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ABREVIATURAS.

AA: anemia aplasica.

ACMG-AMP: Colegio Americano de Genética Médica y Asociacion de Patologia Molecular
(American Collegue of Medical Genetics and Association for Molecular Patology).

AF: anemia de Fanconi.

CMN: células mononucleares.

CNV: variante de nimero de copias (Copy Number Variant).
CTPH: células troncales y progenitoras hematopoyéticas.
DNA: acido desoxirribonucleico.

DNAg: DNA gendmico.

DDR: respuesta al dafio al DNA (DNA damage response).
DEB: diepoxibutano.

DSB: ruptura de doble hebra (Double Strand Break).

FA/BRCA: via de reparacion de Anemia de Fanconi/Cancer de mama (Fanconi
Anemia/Breast Cancer).

FCR: fuerza centrifuga relativa.

FM: falla medular.

GATK: conjunto de herramientas para el analisis del genoma (Genome Analysis Toolkit).
ICL: enlace covalente intercatenario (Interstrand crosslink).

I-D2: complejo proteico FANCI-FANCD?2.

INP: Instituto Nacional de Pediatria.

LMA: leucemia mieloide aguda.

LSCH: tramos largos y contiguos de homozigocidad (Long contiguous stretches of
homozigocity).

MLPA: amplificacion de sondas dependientes de ligandos multiples (Multiplex ligation-
dependent probe amplification).

MMC: mitomicina C.

MO: médula dsea.



NER: via de reparacion por escision de nucleétidos (Nucleotide excision repair).
NHEJ: reparacion por unidn de extremos no homaélogos (Non homologous end joining).
PCR: reaccidon en cadena de la polimerasa.

PHENOS: acrénimo que engloba anomalias de la Pigmentacién, cabeza pequeiia (del inglés
small Head), ojos pequefiios (del inglés small Eyes), anomalias del Sistema Nervioso Central,
alteraciones Otoldgicas y estatura baja (del inglés Short stature).

RH: recombinacién homaloga.

RNV: recién nacidos vivos.

SMD: sindromes mielodisplasicos.

SNG: secuenciacién de nueva generacion.

SP: sangre periférica.

TLS: sintesis translesion (Translesion synthesis).

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

TPR: repetidos de tetratricopéptidos (Tetratricopeptide repeats).

VACTERL-H: acronimo que engloba alteraciones Vertebrales, Anales, Cardiacas, fistula
Traqueo-esofagica, atresia Esofagica, Renales, de extremidades superiores (del inglés upper
Limb), e Hidrocefalia.

VP: variantes patogénicas.

VUS: variante de significado incierto (Variant of uncertain significance).

Nota: Algunas de los abreviaturas se han mantenido en inglés a lo largo del texto, debido a
que son ampliamente utilizadas dentro de la comunidad cientifica, o ante la ausencia de una
abreviatura equivalente y estandarizada en idioma espafiol.
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1. RESUMEN.

La Anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad hereditaria, clinica y genéticamente
heterogénea, que se relaciona con un defecto en la reparacion del DNA; estd asociada a alteraciones
del desarrollo variables, pancitopenia progresiva y predisposicién a cancer. Se han identificado 22
genes causales de la AF (conocidos como genes FANC), en los que se han reportado variantes
patogénicas (VP) bialélicas y de origen germinal. Estas VP conducen al fenotipo de la AF por herencia
autosomica recesiva, con excepcion de FANCB y FANCR (RAD51), que se heredan de forma recesiva
ligada al X y autosdmico dominante, respectivamente. La consecuencia comun de estas VP a nivel
celular es la inestabilidad cromosdmica, caracteristica en la que se basa el diagndstico citogenético
de la enfermedad y que refleja el funcionamiento deficiente de una ruta de reparacion del DNA
denominada FA/BRCA. La actividad principal de esta via es la resolucién de enlaces covalentes
intercatenarios. La gran heterogeneidad genética de la AF dificulta la implementacién de técnicas de
deteccion de VP clasicamente utilizadas en otras enfermedades de herencia mendeliana. En México
no se ha determinado la frecuencia de estas VP. El objetivo principal de este trabajo consistid en
identificar y caracterizar VP en los genes FANC, en un grupo de pacientes mexicanos con AF y realizar
una correlacién genotipo-fenotipo. Para la busqueda de estas variantes se implementd un disefio
experimental en el que se incluyeron la amplificacién de sondas multiple dependiente de ligacidn
(MLPA), secuenciacion de nueva generacién (SNG) y microarreglos de alta densidad. A través de esta
estrategia de genotipificacidon, se detectaron las variantes responsables de la AF en 41 pacientes,
pertenecientes a 33 familias. FANCA fue el gen afectado con mayor frecuencia en ellos (56%), seguido
por FANCB (9.75%), y por FANCC, FANCG y FANCF (7.3% cada uno). Se encontraron siete tipos de
variantes; las mas comunes fueron las de sentido erréneo y las de cambio de marco de lectura, que
fueron identificadas en la misma proporcion (21.95%). La variante con mas alelos afectados (siete) en
este estudio fue FANCA: ¢.2535_2536delCT. Asimismo, se determinaron dos variantes con efecto
fundador en nuestra poblacién de pacientes: FANCC: c.67delG en una comunidad Menonita
(Tamaulipas) y FANCG: ¢.511-3 _511-2delCA en una comunidad Mixe (Oaxaca), siendo esta ultima la
primera variante de este tipo de ancestria mexicana. Tres pacientes (7.31%) desarrollaron procesos
neoplasicos. Las alteraciones fisicas, descritas a través de los acronimos VACTERL-H y PHENOQOS, asi
como las hematoldgicas (evaluadas a través de la clasificacién de su falla medular) fueron utilizadas
para describir el fenotipo de los pacientes. En tal sentido, las anomalias fisicas mads recurrentes fueron
talla baja (44.4%), defectos en las extremidades (56%) y cambios en la pigmentaciéon de la piel
(65.85%); estos ultimos asociados a variantes nulas. Respecto a la severidad de la falla medular, su
ausencia o presentacion en forma leve o moderada, prevalece en los pacientes con genotipo FANCA,
cuando se contrasta con pacientes con otros genotipos. Para profundizar en las implicaciones de una
via FA/BRCA deficiente sobre las células troncales y progenitoras hematopoyéticas (CTPH,
identificadas a través de la presencia del marcador CD34), se utilizaron ensayos de citometria de flujo
para estimar su abundancia y grado de dafio gendmico, a partir de muestras de médula ésea (MO) y
sangre periférica (SP) de 12 pacientes. Los resultados sefialan que los afectados con AF tienen un
numero reducido de CTPH en la MO, asi como una tendencia de estas células a permanecer en SP,
cuando fueron comparadas con muestras de individuos sanos. La fraccién de CTPH presente en SP
presentd mayor acumulacién de dafio gendmico. La identificacidon oportuna y sistematica de las
variantes responsables del fenotipo en la AF en el pais es un prerrequisito para el asesoramiento
genético de las familias, manejo clinico de los pacientes (en especial para el trasplante de médula
Osea), el descubrimiento de asociaciones genotipo-fenotipo y para conocer la composicion gendmica
de la AF en la poblacién mexicana.



