latin America where, compared to other developed countries,
a limited number of cases have been reported.

We consider that increasing the diagnosis is not only important for the health of
families that today suffer from CDG but also because of the potential to identify new
variants and pathogenic mechanisms in the Latin American population that
contribute to a better understanding of these diseases. In this work, the molecular
diagnosis of 4 patients with biochemical suspicion of CDG affecting the N-
glycosylation pathway was addressed, concluding the genetic diagnosis of three of
them, confirming PMM2-CDG in two cases and ALG1-CDG in another; the first
cases of these types of CDG reported in Mexico. Additionally, we report the
identification in these patients of pathogenic variants not previously described,
characterizing their deleterious molecular effect on the splicing process of the
affected genes.



1.0 Introduccioén

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud, existen cerca de 7.000
enfermedades denominadas “poco frecuentes” (EPOF) que afectan al 7% de la
poblacién mundial [1, 2, 3, 4, 5]. Las EPOF constituyen un grupo extenso y complejo
de entidades clinicas. Se estima que hay cerca de 42 millones de individuos
afectados en Latinoamérica [1, 2]. Como parte del conjunto de patologias agrupadas
como EPOF, se encuentra el grupo de trastornos hereditarios llamados desérdenes
congénitos de la glicosilacibn o CDG (del inglés Congenital Disorders of
Glycosylation) [1, 2,3].

Los CDG son enfermedades hereditarias metabdlicas, bioquimica y clinicamente
heterogéneas, generalmente multiorganicas y que frecuentemente presentan
afectacion del sistema nervioso central (SNC). Este tipo de enfermedades se
enfrentan a un importante subdiagndstico, debido a la falta de plataformas de
diagnostico genético y a la falta de sospecha clinica por el desconocimiento de sus
identificacion y abordaje [6, 7, 8].

El primer tipo de CDG fue descrito en 1980 a la fecha se han caracterizado mas de
140 tipos distintos, siendo uno de los grupos de enfermedades metabdlicas
hereditarias en expansion mas destacables en las ultimas décadas [5]. En contraste
con los avances a nivel global, fue hasta el 2014 que se realizé el primer diagnostico
de CDG en México, en el Laboratorio de Glicobiologia Humana y Diagndstico
Molecular [9]. Se reportaron dos pacientes con sindrome de cutis laxa, causado por
mutaciones en una subunidad de la bomba de protones ATP6V0A2, que participa
en el mantenimiento de la homeostasis del Golgi [9].

Solo en pocos casos con cuadro clinicos caracteristicos se puede establecer una
sospecha firme de CDG, por ello, es importante que en los pacientes que presentan
cuadros clinicos particularmente caracterizados por afectacion multisistémica se
realice una prueba de isoelectroenfoque (IEF) de transferrina sérica (N-
glicoproteina). Esta prueba permite identificar si la transferrina (marcador bioldgico)
esta hipoglicosilada y de ser asi establecer una sospecha bioquimica de CDG, sin
embargo, posteriormente es necesario determinar la causa de la hipoglicosilacién,
es decir, el gen causal y las variantes patogénicas responsables [5].

Es importante considerar que no todos los CDG son causados por defectos en la
via de la N-glicosilacién, por lo que la prueba de IEF de transferrina es normal para
los CDGs causados por defectos de otras vias de la glicosilacion e incluso en
algunos casos excepcionales de genes involucrados en la N-glicosilacion. Por ello,
es necesario establecer distintas estrategias que permitan lograr un diagndstico
genético que impacte favorablemente en la salud del paciente y de su familia.



2.0 Antecedentes

2.1 Glicosilacion

La glicosilacion es un proceso enzimatico mediante el cual se establece un enlace
covalente entre un glicano y un lipido, proteina o acido ribonucleico (ARN), dando
lugar a los glicoconjugados que pueden ser glicolipidos, glicoproteinas o glicoARN,
respectivamente (figura 1) [21, 47].
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Figura 1. Tipos de glicoconjugados. Imagen tomada de: Flynn RA, Pedram K, Malaker SA,
et al. Small RNAs are modified with N-glycans and displayed on the surface of living cells.
Cell. 2021;S0092-8674(21)00503-1. doi:10.1016/j.cell.2021.04.023

Las reacciones de glicosilacion son llevadas a cabo por distintas familias de
glicosiltransferasas, que utilizan dos formas de sustratos donadores activados, ya
sea (dlicosil-nucle6tidos o monosacaridos unidos a dolicol-fosfato (Dol-P). El
componente glicano de los glicoconjugados es de suma importancia debido a que
puede definir su sintesis y funcion, ya que su estructura (composicion de
monosacaridos y enlaces entre ellos) codifica informacion bioldgica relevante tanto
para definir la interaccion del glicoconjugado con sus ligandos como para el control
de calidad de su sintesis en el caso de los N-glicanos [12, 21]. Se ha reportado que
mas del 50% de proteinas humanas estan glicosiladas y esto les permite llevar a
cabo funciones especificas de reconocimiento, comunicacion y regulacién celular,
entre otras [13, 21].

La biosintesis de los glicoconjugados se lleva a cabo en distintos compartimentos
celulares, incluyendo el reticulo endoplasmico (RE), el citosol y el aparato de Golgi.
Esta biosintesis es dependiente de la correcta y eficiente actividad enzimatica de
las glicosiltransferasas (enzimas encargadas de la adicion de glicanos), asi como
de glicosidasas (enzimas encargadas de la remocién de glicanos) que participan en
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el remodelamiento de los glicanos, no obstante, se requiere adicionalmente de las
actividades de otras proteinas necesarias para sustentar las reacciones de
glicosilacion, como lo son los transportadores de glicosilnucleotidos, asi como
proteinas involucradas en el trafico celular y la homeostasis del Golgi, por mencionar
algunas [12,13].

Existen diferentes tipos de glicosilacién con rutas de biosintesis especificas. Los
tipos de glicosilacion presentes en el ser humano son; la N-glicosilacion, la O-
glicosilacion, las anclas de Glicosil-fosftaidil-inositol (GPI) y la formacion de
glicoesfingolipidos, [21,47].

Este proyecto se enmarca en el estudio en la via de la N-glicosilacion.

2.1.1 N-glicosilacién
La N-glicosilacion es una modificacion co- y post-traduccional, que consiste en la

formacion de un enlace covalente entre un glicano y el aminoacido asparagina
(Asn), ubicado en la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr de una proteina, donde X
es cualquier aminoacido excepto prolina (debido al impedimento estérico que
ocasiona) [12, 22].

Esta via se clasifica en dos etapas; la primera etapa, conocida como la biosintesis
y transferencia del glicano precursor y la segunda, conocida como la maduracion
del N-glicano. [10]

La primera fase inicia con la activacion del lipido conocido como dolicol mediante la
adicién de dos grupos fosfato, proceso que ocurre en el lado citosodlico del RE. El
Dol-P sirve como base para el ensamblaje del glicano también referido como
oligosacarido unido a lipido (lipid-linked oligosaccharide, LLO). Este proceso inicia
al afiadirse una molécula de N-acetil-glucosamina (GIcNAc) y continua en el lado
citosolico del RE hasta completar la sintesis de la estructura Dol-P-GIcNAc2Mans,
en este punto una proteina flipasa se encarga de internar este LLO al lumen del RE.
Ya internalizado, se le adicionan las 4 manosas (Man) y 3 glucosas (Glc) restantes
dando lugar al glicano precursor Dol-P-GIcNAc.MangGlcs. Una vez sintetizado el
glicano precursor, el complejo enzimatico oligosacariltransferasa (OST) transfiere el
glicano precursor a la Asn de la proteina. [11, 12, 21].

Posteriormente, la glicoproteina entra a un sistema de control de calidad, mediado
por las chaperonas calnexina y calreticulina, durante el cual se eliminan los dos
residuos de glucosa mas externos del glicano precursor. Si la glicoproteina no se
encuentra plegada correctamente, se le adiciona una glucosa terminal para
promover la reasociacion a la calnexina, prolongando asi su retencion en el sistema
de plegamiento del RE. Este ciclo de adicion / remocion de Glc puede prolongarse
hasta que la glicoproteina liberada de la calnexina se encuentre plegada
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correctamente, sin embargo, cuando la (glicoproteina sigue estando
permanentemente mal plegada, son transportadas al citoplasma, donde son
ubiquitinadas y degradadas por proteosomas. [21, 22]

Por otro lado, si la glicoproteina esta plegada correctamente, la eliminacion del
tercer residuo de Glc promueve la disociacion de la calnexina. Una vez liberada la
glicoproteina es transportada al Golgi y comienza la etapa de maduracion del N-
glicano [21, 22].

Dentro del aparato de Golgi, la maduracién del N-glicano inicia con la remocion de
manosas mediado por manosidasas (glicosidasas), dando lugar al glicoconjugado
con estructura: GIcNAc2Mans. Posteriormente, se adicionan dos moléculas de
GIcNAc, una vez en el compartimento medio del Golgi, se agrega otro residuo de
GIcNAc dando lugar a GIcNAc2MansGIcNAC.

La glicoproteina continua su maduracion en la cisterna trans del Golgi donde se le
adicionan 2 moléculas de galactosa (Gal) dando lugar a GIcNAc2MansGIcNAc.Gals
para finalmente ser sialilada, lo cual consiste en la adicion de acido sialico (Sia), lo
cual determina el punto final de la maduracion del glicano resultando en la
estructura GIcNAc2Man3GIcNAc2Gal2Siaz [21,22]. Una vez adicionado el Sia, la
glicoproteina es exportada por transporte vesicular a su destino final.

Cabe mencionar que el control de calidad en glicoproteinas también se encuentra
dentro del Golgi, ya que algunas de las glicoproteinas pueden ser exportadas del
RE sin estar correctamente plegadas o incluso algunas que al salir del RE
abandonan ese correcto plegamiento. En el Golgi, estas glicoproteinas mal
plegadas son fosforiladas en el carbono 6 de residuos de manosas para su
reconocimiento en la cisterna trans-Golgi donde son transportadas a la via de
degradacion de los lisosomas [10, 11, 12, 21, 22].

Las glicosiltransferasas y glicosidasas son responsables de la biosintesis de N-
glicoproteinas, sin embargo, para que dicha biosintesis se lleve a cabo
correctamente hay otros factores que deben participar; las glicosiltransferasas
requieren de la disponibilidad de sustratos activados como glicosil-nucleétidos
(GDP-Man, UDP-GIc, UDP-Gal, UPD-GIcNAc y CMP-Sia) o unidos a Dol-P, asi
como la participacion de otro tipo de proteinas como los transportadores de
glicosilnucleotidos, flipasas, bombas transportadoras de protones, entre otros. [10,
21, 22].

El conjunto de modificaciones y reacciones que comprenden el proceso de
formacion de N-glicoproteinas se ilustra en figura 2 [21,22].
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Figura 2. Via de N-glicosilaciéon. Imagen tomada y modificada de: Varki, A., Cummings, R.
D., Esko, J. D., Stanley, P., Hart, G. W., Aebi, M., ... Seeberger, P. H. (2017). Essentials of

glycobiology.

2.1.1.1 Sintesis de GDP-Manosa y Dol-P-Man
La Man es un monosacarido esencial de un N-glicano. Las manosiltransferasas

responsables de su adicidn en la cara citosolica del RE utilizan GDP-Man como
sustrato donador, posteriormente, las manosiltransferasas que actuan en la cara
luminal del RE utilizan Dol-P-Man como sustrato donador. La sintesis de GDP-Man
requiere de la sintesis previa de manosa-6-P (Man-6-P) y su conversion a manosa-
1-P (Man-1-P) (figura 3). Existen dos formas de producir Man-6-P; mediante
fosforilacién directa, a través de una hexoquinasa o por la conversiéon de fructosa-
6-P (Fru-6-P) a Man-6-P mediante la accion de la fosfomanosa isomerasa (MPI). La
MPI tiene una funcién preponderante para sintetizar Man-6-P ya que la manosa
exdgena libre no es comun en la dieta, por lo que la principal fuente para sintetizar
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Man-6-P es a partir de la Fru-6-P, derivada del metabolismo de glucosa [15, 16].

Posteriormente, la Man-6-P es convertida en Man-1-P en una reaccion catalizada
por la enzima fosfomanomutasa Il (PMM2) [15, 16, 17].

Como se ha mencionado anteriormente, la N-glicosilacion comprende un conjunto
de modificaciones que dependen de una actividad enzimatica eficiente de las
proteinas participantes, asi como del mantenimiento de las condiciones 6ptimas en
los organelos que participan en ella, la disponibilidad de sustratos y del transporte
de estos sustratos. Debido a que la Man-6-P y la Man-1-P son precursores
obligatorios de GDP-Man, el no producir cantidades suficientes reduce la formacion
de GDP-Man, generando problemas de disponibilidad de sustrato donador para las
reacciones de manosilacion y causando hipoglicosilacion de N-glicoproteinas [17,
18].

Dol-P-Man

N-glicoproteinas
PMM2 / \

Manosa— Man-6-P —— Man-1-P —— GDP-Man LLO
MPI I Glicanos libres

Fru-6-P —— Glicdlisis

Glc-6-P

Figura 3. Sintesis de GDP-Man, Dol-P-Man y su destino en las vias de glicosilacion.

La presencia de variantes patogénicas de genes que participan en el proceso de
glicosilacion, incluyendo aquellos que participan en la sintesis de los sustratos
donadores de las glicosiltransferasas, son causantes de CDG [6, 7, 8].

El CDG mas frecuente es causado por mutaciones en PMM2 (Figura 3), lo cual
reduce la sintesis de GDP-Man y por lo tanto afecta la N-glicosilacion. En la
siguiente seccién haremos una breve descripcion de los CDG [6, 7].

2.1.2 Desordenes congénitos de la glicosilacion (CDG)
Los CDG son enfermedades multisistémicas causadas por defectos en el proceso

de glicosilacion [23] que frecuentemente se ven caracterizada por la presencia de:
convulsiones, retraso mental, retraso psicomotor, hipoglicemia, anomalias en la
digestién y coagulacion, entre otras alteraciones [1, 8, 9, 24].

Los defectos ocurren en la activacion, presentacioén y/o transporte de precursores
de azucar; glicosidasas, glicosiltransferasas y proteinas que participan en el trafico
celular y mantenimiento de la homeostasis del Golgi [6, 7, 22, 23].

14



Hasta la fecha, han sido descritos mas de 150 tipos de CDG asociados a diferentes
vias de glicosilacion. La mayoria de los CDG afectan a la via de la N-glicosilacion,
sin embargo, existen CDG que afectan simultaneamente la N-glicosilacion y/o vias
de glicosilacion adicionales, los cuales son tratados en la seccion 2.1.2.1.3.

2.1.2.1 CDG asociados a la N-Glicosilacion

Los CDG asociados a defectos en la biosintesis de N-glicanos bioquimicamente se
clasifican en 2 tipos, los CDG de tipo | (CDG-I) son aquellos que resultan de
variantes patogénicas en los genes codificantes para las proteinas que participan
en la biosintesis y transferencia del glicano precursor (GIcNAc2Man9Gic3),
causando una sintesis incompleta del glicano (figura 4). Los CDG de tipo Il (CDG-
Il) resultan de variantes patogénicas de genes involucrados en el proceso de
maduracion de este glicano, causando que, los glicanos estan truncados y no logran
su maduracién completa (CDG-II) (figura 4) [23,24].
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Figura 4. Vision general de los diferentes compartimentos celulares implicados en la N-
glicosilacién. Se sefialan los genes participantes en la sintesis de N-glicanos y los que se
han reportado afectados (rojo) en casos de CDG. RE: reticulo endoplasmico. Figura tomada
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y modificada de Varki A, Cummings RD, Esko JD, et al. 2017. “Essentials of Glycobiology.
3rd Edition.” Cold Spring Harbor (NY): Cold Spring Harbor.