1. ABSTRACT.

Fanconi anemia (FA) is a clinically and genetically heterogeneous inherited disease related to
a defect in DNA repair; it is associated with various developmental disorders, progressive
pancytopenia, and a predisposition to cancer. Twenty-two FA-causing genes (known as FANC genes)
have been identified, in which bi-allelic germline pathogenic variants (PV) have been reported. These
VP lead to the FA phenotype by autosomal recessive inheritance, with the exception of FANCB and
FANCR (RAD51), which are inherited in an X-linked recessive and autosomal dominant fashion,
respectively. The main consequence of these PV at the cellular level is chromosomal instability, a
feature that underlies the cytogenetic diagnosis of the disease and reflects the dysfunction of a DNA
repair pathway called FA/BRCA. The key activity of this pathway is the resolution of interstrand cross-
links. The great genetic heterogeneity of FA hampers the use of PV detection approaches classically
used in other inherited diseases. The frequency of these PV has not been determined in Mexico. The
main objective of this work was to identify and characterize PV in the FANC genes in a group of
Mexican patients with FA and to perform genotype-phenotype correlation. For this task, we followed
an experimental design that included multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA), next-
generation sequencing (NGS) and high-density microarrays. Through this genotyping strategy, genetic
variants responsible for FA were detected in 41 patients, belonging to 33 families. FANCA was the
most frequently affected gene (56%) in them, followed by FANCB (9.75%), and by FANCC, FANCG and
FANCF (7.3% each). Seven types of variants were found; the most common were missense and
frameshift variants, which were identified in the same proportion (21.95%). The variant with the most
affected alleles (seven) in this study was FANCA: ¢.2535_2536delCT. Two variants with founder effect
were also identified in our patient group: FANCC: c.67delG in a Mennonite community (Tamaulipas)
and FANCG: c.511-3 511-2delCA in a Mixe community (Oaxaca), which represents the first variant of
this type of Mexican ancestry. Three of these patients (7.31%) developed neoplastic processes.
Physical alterations, described through VACTERL-H and PHENOS acronyms, as well as hematological
alterations (assessed through the classification of their bone marrow failure) were used to describe
the phenotype of the patients. The most recurrent physical abnormalities were short stature (44.4%),
limb defects (56%), and skin pigmentation changes (65.85%), the latter associated with the presence
of null variants. Regarding the severity of bone marrow failure, its absence or mild to moderate types
are prevalent in patients with FANCA genotype, when contrasted with patients with other genotypes.
To further investigate the scope of a deficient FA/BRCA pathway on hematopoietic stem and
progenitor cells (HSPCs, identified by the presence of the CD34 surface marker), flow cytometry
assays were used to estimate their abundance and degree of genomic damage in bone marrow (BM)
and peripheral blood (PB) samples from 12 patients. The results indicate that those affected with FA
have a reduced number of HPSCs in BM, in addition to a tendency for these cells to remain in SP when
compared to samples from healthy individuals. The HSCs fraction located in SP showed a higher
accumulation of genomic damage. The prompt and systematic identification of the variants
responsible for the FA phenotype in the country is a prerequisite for genetic counseling of families,
clinical management of patients (especially for bone marrow transplantation), the discovery of
genotype-phenotype associations, and understanding the genomic composition of FA in the Mexican
population.



2. INTRODUCCION.

2.1 LA ANEMIA DE FANCONI. GENERALIDADES.

La Anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad hereditaria, clinica y genéticamente
heterogénea, que se relaciona con un defecto en la reparacion del DNA asociado a
alteraciones del desarrollo variables, pancitopenia progresiva y predisposicion a cancer
(Nalepay Clapp, 2018).

La AF fue descrita por primera vez en 1927 por el pediatra suizo Guido Fanconi, en
una familia de cinco hermanos, tres de los cuales fallecieron debido a sangrados espontaneos
y anemia severa, asociadas a microcefalia congénita, alteraciones en la piel, hemorragias
cutdneas e hipoplasia testicular (Fanconi, 1927). Estas observaciones iniciales formaron parte
de los criterios aplicados para el diagndstico de la enfermedad por muchos afios, hasta que
se describié que la AF estaba relacionada a rupturas cromosémicas espontdneas (Schroeder,
1966). Tres afios después, se demostré que las células de estos pacientes eran altamente
sensibles ante la exposicion de agentes alquilantes, incrementando sus aberraciones
cromosémicas luego del tratamiento con estos compuestos (Schuler et al, 1969). Esta
caracteristica se utilizo para la estandarizacion de la prueba diagndstica de la AF (Esmer et al,
2004, Auerbach, 2009).

Con el desarrollo de la biologia molecular, y luego de varias décadas de investigacion,
en 1992 se descubridé el primer gen causante de la AF, FANCC (Strathdee et al, 1992).
Posteriormente se describieron a FANCA (Fanconi anaemia/Breast cancer consortium, 1996),
FANCG (de Winter et al, 1998), FANCE (de Winter et al, 2000), FANCF (de Winter et al, 2000)
y FANCD2 (Timmers et al, 2001). Hasta la fecha, se han identificado 22 genes causales de la
AF. En todos ellos se han reportado variantes patogénicas (VP) bialélicas y de origen germinal,
gue conducen al fenotipo de la AF por herencia autosdmica recesiva, con la excepcion de
FANCB (herencia recesiva ligada al X) y FANCR (RAD51) (herencia autosémico dominante), en
las cuales se encuentra afectado un sélo alelo (Garcia de Teresa et al, 2020). La consecuencia
comun de estas VP es la inestabilidad cromosdmica, reflejo del funcionamiento deficiente de
una ruta de reparacion en el DNA, denominada FA/BRCA (del inglés Fanconi Anemia/Breast
Cancer) (Merford et al, 2022).

2.2 EPIDEMIOLOGIA.

La AF tiene una distribucion global y ha sido descrita en todos los grupos raciales. En
promedio, se calcula que la incidencia de la AF es de 1 por cada 360000 recién nacidos vivos
(RNV) (Mamrak et al, 2017). Algunos reportes de registros europeos sefialan que la incidencia
es de 4-7 por millon de RNV (Gulbis et al, 2010). En Estados Unidos se estima que afectaa 1
por cada 100000 RNV, con una frecuencia de portadores de 1:181; mientras que en Israel es
de 1:93 (calculados en el lapso 1989-2000). Sin embargo, varios autores sostienen que la AF
esta sub-diagnosticada, por lo que se infiere que la frecuencia de portadores debe ser mayor
(Rosemberg et al, 2011). La proporcién de afectados entre hombres y mujeres es 1.2:1
(Meetei et al, 2004). Hasta principios del siglo XXI, se habian reportado mds de 1300 casos en



la literatura, particularmente en pacientes con alteraciones fisicas que desarrollaron anemia
aplasica o leucemia (Auerbach, 2009).

En México se desconocen los datos epidemioldgicos de la AF, sin embargo, en el
Laboratorio de Citogenética del Instituto Nacional de Pediatria (INP), considerado como
centro de referencia nacional para el diagnéstico de la enfermedad, se diagnostican
aproximadamente 10 casos nuevos al afio por cada 80 muestras enviadas con sospecha,
provenientes de multiples instituciones de salud de toda la Republica (Garcia de Teresa et al,
2016).

A pesar de ser catalogada como una enfermedad rara, la AF presenta mayor
prevalencia en ciertos grupos poblacionales, debido a VP con efecto fundador, que
incrementan la frecuencia de portadores (ver seccion 2.6.2). Entre estos grupos podemos
mencionar a los judios Azhkenazi (FANCCy FANCD1/BRCA2), Afrikdneres (FANCA), africanos
del Sub-Sahara (FANCG), gitanos espafioles (FANCA), entre otros (Kutler y Auerbach, 2004
Whitney et al, 1993; Tipping et al, 2001; Morgan et al, 2005; Callén et al, 2005).

2.3 FENOTIPO CLINICO EN LA ANEMIA DE FANCONI.

2.3.1 Caracteristicas del desarrollo fisico.

El fenotipo fisico de los pacientes con AF es muy heterogéneo y puede afectar
multiples sistemas. Dentro de los hallazgos mas frecuentes, considerados como “clasicos”, se
encuentran talla baja, anomalias del eje radial (que pueden incluir alteraciones o ausencia de
pulgares), cambios en la pigmentacidn de la piel, manchas café au lait, facies caracteristica y
malformaciones urogenitales (Savage y Walsh, 2018). Las alteraciones en el desarrollo
encontradas comunmente en la enfermedad incluyen aquellas descritas en la asociaciéon
VACTERL-H (Vertebrales, Anales, Cardiacas, fistula Traqueo-esofagica, atresia Esofagica,
Renales, de extremidades (del inglés Limb), e Hidrocefalia). Se estima que 5%-30% de los
pacientes con AF relnen al menos 3 de las 8 caracteristicas necesarias para presentar esta
asociacion (Alter y Giri, 2016).

Aunque los pacientes con AF exhiban caracteristicas propias de la asociacién
VACTERL-H, no es especifica de la AF. Debido a ello, en el afio 2016 se propuso el acrénimo
PHENOS (anomalias de la Pigmentacidn, cabeza pequefia (del inglés small Head), ojos
pequefios (del inglés small Eyes), anomalias del Sistema Nervioso Central, alteraciones
Otoldgicas y estatura baja (del inglés Short stature) para complementar la identificacién de
pacientes, ya que estos hallazgos también son frecuentes en la enfermedad y no forman
parte de la asociacion VACTERL-H (Alter y Giri, 2016; Fiesco-Roa et al, 2019).

Por otra parte, las anomalias endocrinas ocurren en un alto porcentaje de los
pacientes que presentan alteraciones en el desarrollo; estas incluyen hiperinsulinemia,
insuficiencia de la hormona del crecimiento e hipotiroidismo (Wajnrajch et al, 2001). Los
aspectos reproductivos también se encuentran comprometidos, debido a la falla en la
espermatogénesis en los hombres, frecuentemente acompafiada de azoospermia no
obstructiva y a la fertilidad reducida en las mujeres, que puede manifestarse como
insuficiencia ovdrica primaria (Tsui y Crimani, 2019).



A pesar del gran numero de manifestaciones fisicas mencionadas, entre 20%-25% de
los pacientes con AF presenta pocas o ninguna de estas caracteristicas, por lo que la ausencia
de anomalias no descarta el diagndstico de la enfermedad (Kutler et al, 2003, Fiesco-Roa et
al, 2019). Por ello, la presuncién diagndstica de la AF, apoyada Unicamente en hallazgos
fisicos y de gabinete, no excluye la presencia de otros sindromes, dada la diversidad y
similaridad de sus manifestaciones. Entre estas enfermedades, consideradas como
diagndsticos diferenciales de la AF, podemos mencionar el Sindrome de Seckel, Sindrome de
Nijmegen, Sindrome de Holt-Oram, Sindrome de trombocitopenia con ausencia de radio,
Anemia de Diamond-Blackfan, Disqueratosis congénita, entre otros (Neveling et al, 2009;
Auerbach, 2009).

2.3.2 Caracteristicas hematoldgicas.

Los pacientes con AF generalmente desarrollan algun grado de disfuncién de la
médula dsea (MO). La falla medular (FM), que se refiere a la produccion disminuida de uno o
mas de los linajes hematopoyéticos principales, es la caracteristica mas encontrada en los
pacientes. La edad promedio de aparicién de la FM es a los 7 afos, aunque el rango de inicio
es variable (Rosemberg et al, 2011, Alter et al, 2018). En la mayoria de los casos, la falla
comienza con trombocitopenia, seguida de leucopenia. El desarrollo progresivo de la FM
culmina en pancitopenia. Cuando la FM se agrava, avanza hasta la aparicion de la anemia
aplasica (AA), condicién en la que la pancitopenia periférica se asocia a una MO hipocelular
(<25%)).

La severidad de la FM puede clasificarse en tres grandes grupos, en base al grado de
citopenia presentada, siendo estas persistentes y no secundarias a otra causa tratable (Sroka
et al, 2020; ver Tabla 1).

Tabla 1. Severidad de la falla medular

Leve Moderada (hipoplasica o Severa (anemia
anemia aplasica) aplasica severa)
Conteo absoluto de | <1,500/mm?3 <1,000/mm?3 <500/mm?3
neutrdfilos
Conteo de plaquetas 150,000- <50,000/mm? <30,000/mm?
50,000/mm?3

Nivel de hemoglobina >8 g/dL* <8 g/dL <8 g/DlI
(Hb)

En la Tabla: dL: decilitro, g: gramos, mm?3: milimetro cubico, * menor de lo normal para la edad pero
>8 g/dL (tomada de Sroka et al, 2020).

Se estima que tres de cada cuatro pacientes con AF desarrollara algin grado de FM
durante la primera década de vida (Rosenberg et al, 2003). Aunque muchos de los afectados
prosiguen hacia la AA, otros mantienen niveles intermedios en sus conteos sanguineos por
anos, e incluso décadas. El diagndstico y seguimiento de la AA, en caso de presentarse, debe
incluir conteo sanguineo completo, conteo de reticulocitos y una biopsia de MO. Estos
pardmetros frecuentemente se integran para clasificar la gravedad de la AA, de acuerdo a
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los criterios propuestos por Camitta (Camitta et al, 1982, DeZern y Brodsky, 2011). Asimismo,
la estimacién del porcentaje de CTPH en la MO, que puede evaluarse a través de la
identificacion del antigeno de superficie CD34 (presente en las células sanguineas mas
primitivas), también resulta de gran utilidad para esta clasificacion (Matsui et al, 2006).

La AF se considera como el sindrome de FM hereditaria mas frecuente, y la deficiencia
eventual de todos los linajes sanguineos en los pacientes sugiere un deterioro en la
funcionalidad de las células troncales y progenitoras hematopoyéticas (CTPH). Cabe destacar
qgue existen reportes que indican que los pacientes con AF con alteraciones severas en el
desarrollo también manifiestan frecuentemente la FM. Esta observacion, sumada a
evidencias que soportan que el defecto en las CTPH comienza en el Utero, propone que las
anomalias en el desarrollo y la depleciéon de las CTPH pudiesen ser consecuencia de la
respuesta inadecuada ante el dafio en el DNA durante las primeras etapas embrionarias
(Garaycoechea y Patel, 2013).

Diversos estudios sugieren que el agotamiento de las CTPH durante la FM en la AF se
produce debido a una MO proinflamatoria, mediada por la liberacién de citocinas como INF-
vy TNF-a, y a la toxicidad inducida por aldehidos enddgenos. Estos factores, aunados a la
deficiencia en la via FA-BRCA, promueven la hiperactivacion de vias de reparaciéon
alternativas propensas a error, en respuesta al dafio en el DNA (Ceccaldi et al, 2016, Savage
y Walsh, 2018). La convergencia de tales eventos conduce a la muerte de las CTPH por
apoptosis, mediada por la hiperactivacion de las vias de p53/p21 y TGF-B (Garaycochea et al,
2018, Walter et al, 2015). Por otra parte, las sefiales de supresién de crecimiento son
contrarrestadas a su vez por la sobreexpresion de MYC, que fomenta la proliferacion de una
fraccion de las CTPH a expensas del dafio en el DNA, permitiendo que los pacientes
sobrevivan (Rodriguez et al, 2020, Rodriguez et al, 2022).

Estas evidencias respaldan la hipdtesis que plantea que la inestabilidad gendmica
inherente de la AF, en combinacion con inflamacion croénica, representan una fuerte presion
selectiva para la evolucién de clonas malignas en la MO de los pacientes y el posible
desarrollo de sindromes mielodisplasicos (SMD) y/o leucemia mieloide aguda (LMA) (Peffault
de Latour & Soulier, 2016; Cioc et al, 2010). Para monitorear esta progresion, se recomienda
la valoracion de anomalias morfoldgicas y citogenéticas en biopsias y aspirados de MO,
iniciando al momento del diagndstico y continuando durante evaluaciones anuales
subsecuentes (Sroka et al, 2020).

En los ultimos 30 afios, la expectativa de vida de los pacientes con AF ha mejorado
significativamente cuando se realiza un trasplante de CTPH en la fase aplasica, con donadores
relacionados y no relacionados, siendo los desafios a largo plazo la reduccién de
endocrinopatias y procesos neoplasicos futuros (Bonfim, 2020).

2.3.3 Predisposicion a cdncer.

Se considera que la AF es un sindrome de predisposicidn a cancer. Las neoplasias que
se presentan en la enfermedad incluyen principalmente SMD y LMA, asi como algunos
tumores sélidos. La aparicidn de estas manifestaciones varia de acuerdo a la edad. Referente
a la malignizacidn hematoldgica, el riesgo relativo de desarrollar LMA y SMD en la AF es de
700y 6000 veces mas, respectivamente, comparado con la poblacion general. Se ha estimado
que la edad promedio de los pacientes con AF que presentan LMA es de 14 anos. Otras
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formas de leucemia, como la leucemia linfoblastica aguda, son mucho mas raras (Alter, 2014;
Dufour, 2017).

Numerosos reportes derivados de andlisis citogenéticos en MO han revelado que
cambios clonales en los cromosomas uno, tres y siete son los mds comunes en la evolucién
hacia SMD y LMA en pacientes con AF (Alter et al, 2018). Las opciones terapéuticas en estos
casos difieren de las empleadas de manera convencional en poblacién sin AF, debido a la
hipersensibilidad de las células de los pacientes a los compuestos citotdxicos aplicados en el
tratamiento de estas condiciones, recomendandose quimioterapia de intensidad reducida,
seguida de trasplante de CTPH (Alter, 2014).