2.1.2.1.1 CDG de tipo |
Se ha reportado que la ausencia total de N-glicanos es mortal, por lo tanto, las

variantes patogénicas que se presentan en un paciente (homocigotas o
heterocigotas compuestas) permiten siempre una actividad residual, ya sea porque
ambas mutaciones o0 al menos una de ellas, codifican una proteina con actividad
residual [22,23].

El CDG mas comun es causado por mutaciones en PMM2 conocido como PMM2-
CDG con mas de 900 casos identificados en todo el mundo y con una prevalencia
de hasta 1 de cada 20,000 personas. Los pacientes con PMM2-CDG presentan un
cuadro clinico caracterizado por: retraso psicomotor y del desarrollo con
afectaciones que tienden a ser de moderadas a graves, hipotonia, dismorfias en
extremidades o faciales, retraso del crecimiento, disfuncion hepatica, coagulopatia
y funciones endocrinas anormales [22, 23, 24].

El segundo CDG mas comun es el MPI-CDG (también referido en algunos casos
como PM1-CDG, causado por mutaciones en MPI) (CDG-Ib) con menos de 100
caso reportados en todo el mundo. Los pacientes con MPI-CDG presentan
generalmente retraso en el crecimiento, hipoglucemia, coagulopatia, vomitos y
diarrea intensos, enteropatia y fibrosis hepatica, sin mostrar afectaciones en el
sistema nervioso central [22, 23, 24, 25].

Ademas del PMM2-CDG y MPI-CDG, existen otros CDG de tipo I, los cuales estan
asociados a casi todos los pasos restantes de la biosintesis y transferencia del
glicano precursor, sin embargo, la cantidad de pacientes reportados es mucho
menor a los reportados con PMM2-CDG o MPI-CDG [22, 23, 40]. Son 44 genes los
que se han reportado con variantes patogénicas causantes de CDG y que participan
en la N-glicosilacion [11, 22]. Ello indica la complejidad de determinar el gen causal
frente a una prueba anormal de IEF de transferrina.

2.1.2.1.2 CDG de tipo I
En los CDG de tipo Il (CDG-Il), el defecto se encuentra en la maduracion del N-

glicano, que puede ser causado por defectos en las glicosiltransferasas,
transportadores de glicosil-nucleétidos, reguladores de pH vacuolar, asi como
defectos en las proteinas citoplasmaticas, proteinas participantes en las vias de
glicosilacion dentro de la célula y aquellas que se dedican a mantener la
homeostasis del aparato de Golgi [19, 20].

Los subtipos de CDG que afectan estrictamente la N-glicosilacidn, sus hallazgos
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clinicos, y demas informacion detallada se muestran en el anexo 10.1 [19, 20].

2.1.2.1.3 CDG mixtos
Existen CDG causados por defectos en mas de una via de glicosilacion. Esto ocurre

por variantes patogénicas en genes que codifican para proteinas que participan en
diferentes vias de glicosilacidon (transportadores, enzimas y cinasas) o que estan
involucradas en mantener la homeostasis de organelos donde ocurre la
glicosilacion. Se pueden distinguir mutaciones que afectan, la via de sintesis del
dolicol y Dol-P-Man, asi como la sialilacion y la homeostasis del aparato de Golgi
[20]. Los CDG mixtos que afectan la N-glicosilacion y otras vias, asi como
informacion sobre ellos mas detallada se muestran en el anexo 10.2

2.2 PMM2-CDG
El PMM2-CDG es el tipo de CDG mas comun y es causado por mutaciones en

PMM?2 que codifica para la fosfomanomutasa Il, una proteina homodimérica que se
encuentra presente en el citosol y que cataliza la isomerizacion de la Man-6-P en
Man-1-P para su conversion en el glicosilnucléotido GDP-Man, mediante la accion
de GBPPA y GBPPB. El PMM2 se encuentra en el cromosoma 16p13. El transcrito
de PMM?2 consta de ocho exones, con una secuencia codificante de 738 pares de
bases, que codifican una proteina de 246 aminoacidos [33, 34, 35, 36, 37].

El analisis genético de pacientes con PMM2-CDG ha llevado a la identificacién de
una gran cantidad de variantes patogénicas que generalmente son del tipo sin
sentido o con cambio de sentido. Las primeras variantes patogénicas fueron
reportadas en 1997 por Matthijs y colaboradores quienes, utilizando la técnica de
secuenciacion de Sanger, a partir de la amplificacion por partes de PMMZ2 con
iniciadores que se alineaban a las uniones exon-intrén del gen, descubrieron
mutaciones sin sentido en pacientes provenientes de diferentes regiones de Europa
[34]. Todas las variantes patogénicas reportadas hasta la fecha en PMM2 se
muestran en el anexo 10.3

Actualmente, se conocen mas de 90 variantes patogénicas en PMM2, las cuales
disminuyen la actividad catalitica y / o la estabilidad de la enzima, lo que disminuye
el nivel de Man-1P disponible para su posterior activacién y conversion en GDP-
Man [36,37]. A pesar de la alta cantidad de variantes patogénicas encontradas en
PMM?2y que es el CDG mas comun, previo a este trabajo, no se ha reportado ningun
paciente con PMM2-CDG en México.

La variante patogénica c.422G>A (p.R141H) es la mas frecuente y ha sido
identificada en todos los grupos étnicos de acuerdo con la base de datos de exomas
de gnomAD (del inglés Genome Aggregation Database). Los ensayos de actividad
enzimatica de PMM2 en las células de los pacientes con PMM2-CDG han
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demostrado una actividad enzimatica practicamente nula, esto sugiere que la
mutacion R141H es una mutacion severa y la homocigocidad no es compatible con
la vida. Los portadores heterocigéticos de esta mutacion no presentan
manifestaciones clinicas, a pesar de que la actividad enzimatica en ellos se ve
reducida incluso en un 60% de la normal.

La mayoria de los pacientes con PMM2-CDG son heterocigotos compuestos, siendo
la combinacién mas comun la R141H/F119L, en la que se ha demostrado que se
reduce la actividad enzimatica a un 10-30% de la actividad normal, lo que resulta en
enfermedad [36, 37, 38, 39, 40, 41].

El cuadro clinico de los pacientes con PMM2-CDG es variable, generalmente son
ataxicos, con extremidades largas y torsos cortos con otros padecimientos como
retraso mental, hipoplasia cerebelosa, hepatomegalia, disfuncién hepatica y
coagulopatia, infecciones graves, derrames pericardicos, sin mencionar que pueden
presentar pezones invertidos o acumulacion anormal de grasa en zonas pubicas,
estas dos ultimas son caracteristicas exclusivas de este CDG [38, 39]. Los sintomas
presentes en estos pacientes se debe a la afectacion preferencial de algunos
organos como el higado, pulmones y SNC, siendo el cerebelo el mas afectado por
la deficiencia de PMM2 [40,41].

Los pacientes diagnosticados con PMM2-CDG tienen un prondstico complicado
debido a las multiples afecciones que presentan y a la falta de tratamientos
correctivos. Un reciente descubrimiento sugiere que el uso de acetazolamida
disminuye los dafios en el sistema cognitivo, motor y también mejora algunos
parametros en pacientes con alteraciones en la coagulacion. El tratamiento con
acetazolamida es el primer caso efectivo de tratamiento y es importante tenerlo en
cuenta por el impacto positivo en la calidad de vida de los pacientes diagnosticados
con PMM2-CDG [42]. Otro tipo de tratamiento que esta encaminado a disminuir las
afecciones causadas por las mutaciones (p.V44A, p.D65Y, p.P113L, p.R123Q,
p.R141H, p.R162W, p.F207S, p.T237M y p.C241S) que generan un mal
plegamiento de la proteina PMM2 es el uso de chaperonas farmacéuticas, sin
embargo, para la mutacion R141H, el uso de chaperonas no ha permitido generar
un aumento en la actividad enzimatica [38, 53].

La mayoria de los analisis genéticos de PMM2 se basan en el analisis por partes
mediante el disefio oligonucledtidos especificos para la amplificacion de cada exén
incluyendo las uniones intron/exén en ADN gendmico, no obstante, existe una serie
de desventajas al seguir las estrategias reportadas para el diagnostico e
identificacion del PMM2-CDG, como los elevados costos que incluiria el hecho de
disefiar un par de oligonucledtidos por cada exén (16 oligonucleétidos para los 8
exones de PMM2), la cantidad de reactivos ocupados para el montaje de la PCR
para cada par de oligonucledtidos y el costo de la secuenciacidn de cada producto
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de amplificacion de los pares disefiados, sin mencionar el tiempo que tomaria el
analisis de todos los datos recolectados y el disefio de los experimentos para
obtenerlos.

El resumen de las estrategias ocupadas hasta la fecha para el diagndstico de
pacientes con PMM2-CDG, asi como las variantes patogénicas identificadas que
afectan a PMM_2, el afo en que fueron descritas y los autores se muestra en el
anexo 10.4.

2.3 Método de diagndstico de los CDG asociados a la N-glicosilacion
Los defectos de la N-glicosilacion se pueden sospechar realizando un estudio de

las isoformas de la transferrina (N-glicoproteina) en suero, (definidas por su punto
isoeléctrico) mediante |IEF, ya que estos defectos causan una migracién anormal de
dichas isoformas. Con excepcion de ciertos polimorfismos, la migracién diferencial
de estas isoformas esta determinada por la composicion de los glicanos asociados
a la transferrina, especialmente por su contenido en Sia (monosacarido cargado
negativamente), lo que permite determinar la presencia de alteraciones de la N-
glicosilacion [55, 56, 57]. El perfil normal de IEF de la transferrina se caracteriza por
la presencia mayoritaria de la isoforma con dos cadenas dobles cada una con Sia
en su extremo terminal (transferrina tetrasialilada) (ver figura 5). Cuando existen
defectos en la biosintesis del glicano precursor o defectos en la maduracion del N-
glicano, la ausencia de acido sialico dara como resultado el incremento en
abundancia de las isoformas hipoglicosiladas (isoforma trisialilada, disialilada,
monosialilada y asialilada) junto con la disminucién evidente de la presencia de la
isoforma tetrasialilada, aunque con perfiles diferenciales que permiten distinguir si
el defecto ocurre en la etapa de la sintesis del glicano precursor o posterior a su
transferencia a la proteina [58, 59, 60].

Aunque el IEF de transferrina sérica sigue siendo el método de eleccion para
diagnosticar enfermedades de N-glicosilacion, recientemente se han utilizado
técnicas como HPLC, electroforesis capilar y espectrometria de masas para
discriminar el estado de glicosilacion de la transferrina [61].

Se pueden identificar dos patrones caracteristicos en la migracién de isoformas de
la transferrina sérica en pacientes con CDG por |IEF; los pacientes con CDG de tipo
Ix (x debido a que en esta etapa del diagnostico se desconoce el gen afectado) se
caracterizan por presentar un aumento de las isoformas di- y asialilada, este patrén
de migracion es causado por defectos que afectan la biosintesis o transferencia del
N-glicano que resulta en una falta de transferencia de cadena completa a
glicoproteinas, mientras que los pacientes con CDG de tipo lIx presentan un patrén
menos claro ya que todas las isoformas con bajo contenido de acido sialico son mas
abundantes (asialilada, monosialilada, disialilada y trisialilada), este patrén de
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migracion esta causado por mutaciones en genes implicados en la maduracion de
N-glicanos, posterior a la transferencia del glicano del RE al Golgi [48, 56, 57].

Los perfiles de sialilacion se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Perfil de sialilacion de la transferrina por isoelectroenfoque en una persona sana
(1), en una persona con un CDG-I (2) y en una persona con un CDG-II (3).

Debido a que los patrones de CDG-Ix se conforman por isoformas de transferrina
con cadenas ausentes, su analisis estructural no revela el defecto preciso, soélo
indica que esta localizado en alguna de las etapas que se llevan a cabo en el RE
aunque recientemente se ha reportado que algunos pacientes con PMM2-CDG
presentan un patron normal de IEF.

2.4 Algoritmo diagnéstico de los CDG
Frente a la sospecha clinica de CDG, se debe realizar un IEF de transferrina para

establecer la sospecha bioquimica de un trastorno de la N-glicosilacion. En caso de
qgue el paciente muestre un perfil de tipo Ix o tipo lIx, anteriormente se recomendaba
seguir con una serie de ensayos bioquimicos y moleculares como son; la mediciéon
de la actividad enzimatica de PMM2 (por ser el tipo de CDG mas comun), analisis
estructural de los intermediarios en la via de sintesis de los glicanos (LLO), analisis
estructural del glicano mediante HPLC acoplado a espectrometria de masas, entre
otros, para poder determinar concretamente el paso afectado en la via. Para
complementar la sospecha bioquimica en un perfil de tipo lIx se debe realizar
adicionalmente un IEF de ApoClll (O-glicoproteina de tipo N-acetilgalactosamina
(GalNAc)) para identificar defectos que afecten a otras vias de glicosilacion,
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particularmente la O-glicosilacion, esto permite dirigir los estudios a ciertos grupos
de genes que participan en procesos que afectan a mas de una via de biosintesis
(CDG Mixtos) [31,32].

No obstante lo anterior, recientemente se ha ido transitando a una estrategia mas
directa para determinar las variantes patogénicas, posterior al establecimiento de la
sospecha bioquimica por un IEF de transferrina anormal. Esto se logra mediante la
secuenciacion exdmica, la cual permite la deteccion de variantes en multiples
genes, lo cual representa una ventaja de suma importancia frente a algoritmos de
diagndstico bioquimico que pueden ser de dificil acceso y que incrementan la odisea
diagndstica de estos pacientes. En caso de encontrarse variantes patogénicas
causantes de CDG reportadas previamente no se necesitarian mas analisis o
ensayos moleculares para determinar la consecuencia sobre la actividad enzimatica
de la proteina [32, 33]. Lamentablemente, estas enfermedades son
subdiagnosticadas por falta de sospecha clinica y ausencia de plataformas de
diagnodstico especializadas. Esta situacion es particularmente grave en América
Latina donde pocos casos han sido reportados comparativamente a otros paises
desarrollados, lo que conlleva al hallazgo de nuevas variantes patogénicas, donde
si es necesario llevar a cabo otros ensayos moleculares para determinar la
consecuencia de estas sobre la actividad enzimatica proteica y de esta forma
completar el diagnostico genético [31, 32, 33].

Esto es una realidad ya presente en algunos paises, sin embargo, en México el
acceso a la secuencia de exoma sigue siendo costosa, por lo que es variable/hibrid
la estrategia a seguir.

La estrategia de diagndstico después de la sospecha bioquimica de un CDG por
una prueba de IEF de transferrina anormal se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Algoritmo de diagndéstico para los desordenes congénitos de la glicosilacion.

2.5 Pacientes mexicanos con CDG-Ix

En el laboratorio de glicobiologia humana y diagndstico molecular recibimos
muestras de suero provenientes de cuatro pacientes pediatricos con sospecha de
CDG debido a manifestaciones multisistémicas con presencia de afectacion del
SNC. Las caracteristicas representativas del cuadro clinico se muestran en la tabla
1.
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Tabla 1. Cuadro clinico con las caracteristicas representativas presentes en los cuatro
pacientes separadas por sistema neurolégico, muscular, fisico y digestivo.

Pacientes

Sintomas

Neurolégico

Paciente 1
(5 anos)

Paciente 2
(2 afnos)

Paciente 3
(12 afos)

Paciente 4
(3 afnos)

Alteraciones cerebrales

X

Epilepsia

Regresion motriz

Discapacidad intelectual

X[ X [ X[ X|X

Auto- y hetero-agresién

Conductas disruptivas X

Muscular

Atrofia muscular X

Falta de sostén cefalico X X

Hipotonia X

Displasia cortical frontal X X

Fisico

Dismorfias menores X

Microcefalia

Estrabismo X

Nistagmus X

Hipoplasia cortical / subcortical

Frente corta

Cejas escasas

XX | X[ X|X|X|X]|X

Mejillas prominentes X X

Pezones invertidos X

Digestivo

No control de esfinteres X

Siguiendo la estrategia recomendada para el diagnodstico de CDG, se decidio
realizar un |IEF de transferrina sérica para establecer una primera sospecha
bioquimica de afectacion a la N-glicosilacion y desarrollar la metodologia especifica
para establecer un diagnostico genético.

El IEF mostro que los cuatro pacientes presentaban un perfil de hipoglicosilacion de
tipo Ix, caracterizado por un incremento particularmente de la isoforma disialilada y
monosialilada en el caso del paciente 1 (P1, figura 7).
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Figura 7. Perfil de sialilacion de la tranferrina por isoelectroenfoque de los pacientes. C,
control sano; Ix, CDG-Ix; P4, paciente 4; P2, paciente 2; P1, paciente 1; P3, paciente 3.

Frente a este resultado y el cuadro clinico de los pacientes, se establecio la
sospecha bioquimica de CDG de tipo Ix en los 4 pacientes, con la sospecha de la
posible presencia de nuevas variantes en los genes causantes del CDG debido a
que, como se describe anteriormente, la mayoria de los reportes de caso y estudios
sobre pacientes con CDG han sidor realizados en Europa o Estados Unidos [7, 8],
sin mencionar que algunas de las variantes reportadas estan restringidas por grupos
étnicos y que en México el abordaje de esta problematica es practicamente nuevo
con solo tipo de CDG reportado [9].

Por esta razon y basados en la prevalencia de PMM2-CDG como el CDG mas
frecuente, en este trabajo se optd por analizar en estos pacientes el PMM2
utilizando ADNc como templado para su amplificacion, en vez de la estrategia mas
convencional de hacerlo a partir de ADNg. De esta forma, solamente es necesario
disefiar dos oligonucledétidos que amplifiquen toda la region codificante debido a que
la secuenciacion de la region codificante de un gen permite la identificacion de la (s)
mutacion (es) que causan el CDG. Adicionalmente, este proceso permite la
identificacion de mutaciones que originen procesos de empalme aberrantes, ya que
pueden ser identificadas isoformas por electroforésis en gel de agarosa. Cuando fue
posible se realizd secuenciacion de exoma, abordando de esta forma una cobertura
mas completa, considerando la posibilidad de que el PMMZ2 pudiera no ser el
afectado en alguno de los pacientes abordados en este estudio.
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3.0 Hipétesis

La caracterizacion molecular de pacientes con CDG-Ix permitira establecer
diagnodsticos genéticos de CDG en México y el hallazgo de nuevas variantes no
reportadas previamente.

4.0 Objetivos

4.1 Objetivo Principal
Establecer el diagndstico genético en cuatro pacientes con sospecha de CDG-Ix.

4.2 Objetivos Particulares
1. Amplificar y secuenciar PMM2 a partir de ADNc de los pacientes para
detectar variantes patogénicas.

2. En aquellos pacientes sin mutaciones en PMM?2, identificar mediante
secuenciacion de exoma clinico las variantes patogénicas causales de CDG
de tipo I.

3. ldentificar el patron de herencia, asi como el mecanismo patogénico en caso
de no estar reportado previamente.
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5.0 Metodologia

5.1 Isoelectroenfoque de transferrina sérica (TIEF)

5.1.1 Preparacion de la muestra
En 100 pL de suero depositados en un tubo de 0.6 mL se agregaron; 5 yL de 500mM

NaHCO3 (Cat. S6297-250G sigma), 5 yL de 20mM FeCl; (Cat. 157740-100G
sigma), posteriormente, se incubd 15 minutos a 4°C para detener la reaccion, se
hizo la dilucion en un tubo de 0.6 mL la muestra de suero 1:10 con agua destilada
(10 pL de suero + 90 yL de H20 destilada) y se resguardé a -20°C.

5.1.2 Preparacion de Biofilm
Se colocaron 2 gotas de agua en el vidrio, inmediatamente, el film (Gel Support Film

Cat. 1702983 de BioRad) se colocé por la parte hidrofébica y adhirié al vidrio,
después fue colocado en la camara de polimerizacion mientras se preparo la mezcla
del gel.

5.1.3 Preparacion del gel
En un tubo falcon de 15 mL se adicionaron en orden los siguientes reactivos, 2.75

mL de H20 destilada, 1 mL de solucion de Acrilamida 24.25% (cat. 4081-01 J. T.
Baker) / Bis-acrilamida 0.75% (cat.4031-00 J. T. Baker), 1 mL de Glicerol 25% p/v
(cat. H5433 Promega) (solucion preparada al momento), 250 yL de Anfolita pH 5-7
(cat. 163-1153 BioRad), 8 uL de persulfato de amonio 10% (cat. V3131 Promega),
25 yL FMN 0.1% (Cat. 1610501 BioRad) y 3 uL de TEMED (Cat. 161-0801 BioRad).
Una vez preparada esta mezcla, fue agregada donde se colocé el film y en la camara
de polimerizacion, con una pipeta de 1 mL de manera rapida para que no se
polimerice antes de vaciarlo.

5.1.4 Polimerizacion del gel (bajo lampara de luz blanca)
Para la polimerizacion del gel fue colocado bajo la lampara de luz blanca durante 1

Y2 hora a temperatura ambiente, en seguida, el gel se gir6 bajo la lampara de luz
blanca durante 15 min a temperatura ambiente, una vez polimerizado, se cargaron
2 uL de las muestras diluidas 1:10 previamente, y se dejo absorber por 15 minutos
a temperatura ambiente.

5.1.5 Electroforésis en gel de agarosa
Para la migracion de las muestras el gel se dejo correr por 1 2 horas a temperatura

ambiente de la siguiente forma; 100 Volts por 15 minutos, 200 volts por 15 minutos
y 450 volts por 60 minutos).
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5.1.6 Fijacion del anticuerpo
Se adicionaron 100 pL del anticuerpo esparciéndolo desde donde se colocaron las

muestras hacia abajo, se incubd a 4°C durante 1 hora, se lavo en agitacién a 55 rpm
con solucioén fria de NaCl 0.9% (Cloruro de Sodio NaCl cat. 1.06404.5000) 3 veces
durante 1 hora. Un segundo lavado fue realizado en agitacién a 55 rpm con agua
destilada 10 min a temperatura ambiente, la fijacion se llevé a cabo con metanol
30%, TCA 12.5 % (trichloroacetic acid 99% cat. T4885-500G sigma) y acido
sulfosalicilico 4% (5-sulfosalicylic hydrate 95% cat. 390275-100G sigma) durante 30
min a temperatura ambiente con agitacion a 55 rpm.

5.1.7 Tincién
Para la tincidn se siguieron los siguientes pasos; lavado por 2 min a temperatura

ambiente con una mezcla (relacién 1:1) de solucidén A (CuSO4 0.2% cat. 1843-01 J.
T. Baker) y acido acético 20% (cat. 9508-18 J. T. Baker) + solucion B (metanol 60%)
en agitacion a 55 rpm y a temperatura ambiente.

La tincion se realizd a 65°C por 1 hora, con 50 mL de una solucién (previamente
preparada) que contiene 0.63g de azul de comassie R-250 (Cat. 20278 Thermo
Scientific), 25 mL de acido acético glacial (cat. 9508-18 J. T. Baker), 250 mL de H20
destilada y 225 mL de metanol absoluto.

El proceso de destefido fue a temperatura ambiente con una mezcla de solucidn
A+B (relacion 1:1) por 6 veces con agitacion de 55 rpm.

Finalmente, se dejo secar toda la noche a temperatura ambiente y analizé una vez
completamente seco.

5.2 Consentimiento informado

Previo a la toma de la biopsia de los pacientes y/o individuos sanos, se les
proporcioné a los padres de familia o tutores un formato de consentimiento
informado, el cual es un documento informativo en donde se invita a las personas a
participar en el proyecto de investigacion. El aceptar y firmar los lineamientos que
establece el consentimiento informado nos autorizo realizar el presente estudio, asi
como también permitidé que la informacion recolectada, fuera utilizada para la
elaboracion de analisis y comunicacion de los resultados obtenidos.

5.3 Toma de biopsia

El procedimiento realizado para la toma de biopsias para el cultivo celular fue el
siguiente; se desinfectoé con alcohol el area, se administro lidocaina topica, la cual
se dejo actuar durante 20 minutos, la lidocaina fue retirada con un algodon con
alcohol, la biopsia fue tomada con un bisturi y la muestra se colocd dentro de un
tubo eppendorf de 1.5 mL, posteriormente, se lavo 3 veces la muestra con 2 mL de
DPBS, se retir6 el DPBS y afadieron 500 uL de tripsina al 0.625%. El tubo fue
colocado en la incubadora (37°C, 5% COZ2) durante 20 minutos, la tripsina se
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inactivo con 500 pL de medio Gibco® AmnioMAX™ C-100, suplementado al 10%
con Gibco® AmnioMAX™ C-100 Supplement y con antibiotico estreptomicina y
penicilina 1%, una vez inactivado fue centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm. Se
desecho el sobrenadante y resuspendio la pastilla celular en 1 mL de medio,
finalmente, las células fueron resuspendidas en una caja T25 con un volumen final
de 5mL de medio de cultivo y colocadas en la incubadora (37°C, 5% CO2).

5.4 Cultivo Celular

A partir de la biopsia de piel del paciente, se realiz6 el cultivo primario de fibroblastos
en medio D-MEM/F-12 (gibco® by life technologies™) suplementado al 20% de
Suero Fetal Bovino (FBS gibco® by life technologies™) vy antibidtico
estreptavidina/penicilina al 1%, para la obtencién de material genético.

5.4.1 Pase Celular

Los pasos para realizados para el pase celular fueron los siguientes:

Se retird el medio de cultivo y se lavaron las células con 3 mL de PBS,
posteriormente se agregé 1mL de Tripsina (gibco® by life technologies™) y fue
incubado por tres minutos a 37°C, después, se inactivo la Tripsina con 4 mL de
medio o PBS, se centrifugé a 1500 rpm durante cinco minutos a temperatura
ambiente, se quitd el sobrenadante y resuspendio el pellet en medio de cultivo
Gibco® AmnioMAX™ C-100, suplementado al 10% con Gibco® AmnioMAX™ C-
100 Supplement y con antibidtico estreptomicina y penicilina 1%.

5.5 Obtencion de RNA

La obtencion de RNA se realiz6 en tres etapas;

Etapa 1: Preparacion de TRIzol

Se elimind el medio de cultivo y lavaron con 3ml de PBS 2 veces, se adiciond 1mL
de TRIzol (TRIzol® Reagent, ambion® by life technologies) y se resuspendieron las
células en alicuotas en microtubos estériles de 1.5mL para congelar.

Etapa 2: Obtencién del RNA

Se descongelo el TRIzol y se le agregaron 200 yL de cloroformo, se agitd por 15
segundos e incubd 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente, fue
centrifugado 15 minutos a 13,500 rpm a 4°C vy se transfirio la fase acuosa a un tubo
estéril de 1.5mL.

Etapa 3: Precipitacién de RNA

Se adicionaron 500 yL de isopropanol y se mezcld por inversion, posteriormente, se
incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente y centifugaron los tubos por 10
minutos a 13,500 rpm a 4°C, el isopropanol es decantado y se adicionaron 1mL de
etanol al 75%, se agitd vigorosamente por 3 minutos y centrifugé 10 minutos a
12,000 rpm a 4°C, finalmente, se resuspendio el RNA en 25 pL de agua MiliQ y
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cuantifico utilizando el equipo NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific) a
longitudes de onda de 260nm y 280nm.

5.6 Obtencion de ADNc
Se prepard en un microtubo la mezcla de reaccion:

Oligo(dT)12-18 Primer (Invitrogen) 1L
dNTPs 10mM (Thermo Scientific, 1yl
00342481)

RNA (previamente aislado) 1-1.5 pg
H2O (DNase and Rnase free Water, 9uL
Sigma Aldrich, W4502)

Volumen final 12 L

El microtubo fue colocado en el termociclador Axygen® MaxyGene Thermal Cycler
e inici6 el programa:

e 65°C por 5 minutos (durante los 5 minutos se preparoé el tubo dos)

e Incubacion a 4°C.

Un segundo microtubo fue preparado con la siguiente mezcla de reaccion:

Buffer 5X (Thermo Scientific, 4 uL
003424459)

DTT 0.1M (Thermo Scientific) 2yl
Thermo  Scientific™  Inhibidor de 1 pl
ARNasa RiboLock

Se mezclaron ambos microtubos y colocaron en el termociclador Axygen®
MaxyGene Thermal Cycler y continu6 con el programa que consiste en:

37°C por dos minutos, posteriormente, se agrego 1 ul de transcriptasa reversa (M —
MLV, Invitrogen), se incubo a 37°C por 50 min, y finalmente, la enzima fue inactivada
a 70°C por 5 min.

5.7 Extraccion de ADN genémico a partir de sangre

El ADN genomico se aislé de muestras de sangre periférica humana, la extraccion
de ADN genomico se realizd utilizando el kit GenElute Blood Genomic DNA
(NA2010, Sigma). En un microtubo de 1.5 mL se adicionaron 200 pL de sangre de
cada muestra y posteriormente se afiadieron 200 pyL de solucion de lisis (AL) y 13
WL de proteinasa K. La muestra se sometio a agitacion de forma intensa durante 20
segundos y se incubd 10 minutos a 56°C. En el mismo tubo se agregaron 200 pL
de alcohol grado molecular y se agitd de nueva cuenta. La muestra fue colocada en
una microcolumna y se centrifugé a 8000 rpm por 3.5 minutos descartando el
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volumen resultante. La microcolumna se colocé en un nuevo microtubo, se
afnadieron 500 pL de la solucion de lavado (AW1) y se centrifugd nuevamente por 2
minutos a 8000 rpm. Sobre la misma microcolumna se adicionaron 500 L de la
segunda solucion de lavado (AW2) para posteriormente centrifugar a 13,000 rpm
durante 3 minutos. El resultado de la centrifugacion fue decantado y se agregaron
200 pL de solucion de elucion (AE). Una vez anadidos estos 200 L se dejo reposar
por 2 minutos para después realizar una ultima centrifugacion a 13,000 rpm por 2
minutos. Terminado este proceso se desechd la membrana para poder finalmente
obtener producto final (ADN genomico).

5.8 Diseio de oligonucleétidos para amplificar el gen PMM2 a partir de ADN
complementario.

Para amplificar la region codificante del gen PMM2 a partir de ADN complementario

(ADNc), se disefiaron cuatro oligonucledtidos que se probaron utilizando los

programas primer-blast (NCBI) y OligoCalc, se determiné6 que cumplieran las

siguientes caracteristicas:

1. La diferencia de la temperatura de alineamiento (Tm) entre ambos
oligonucledtidos no debe ser mayor a 3°C

2. La secuencia de los oligonucledétidos debe ser precedida y finalizada por el
nucledtido citosina (C) o guanina (G).

3. El porcentaje ideal de CG corresponde a un minimo de 40 % y maximo de 60 %.

5.9 Amplificacién por PCR.

Para la amplificacion por PCR del gen de interés se realizé una reaccidén en cadena
de la polimerasa convencional (PCR), haciendo una mezcla de reaccion y utilizando
la polimerasa Phusion-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific, F-530S) para
una mejor eficiencia y calidad de la PCR.

La mezcla de reaccién se resume en la tabla 2.
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Tabla 2. Reactivos utilizados en la estandarizacion de las condiciones 6ptimas de PCR.

5 22.5
0.5 2.25
0.5 2.25
0.5 2.25

0.25 1.125
17.25 77.625

24 uL mezcla + 1
puL de ADNc

El programa de termociclado que se utilizo es el siguiente: desnaturalizacién 98°C,
alineamiento Tm (de cada Oligonucleétido) y elongacion 72°C.