Respecto a los tumores sdlidos, el riesgo de desarrollar carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (sobre todo en la cavidad oral) es 500 veces mayor en
adolescentes y adultos jovenes con AF (Kutler et al, 2003). En un estudio reciente, llevado a
cabo en el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos, la edad promedio de los pacientes
con este carcinoma fue de aproximadamente 34 anos (Altintas et al, 2023). Este tumor sélido
es el mas frecuente en la AF, tanto en pacientes trasplantados como en aquellos que no,
seguidos por los casos de cancer de higado y cerebro (Alter, 2014).

Finalmente, se ha reportado que la presencia de VP en estado heterocigoto en los
genes FANC puede contribuir al desarrollo de cadncer en individuos sin AF. Por ejemplo, VP en
FANCD1 (BRCA2) incrementan el riesgo de cancer de mama hereditario en casi 50%, mientras
gue el riesgo para cancer de ovario es de 15%. Porcentajes de predisposicién similar para
estas neoplasias también se han reportado para variantes en FANCS (BRCA1) (70% y 65%,
respectivamente); y también, aunque con una frecuencia de VP mucho menor, en FANCJ
(BRIP1) y FANCN (PALB2) (Nalepa y Clapp, 2018, Fu et al, 2022).

2.4 FENOTIPO CELULAR.

Aunque se ha observado una amplia variacién en la presentacion clinica de la AF, el
fenotipo celular es altamente constante en los pacientes, sin importar el gen afectado o el
tipo de VP. Los principales rasgos que definen a las células con AF incluyen un incremento en
las aberraciones cromosémicas espontdneas e hipersensibilidad a los agentes inductores de
enlaces cruzados intercatenarios en el DNA (abreviados como ICLs, del inglés interstrand
cross-links), como la mitomicina C (MMC), el diepoxibutano (DEB) y el cisplatino. Sin
embargo, existen otras particularidades que también contribuyen a caracterizarlas, como el
arresto del ciclo celular en G2/M, la produccién de citocinas proapoptdticasy el acortamiento
de sus telémeros, que ha sido vinculado a estrés oxidativo (Helbing-Leclerc et al, 2021).

Usualmente, durante el cultivo de linfocitos derivados de pacientes con sospecha de
AF, los linfocitos se tratan con fitohematoglutinina, un mitégeno que estimula la divisidn
celular. Sin embargo, las células de los pacientes con AF alargan la duracién de la fase G2/M
del ciclo celular, debido al alto nivel de dafio no reparado. Este efecto es aun mas
pronunciado cuando se tratan con agentes inductores de ICLs, y puede ser utilizado de
manera complementaria como indicador adicional en el diagndstico, utilizando para ello
citometria de flujo (Peake y Noguchi, 2022).

Asimismo, se ha demostrado que estas células producen niveles elevados de citocinas
pro-apoptoticas. Se ha encontrado sobreproduccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) en suero, plasma y a nivel intracelular en pacientes con AF. Esta hiperestimulacion,
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sumada a la generacion alterada de otros factores de crecimiento y citocinas (que incluyen
la expresion reducida de interleucina 6 y del factor estimulante de colonias de granulocitos y
macroéfagos) puede modificar el microambiente hematopoyético y conducir a una exposicion
sostenida a inhibidores mitogénicos (Du et al, 2013). Estas fuentes de estrés promueven la
apoptosis excesiva de las CTPH, en las que se han documentado niveles incrementados del
receptor de muerte Fas (CD95), NF-kappa B y de p53. Este Ultimo representa un factor critico
en la regulacion del ciclo y la muerte celular luego del dafio inducido en el DNA, en respuesta
al estrés fisioldgico, que al estar alterado fomenta la deplecién de las CTPH (Cecaldi et al,
2012, Li et al, 2018).

En los pacientes con AF también se ha descrito que los telémeros son mas cortos,
comparados con personas sanas de la misma edad. Se ha especulado que este acortamiento
se asocia al dafio oxidativo, y algunos autores proponen que la sobreproduccion de especies
reactivas en oxigeno interfiere con el potencial reductor celular. El desbalance en la
generacion de ATP y la acumulacién de proteinas oxidantes, que han sido caracterizadas en
distintos subgrupos de AF, evidencian una fuerte disfuncién mitocondrial, que pudiese
representar un mecanismo complementario a los ICLs para la formacién de rupturas
cromosdémicas (Callen et al, 2002, Kumari et al, 2012; Pagano et al, 2021).

Por otra parte, el estrés oxidativo se ha vinculado a la etiologia de enfermedades
relacionadas a un fenotipo celular de envejecimiento, entre las que se ha incluido la AF.
Varios estudios en células deficientes en la via FA/BRCA han demostrado que presentan
caracteristicas propias de la senescencia, como proliferacién reducida, activacién del eje p53-

p21, p16 y ATM, asi como expresion de la B-galactosidasa (Helbling-Le Clerc et al, 2021).

2.5 DIAGNOSTICO DE LA ANEMIA DE FANCONI.

La AF es una enfermedad que presenta heterogeneidad fenotipica y expresividad
variable, que se puede sospechar -pero no diagnosticar- basandose Unicamente en las
manifestaciones clinicas. Luego de conocerse la gran sensibilidad de las células de los
pacientes al efecto inductor de rupturas cromosdmicas por parte de agentes productores de
ICLs, como la MMC o el DEB, esta caracteristica se ha utilizado rutinariamente para
diagnosticar la enfermedad, a través de la “prueba de aberraciones cromosdmicas”. Las
indicaciones para esta prueba tipicamente incluyen a pacientes con anomalias congénitas,
con/sin trombocitopenia y/o falla medular (Oostra et al, 2012). El diagndstico correcto y
oportuno a través de esta prueba, considerada como el “estdndar de oro”, es fundamental,
ya que permite un asesoramiento genético adecuado y una mejor planificacion familiar
(Merfort et al, 2022).

Durante el ensayo citogenético, los linfocitos T de sangre periférica de un probando
se cultivan con MMC o DEB, y posteriormente se cuantifican las aberraciones en los
cromosomas metafasicos tefiidos con colorante de Giemsa (Oostra et al, 2012). Actualmente,
el uso del DEB es mas recomendado, ya que genera menor citotoxicidad y su tasa de falsos
positivos y falsos negativos es menor (Auerbach, 2015). De forma paralela, también se deben
establecer valores de referencia para rupturas cromosdmicas en células no tratadas, ya que
estos valores presentan una gran variabilidad entre los pacientes. En adicidn, se cultiva un
control positivo (usualmente una linea linfoblastoide con fenotipo AF) y un control negativo
(linfocitos de un individuo sano). Tipicamente, las metafases examinadas en los cultivos de
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un individuo con AF muestran multiples rupturas y rearreglos cromatidicos y cromosdmicos
por célula, que pueden incluir fragmentos acéntricos y figuras radiales (Molina et al, 2022)
(Ver Figura 1).

o = =5 / -

Figura 1. Diagndstico citogenético de un paciente positivo para Anemia de Fanconi. A. Metafases de
un paciente con AF sin tratamiento. Las flechas azules sefialan rupturas cromatidicas e
isocromatidicas. La frecuencia de estas aberraciones (0.30 ab/cel) es superior a las que se pueden
encontrar en un individuo sano. B. Metafase de un paciente positivo para la AF, tratadas con un
agente inductor de ICLs (DEB). Las flechas rojas sefialan la presencia de figuras de intercambio radial,
que son caracteristicas de |la enfermedad. La frecuencia en este caso es de 4.24 ab/cel. C. Metafase
de una linea linfoblastoide, utilizada como control positivo para el diagndstico de AF, en la que se
observa un elevado nimero de aberraciones. En este caso, la frecuencia de aberraciones por célula
fue de 10.2 (Tomado y modificado de Molina et al, 2022).

Se estima que el nivel de incremento de estas alteraciones es 10 veces mayor en los
cultivos tratados con DEB, respecto a su cultivo sin tratamiento, siendo indicativos de AF
(Garcia de Teresa et al, 2020). Sin embargo, en algunos pacientes la prueba puede ser
inconclusa, debido a que una subpoblacion de las células evaluadas resulta insensible a los
agentes clastogénicos, en cuyo caso se sospecha de mosaicismo somatico. Esta condicién
surge debido a diversos eventos (reversidon de la variante patogénica, conversién génica,
variante de ganancia de funcion, deleciones/inserciones compensatorias, entre otras), que
generan que uno de los dos alelos con la variante causal de la AF pueda producir una proteina
funcional a nivel de células troncales o progenitoras linfoides (Dufour y Pierri, 2022). En estos
casos, y si la evidencia clinica de AF es consistente, se debe realizar la misma prueba en
fibroblastos, obtenidos de una muestra de piel, ya que en este tipo de tejido generalmente
no se presenta la reversion de la VP (Sroka et al, 2020).