Para evaluar la amplificacion se preparé un gel de agarosa 1.5% con amortiguador
de carga 6X, para obtener una concentraciéon final 1X. Las muestras fueron
resueltas en buffer de corrida TAE 1X durante 40 minutos a 75 V a voltaje constante.
Posteriormente se adquirieron imagenes del gel expuesto a luz ultravioleta en
longitudes de 254 y 302 nm.

5.10 Secuenciacion de Sanger, a partir de producto de PCR

Los productos de PCR fueron purificados mediante el kit Gene JET (#K0502), y la
muestra se prepard segun las indicaciones del proceso de secuenciacion (Sanger).
El analisis de secuenciacion es realizado por Snapgene, ClustalOmega.

5.11 Clonacion en la cepa match one de E. coli

5.11.1 Ligacion
Se prepar6 la siguiente reaccion del inserto (gen de interés) previo a la ligacion:

10uL de buffer de ligacion 2X, 1uL de producto de PCR (del gen de interés), 6uL de
agua libre de nucleasas, 1uL de enzima Blunting para tener un volumen total de
18uL. Posteriormente, se centrifugd de 3 a 5 segundos, se incubd a 70°C durante 5
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minutos, se adicioné 1uL del pJET1.2/blunt Cloning Vector (50 ng/uL) por reaccion
de clonacion y 1 uL de T4 ligasa, finalmente, se incub6 a 22°C durante 30 minutos.

5.11.2 Transformacion
Para la transformacion se adicionaron los 3L de la reaccion de ligacion a 150uL de

bacterias quimicompetentes, se incubd 30 minutos en hielo, el tubo fue incubado a
42° C durante 1 minuto, en seguida fue incubado en hielo durante 30 minutos, se le
adicionaron 250uL de medio S.O.C suplementado (1 mL de medio S.O.C
suplementado corresponde a 10uL de MgClz, 10uL de MgSQas, 40uL de glucosa y
940uL de medio S.0.C), el tubo fue incubado a 37° C durante 1h a 200 r.p.m. Con
esta mezcla de transformacion, fueron plaqueadas dos cajas petri de medio LB
soélido con ampicilina (100ug/mL) e incubadas de 12 a 16h a 37°C.

Una vez crecidas las colonias se tomaron con una punta de micropipeta y se
sembraron en tubos de ensayo diferentes, cada uno con medio LB liquido
suplementado con ampicilina (100ug/mL) y se incubaron nuevamente de 12 a 16
horas a 200 r.p.m. a una temperatura de 37°C.

5.11.3 Purificacion de plasmido y selecciéon de isoformas
A partir de 3 ml de medio LB con la clona el proceso de purificacion del plasmido

inicié centrifugando los 3 ml para concentrar el pellet de bacterias por 1 minuto a
9000 r.p.m. posteriormente, el sobrenadante fue eliminado totalmente, el pellet de
bacterias fue resuspendido en 150uL de solucion de lisis | (glucosa 50mM, EDTA
10mM vy tris base 25mM) e incubado por 5 min a temperatura ambiente, se
adicionaron 150uL de solucion de lisis Il recién preparada (100uL de NaOH 10N,
500uL de SDS 10% y 4400uL de agua miliQ), se mezclé por inversion e incubo por
5 min a temperatura ambiente, se agregaron 150uL de solucion de lisis 11l (60 ml de
CH3COOK 5M, 11.5 ml de CH3COOH y 28.5 ml de agua miliQ), el tubo fue mezclado
por inversion y fue incubado nuevamente por 5 minutos, se volvié a centrifugar a
13,000 r.p.m por 5 minutos y se recuperd el sobrenadante completamente,
posteriormente, se adiciond 1 ml de etanol absoluto y se centrifugd por 5 minutos a
13,000 r.p.m. el sobrenadante fue desechado y se lavo el pellet con 1 ml de etanol
al 70% por inversion durante 30 segundos, el tubo se centrifugd nuevamente
durante 5 minutos a 13,000 r.p.m. y se elimind todo el etanol, finalmente, el pellet
fue resuspendido con 30puL de H20 miliQ que se prepard con 20 ug/pL de RNAsa y
fue incubado por 1 hora a 37 °C.

La PCR de los plasmidos recién purificados fue realizada con oligonucleétidos que
permitieron la amplificacion del inserto del gen de interés (la PCR se llevo a cabo
como se describié en los apartados anteriores), el resultado fue revelado en gel de
agarosa como fue descrito previamente, finalmente las muestras fueron preparadas
para la secuenciacion de Sanger.
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6.0 Resultados y discusion

6.1 Cultivo celular

En los cuatro pacientes se obtuvo una biopsia de piel que fue cultivada en forma de
explante hasta lograr un primer subcultivo de fibroblastos. La Figura 8 muestra el
cultivo de la linea de fibroblastos de los 4 pacientes con un porcentaje de
confluencia de 90 a 100%. En este punto del cultivo se realizé la obtencion de
material genético

Figura 8. Cultivo celu
paciente 2; D, paciente 3. E, paciente 4. Las fotografias de los incisos A, B, C y D fueron
tomadas a 10X/0.25Ph1 y la fotografia del inciso E fue tomada a 4X/0.1Ph0O

6.2 Amplificacion de PMM2
De acuerdo al algoritmo diagndstico en la Figura 6 se procedio a secuenciar PMM2

como primer gen candidato en pacientes con CDG-Ix. Para ello se establecieron las
condiciones que permiten amplificar este gen a partir de ADNCc.

Una vez realizada la obtencion de ADNc como se describe en los apartados 5.3 y
5.4. se realiz6 una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando
oligonucleétidos especificos para amplificar el gen constitutivo de B-actina con la
finalidad de comprobar la integridad del ADNc. El resultado de la amplificacion con
oligonucledtidos para B-actina utilizando ADNc de control sano y de los cuatro
pacientes se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Visualizacion de las amplificaciones con oligonucleétidos del gen constitutivo 8-
actina a partir del ADNc de los pacientes estudiados. Control sano, carril 1; Paciente 1,
carril2; Paciente 2, carril 3; Paciente 4, carril 5.

Las amplificaciones con oligonucleétidos para el gen constitutivo -actina reflejan
una buena integridad del ADNc obtenido del control sano y de los pacientes. Una
vez comprobada la integridad del ADNCc, se realizo el disefio de los oligonucledtidos
para amplificar la totalidad de la secuencia codificante de PMMZ2 tomando en cuenta
los puntos establecidos en la seccion 5.8.

Los oligonucledtidos disefiados para amplificar PMM2 a partir de ADNc fue realizado

utilizando los programas Primer-Blast (NCBI) y OligoCalc, asi como la region a la
cual son complementarios se muestra en la figura 10.
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PMM2s

CCTCG TGCGGCTAGAAACTGGGGACATG
GCAG CTCTTCGACGTGGATGGGACCCT
CACCGCCCCGCGGCAGAAAATTACCAAAGAAATGGATGACTTCCTACAA
AAATTGAGGCAGAAGATCAAAATCGGAGTGGTAGGCGGATCGGACTTT
GAGAAAGTGCAGGAGCAACTGGGAAATGATGTGGTTGAAAAATACGATT
ATGTGTTTCCAGAAAATGGCTTGGTAGCATACAAAGATGGGAAACTCTT
GTGTAGACAGAATATTCAAAGTCATCTGGGTGAGGCCCTAATCCAAGATT
TAATCAACTACTGTCTGAGCTACATTGCGAAAATTAAACTCCCGAAGAAG
AGGGGTACTTTCATTGAATTCCGAAATGGGATGTTAAACGTGTCCCCTAT
TGGAAGAAGCTGCAGCCAAGAAGAACGCATTGAGTTCTACGAACTCGA
TAAAAAAGAAAATATAAGACAAAAGTTTGTAGCAGATCTACGGAAAGAGT
TTGCTGGAAAAGGCCTCACGTTTTCCATAGGAGGCCAGATCAGCTTTGA
TGTCTTTCCTGATGGATGGGACAAGAGATACTGTCTGCGACATGTGGAA
AATGACGGTTATAAGACCATTTATTTCTTTGGAGACAAAACTATGCCAGG
TGGCAATGACCATGAGATCTTCACAGACCCCAGAACCATGGGCTACTCC
GTGACAGCGCCTGAGGACACGCGCAGGATCTGTGAACTGCTGTTCTCC
TAACGTGGGAGCGGGAGGGGCGGGGTCCCGGCTGACAAGCCAGCATA
GGGCATTCGGTGGCCAGAGCCGAGGGTCCTCCCACACGTGCTCACCC

ACCCGCAGCCT, GCCAGGCATGTGCAGTC
TGGACTTCCAC

PMM2as
Figura 10. Oligonucleétidos disehados para la amplificacion de la secuencia codificante de
PMM2 a partir de ADNc; PMM2s es el oligonucledtido sentido y PMM2as es el

oligonucledtido antisentido utilizado para la amplificacion. Con letras de color rojo se marcan
el codon de inicio (ATG) y coddn de paro (TAA).

En la tabla 3 se muestran las propiedades de los oligonucleétidos disefiados y su
secuencia.

Tabla 3. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacién completa del gen PMM2 en
ADNCc.

Secuencia (5’ — 3’)

PMM2s TGC CAA CGT GTC TTG TAA GG 63 50 20
PMM2as GGA AGT TTC TGG CAC TGG AG 63 55 20

Se llevo a cabo la amplificacion con este par de oligonucledtidos con las condiciones
de termociclaje que se muestran en la figura 11.
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Figura 11. Condiciones de termociclaje ocupadas para la amplificacion de todo el gen
PMM2 en ADNc utilizando el oligonucle6tido PMM2s y el oligonucleétido PMM2as.

El resultado de la amplificacion como se describe en el punto 5.6 con los
oligonucledtidos PMM2s/PMMZ2as con las condiciones de termociclaje previamente
descritas se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Visualizacion de la amplificacion por PCR en gel de agarosa de todo el gen
PMM2. Carril 1, control sano; carril 2, paciente 1; Carril 3, paciente 2; carril 4 paciente 3;
carril 5, paciente 4; carril 6, control negativo.

La amplificacion mostrada en los 4 pacientes corresponde al peso esperado para la
amplificacion con los oligonucleétidos PMM2s y PMM2as (951pb). El siguiente paso
fue realizar la purificaciéon de banda de cada producto de amplificacion para cada
paciente y realizar la secuenciacion de Sanger utilizando los oligonucledétidos
PMM2s y PMM2as.
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6.3 Diagnoéstico genético

6.3.1 Diagnoéstico genético del paciente 1

La sintomatologia del primer paciente se muestra en la tabla 1.

Los resultados de la secuenciacion de Sanger en el paciente 1 mostraron la
presencia de la mutacion puntual c.422G>A (p.R141H) y de una segunda mutacién
puntual ¢.395T>C (p.1132T) en PMM2 como se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Cromatogramas resultados de la secuenciacion de Sanger realizada en el
material genético del paciente y de sus padres. A, alineamiento de cromatogramas que
demuestra la herencia materna de la mutacién ¢.395T>C (p.1132T). B, alineamiento de
cromatogramas que demuestra la herencia paterna de la mutacion ¢.422G>A (p.R141H).
Imagen tomada de: Gonzalez-Dominguez, C A et al. “ldentification through exome
sequencing of the first PMM2-CDG individual of Mexican mestizo origin.” Molecular genetics
and metabolism reports vol. 25 100637. 18 Aug. 2020, doi: 10.1016/j.ymgmr.2020.100637

Reportes previos ya han demostrado que la heterocigocidad compuesta p.R141H /
p.1132T disminuye la actividad enzimatica de la proteina hasta un 20% [51].

Esta informacion obtenida de la secuenciacion de Sanger que confirma la presencia
de variantes patogénicas en PMM2, confirma el diagnostico de PMM2-CDG en el
paciente. En paralelo a este diagnostico se establecio una colaboracion para realizar
la secuenciacion exémica en el Laboratorio de Diagnostico Genomico del Instituto
Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN) que secundaron estos resultados
como se observa en la figura 14.
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c.422G>A (p.R141H) ¢.395T>C (p.1132)
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Figura 14. Resultados de la secuenciacion exdémica del paciente 1.

6.3.1.1 Variante patogénica c.422G>A (p.R141H)
La variante patogénica c.422G>A (p.R141H) localizada en el exon 5 de PMM?2, esta

reportada como la mas comun en pacientes con PMM2-CDG y fue descrita por
primera vez por Matthijs et al. (1997) [34]. Todos los reportes existentes de
pacientes con PMM2-CDG, reportan que la variante R141H se encuentra en forma
de heterocigosidad compuesta ya que nunca se ha encontrado en forma
homocigota, esto se debe a que cuando se expresa in vitro, la actividad enzimatica
de la proteina PMM2 con la variante R141H es practicamente nula y, por lo tanto,
concuerda con la inferencia de que la homocigosidad para esta variante es letal.
Se ha descrito que la afinidad de la proteina por el sustrato normal se ve disminuida
notablemente por el hecho de que el aminioacido 141 forma parte del sitio catalitico
enzimatico, dando como resultado una proteina significativamente menos estable y
con menor vida media en comparacion con un control sano [52, 53].

6.3.1.2. Variante patogénica ¢.395T>C (p.1132T)
La variante ¢.395 T>C (p.I132T) tiene como consecuencia el cambio de la isoleucina

por una treonina en el aminoacido 132 de la proteina PMM2. El residuo de isoleucina
esta altamente conservado y existe una diferencia fisicoquimica moderada entre
isoleucina y treonina, esta variante siempre ha sido reportada como heterocigota
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compuesta en pacientes con PMM2-CDG. En pacientes con las variantes
R141H/1132T, ha sido reportado que la actividad enzimatica residual baja a un 23-
41%. Por estos motivos, esta variante se ha clasificado como patogena [34, 48, 49,
50, 51] .

6.3.1.3 Herencia
Para determinar la herencia de ambas mutaciones, se realiz6 un diseno de

oligonucledtidos para amplificar la region del exén 5 de PMM?2 a partir de ADNg de
ambos padres, el cual fue obtenido a partir de muestras de sangre como se detalla
en la seccién 5.7. Los oligonucleotidos para amplificar el exén 5 de PMM?2 a partir
de ADNg, fueron disefiados utilizando los programas Primer-Blast (NCBI) y
OligoCalc. La region a la cual son complementarios se muestra en la figura 15.

PMM2-ESF

ﬁmm CTTTTTAGAATTTCCCAAGATTTTAGGCT

GTTTATCTATGTTGCCCAAATGAATAACGTGTTTTTGGAGAAACTCTGTCACCC
TTTCATTCCCAGGGGTACTTTCATTGAATTCCGAAATGGGATGTTAAACGTGTC
CCCTATTGGAAGAAGCTGCAGCCAAGAAGAACGCATTGAGTTCTACGAACTC
GATAAAGTACGTCTTTCTGAAATATCTTTGGTGAATGGCTGGGTTTATGGAAAT
AAGATATGGCCTGGTGTGGTGGT

PMM2-ESR 312pb

Figura 15. Disefio de oligonucledtidos para la secuenciacion de Sanger del exén 5 de
PMM2. PMM2-E5F es complementario para la region en color verde, PMM2-E5R es
complementario para regién en color rojo, de color amarillo esta marcada la secuencia
correspondiente al exon 5, la letra T en rojo representa la posicion de la mutacién ¢.395T>C
(1132T), la letra G en rojo representa la posicion de la mutacion ¢.422G>A (R141H). Como
resultado de una correcta amplificacion se espera una sola banda de 312pb de longitud.

En la tabla 4 se muestran las caracteristicas de los oligonucle6tidos disefiados y su
secuencia.

Tabla 4. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacién del exén 5 del gen PMM2.

Nombre Secuencia (5’ - 3) (Ig) GC% Longitud
PMM2-E5F GAA ACATTG ACC ACACTAGCC 61.5 50 21
PMM2-E5R GTG TTG GGA TTA CAG GCA TG 63.3 50 20
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El resultado de la amplificacién con los oligonucleétidos PMM2-E5F/PMM2a-E5R
con las condiciones de termociclaje descritas en la figura 11, se muestra en la figura
16.

1500pb
1000pb

500pb
400pb
300pb

200pb

75pb

Figura 16. Visualizacion de la amplificacion por PCR en gel de agarosa del exén 5 del gen
PMMZ2. En el carril 1 se observa la amplificacion con ADNc de control sano, en el carril 2 la
amplificacion utilizando el ADNc de la madre, en el carril 3 la amplificacion del ADNc del
padre y en el carril 4 la amplificacion correspondiente a un control negativo.

Los cromatogramas resultados de la secuenciacion de Sanger mostrando la
herencia de sus padres se muestran también en la figura 13.

Los resultados de la secuenciacion de Sanger con los oligonucleétidos disefiados
para amplificar el exén 5 de PMM2 permitieron identificar que la mutacion ¢.395T>C
(p.1132T) fue heredada al paciente por su madre, mientras que la mutacién
c.422G>A (p.R141H) fue heredada al paciente por su padre. El hallazgo de estas
mutaciones y su tipo de herencia explican los padecimientos del paciente asi como
el perfil de hipoglicosilacion que este muestra en el IEF de transferrina sérica. Es
importante mencionar que, gracias a la metodologia establecida y a los
descubrimientos basados en ella, fue posible reportar a este paciente como el
primer individuo diagnosticado con PMM2-CDG en México [41].
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6.4.2 Diagnoéstico genético del paciente 2
La sintomatologia del paciente dos se muestra en la tabla 1.

La secuenciacion de Sanger de PMM?2 del paciente 2 no identifico la presencia de
ninguna mutacion en este gen (véase anexo 10.5), descartando que sea un caso de
PMM2-CDG. Desafortunadamente, la cantidad de material genético proporcionado
de este paciente no fue suficiente para realizar una secuenciacién exémica que
identifique el gen causal.
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6.4.3 Diagnostico genético del paciente 3

La sintomatologia del paciente tres se muestra en la tabla 1.

Los resultados de la secuenciacién de Sanger de la secuencia codificante de PMM?2
en el paciente 3 no identificaron mutaciones causales de CDG (véase anexo 10.6).
Por esta razén, se procedid a un analisis de secuenciacion exdmica en el
Laboratorio de Diagnodstico Gendmico del INMEGEN que permitié identificar las
variantes ¢.208+25G>T y ¢.1312C>T (p.R438W) en ALG1 (figura 17). Esto coincide
con que cuadro clinico muestra un fenotipo con algunas caracteristicas similares a
un ALG1-CDG como retraso psicomotor, retraso del desarrollo, atrofia muscular,
ceguera cortical, dismorfias faciales, microcefalia, estrabismo y nistagmus [42, 43].

€.208+25G>T ¢.1312C>T (p.R438W)
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Figura 17. Resultados de la secuenciacion exémica del paciente 3.

C

ALG1 codifica para una proteina conocida como quitobiosildifosfodolicol manosil
transferasa, la cual es encargada de la primera manosilacion en el proceso de
sintesis del N-glicano en el RE, la accion de ALG1 se muestra en la figura 18. Las

variantes patogénicas de ALG1 causan ALG1-CDG
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Figura 18. Rol de ALG1 en la N-glicosilacion.

6.4.3.1 Variante c.208+25G>T

Los resultados de la secuenciacion exdmica demostraron la presencia de la variante
c.208+25G>T, la cual no habia sido reportada previamente y por lo tanto se
desconocia su consecuencia molecular sobre la disfuncién de la proteina ALG1, sin
embargo, esta variante se consideré potencialmente patégena porque podria inducir
un nuevo sitio de empalme donador (GG a GU) y causar un empalme alternativo no
funcional. Utilizando la prediccion del buscador de sitios de empalmes en humanos
(HSFPro, Genomnis), se encontro que este cambio altera significativamente el
empalme con los siguientes valores [WT-Mut% variation] [HSF donor site (matrix
GT) 61,35>88,49 (44,24%) y MaxEnt donor site 1.01> -8.65 (756.44%)].

La representacion del empalme causado por la variante ¢.208+25G>T asi como su

consecuencia molecular se muestra en la figura 19.
ALGI wt

Exén 1 Intrén 1 Exén 2

ALGI - splicing de exén 1
Intrén 1

Nuevo sitio donador de splicing 25pb despué

Exénl -7 RN Ex6n 2

..CAGU... e AGJAC...

Sitio donador ¢.208+25 G>T
canénico Nuevo sitio donador

Figura 19. Mutacién ¢.208+25G>T y su posible consecuencia molecular en el empalme del
exon 1.
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6.4.3.2 Variante patogénica c.1312 C>T (p.R438W)
La segunda variante de ALG1 encontrada en la secuenciacion exémica ¢.1312C>T

(p-R438W) se ubica en el exon 13. Esta mutacion genera un cambio de sentido al
reemplazar el aminoacido hidrofilico Arginina por el aminoacido hidrofébico
Triptofano, por lo que este cambio de aminoacido tiene una consecuencia
fisicoquimica importante. Los estudios de complementacién genética en levadura
ya han demostrado previamente la patogenicidad de esta mutacion [43]. Esta
mutacion solamente ha sido reportada de forma heterocigota compuesta en 4
pacientes provenientes de Estados Unidos y Alemania [42, 43].

6.4.3.3 Identificacion de splicing alternativo causado por la variante
C.298+25G>T
La presencia de la variante ¢.208+25 G>T en el gen ALG1 y la formacion de un

nuevo sitio donador de empalme sugieren que existen efectos deletéreos originados
por un empalme alternativo, por ello y como en el caso del paciente 1, el disefio de
los oligonucledtidos para amplificar toda la region codificante de ALG7 en ADNc, es
un paso importante para el diagnéstico de ALG1-CDG debido a que todos los
pacientes reportados hasta la fecha han sido analizados mediante el disefio de
oligonucledtidos para amplificar cada exon en ADNg, sin mencionar que esta
estrategia también nos permitira visualizar el defecto en el proceso de empalme
causado por esta variante.

Los oligonucleétidos para amplificar ALG1 en ADNc fueron disefiados bajo los
parametros descritos en la seccion 5.8 y utilizando los programas Primer-Blast
(NCBI) y OligoCalc.

Los oligonucleodtidos disefiados para ALG7, asi como la regiéon a la cual son
complementarios se muestra en la figura 20.
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ALG1s

CCAAGATGGCGGCCTCATGCTTGGTCCTGCTGGCGCTGTGTCTGCTGCTGCCGC
TGCTGCTGCTGGGAGGATGGAAGCGCTGGCGCCGGGGGCGGGCGGCCCGGCATGTAGTAGCGGTGGTGC
TGGGCGACGTGGGCCGCAGCCCCCGTATGCAGTACCACGCGCTGTCGTTGGCCATGCACGGCTTCTCGGTG
ACCCTCCTGGGGTTCTGCAACTCCAAACCCCATGATGAGCTCTTGCAGAACAACAGAATTCAGATTGTGGGG
TTGACAGAACTTCAGAGTCTTGCAGTTGGGCCCCGAGTTTTCCAGTACGGAGTCAAAGTTGTACTTCAGGCT
ATGTACTTGCTGTGGAAGTTGATGTGGAGGGAGCCAGGTGCCTATATCTTTCTCCAGAACCCCCCAGGTCTG
CCTAGCATTGCTGTCTGCTGGTTCGTGGGCTGCCTTTGTGGAAGCAAGCTCGTCATTGACTGGCACAACTAT
GGCTACTCCATCATGGGTCTGGTGCATGGCCCCAACCATCCCCTCGTTCTGCTGGCCAAGTGGTACGAGAAG
TTCTTTGGGCGCCTGTCCCACCTGAACCTGTGTGTTACCAATGCTATGCGAGAAGACCTGGCGGATAACTGG
CACATCAGGGCTGTGACCGTCTACGACAAGCCCGCATCTTTCTTTAAAGAGACACCTCTGGACCTGCAGCAC
CGGCTCTTCATGAAGCTGGGCAGCATGCACTCTCCGTTCAGGGCCCGCTCAGAACCTGAGGACCCAGTCAC
GGAGCGGTCGGCCTTCACGGAGCGGGATGCTGGGAGCGGGCTGGTGACGCGTCTCCGTGAGCGGCCAGC
CCTGCTGGTCAGCAGCACGAGCTGGACAGAGGACGAAGACTTCTCCATCCTGCTGGCAGCTTTAGAAAAGT
TTGAACAACTGACTCTTGATGGACACAACCTTCCTTCTCTCGTCTGTGTGATAACAGGCAAAGGGCCTCTGA
GGGAGTATTATAGCCGCCTCATCCACCAGAAGCACTTCCAGCACATCCAGGTCTGCACCCCCTGGCTGGAGG
CCGAGGACTACCCCCTGCTTCTAGGGTCGGCGGACCTGGGTGTCTGTCTGCACACGTCCTCCAGTGGCCTG
GACCTGCCCATGAAGGTGGTGGACATGTTCGGGTGCTGTTTGCCTGTGTGTGCTGTGAACTTCAAGTGTTTA
CATGAGCTGGTGAAACATGAAGAAAATGGCCTGGTCTTTGAGGACTCAGAGGAACTGGCAGCTCAGCTGC
AGATGCTTTTCTCAAACTTTCCTGATCCTGCGGGCAAGCTAAACCAGTTCCGGAAGAACCTGCGGGAGTCG
CAGCAGCTCCGATGGGATGAGAGCTGGGTGCAGACTGTGCTCCCTTTGGTTATGGACACATAACTCCTGGG
CCAGAGGCTAAAACCCCAGGACCCCTGCTGTCCTTCCCGCAGCTTCTTCTTGGAGTCTCAGGGCAAACCCTT

1517pb
ALG1-R2

Figura 20. Oligonucleétidos disefiados para la amplificaciéon de ALG1 y la secuenciacion
de Sanger; ALG1s es complementario para la region en color verde, ALG1-R2 es
complementario para la regién en color rojo. Las letras de color rojo indican el codén de
inicio (ATG) y codon de paro (TAA). Como resultado de una correcta amplificacion entre los
oligonucleodtidos ALG1s y ALG1-R2 se espera una sola banda de 1517pb.

En la tabla 5 se muestran las propiedades de los oligonucleétidos disefiados y su
secuencia.

Tabla 5. Caracteristicas de los oligonucledtidos disefiados para la amplificacion del gen
ALG1.

Nombre Secuencia (5’ - 3) (-!,-(I.\;n) GC% Longitud
ALG1s TGA CTG CTG CGG GCC AG 68 71 17
ALG1-R2 CAC TGG GAG GTGCTG CTC G 70 68 19

En la tabla 6 se muestran las condiciones de termociclaje ocupadas para la
amplificacion por PCR del gen ALG1 con el segundo disefio de oligonucledtidos
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Tabla 6. Condiciones de termociclaje ocupadas para la amplificacion de todo el gen ALG1
en ADNCc utilizando los oligonucleétidos ALG1s/ALG1-R2.

El resultado de la amplificacion por PCR del gen ALG1 con las condiciones
previamente descritas se muestra en la figura 21.

R C P
2000 bp [

1500 bp 1517 bp

Figura 21. Visualizacion de la amplificacion por PCR en gel de agarosa del gen ALG1. En
el carril 1 se observa la amplificacion con ADNc de un control sano, en el carril 2 la
amplificacién utilizando el ADNc del paciente 3.

Una vez que se amplificé todo el gen en ADNc se observé que la banda de
amplificacion correspondiente al paciente es notablemente mas gruesa a la
perteneciente al control sano, asumiendo que esto puede indicar la presencia de
isoformas con diferente peso a la isoforma control, se realiz6 la purificacion de
banda como se indica en el punto 5.10 de la metodologia para la identificacion de
todas las isoformas presentes mediante subclonacion como se indica en el punto
5.11 de la metodologia. Una vez subclonadas las isoformas se llevo a cabo la PCR
de cada una de ellas, purificacion de banda y preparacion de las muestras para la
secuenciacion de Sanger como se describe previamente.

Los resultados de este analisis se muestran en la figura 22.
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Figura 22. A. Isoformas encontradas después de la subclonaciéon por PCR del amplicon
ALG1 del paciente. R, ruler; C, control sano; 1, isoforma con que uUnicamente tiene la
variante ¢.1312C> T (p.R438W); 2, una isoforma con empalme alternativo que involucra la
retencion parcial del intron 1 (+27pb); 3, isoforma con empalme alternativo que involucra la
delecion del exdn 10 y la presencia de la variante ¢.1312C> T c. [del_962-1072; 1201C>T]
p. [K322_G358del; R401W]. B. Cromatogramas resultantes de la secuenciacién de Sanger
de las isoformas del paciente que muestran la variante ¢.1312C> T (p.R438W); delecion del
exon 10 c.[del_962-1072; 1201C> T] p.[K322_G358del; R401W], asi como la retencién
parcial del intron 1 (+27 pb) (p.N70S_S71ins9). C. Mecanismo de empalme que induce la
retencion parcial del intrén 1 de +27 pb causada por el alelo complejo
c.[208+16_208+19dup; 208 + 25G>T]. El nuevo sitio donador (GG a GT, en rojo) provoca
una retencion parcial del intron 1 (+27 pb) que, cuando se traduce, da como resultado la
sustitucién de aminoacidos N70S y la insercion de 9 aminoacidos.

Con estos resultados, se confirmd la presencia de tres variantes de ALG1 en el
paciente forma de dos alelos complejos: un alelo complejo formado por una variante
benigna NM_019109.4 (ALG1): c.208+16_208+19dup en cis con la variante
patogena conocida NM_019109.5 (ALG1): ¢.1312C>T(p.R438W) definida en su
conjunto como NM_019109.5 (ALG1): c. [208+16_208+19dup; 1312C>T] y un
segundo alelo complejo compuesto por la misma variante benigna NM_019109.4
(ALG1): ¢.208+16_208+19dup en cis con una variante ¢.208+25G>T no descrita
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anteriormente y que se definiéd como NM_019109.5 (ALG1): ¢.[208+16_208+19dup;
208+25G>T].

6.4.3.4 Alelo complejo ¢.[208+16_208+19dup; 1312C>T]
Las isoformas derivadas del alelo complejo ¢.[208+16_208 + 19dup; 1312C>T]

fueron identificadas como una con empalme constitutivo (p.R438W) y otra con
empalme alternativo inesperado por la pérdida del exén 10, que a nivel de la
proteina causa la pérdida de 37 aminoacidos y codifica para una proteina de 427
aminoacidos p.[K322_G358del; R401W].

Debido a que no se encontraron mutaciones en las uniones intron/exon del exén 10,
se infiere que la mutacion ¢.1312C>T ubicada en el exdn 13 podria ser responsable
de alterar el proceso de empalme distante, aunque se requieren mas analisis para
llegar a una conclusion sobre la causa definitiva de la delecion del exén 10. Por otro
lado, la mutacién c¢.1312C>T presente en este alelo se ha reportado en seis
pacientes como heterocigotos compuestos con las siguientes variantes (c.866A> G,
c.450C> A, c.1145T> C, c.1236A> G ) y se ha demostrado que tiene una actividad
enzimatica de ALG1 reducida. [42, 43, 62, 63]. No se observaron efectos deletéreos
en los transcritos de este alelo complejo debidos a la variante intronica benigna.