2.6 ETIOLOGIA DE LA ANEMIA DE FANCONI.

2.6.1 La via FA/BRCA.

La via FA/BRCA es una red de proteinas que mantiene la integridad del genoma, y se
activa para proteger a las horquillas de replicacién durante la fase de sintesis en el ciclo
celulary promover la reparacién del DNA (Niraj et al, 2019; Garcia de Teresa et al, 2020). Esta
ruta forma parte de los mecanismos de respuesta al dafio en las células (abreviado como
DDR, del inglés DNA damage response) y esta compuesta por al menos 22 proteinas,
codificadas por los genes FANC, ademas de otras proteinas accesorias. Algunos de estos
genes también codifican proteinas de susceptibilidad al cdncer de mama, razén por la cual la
via se conoce como FA/BRCA (Che et al, 2018).

La principal funcion de la via FA-BRCA es orquestar la reparacién de los ICLs. Estas
lesiones son uniones covalentes entre las dos hebras del DNA, que distorsionan la estructura
de la doble hélice, impidiendo la replicacién y la transcripcion al evitar la separacién de las
dos hebras (Nalepa y Clapp, 2018). La fuente de los ICLs puede ser endégena o exdgena. En
el primer caso, los ICLs son producidos por aldehidos, especies reactivas de oxigeno y acido
nitroso, entre otras sustancias generadas por el metabolismo celular, capaces de reaccionar
con la molécula de DNA. Por otra parte, la fuente exdgena esta representada por la
exposicion a diversos agentes ambientales, asi como a quimioterapéuticos (en especial
aquellos que poseen platino) y ciertas mostazas nitrogenadas (Deans y West, 2011;
Garaycoechea et al, 2018).

Clasicamente, la via FA-BRCA suele ser descrita en tres complejos, de acuerdo a su
funcion en la reparacion de los ICLs. Las proteinas “rio arriba”, interactian para formar el
complejo central en respuesta al dafio en el DNA, que cataliza la monoubiquitinacién del
segundo complejo, formado por FANCI y FAND2. Este cambio, a su vez activa a las proteinas
“rio abajo”, que cooperan para la reparacién del DNA (Fiesco-Roa et al, 2019).

La reparacion de los ICLs ocurre predominantemente durante la fase S del ciclo
celular, a través de 4 etapas, que se describen brevemente a continuacién (Figura 2):

a. Reconocimiento de la lesion: FANCM, en interaccién con FAAP24, MHF1 y MHF2, forma
un complejo “ancla” que detecta la lesién en el DNA, cuando dos horquillas de replicacidon
convergen en las cercanias de un ICL (Zhang et al, 2015). Este evento asegura el
reclutamiento del complejo central (denominado en inglés como “core”) hacia los ICLs en
la cromatina.

b. Reclutamiento del complejo central: El complejo central es un ensamblaje formado por al
menos 8 proteinas (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG, FANCL y FANCT),
ademas de otras proteinas accesorias (FAAP20 y FAAP100), cuya funcion principal es la
monoubiquitinacién del heterodimero compuesto por FANCI y FANCD2. Para catalizar
esta reaccién, FANCT y FANCL actian como enzimas E2 ubiquitina conjugante y E3
ubiquitina ligasa, respectivamente (Nalepa y Clapp, 2018, Shakeel et al, 2019).

Se ha propuesto que la conformacién del complejo central esta mediada por la

interaccion de 3 médulos o “subcomplejos”, cuyo nombre hace alusidn a las proteinas

que los conforman: BL100, también llamado catalitico, que guia el ensamblaje total del

complejo central; CEF, que funciona como sustrato de reconocimiento para la interaccién
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entre el complejo central y su blanco FANCI-FANCD2; y AG20, que desempeiia un rol de
conexidon estructural o puente entre los otros 2 mddulos, ademds de mediar la
localizacién del complejo central hacia el nucleo (Rodriguez y D’Andrea, 2017; Swuec et
al, 2017; van Twest et al, 2017).

c. Monoubiquitinacion del complejo FANCI-FANCD2: El heterodimero formado por FANCI y
FANCD2 se recluta a los sitios donde se localizan las horquillas estancadas, donde FANCI
se trifosforila por la cinasa ATR, estimulando la monoubiquitinacién de ambas proteinas
por el complejo central. Este evento protege a las horquillas de la degradacién
nucleolitica y permite el reclutamiento de las proteinas de reparacidn “rio abajo” (Garcia
de Teresa et al, 2020; Tan et al, 2020).

d. Remocion del ICL y reparacion de lesiones. El complejo FANCD2-FANCI monoubiquitinado
recluta a FANCP/SLX4, una proteina de andamiaje que coordina a las endonucleasas
MUS81, SLX1 y FANCQ/XPF para realizar el corte del DNA a ambos lados del ICL,
desenganchandolo. Como consecuencia, se generan dos intermediarios de reparacion en
el DNA: un segmento de hebra sencilla, acompafiado de un aducto de DNA, que seran
reparados a través de sintesis translesion (abreviado como TLS, en la que participa
FANCV/REV7) y reparacién por escision de nucleétidos (abreviado como NER, por sus
siglas en inglés); y una ruptura de doble hebra, que sera reparada por recombinacién
homdloga, un proceso libre de errores en el que participan FANCD1/BRCA2,
FANCN/PALB2, FANCS/BRCA1, FANCJ/BRIP1, FANCO/RAD51C, FANCR/RADS5I,
FANCU/XRCC2 y FANCW/REV3 (Garcia de Teresa et al, 2020; Fiesco-Roa et al, 2022).

Una vez que se cumplen estos pasos, se restaura la actividad de las horquillas y el
dimero FANCD2-FANCI es deubiquitinizado por el complejo USP1-UAF1, liberandolo de la
cromatina y reestableciendo la sintesis de DNA (van Twest et al, 2017).

La perturbacion en la via FA/BRCA conduce a defectos en la recombinacion homdloga,
por lo que las células canalizan la reparacién de las rupturas de doble hebra
preferencialmente hacia vias alternativas, como la unién de extremos no homdlogos
(abreviada como NHEJ, del inglés non-homologous end joining) y potencialmente, la unién
de extremos mediada por micro-homologia. Ambas vias son propensas a errores y tienen un
impacto negativo sobre la integridad gendmica, al propiciar la unién errénea entre
cromatidas no-hermanas (Juarez-Figueroa et al, 2018; Garcia de Teresa et al, 2020; Fiesco-
Roa et al, 2022; Adamo et al, 2010).
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Figura 2. Remocion de ICLs a través de la via FA/BRCA. a. Reconocimiento de la lesién: FANCM forma
parte del complejo ancla con sus proteinas asociadas, y reconoce la convergencia de horquillas de
replicaciéon debido a la presencia de un ICL. b. Reclutamiento del complejo central: el complejo
central, formado por tres “subcomplejos” (AG20, BL100 y CEF), representa el componente “rio arriba”
de la via, y se localiza en el sitio de la lesion. c. Monoubiquitinacién del complejo FANCI-FANCD?2: El
complejo central, por medio de su actividad ubiquitina-ligasa (a través de FANCL), activa al complejo
ID2, y este, a su vez, recluta a las proteinas de la via “rio abajo” de la via. d. Remocién del ICL y
reparacion de lesiones: luego de la activacién del complejo ID2, se reclutan endonucleasas para cortar
al DNA y “desenganchar” el ICL, generdndose dos intermediarios: el primero contiene un segmento
de DNA de una sola hebra y un aducto unido a la hebra opuesta de DNA, que seran reparados por
sintesis traslesién (TLS) y reparacion por escision de nucledtidos (NER), respectivamente; y el
segundo, que presenta una ruptura de doble hebra (DSB), que sera reparada por las proteinas “rio
abajo”, a través de recombinacién homadloga (RH).