6.4.3.5 Alelo complejo ¢.[208+16_208+19dup; 208+25G>T]
Por si sola, la variante ¢.208+16_208+19dup se considera una variante benigna, sin

embargo, la presencia adicional de la variante ¢.208+25G>T da como resultado el
alelo complejo patogénico c.[208+16_208+19dup; 208+25G>T]. En este alelo, la
mutacion c¢.208+25G>T se encuentra a +29 pb del sitio de empalme del sitio
donador canonico en el exén 1 debido a la duplicacién de cuatro bases (TCTG)
causada por la variante benigna ¢.208+16_208+19dup (figura 22C). Esta isoforma
causa retencién parcial del intron 1 (+27 pb), sin embargo, la retencion parcial del
intron 1 no provoca un cambio del marco de lectura, pero da como resultado la
sustitucién de aminoacidos (N70S) y la insercién de 9 aminoacidos (EWPRVCLGD)
(p-N70S_S71ins9) (Figura 22C). Es importante tener en cuenta que la duplicacién
de las bases TCTG que se encuentra en la variante ¢.208+16_208+19dup, desplaza
la posicion ¢.208+25G>T a +29 pb desde el sitio de empalme del donador candnico
en el exon 1 y que determina la longitud de la retencion parcial del intron y la
preservacion del marco de lectura (figura 22C). No obstante, consideramos que la
consecuencia funcional reducida de la variante resultante (p.N70S_S71ins9) se
debe a las propiedades fisicoquimicas diferentes de los aminoacidos en la posicion
70 (acido (N) a hidroxilico (S)), ademas de la insercién de nueve aminoacidos.
Segun la base de datos gnomAD, la variante c¢.208+16_208+19dup es muy
frecuente en todos los grupos étnicos (gnomAD ExomesVersion: 2.1.1 frecuencia
global f = 0.558), a julio de 2021).
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Notablemente, en ausencia de la variante ¢.208+16_208+19dup, la mutacién
€.208+25G>T causaria un cambio al marco de lectura que conduciria a la formacion
de un coddn de paro prematuro en el exon 2 que probablemente seria patégeno y
mas grave.

6.4.3.6 Herencia

Para determinar la herencia de los alelos complejos y sus variantes, se analizo el
ADNg de los padres por PCR mediante el disefio de oligonucleétidos especificos
para las regiones correspondientes a cada variante, el disefio de estos
oligonucledtidos fue llevado a cabo bajo los lineamientos descritos anteriormente.
Para la variante ¢.208+25G>T se utilizO nuevamente el oligonucleétido ALG1s en
conjunto con el oligonucledtido antisentido ALG1gas, la secuencia a la que son
complementarios ambos oligonucleétidos se muestra en la figura 23. Para la
variante ¢.1312C>T se utiliz6 el oligonucledtido sentido ALG1-E13s y el
oligonucledtido antisentido ALG1-E13as, la secuencia a la que son
complementarios se muestra en la figura 24.

ALG1ls

TGACTGCTGCGEGCCAGCCAAGATGGCGGCCTCATGCTTGGTCCTGCTGGCGCTGTGTCTGCTGCT
GCCGCTGCTGCTGCTGGGAGGATGGAAGCGCTGGCGCCGGGGGCGGGCGGCCCGGCATGTAGTA
GCGGTGGTGCTGGGCGACGTGGGCCGCAGCCCCCGTATGCAGTACCACGCGCTGTCGTTGGCCAT
GCACGGCTTCTCGGTGACCCTCCTGGGGTTCTGCAGTGAGTGGCCAAGGGTCTGGGAGGGACGAT
GCTCTCTCAGCCGTTGATCCTCGGTTCTAACCGCCCCGGGGAGTCGAEIEORNGICOICONNIAG 326pb

) ALGlgas

Figura 23. Oligonucledtidos disefiados para la amplificaciéon de ALG7 en ADNg para la
variante ¢.208+25G>T. ALG1s es complementario para la region en color verde, ALG1gas
es complementario para la region en color rojo. El texto subrayado en amarillo corresponde
a la secuencia perteneciente al exén 1. La letra G de color rojo representa la posicion
¢.208+25G. Como resultado de una correcta amplificacion entre ambos oligonucleétidos se
espera una sola banda de 326pb.

ALG1-E13s

CAGGCAATGAGGTAAGCTCTGCTCTTTATTTTTTTGCAGATGCTTTTCTCAAACTTTCCTGATCCT
GCGGGCAAGCTAAACCAGTTCCGGAAGAACCTGCGGGAGTCGCAGCAGCTCCGATGGGATGA
GAGCTGGGTGCAGACTGTGCTCCCTTTGGTTATGGACACATAACTCCTGGGCCAGAGGCTAAA

ACCCCAGGACCCCTGCTGTCCTTCCCGCAGCTTCTTCTTGGAGTCTCAGGGCAAACCCTTTCGA

GCAGCACCTCCCAGTGGCCAGAAGCTGAAATGACAGCAGTRGINBICUOICEINANAGAATIG 318 pb
) ALG1-E13as
Figura 24. Oligonucledtidos disefiados para la amplificaciéon de ALG7 en ADNg para la
variante ¢.1312C>T. ALG1-E13s es complementario para la region en color verde, ALG1-
E13as es complementario para la regién en color rojo. El texto subrayado en amarillo
corresponde a la secuencia perteneciente al exén 13. La letra C de color rojo representa la
posicion ¢.208+25G. Como resultado de una correcta amplificaciéon entre ambos
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oligonucledtidos se espera una sola banda de 318pb.

Las caracteristicas de cada oligonucleétido disefiado se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para la amplificacion del gen
ALG1 en ADNg.

Secuencia (5’ — 3) TM (°C) GC% Longitud
ALG1gas CTA AAG GAGCACTTCCGCC 60 58 19
ALG1-E13s CAG GCA ATG AGG TAA GCT CTG 61 52 21
ALG1-E13as @ CAATTC TTT TAC CAG GCA GTA CC 61 43 23

Las condiciones de termociclado ocupadas para la PCR con ambos pares de
oligonucledtidos se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de termociclado ocupadas para la amplificacion del gen ALG1 en
ADNg.

La visualizacién de el resultado de la amplificacion de ALG71 en ADNg por PCR con
el par de oligonucleétidos ALG1s/ALG1gas y el par ALG1-E13s/ALG1-E13as se
muestra en la figura 25.

R 1 2 3 4 5 6
400pb
300pb
200pb

Figura 25. Visualizacion de la amplificacion por PCR en gel de agarosa del gen ALG1 en
ADNg. 1, amplificaciéon con ADNg de un control sano con el par ALG1s/ALG1gas. 2,
amplificacion con ADNg de un control sano con el par ALG1-E13s/ALG1-E13as. 3,
amplificacién con ADNg de la madre con el par ALG1s/ALG1gas. 4, amplificacion con ADNg
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de la madre con el par ALG1-E13s/ALG1-E13as. 5, amplificacién con ADNg del padre con
el par ALG1s/ALG1gas. 6, amplificaciéon con ADNg del padre con el par ALG1-E13s/ALG1-
E13as.

Posterior a la amplificacion por PCR, se realizé la preparacion de las muestras para
la secuenciacion de Sanger que permitio la identificacion de la herencia de cada
variante, los resultados de la secuenciacion se muestran en la figura 26.

¢.208+25G>T ¢.1312C>T
Control l Control 1
CAAGGGTCTG GG AG G 6 AC A GT T C C G 6A A G A

[
M\/\/W\MM
Patient  C-208+16_208+19dup Patient
GG'TCTG'TCTGGGAGG@AC AGTTCGGAAGA

uA AR AL

c.208+16 208+19dup Father

GGTCTGTCTGGGAGG@C A 6 T T C C G G A A G A

Father

¢.208+16_208+19dup
6 st c 7 s‘[m Cc T 6 66 A[§f 6R AcC A G T T C (:)G G A A G A

Mother

Dt alatl A AR

Figura 26. Cromatogramas de la secuenciacion de ADNg de un control sano, madre, padre
y paciente que muestran la herencia de las variantes de ALG1 ¢.208+16_208+19dup,
c.208+25G>T y ¢.1312C>T.

La secuenciacion del ADNg de los padres demostré que el alelo complejo
c.[208+16_208+19dup; 1312C>T] fue heredado por la madre mientras que el alelo
complejo ¢.[208+16_208+19dup; 208+25G>T] por el padre.

51



Un hecho interesante es que la secuenciacion del ADNg de ALG1 correspondiente
a la madre muestra traslapes que son el resultado de la heterocigosidad para la
variante benigna ¢.208+16_208+19dup, por el contrario, la secuenciacion del ADNg
del padre no muestra ningun tipo de traslape, lo que indica que es homocigoto para
la variante ¢.208+16_208+19dup.

El hallazgo de estas tres variantes en forma de dos alelos complejos
(c.[208+16_208+19dup; 1312C>T] y c.[208+16_208+19dup; 208+25G>T]) en el
paciente, asi como la consecuencia molecular de cada una de ellas confirman el
diagnodstico de ALG1-CDG del paciente 3.

6.4.3.7 Marcador tetrasacarido para el diagnéstico de ALG1-CDG
Al mismo tiempo que se realizaron estos experimentos y con el objetivo de ratificar

el diagndstico de ALG1-CDG, se establecid una colaboracion con el grupo
perteneciente a “Palmieri Metabolic Disease Laboratory, Children’s Hospital of
Philadelphia, Philadelphia, PA, United States” para realizar un analisis de N-glicanos
unidos a proteinas séricas mediante espectrometria de masas de tiempo de vuelo
de cuadrupolo-ionizacion por electropulverizacién (ESI-QTOF), ya que se ha
reportado que en pacientes con ALG1-CDG existe acumulacion del N-tetrasacarido
carente de manosa (Neu5AcGalGIcNAc2) [63, 65, 66, 67]. La explicacion de la
acumulacion de este tetrasacarido en pacientes con ALG1-CDG es que las células
deficientes en ALG1 producen la estructura GlcNAc2-P-Dol, sin que esta pueda ser
manosilada como normalmente ocurre por la actividad de ALG1. No obstante, esta
estructura llega a ser transferida en una minima parte de las glicoproteinas y en el
Golgi, dichas estructuras son sujetas a la adicion de galactosa y Sia que
normalmente ocurre en este organelo. Asi, se sintetiza un tetrasacarido aberrante
que hoy sirve de biomarcador para identificar ALG1-CDG [63, 65].

Los resultados del estudio realizado por el laboratorio de enfermedades metabdlicas
Palmieri se muestran en la figura 27.

A B
Gal,GlcNAC, e Normal
C Tetrasaccharide 6.00E+04 s e ALG1-CDG
a 6000 \ . .
(%)
>
= 4
w
S
£ ( Man,GicNAc,
i m/z
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Figura 27. Cromatogramas totales de iones del N-tetrasacarido (NeuAc1Gal1GIcNAc2) y
Gall o Man1GIcNAc2 en N-glicanos séricos de un control sano y del paciente. A,
superposicion de cromatogramas del N-tetrasacarido carente de manosa,
Man1/Gal1GIcNAc2 (B) de plasma de control sano (en azul) y del paciente (en rojo).
Gal1GIcNAc2 esta ausente en las proteinas plasmaticas totales de los controles normales,
gue en cambio tienen trazas de Man1GIcNAc2 presentes. Se detecté un aumento notable
de tetrasacarido en el paciente como se muestra con una flecha negra

El resultado de este analisis mostré que el tetrasacarido se encontraba elevado al
0,23% de la cantidad de glicanos totales (normal 0 -0,03), mientras que
Gal1GIcNAc2 también se encontraba elevado al 0,12% (normal 0) ratificando el
diagnodstico de ALG1-CDG en el paciente.

Estos descubrimientos moleculares permitieron la redaccion de un articulo que
actualmente se encuentra bajo una ultima revision para ser publicado y que aborda
el caso de este paciente como el primer caso de ALG1-CDG en México.
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6.4.4 Paciente 4
La sintomatologia del paciente cuatro se muestra en la tabla 1.

Debido a que estaba abierta la posibilidad de hacer secuenciacion exdomica de este
paciente, se envi6 ADNg para ello al Laboratorio de Diagnéstico Gendmico del
INMEGEN y se identifico la presencia de la variante patogénica c.422G>A
(p-R141H) y de la variante ¢.178G>T, cuya patogenicidad no estaba reportada, tal
y como se observa en la figura 24.

¢.422 G>A (p.R141H) ¢.178 G>T (p.V60fs*3)

A A A A A

A G A ACGCMA ATT A T G AT G G T A A A

B & v ST

Figura 28. Resultados de la secuenciacion exdmica del paciente 4 que indican la presencia
de las mutaciones puntuales c.422 G>A (p.R141H) y ¢.178 G>T en el gen PMM2.

Los efectos de la mutacion ¢.422G>A (p.R141H) ya fueron descritos en la seccion
6.4.1.1 dado que el paciente 1 mostré la misma mutacion.

6.4.4.1 Variante c.178 G>T
De acuedo con la base de datos de exomas y genomas de GnomAD, la variante

c.178G> T esta restringida al origen étnico latino con una frecuencia de 0.000174 o
1 en 5751 (gnomAD Exomes Version: 2.1.1, a partir de abril de 2021). Esta variante
no ha sido funcionalmente caracterizada hasta la fecha; s6lo se ha reportado
asociada a casos de CDG y se describe como causal de un cambio de Valina por
una Leucina en el aminoacido 60 (p.V60L), sin embargo, como se muestra en la
figura 27, la mutacion se encuentra en el ultimo nucleétido del exén 2, sugiriendo
que la patogenicidad de esta mutacion pudiera estar relacionada a un proceso
alterado de empalme por la disrupcién del sitio donador que cambia de UG/GU a
UU/GU en la union exon-2/intron-2 y que genera isoformas de empalme alternativo
que no son visibles en la figura 12.
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6.4.4.2 Caracterizacion del mecanismo patogénico de la variante c.178 G>T y
herencia

El resultado de la amplificacion bajo las condiciones descritas en la seccion 5.9 se
muestra en la figura 25.

Figura 29. Visualizaciéon de la amplificacion por PCR en gel de agarosa de la secuencia
codificante de PMM2 en el paciente 4. Carril 1, control sano; carril 2, paciente (P); carril 3,
madre (M); carril 4, padre (F).

El resultado de la PCR demostré que el control sano y la madre tenian un solo
amplicon de PMM2 con el tamafio de peso esperado de 951pb correspondientes a
la amplificacion con los oligonucleétidos PMM2s y PMM2as (isoforma 1, marcada
en la figura 25 como PMM2-1), sin embargo, como se esperaba, el paciente (P) y el
padre (F) presentaron dos amplicones adicionales con un aumento de tamafo
respecto al control de aproximadamente 455 y 479pb, denominados isoforma 2 e
isoforma 3 (PMM2-2 y PMM2-3) respectivamente, confirmando la presencia de
isoformas de empalme alternativo como se observa en la figura 25.

Ante la evidente presencia de isoformas de empalme alternativo, se realizo la
clonacion de las isoformas encontradas del paciente como se describiod
previamente, una vez realizada la clonacién se purificaron los plasmidos obtenidos
y se prepararon para la secuenciacidon de Sanger que permitid la identificacion
completa de la secuencia de las isoformas asi como sus consecuencias
moleculares, a la par de esto, fueron secuenciadas las isoformas del padre y de la
madre para determinar el tipo de herencia de cada mutacion, los resultados de la
secuenciacion de Sanger se muestran en la figura 26.
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Figura 30. Resultados de la secuenciacion de Sanger del paciente 4 y sus progenitores en
todas las isoformas encontradas. A, los resultados de la secuenciacion de Sanger confirman
la presencia de la mutacion ¢.178 G>T en las isoformas PMM2-2 y PMM2-3 del padre y del
paciente, y la ausencia de esta mutacion se observa en el control y en la isoforma PMM2-1
de la madre y el paciente. B, los resultados de la secuenciacion de Sanger demuestran la
presencia de la mutacion c.412 G>A en las isoformas PMM2-1 de la madre y del paciente,
y la ausencia de esta mutacion se observa en un individuo sano y las isoformas PMM2-2 y
PMM2-3 del padre y paciente.
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Por otro lado, las isoformas resultantes del empalme alternativo (PMM2-2 y PMM2-
3) del paciente y del padre mostraron exclusivamente la mutacién ¢.178G>T, lo que
indica la herencia paterna de dicha mutacion (figura 26A).

La secuenciacion de las isoformas confirmé que la isoforma PMM2-1 del paciente
tenia empalme canonico, aunque presentaba exclusivamente la mutacion
c.422G>A (p.R141H) (figura 26B), indicando la herencia del alelo mutado de la
madre.

La secuenciacion de Sanger de las isoformas PMM2-2 y PMM2-3 confirmé que la
mutacion ¢.178 G>T convierte el sitio donador de empalme en la union exon-
2/intron-2 de UG/GU a UU/GU, generando asi dos sitios potencialmente donadores
de empalme que provocan la retencion parcial del intrén 2 en la isoforma PMM2-2
la retencion parcial es de 455pb del intrén 2, mientras que en la isoforma PMM2-3
existe una retencién parcial del intron 2 de 479 pb. Sin embargo, y a pesar de la
diferencia en nucleotidos de la retencion entre ambas isoformas, ambos casos
desembocan en un cambio de marco de lectura que provoca un codon de paro
prematuro 6 pb después de la mutacion como se muestra en las secuenciaciones
de la figura 26A y en la figura 27.

PMM2-1
Exon 2 Intron 2 Exon 3
UG|GU AG [UG
PMM?2-2
Intron 2
455bp intrﬁn retention
Exon 2 /_—'/ \‘\\ Exon 3
.UUGUAAAUGA... CUGU AG[UG...
T Stop codon R - .
p-V60Cfs*3 T
c.178 G>T
PMM?2-3
Intron 2
479bp intron retention
Exon2  ___--"7  TTtel Exon 3
..UUGUAAAUGA...  CAGU AGUG...
Stop codon S~ Pt
p.V60Cfs*3 S~o_--7
¢.178 G>T

Figura 31. Empalme alternativo y sus consecuencias en el gen PMM2 del paciente 4. El
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empalme alternativo causado por la mutacién ¢.178 G>T induce la retencién parcial del
intron 2 en las isoformas PMM2-2 y PMM2-3 mediante la activacion de dos sitios donadores
de empalme en la region intronica, provocando en ambos casos un cambio del marco de
lectura y un codon de paro prematuro.

La clonacion de las isoformas encontradas asi como la secuenciacion de Sanger de
las mismas permitieron confirmar que la variante c.178G>T genera empalme
alternativo no funcional y que la patogenicidad de esta variante se debe a la
generacion de un codon de paro prematuro p.V60Cfs*3. Esta variante en conjunto
con la conocida variante patogénica c.422G>A (p.R141H) en forma heterocigota
compuesta explican el perfil de hipoglicosilacion mostrado en el IEF, asi como su
cuadro el clinico del paciente, ademas de completar el diagndstico como un PMM2-
CDG.

Una incognita por responder en lo relacionado al paciente 4 es que la mutacion
R141H heredada por la madre deja a la proteina practicamente sin actividad
enzimatica residual, por otro lado, la mutacion p.V60Cfs*3 heredada por el padre
deja a la proteina sin aminoacidos que formen parte del sitio catalitico debido a la
presencia del codon de paro prematuro, por lo que se podria asumir que el paciente
no tiene actividad enzimatica de PMM_2, no obstante, los reportes indican que esto
es letal. Por esta razon, fue necesario realizar un ensayo que demostrara la
presencia de algun transcrito con la variante ¢.178G>T, pero sin afectacién en el
empalme, es decir, que tuviera el cambio de Valina por Leucina que tedricamente
se le habia asignado a dicha variante, dando como resultado una proteina que no
tiene afectado su sitio catalitico. Si bien el cambio de la Valina por Leucina puede
afectar la actividad enzimatica de PMM2 no la desactivaria por completo, esto
explica porqué estas mutaciones en conjunto no fueron letales en el paciente.

Para identificar la presencia de dicho transcrito, se disefié un ensayo de PCR alelo
especifica mediante el disefio del oligonucleétido PMM2-mutS que tiene un cambio
en su ultima posicion que lo vuelve especifico para la deteccion de la variante
c.178G>T y un segundo oligonucle6tido nombrado como PMM2-mutAS. Es
importante mencionar que para este ensayo se ocup6 como templado la isoforma
PMM2 wt del control sano y la isoforma PMM2-1 del paciente que se observan en
la figura 25.

La region de la secuencia PMM2 a la cual son complementarios estos
oligonucledtidos y una visualizacion de la estrategia ocupada se muestra en la figura
28.
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A
Variante normal

PMM2-mutS ——No hay alineamiento
A GGAGCAACTGGGARATGAT S GO TTAMAATACGATTA
TGTGTTTCCAGAAAATGGCTTGGTAGCATACAAAGATGGGAA

ACTCTTGTGTAGACAGAATAT TENAGICAICICEGIGAGEEE 127ob

PMM2-mutAS

Variante c.178G>T

PMM2-mutS ——Si hay alineamiento
ﬁGGwGAAAAATACGAﬂA
TGTGTTTCCAGAAAATGGCTTGGTAGCATACAAAGATGGGAA

ACTCTTGTGTAGACAGAATAT THANAGICAICICEEIGAGEEE 1,705

PMM2-mutAS

Figura 32. Estrategia de PCR alelo especifico para la deteccién de la variante c.178G>T.
El oligonucleétido PMM2-mutS es complementario para la regién en color verde y el
oligonucledtido PMM2-mutAS es complementario para la regién en color rojo. La letra T de
color rojo representa la posicion de la mutacién ¢.178G>T. A, en caso de tener una variante
normal (como en un control sano), el oligonucleétido PMM2-mutS seria incapaz de
alinearse a la secuencia y por consiguiente no habria amplificacion. B, en caso de tener la
variante ¢.178G>T el oligonucledtido si es capaz de alinearse a la secuencia y como
resultado de una correcta amplificacion entre ambos oligonucleétidos se espera una sola
banda de 127pb.

Las propiedades de los oligonucleétidos disefiados se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas de los oligonucleodtidos disefiados para la PCR alelo especifico del
gen PMM2.

Nombre Secuencia (5’ — 3’) TM (°C) GC% Longitud
PMM2-mutS GCA GGA GCA ACT GGG AAATGATT 63 48 23
PMM2-mutAS GGC CTC ACC CAG ATGACTTTG 63 57 21

Las condiciones de termociclado a las cuales se ocuparon estos oligonucleotidos
se detallan en la tabla 10.
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Tabla 10. Condiciones de termociclado ocupadas para la PCR alelo especifico del gen
PMM2.

La visualizacién del resultado de este ensayo se muestra en la figura 29.

300 bp

200 bp

127bp

75 bp

Figura 33. Visualizacion de la amplificacion de la PCR alelo especifico en gel de agarosa.
R, ruler. C, control sano. P, paciente.

En este ensayo, se visualizé un producto de PCR alelo especifico unicamente en el
paciente, confirmando la presencia de transcritos de tamafio normal acarreando la
mutacién ¢.178G>T solamente en el paciente. Este resultado indica que la mutacion
c.178G>T es una mutacién de causa empalme alternativo pero que no impide
totalmente el empalme constitutivo, dando lugar a una cantidad menor de transcritos
con la mutacion p.V60L de la proteina PMM2. Por lo tanto, proponemos que la
isoforma menor de PMM2 p.V60L codificada por la mutacion ¢.178G>T que tiene
un empalme constitutivo, es una variante que cuenta con la actividad residual
suficiente para que este paciente no presente un cuadro clinico mas severo o
incluso letal. No obstante, es necesario llevar a cabo mas experimentos para
caracterizar el impacto de esta mutacion sobre la actividad enzimatica de PMM2.

Dados estos resultados, concluimos que la variante ¢.178G>T provoca la presencia
de 2 transcritos; uno minoritario con el cambio p.V60L que tiene empalme candnico
y otro transcrito mayoritario con empalme alternativo no funcional que causa un
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coddn de paro (p.V60Cfs*3) y que en conjunto con la variante ¢.422G>A (p.R141H)
confirman genéticamente el diagnostico de PMM2-CDG en el paciente.

Los hallazgos moleculares en este paciente nos permitieron redactar un segundo
articulo que describe a este paciente como el segundo caso de PMM2-CDG en
México, ademas de describir las consecuencias moleculares patogénicas de la
variante ¢.178G>T (p.V60Cfs*3) [64].
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7.0 Conclusiones

1.

La estrategia implementada en este proyecto permitié establecer el
diagnostico bioquimico y genético en 3 pacientes con sospecha clinica de
CDG de tipo | y la identificacion de nuevas variantes patogénicas en PMM2
y ALG1, confirmando asi la hipotesis de trabajo.

Se logré amplificar PMM2 a partir de ADNc, permitiendo establecer el primer
paso en el algoritmo diagnostico de pacientes con CDG-Ix para quienes no
se tenga acceso a secuenciacion exomica como primer abordaje molecular

Paciente 1:

— Se identificaron las variantes patogénicas en PMM?2 previamente
reportadas en la literatura: c.422G>A (p.R141H) y ¢.395T>C (p.I1132T) y en
forma heterocigota compuesta.

— Es el primer paciente reportado con diagnostico de PMM2-CDG en México.

. Paciente 2:

- No se identificaron variantes en PMM2, sin embargo, es necesario solicitar

material genético adicional que permita establecer su diagndstico.

Paciente 3:

- No se identificaron variantes patogénicas en PMM?2 por secuenciacion de
Sanger.

- La secuenciacion exdémica identificd dos alelos complejos patogénicos en
ALG1 208+16_208+19dup: c.[208+16_208+19dup; 1312C>T] vy
c.[208+16_208+19dup; 208+25G>T].

- El alelo complejo ¢.[208+16_208+19dup; 1312C>T] contiene la variante
patogenica ¢.1312 C>T (p.R438W) que ya ha sido previamente reportada
como causante de CDG.

- El alelo complejo c.[208+16_208+19dup; 208+25G>T] presenta la
variante ¢.208+25 G>T que no habia sido caracterizada en su mecanismo
patogénico.

- Se logr6é amplificar ALG1 a partir de ADNc para estudiar los efectos de
empalme  alternativo  generados por el alelo complejo
c.[208+16_208+19dup; 208+25G>T].

- Se demostrd que la variante 208+25G>T es patogénica ya que afecta el
empalme candnico del exdn 2 de ALG1 mediante la formacién de un
nuevo sitio donador (GG a GU) y que es responsable de la formacion de
un transcrito con la retencion parcial de 27pb del intrdon 1 y por
consiguiente la insercion de 9 aminoacidos (p.N70S_S71ins9).

- El tercer paciente es el primer caso diagnosticado de ALG1-CDG en
México y Latinoamérica.

Paciente 4:

- Se identific6 la presencia de dos variantes patogénicas en
heterocigosidad compuesta en PMM2: |la variante patogénica c.422G>A
(p-R141H) previamente caracterizada y la variante c.178G>T que no
habia sido funcionalmente descrita y que esta restringida a la poblacion
latina.
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Se demostré que la variante ¢.178G>T en PMM?2 encontrada en el
paciente 4, es responsable de causar empalme alternativo no funcional
del exén 2 causado por un cambio en el marco de lectura que ocasiona
la formacion de un codon de paro prematuro (p.V60Cfs*3).

El cuadro clinico moderado que presenta el paciente 4 se debe a que la
variante ¢.178G>T también permite la formacién de transcritos con
empalme candnico (p.V60L) con actividad enzimatica residual.

Es el segundo caso reportado de PMM2-CDG en México.
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8.0 Perspectivas

1. Solicitar material genético del paciente 2 para concluir su diagndéstico e
identificar las mutaciones causales del perfil de hipoglicosilacion.

2. Mediante ensayos de complementacion genética y actividad enzimatica
comprobar la funcionalidad y actividad residual de PMM2 en presencia de la
variante c.178G>T (p.V60L) para demostrar que existe una disminucion leve
pero permisiva para la actividad de PMM2.

3. Continuar realizando diagnosticos genéticos en otros pacientes mexicanos
que actualmente estan clasificados como CDG-Ix o CDG-lIx
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10.0 Anexos

10.1 Informacion sobre CDG asociados a la N-glicosilacién

SNC: Sistema Nervioso Central. AR: Autosémica recesiva. XD: Dominante ligado a X. XR:
Recesivo ligado a X. OMIM: Herencia Mendeliana en el Hombre (del inglés Online

Mendelian Inheritance in Man).

CDG asociados a N-Glicosilacién
CDG Hallazgos clinicos Proteina afectada OMIM I Herencia
Con afectaciones en SNC
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, convulsiones, hipoto-
ALGL nia, inmunodeficiencia, infecciones, falla hepatica, hipogonadismo, GDP-Man: GlcNAc2-PP-Dol 608540 AR
miocardiopatia hipertréfica, nefropatia, microcefalia, micrognatia, manosiltransferasa I
hipertelorismo, fontanela alargada.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, convulsiones, hipoto- 3
ALG2 nia, hipomielinizacién, nistagmo, coloboma del iris, hepatomega- Ggﬁi“::};s:ﬁ;ﬁﬁ:g‘;iﬁp— 607906 AR
lia, coagulopatia, infecciones, microcefalia, cataratas.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, convulsiones, hipoto-
ALG3 nia, atrofia cerebral, atrofia cerebelar progresiva, atrofia del nervio | Dol-P-Man: Man5GIcNAc2-PP- 601110 AR
6ptico, microcefalia postnatal, hipertelorismo con puente nasal an- Dol manosiltransferasa VI
cho, orejas gruesas y alargadas, labios delgados, micrognatia.
ALG6 Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, ataxia, convulsiones, | Dol-P-Glc: Man9GIlcNAc2-PP- 603147 AR
hipotonia, falla hepatica, problemas de alimentacién, microcefalia. Dol glucosiltransferasa I
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, convulsiones, hipoto-
ALGS nia, ascitis, coagulopatia, enteropatia perdedora de proteinas, hepa- UDP-GIcNAc-GIcNAc-PP- 608104 AR
tomegalia, nefropatia, linfedema, cataratas, orejas de implantacién Dolglucosiltransferasa II
baja, retrognatia.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, convulsiones, hipo- DOlP-Mati s Mahi6v'8
ALGO tonia muscular, hepatomegalia, microcefalia progresiva, hiperte- GIeN. Ac2»PP—i)ol man)::)sil- 608776 AR
lorismo, puente nasal deprimido, frente protuberante, orejas con transferasa VII/IX
implantacién baja, boca grande.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, falta de desarrollo
del habla convulsiones, opistétono, hipotonia, deterioro auditivo Dol-P-Man: Man 4y 5
ALG11 neurosensorial, desorden en la termorregulacién, dificultades en GlcNAc2-PP-Dol manosil- 613661 AR
la ingesta de alimentos y vémitos, pezones invertidos, microcefalia, transferasa IV/V
estrabismo, frente alta, linea de cabello posterior baja.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, hipotonia, convulsio- .
ALG12 nes, hipogonadismo, hipogamaglobulinemia, infecciones respirato- Dgi)lP mhgizsm::;iizg:éﬁf 607143 AR
rias recurrentes, coagulopatia, microcefalia progresiva.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, desarrollo tardio del
habla y lenguaje, deterioro cognitivo, autismo, convulsiones, hipo-
tonia, anormalidad del ventriculo lateral, atrofia del nervio éptico, _
ALG13 nistagmo horizontal, hipsarritmia, pobre control de la cabeza, con- UDP_GICI;::‘;{SI){ZXI_:;;GICNAC-P 300884 XD
tacto visual deficiente, disminucién del peso corporal, hepatome-
galia, infecciones recurrentes, microcefalia, pulgar aducido, punta
nasal hacia arriba, barbilla corta, filtrum largo, hipertelorismo.
Retraso psicomotor, hipotonia, sindrome miasténico, parilisis fa- 5
ALG14 cial, calambres musculares, escoliosis, multiples contracturas arti- UDP_GICE::A'S?::;::_GICNAC 616227 AR
culares, hiperlaxitud articular, ptosis, estrabismo.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, hipotonia, convul-
siones, disfuncién motora-oral, hipomielinizacién, coagulopatia,
esteatosis hepatica, hipotiroidismo primario, falta de crecimiento, &
DDOST | maduracién esquelética acelerada, infecciones del oido, lipodistro- SubunldadlBODgzl“ del.com 614507 AR
fia, movimiento muscular no intencional, osteopenia, piel seca, pro- pie
teinuria nefrética, reflujo gastroesofagico, baja estatura, esotropia,
baja estatura.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, hipotonia, convulsio- 5
DPAGT1 | nes, infecciones, sindrome miasténico congénito, microcefalia, mi- UbE Gi(_:llj ﬁcaﬂ?LrZ;ICNAC 608093 AR
crognatia, clinodactilia del quinto dedo.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor severo, dificultades
FUTS8 respiratorias, problemas de alimentacién, baja estatura, osteopenia, al-6 fucosiltransferasa 618005 AR
dislocacién de cadera, cifoescoliosis.
Discapacidad intelectual no sindrémica (NSID), retraso psicomotor,
MANI1B1 | retraso del habla, caracteristicas dismérficas variables, obesidad Manosidasa I 614202 AR
troncal, macrocefalia.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, problemas de ali-
MGAT2 | mentacién, coag\..llo‘p_aua, dm.rrea severa, orejas larg,as con rotacién SN A transtorasaii 212066 AR
posterior con antihélix prominente, boca abierta, dientes grandes y
compactados, estatura alta.
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Convulsiones, hipotonia, dificultad en la ingesta de alimentos, hepa-
tomegalia, coagulopatia, hipoplasia genital, escoliosis, movimientos