12



Ademas de la participacion de las proteinas FANC en la remocion de los ICLs, se ha
demostrado que varias de ellas también estan involucradas en el mantenimiento del genoma
de manera independiente a su funcidn candnica en la ruta FA-BRCA. Por ejemplo, FANCA,
FANCB, FANCC, FANCE, FANCG, FANCL, BRCA2, FANCD2 y PALB2 se localizan en el
centrosoma y colaboran en el funcionamiento del aparato mitético (Nalepa et al, 2013).
FANCD2 puede interactuar con la helicasa BLM de forma independiente de FANCI,
promoviendo el reinicio de las horquillas de replicacidn bajo condiciones de estrés replicativo
(Chaudhury et al, 2013). Asimismo, FANCM también actia con BLM para prevenir el
intercambio de cromdatides hermanas y suprimir el alargamiento alternativo de telémeros.
Algunas proteinas FANC participan en procesos citoprotectores que no forman parte de la
DDR, como la defensa ante especies reactivas de oxigeno, homeostasis mitocondrial y
resguardo contra la apoptosis mediada por citocinas pro-inflamatorias (Milletti et al, 2020).

2.6.2 Heterogeneidad genética en la Anemia de Fanconi.

Hasta la fecha, se han identificado 22 genes FANC (FANCA-FANCW) (Tabla 2.2). La AF
resulta de la inactivacién de alguno de estos genes, debido a VP germinales.

2.6.2.1 Espectro de VP en los genes FANC.

La mayoria de las VP en los genes FANC se localizan en FANCA, FANCC y FANCG,
abarcando 85%-90% de los casos reportados (Garcia de Teresa et al, 2020).

Las VP encontradas en FANCA representan = 60%-65% del total reportado en los
pacientes, y comprenden variantes de todos los tipos. FANCA es un gen formado por 43
exones y las VP descritas suelen ser privadas (es decir, sélo se han vinculado a familias
Unicas). Por esta razon, el nimero de variantes reportadas es muy alto, en comparacién con
el numero de pacientes afectados (Castella et al, 2011). Se ha evidenciado que la alta
incidencia de deleciones en el gen estd asociada a la dispersiéon de varios elementos
repetitivos, como tractos de islas CpG, motivos CCTG/CAGG y secuencias Alu. La pérdida de
material gendmico mediada por las secuencias Alu (que pertenecen a los elementos
dispersos cortos moderadamente repetitivos) es producto de eventos de recombinacion
homodloga no alélica entre ellas, debido a su alto grado de identidad y abundancia,
especialmente de las subfamilias AluYy AluSx, que se ubican alrededor del gen y cerca de los
sitios de ruptura (Callén et al, 2004; Flynn et al, 2014). Debido a la alta frecuencia de VP en
FANCA, el cribado molecular en la AF habitualmente inicia con la buisqueda de variantes en
este gen, extendiendo luego el analisis hacia otros genes FANC (Solomon et al, 2015).

Las VP en FANCC comprenden = 12%-14% de los casos de AF. Sin embargo, su
distribucion puede variar dependiendo del grupo étnico, por lo que se ha sugerido que se
encuentra entre 5%-14%. FANCC tiene 14 exones, y la mayoria de las VP reportadas se
concentran entre los exones 1, 4-6 y 13-14. Las dos VP mas frecuentes son FANCC: c.322delG,
asociada a un fenotipo de severidad media, y FANCC: c.456+4A>T, encontrada con alta
prevalencia en judios Ashkenazi, asi como en poblacidn japonesa. Algunas variantes
presentes en pacientes con AF también han sido encontradas en casos esporadicos de cancer
pancreatico (Gordon y Buchwald, 2013).
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Tabla 2. Genes FANC identificados hasta la actualidad. Frecuencia y funciones principales en la via

FA-BRCA.
Amino-
Gen (Alias) Exones A:::jn; Frecuencia Locus Funciones principales
FANCA 43 1455 64% 16q24.3 Complejo central, médulo AG20
FANCB 10 859 2% Xp22.2 Complejo central, médulo BL100
FANCC 15 558 12% 9¢22.32 Complejo central, médulo CEF
FANCD1
(BRCZZ) 27 3418 2% 13g13.1 RH, estabilizacién de horquillas
FANCD2 43 1471 4% 3p25.3 Complejo ID2, TLS, RH.
FANCE 10 536 1% 6p21.31 | Complejo central, médulo CEF
FANCF 1 374 2% 11p14.3 | Complejo central, médulo CEF
FANCG (XRCC9) 14 622 8% 9p13.3 Complejo central, médulo AG20
FANCI 38 1328 1% 15026.1 Eamplejo ID, monoubiquitinado, TLS,
FANCJ o Interaccidon con FANCS, promueve RH e
(BRIP1/BACH1) 20 1249 2% 17923.2 inhibe TLS
FANCL Complejo central, actividad ubiquitina
1 49 2pl6.1
(POG/PHF9) 4 380 0.4% P16 ligasa (E3)
EANCM »3 5048 0.1% 14021.2 ICCoLr;aneJo central, reconocimiento de
FANCN (PALB2) 13 1186 0.7% 16g12.2 RH, estabilizacion de horquillas
(RIZ\ADA{J'Z?I) 9 376 0.1% 17922 RH
FANCP (SLX4) 15 1834 0.5% 16p13.3 Proteina de andamiaje, regulacion de
endonucleasas
(ERZ\IIZ\II;:)%F) 11 916 0.1% 16p13.12 | NER, endonucleasa
FANCR 10 340 0.1% 15g15.1 |RH
(RAD51)
FANCS (BRCA1) 24 1884 0.1 17921.31 |RH
FANCT (UBE2T) 7 197 <0.1% 1q32.1 CompIEJo central, enzima ubiquitina-
conjugante (E2)
FANCU (XRCC2) 3 280 <0.1% 7q936.1 RH
(MA[ZL\LAZIZ‘?/EVH 11 211 <0.1% 1p36.22 | TLS, actividad polimerasa
(gﬁa/i)g 13 774 <0.1% 16g23.1 RH, actividad ubiquitina transferasa

En esta tabla: Todos los genes FANC presentan un patron de herencia autosémica recesiva, con la
excepcion de FANCB, que es recesiva ligada al X; y FANCR, que es autosémica dominante. La
frecuencia estimada fue tomada de Shahid et al, 2020. ICL: Enlace covalente cruzado, NER: Reparacion
por escision de nucledtidos, RH: Recombinacién homdloga, TLS: Sintesis traslesion.
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FANCG fue el tercer gen FANC en ser identificado. Las VP en este gen representan
aproximadamente 8% de los casos en la AF. Estd compuesto por 14 exones; y la mayoria de
las VP estan localizadas en los exones 3, 10, y 12. No se han reportado deleciones grandes.
Cerca del 20% son variantes que afectan el proceso de corte y empalme. Se encuentra
frecuentemente alterado en pacientes de ascendencia asiatica, procedentes de Japon y
Corea del Sur (Solanki et al, 2016).

Las variantes en FANCB, FANCD1, FANCD2, FANCE y FANCF, representan de manera
combinada cerca del 13% de las VP reportadas. Las VP en FANCB representan 2.2% del total,
y constituyen cerca del 4% de los varones reportados en el Registro Internacional de
pacientes con AF (abreviado como IFAR en inglés). En FANCB no se han reportado variantes
de efecto fundador. La naturaleza de sus VP incluye deleciones y duplicaciones largas (20%-
30%), ademas de variantes puntuales e inserciones/deleciones pequefias; la mayoria
conduce a la produccion de proteinas truncas. Las alteraciones en este gen se asocian a
presentaciones clinicas severas y expectativa de vida baja (Jung et al, 2020). Por otra parte,
las variantes bialélicas en FANCD1 (BRCA2) abarcan menos del 5% de los casos con AF,
mientras que los hallados en FANCS (BRCA1) son muy raros. Aunque se han reportado poco
mas de 50 casos para FANCD1, la mayoria desarrolla cancer de presentacién agresiva. Las
variantes FANCD1:c.3492insT y FANCD1:c.9424C>T han sido encontradas en varios casos, y
muy pocas veces han sido descritas en estado homocigoto. Respecto a FANCS, identificado
en pacientes con AF desde 2015, sélo se han reportado 10 casos, de los cuales 6 son
homocigotos, afectando principalmente el exén 11 (Woodward y Meyer, 2021). En relacion
a FANCE, este gen posee 10 exones, encontrandose variantes de diversos tipos, siendo
practicamente todas sustituciones de un sélo nucledtido. Las VP en FANCF, que estd
constituido por un sélo exén; representan 2%-3% de los casos con AF reportados, siendo la
mayoria puntuales y deleciones pequefias, asociadas a un fenotipo severo (Faivre et al, 2000).