MOGS | estereotipicos de las manos, occipucio prominente, fisuras palpebra- Glucosidasa I 606056 AR
les cortas, cejas largas, nariz ancha, paladar con arco alto, retrogna-
tia, tetrasacdrido unico en la orina, hipogamaglobulinemia severa.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, retraso en el creci-
miento, convulsiones, hipotonia, hipoplasia cerebelosa, hipore-
PMM2 | flexia, diarrea, coagulopatia, cardiomiopatia, endocrinopatia, hepa- Fosfomanomutasa II 212065 AR
topatia, estrabismo, dedos largos, lipodistrofia, boca ancha, pezones
invertidos, filtrum largo, laxitud articular.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, discapacidad auditiva,
discapacidad visual sin fijacién, anormalidad de la fosa craneal poste-
RFT1 rior, lesién de los. ganglios basales,' ataxia, hlpotqnla, ’atfoﬁa cort}ca.l Man5GleNAC2-PP-Dol-flipasa | 612015 AR
cerebral, convulsiones, estatura baja, artrogriposis multiple congéni-
ta, dificultad en la ingesta de alimentos, hepatomegalia, coagulopatia,
microcefalia, micrognatia, pulgares aducidos, pezones invertidos.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, convulsiones, estruc- Exoteide bisscuenis setal
SSR3 P 2 P ? 2 del receptor del complejo 606213 AR
tura cerebral anormal, microcefalia.
TRAP, gamma
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, convulsiones, hipo-
tonia, coagulopatia, conducto arterioso persistente, dificultad en la ; S
5 " p 2 B 5 .. | Proteina de la secuencia sefial
ingesta de alimentos, reflujo gastroesofagico, vémito, dislocacion i
SSR4 A R i : : del receptor del complejo 300934 XR
articular, escoliosis, rifién en herradura, microcefalia, estrabismo,
Foas g g 2 TRAP, delta
boca ancha, macrotia, dientes espaciados, micrognatia, exceso de
piel alrededor del cuello.
Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, atrofia cerebelosa,
STT3A | convulsiones, hipotonia, criptorquidia, dificultad en la ingesta de | Subunidad del complejo OST | 615596 AR
alimentos, microcefalia, micropene, hipoplasia escrotal.
Discapacidad intelectual, retraso en el crecimiento intrauterino,
STT3B retraso psicomotor, atrf)f}a ce:rebelosa, hlpo.toma, atroﬁz} optica, Subunidad del complejo OST | 615597 AR
convulsiones, criptorquidia, dificultad en la ingesta de alimentos,
dificultad respiratoria, trombocitopenia, microcefalia, micropene.
TUSC3 Dl.scapamfiad intelectual no sm_d.rom.lca (N.S.ID). Retraso en el creci- Subunidad del complejo OST | 611093 AR
miento, dismorfia, camptodactilia, sindactilia.
Sin afectaciones en SNC
GANAB | Enfermedad renal y poliquistica autosémica dominante. waunided usgill % giucosics: 600666 AR
MPI Cf)agu lopan?, SHeIOpatin p’erc:ledqa de profemas, ﬁ‘br(.ms hapiétics, Fosfomano isomerasa 602579 AR
hipoglucemia hiperinsulinémica, linfangiectasia, vomitos.
PRKCSH | Enfermedad renal y poliquistica autosémica dominante. Subunidad p de Ia glacoside- 174050 AR

sall
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10.2 Informacion sobre CDG mixtos

CDG mixtos

CDG

Hallazgos clinicos

Proteina afectada

OMIM | Herencia

Con afectaciones en SNC

ARCN1

Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, autismo, convul-
siones, defecto del tabique ventricular, criptorquidia, catarata
posterior, microcefalia, micrognatia, paladar hendido, laxitud
de las articulaciones pequefas.

COP-I subunidad delta

617164

AD

ATP6AP1

Discapacidad intelectual, anomalias neurocognitivas variables, dis-
funci6n hepdtica, inmunodeficiencia, hipogammaglobulinemia.

Subunidad S1 de la V-ATPasa

300972

XR

ATP6AP2

Discapacidad intelectual, hiporreflexia, parkinsonismo, cutis
laxa, atrofia cerebelar.

Subunidad de la V-ATPasa

300556

XR

ATP6V0A2

Discapacidad intelectual, hipotonia, epilepsia, convulsiones, di-
ficultad en la ingesta de alimentos, miopatia, osteoporosis, anor-
malidades craneofaciales, cierre tardio de las fontanelas, micro-
cefalia, cutis laxa, hiperlaxitud articular, dislocacién congénita de
la cadera, escoliosis, hernias abdominales, filtrum largo.

Subunidad A2, dominio VO de
la V-ATPasa

219200

ATP6V1A

Discapacidad intelectual, anomalias de la materia blanca, ano-
malias cardiacas, hipotonia, orejas prominentes, pequefias fisu-
ras palpebrales, cataratas, estrabismo, retrognatia, cutis laxa,
microcefalia, cara triangular.

Subunidad A, dominio V1 de
la V-ATPasa

617403

ATP6V1EL

Discapacidad intelectual, anomalias cardiacas, estenosis pildri-
ca, frente corta, blefarofimosis, estrabismo, entropién, hincha-
z6n infraorbitaria, hipoplasia maxilar, apifiamiento de los dien-
tes, mandibula prominente, mejillas caidas, nares antevertidos,
fistula larga, paladar medio, venas prominentes, testiculos bila-
terales no descendidos, micropene, camptodactilia, cutis laxa.

Subunidad E1, dominio V1 de
la V-ATPasa

617402

B4GALT1

Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, malformacién de
Dandy-Walker, hipotonia, miopatia, coagulopatia, hepatomega-
lia, anormalidades craneofaciales, hidrocefalia, hipertensiéon
intracraneal, macrocefalia.

B1-4 galactosiltransferasa

607091

SLC35A1

Discapacidad intelectual, ataxia, convulsiones, neutropenia,
sangrado, trombocitopenia, afectacion renal y cardiaca, occi-
pital plano, hipertelorismo, ojos hundidos, filtrum corto, clino-
dactilia, hiperlaxitud articular.

Transportador de CMP-NeuAc

603585

AR

SLC35A2

Discapacidad intelectual, convulsiones, hipsarritmia, anoma-
lias esqueléticas, hipotonia, extremidades acortadas, cejas
gruesas, puente nasal ancho, labios gruesos, boca semiabierta
y prognatismo maxilar.

Transportador de UDP-Gal

300896

SMo /XD

SLC35A3

Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, epilepsia, hipoto-
nia, trastorno del espectro autista, artrogriposis, dislocacién de
cadera, microcefalia, retromicrognatia.

Transportador de UDP-
GlcNAc

615553

AR

SLC35C1

Discapacidad intelectual, convulsiones, epilepsia, hipotonia, in-
fecciones con neutrofilia, otitis, enanismo, microcefalia.

Transportador de GDP-Fucosa

266265

AR

SLC35D1

Condrodisplasia letal neonatal, displasia esquelética de miem-
bros cortos.

Transportador de Golgi UDP-
GlcA / UDP-GalNAc

269250

AR
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COG1

Discapacidad intelectual, hipotonia, anormalidades cardiovas-
culares, baja estatura, dificultad en la ingesta de alimentos,
espondilosis, hepatomegalia, osteoporosis, anormalidades cra-
neofaciales, micrognatia, hipertelorismo, puente nasal ancho,
filtrum largo, boca pequefia, paladar alto, orejas poco rotadas,
microtia derecha, huesos acortados.

Complejo COG, subunidad 1

611209

AR

COG2

Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, cuadriplejia es-
pastica, convulsiones, disfuncién hepdtica, hipoceruloplasmi-
nemia, hipocupremia, microcefalia.

Complejo COG, subunidad 2

617395

AR

COG4

Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, epilepsia, ataxia,
hipotonia, convulsiones, falta de crecimiento en la infancia con
diarrea recurrente, dificultad en la ingesta de alimentos, hepato-
esplenomegalia, infecciones del tracto respiratorio, sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, muerte prematura, anormali-
dades craneofaciales, microcefalia, nistagmo, hiperreflexia.

Complejo COG, subunidad 4

613489

AR

COGS5

Discapacidad intelectual, ataxia, discinesia, hipotonia, retraso
del habla, atrofia del cerebelo y del tronco cerebral.

Complejo COG, subunidad 5

613612

AR

COG6

Discapacidad intelectual, convulsiones, epilepsia, hipotonia, he-
patomegalia, diarrea, vomitos, enfermedades renales, hiperhi-
drosis e hiperquetarosis, retrognatia, microcefalia, fisuras palpe-
brales amplias, retrognatia, polidactilia postaxial y anteposicién
anal.

Complejo COG, subunidad 6

614576

AR

COG7

Discapacidad intelectual, retraso en el crecimiento, anomalias
cardiacas, convulsiones, epilepsia, hipotonia, hepatomegalia,
hiperbilirrubinemia, ictericia, muerte prematura, micrognatia,
microcefalia, cuello corto, pulgares aducidos, cutis laxa.

Complejo COG, subunidad 7

608779

AR

COG8

Discapacidad intelectual, epilepsia, convulsiones, hipotonia, le-
targo, mioclono, estrabismo, microcefalia.

Complejo COG, subunidad 8

611182

COPB2

Retraso psicomotor grave, falta de crecimiento, ceguera corti-
cal, microcefalia, espasticidad.

COP-I subunidad beta 2

617800

DOLK

Discapacidad intelectual, hipotonia, convulsiones, epilepsia,
distrofia muscular, hiperqueratosis, ictiosis, infecciones en el
tracto respiratorio, coagulopatia, cardiomiopatia, hipogluce-
mia, nistagmo, enanismo, microcefalia.

Dolicol cinasa

610768

DPM1

Discapacidad intelectual, ataxia, hipotonia, convulsiones, epi-
lepsia, ceguera, distrofia muscular, dificultad para tragar, dis-
cinesia. CK elevada, trigonocefalia, microcefalia, micrognatia,
frente prominente, puente nasal alto, nistagmo, estrabismo,
hipertelorismo.

Dol-P-Man transferasa I

608799

DPM2

Discapacidad intelectual, convulsiones, hipoplasia cerebelosa,
hipotonia, distrofia muscular. CK y transminasas elevadas, tri-
gonocefalia, microcefalia, micrognatia, hipotelorismo, nariz
pequeifia, paladar arqueado.

Dol-P-Man transferasa 2

615042

DPM3

Discapacidad intelectual, episodio similar a un accidente ce-
rebrovascular, miocardiopatia dilatada, distrofia muscular. CK
elevada.

Dol-P-Man transferasa 3

612937

GMPPA

Discapacidad inteleectual, hipotonia, acalasia, alacrimia, sor-
dera, anormalidades de la marcha, espasticidad, hipohidrosis.

Subunidad a de la GDP-Man:
pirofosforilasa

615510

GMPPB

Discapacidad intelectual, retraso psicomotor, retraso en el ha-
bla, ataxia, disfuncién retinal. CK elevada, microcefalia, malfor-
maciones del cerebro y los ojos.

Subunidad  de la GDP-Man:
pirofosforilasa

615350

MPDU1

Discapacidad intelectual, convulsiones, epilepsia, hipotonia,
dermatitis, trastorno cutdneo similar a ictiosis, dificultades gra-
ves de alimentacidn, trastorno de la respiracién, enanismo.

Dol-P-Man flipasa

609180
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Sin afectaciones en SNC

Queratén sulfato

CHST6 Fotofobia dolorosa, nubes y erosiones corneales. 6-O-sulfotransferasa 217800 AR
Artritis inflamatoria, enfermedad pulmonar intersticial, dificul-
COPA tad para respirar o tos, enfermedad renal mediada por comple- COP-I subunidad alfa 616414 AD
jos inmunitarios.
i B T g UDP-GlcNAc2 epimera-
GNE Debilidad m.usculal: progumal y distal, d.e’sgaste de la§ extremi- sa/N-aceti-manosamina 605820 AR
dades superiores e inferiores, preservacion del cuadriceps. icasa
Cardiomiopatias, disnea, hepatopatia, hipertermia maligna, hi-
PGM1 poglucemia, miocardiopatia dilatada, paro cardiaco, rabdomié- Fosfoglucomutasa I 614921 AR
lisis, trombosis, labio leporino, paladar hendido, ivula bifida.
SAR1B Retraso en el crecimiento, diarrea, esteatorrea. GTPasa COP II 246700 AR
Defectos esqueléticos, displasia craneo lenticulosutural, catara-
SEC23A tas suturales, hipertelorismo, fontanelas de cierre tardio, nariz COPII 607812 AR
prominente, paladar hendido, macrocefalia.
Anemia, colelitiasis, eritropoyesis interrumpida con eritroblas-
SEC23B tos multinucleados en la médula ésea, hiperbilirrubinemia, ic- COPII 224100 | ARAD

tericia.
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10.4 Pacientes reportados con PMM2-CDG,

diagnéstico

de Transferrina

Isoelectroenfoque

descrito, TIEF:

No

ND:
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Cromatograma resultante de la secuenciacion del segundo paciente con el

10.5 Cromatogramas de la secuenciacion de Sanger del paciente 2
oligonucledétido PMM2s:
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PMM2s:

10.6 Cromatogramas de la secuenciacion de Sanger del paciente 3 de PMM2
Cromatograma resultante de la secuenciacion del tercer paciente con el

oligonucledtido
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Cromatograma resultante de la secuenciacion del tercer paciente con el

oligonucledtido

PMM2as:
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10.7 Preparacion de soluciones para realizar electroforesis en gel de agarosa.

1. Buffer TAE 50X (200mL)

e 48.04 g Tris Base
e 11.42 ml CH3COOH
e 20 mlEDTA 0.5M

2. EDTA 0.5M (200mL)

« 73.06 g EDTA
e 500 mlH20
o Ajustar pH=8

3. Buffer de carga 6X

10mM Tris-HCI pH=7.6
0.03% Bromofenol azul
60% Gilicerol

60 yL de EDTA 0.5 M
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