Las VP en los 13 genes FANC restantes
(FANCI, FANCJ, FANCL, FANCM, FANCN, FANCO, FANCP, FANCQ, FANCR, FANCT, FANCU,
FANCV y FANCW) abarcan de manera combinada menos del 5% de los pacientes. Estas VP
abarcan cambios puntuales, inserciones y deleciones pequefias, asi como otras que afectan
el corte y empalme (Dong et al, 2015). De este grupo, recientemente se reportd una variante
de efecto fundador en FANCL (FANCL: ¢.1021_1092del) en 13 pacientes de la India y Pakistdn,
complementando los 9 reportes anteriores (Donovan et al, 2019). En FANCJ, que codifica
para una helicasa, destaca la variante FANCJ: c.2392C>T, ubicada en el exén 17, que conduce
a un codon de terminacion encontrado en 40 de los 58 individuos descritos. Es importante
sefialar que algunas caracteristicas clasicamente descritas en la AF, como la FM vy la
predisposicidn a leucemia, no han sido reportadas en pacientes con VP en FANCO, FANCR y
FANCS, por lo que algunos autores han sugerido que sean considerados como FA-like. En este
grupo suele incluirse a FANCM, ya que el Unico paciente descrito también tenia VP bialélicas
en FANCA (Ceccaldi et al, 2016).
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2.6.2.2 Variantes patogénicas con efecto fundador.

A pesar de que la AF se considera como una enfermedad rara, la frecuencia de
individuos portadores es mucho mayor en ciertas poblaciones. La existencia de grupos
étnicos en los que se concentra una gran cantidad de individuos con AF apoya la presencia
de un efecto fundador, que se presenta cuando en los descendientes de un pequefio grupo
de ancestros colonizadores, se amplifican las frecuencias de los alelos afectados, debido a la
reducida diversidad genética inicial (Peake y Noguchi, 2022).

Multiples VP con efecto fundador en los genes FANC se han reportado en la literatura,
lo cual explica la alta incidencia de la enfermedad en varios grupos étnicos a nivel mundial.
Por ejemplo, la frecuencia de portadores de AF en la poblacidon judia Ashkenazi es de 1 en 89.
La variante fundadora en este grupo es FANCC: c.456+4A>T (Whitney et al, 1993), la cual
muestra un fenotipo severo, con aparicion temprana de compromiso hematoldgico y
anomalias fisicas mayores. Cabe destacar que pacientes japoneses con el mismo cambio
tienen un fenotipo mas leve, y esto puede deberse a diferencias en su fondo genético (Futaki
et al, 2000).

En poblacion Afrikdner, procedente de Sudafrica, la frecuencia de portadores es de 1
en 77. Las variantes de efecto fundador en este grupo incluyen deleciones del exén 12 al 31,
11 al 17 y la puntual c¢.3398delA en FANCA; entre las tres contabilizan aproximadamente el
80% de los casos con AF en esta etnia. Se piensa que estas VP tienen su origen en los
individuos Afrikaneres descendientes de los asentamientos de la compaiiia holandesa del
Este de la India, que incluian holandeses, alemanes y franceses protestantes hugonotes,
durante el siglo XVII (Feben et al, 2017). Otras poblaciones en las que se han encontrado VP
de este tipo incluyen marroquies (FANCA: c.2172-2173insG); alemanes (FANCG: c.313G>T),
brasilefios (FANCA: c.3788-3790del) y gitanos espanoles (FANCA: c.295C>T), siendo este
ultimo el que presenta la frecuencia de portadores mas alta a nivel mundial, calculada entre
1:64-1:70 (Peake y Noguchi, 2022).

2.7 CARACTERIZACION MOLECULAR DE VARIANTES PATOGENICAS EN LA ANEMIA
DE FANCONI.

Una vez que se establece el diagndstico citogenético de la AF, se debe continuar con
la caracterizacién molecular, a fin de detectar el gen FANC afectado, asi como el tipo de VP
presente en el paciente (Aurbach, 2009). La gran heterogeneidad genética de la AF dificulta
la implementacién de técnicas de deteccidn cldsicamente utilizadas en otro tipo de
enfermedades de herencia mendeliana. En el pasado este proceso se lograba a través de la
secuenciacion Sanger de genes candidatos, frecuentemente realizada luego de estudios de
complementacién, en los que se sub-tipificaba a los pacientes a través de vectores
retrovirales. También era habitual el uso de la cromatografia liquida de alta resolucién a
partir de zonas codificantes, amplificadas por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
asi como la discriminacién del complejo de la via FA-BRCA alterado, al evaluar Ia
monoubiquitinacion de FANCD2-FANCI por inmunotransferencia (Ameziane et al, 2008;
Bogliolo et al, 2020). No obstante, con el descubrimiento sucesivo de nuevos genes FANC, en
poco tiempo estas metodologias fueron desplazadas por otras estrategias de
genotipificacion, con la capacidad para analizar numerosos genes de manera simultanea. Hoy
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en dia, el estudio de variantes en el DNA de los pacientes incluye la busqueda de cambios
puntuales, deleciones e inserciones pequefas a través de secuenciaciéon de nueva generacién
(SNG), asi como la exploracion de variantes en el nimero de copias (abreviada como CNV,
del inglés Copy Number Variants), a fin de identificar deleciones, duplicaciones o inserciones
grandes, utilizando diversas técnicas, como la hibridacién gendmica comparativa,
microarreglos de DNA, amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples (MLPA), o
analisis de CNV a partir de datos de SNG (Auerbach, 2015; Sroka et al, 2020; Torres et al,
2023).

La SNG ha resultado especialmente Util en la AF para la descripcién de variantes en
genes FANC de frecuencia muy baja, como los descritos mas recientemente (Bogliolo et al,
2020). Actualmente, la Guia de Atencidn Clinica de pacientes con AF sefiala que la SNG debe
utilizarse como parte del proceso de obtencién del genotipo, seleccionando un panel de
genes en una primera etapa, apelando a la secuenciacion de exoma en caso de resultados
negativos por panel. La seleccion del panel puede ser personalizada (eleccidon de genes a
estudiar) o a partir de la disponibilidad comercial (por ejemplo, algunos paneles que abarcan
diversos sindromes de falla medular, incluyen algunos genes FANC) (Sroka et al, 2020). Es
importante mencionar que los datos generados a partir de estas plataformas ameritan un
analisis bioinformatico especifico para la busqueda de variantes, de acuerdo a criterios
internacionales (Roy et al, 2018).

Independientemente de la metodologia utilizada, una vez que la variante candidata
se localiza, el siguiente paso implica la asignacion del grado de patogenicidad. El sistema mas
utilizado para esta tarea proviene de las recomendaciones sugeridas por el Colegio
Americano de Genética Médica y la Asociacion de Patologia Molecular (ACMG-AMP, por sus
siglas en inglés). De acuerdo a estos lineamientos, las variantes se clasifican en cinco
categorias: benignas, probablemente benignas, variantes de significado incierto (VUS, por sus
siglas en inglés), probablemente patogénicas y patogénicas (Richards et al, 2016). En 1998 se
cred una base de datos de variantes encontradas en pacientes con AF, como parte de un
esfuerzo cooperativo para acelerar el acceso a esta informacién (Fanconi Anemia Mutation
Database, https://www?2.rockefeller.edu/fanconi/ ).

2.8 APROXIMACIONES A LA CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO EN LA ANEMIA DE
FANCONI.

Se ha intentado agrupar diversas caracteristicas fenotipicas de los pacientes con AF
en relacion a determinados genes FANC, pero este ejercicio ha resultado complejo, debido a
que varios de estos rasgos son comunes entre individuos con diverso genotipo. En ocasiones,
dicha informacién esta basada en un nimero limitado de casos, en los que ademas se pueden
reportar datos atipicos con respecto a la presentacién clasica de la enfermedad (Neveling et
al, 2008). Sin embargo, estas asociaciones se han beneficiado del mejoramiento de las
técnicas de genotipificacidn y de la busqueda de nuevas formas de realizar la caracterizacion
fenotipica, a partir de un abordaje clinico mas detallado. El conocimiento de un gen o una
variante especifica en la AF es fundamental para el establecimiento de riesgos y opciones
terapéuticas (Sroka et al, 2020). Recientemente se publicé una revision de las posibles
correlaciones genotipo-fenotipo fisico en la AF, a partir de reportes de casos publicados entre
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1982 hasta 2017. En este andlisis, en el que se incluyen mds 1000 casos, sobresale la falta de
descripcidon de anomalias en el fenotipo en = 50% de los pacientes (Fiesco-Roa et al, 2019).

Sin embargo, de este estudio se extraen varias conclusiones relevantes:

a. Aquellos casos en los que se reporté al menos una anomalia (de cualquier tipo,
> 80%) frecuentemente tenian VP en FANCB, FANCD1, FANCD2, FANCI, FANC] y
FANCN. Notese que, de estos, solo FANCB forma parte de la via “rio arriba”.

b. Los individuos afectados por VP en FANCB presentan con mayor frecuencia,
asociacién con VACTERL-H (=80%), seguidos de FANC/ (=40%), en contraste con los
casos con genotipo FANCA y FANCG, que presentan las frecuencias mas bajas. Este
fenotipo es mas comun en pacientes con variantes nulas.

C. Los individuos afectados con VP en FANCD2 y FANCI presentan mayor
correspondencia con el acrénimo PHENOS (24% en ambos casos), mientras que este
fenotipo es raro en aquellos afectados en FANCA y FANCC.

d. Una alta proporciéon de pacientes con variantes nulas en FANCA y FANCB
presentd al menos una anomalia, en comparacion con los casos con variantes
hipomorficas.

e. Pacientes con variantes nulas en estado homocigoto, o hemicigotos, tienen
una mayor probabilidad de presentar alguna anomalia, que aquellos con variantes
hipomérficas, independientemente de su localizacion en la via.

Las correlaciones con las alteraciones hematoldgicas y la predisposicion a cancer han
sido mas dificiles de establecer, debido a la discrepancia existente en las observaciones
recabadas en diferentes cohortes de pacientes. Por ejemplo, un estudio de casos
correlacioné el desarrollo temprano de anemia y leucemias con VP nulas en estado
homocigoto en FANCA; sin embargo, otros grupos no encontraron dicha asociacion (Faivre et
al, 2000; Castella et al, 2011). También se han descrito hallazgos discordantes con respecto a
la FM y la supervivencia, cuando se compararon casos con alteraciones en FANCA y FANCG,
con relacién a FANCC (Faivre et al, 2000; Kutler et al, 2003). Un estudio posterior, realizado
en 181 pacientes, concluyd que las malformaciones del eje radial y las anomalias congénitas
descritas en el acrénimo CABs (del inglés congenital abnormality score) pueden considerarse
como factores de riesgo para la evolucién de la FM. Dicho riesgo, que fue dividido entre alto
y bajo, fue significativamente mayor para pacientes con genotipo FANCG y FANCC,
comparados con FANCA (Rosenberg et al, 2003).

Se han encontrado asociaciones mas robustas en otros genes, como el riesgo elevado
de desarrollo temprano de neoplasias en pacientes con VP en FANCD1 (BRCA2) y FANCN
(PALB2) (Alter et al, 2007; Reid et al, 2007). Por ultimo, es necesario recordar que algunos
genes FANC son de reciente descubrimiento, y estan representados por pocas familias, por
lo que se consideran extremadamente raros, de manera que una correlacién con el fenotipo
podria resultar sesgada (Neveling et al, 2008). Cada vez es mas frecuente el estudio de
variables mas integrativas, como la correlacion del fenotipo con la estructura de la via FA-
BRCA, con la localizacién en regiones exdnicas o con VP especificas (Fiesco-Roa et al, 2019;
Altintas et al, 2022).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La presente investigacidn busca conocer cual es la distribucién de las VP en los genes
FANC en un grupo de pacientes mexicanos con AF y qué relacidn tienen con respecto a la
presentacién de algunas caracteristicas fisicas y hematoldgicas. Consideramos que este
analisis es necesario, debido a que la mayor parte de nuestro conocimiento respecto al
espectro genético y las caracteristicas clinicas en la AF proviene de otras poblaciones,
principalmente europeas y occidentales, pero no se ha determinado cual podria ser la
representacion en el pais. De igual manera, se desconoce si las asociaciones establecidas se
mantienen o son diferentes a las reportadas, sobre todo considerando la ancestria y
diversidad poblacional en Meéxico. Por otra parte, los antecedentes sefialan que
aproximadamente en la mitad de los casos no se ha establecido la correlacion genotipo-
fenotipo fisico en la AF, mientras que su efecto sobre las alteraciones hematoldgicas requiere
de mayor precision, por lo que la busqueda de estas asociaciones es relevante para evaluar
su potencial sobre la sospecha clinica y su manejo terapéutico.

Asimismo, aunque la pérdida de funcionalidad de la via FA-BRCA ha sido estudiada de
forma amplia en tejido hematopoyético, en especial en modelos in vitro, existen pocos
reportes que evaluen el efecto del genotipo sobre la progresién de la falla medular y las
alteraciones en la proliferacién de las CTPH derivadas de los pacientes, motivo por el cual
constituyen una oportunidad valiosa para comprender mejor los efectos de las VP sobre la
regulacion de las células sanguineas en respuesta al dafio genémico.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢El tipo de VP y el gen FANC afectado, estan relacionados con las alteraciones del
fenotipo clinico y celular, en pacientes con Anemia de Fanconi?
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5. JUSTIFICACION.

De acuerdo a la mas reciente Guia de Atencion Clinica para pacientes con AF, una vez
que se obtiene el diagndstico citogenético, se debe continuar con el abordaje molecular, con
el propdsito de identificar la variante causal de la enfermedad. La obtencidn del genotipo en
cada caso permite no sélo brindar asesoramiento genético preciso a las familias, sino también
identificar posibles donadores de CTPH, ademas de aportar hallazgos indispensables para
integrar correlaciones genotipo-fenotipo.

Existen varios ejemplos en la literatura que describen la distribucion de VP en los
genes FANC en diversas poblaciones, a partir de la cual se saben las frecuencias reportadas a
nivel mundial. Desafortunadamente, esta informacién permanece desconocida en los
pacientes con AF en México. Esta situacidon impide investigar si la heterogeneidad genética
tan caracteristica de la enfermedad se replica en nuestra poblacién, o si existen algunas VP
predominantes en el pais. Esto a su vez representa un obstaculo que impacta negativamente
el abordaje terapéutico, considerando las manifestaciones fisicas y hematoldgicas de la AF.

La existencia de pocos reportes de casos en México pone en contexto la necesidad de
una estrategia que optimice la inclusion del mayor nimero de pacientes posible, y sugiere la
exploracién de alternativas metodoldgicas centradas en facilitar la busqueda y andlisis de VP
en los genes FANC. La implementacion de estas acciones contribuira significativamente a
comprender el espectro y frecuencia de VP de genes FANC en los pacientes con AF en México
y de forma paralela, a mejorar el enfoque de diagndstico, prondstico y terapéutico de los
afectados. La factibilidad del estudio esta respaldada por el hecho de que serd realizado en
un centro de referencia nacional, con una experiencia dilatada en el diagndstico e
investigacion tanto clinica como basica en AF. Los resultados de esta investigacion podran ser
utilizados para planificar estrategias de genotipificacion mas eficaces en México, al estar
centradas en la casuistica derivada del pais, asi como para enriquecer y profundizar el debate
sobre los diversos rasgos fenotipicos encontrado en los pacientes.

6. HIPOTESIS.

La frecuencia de las VP en los genes FANC para la poblacién mexicana, no difiere de
las frecuencias reportadas en la literatura. El fenotipo clinico de los pacientes AF, asi como el
fenotipo celular de sus CTPH, varian dependiendo del tipo y localizacién de las variantes
encontradas.
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7. OBJETIVOS.

7.1 General

Identificar y caracterizar variantes patogénicas en los genes FANC, en un grupo de

pacientes mexicanos con Anemia de Fanconiy realizar una correlacion genotipo-fenotipo.

=

7.2 Especificos.

Determinar el tipo y localizacidon de las variantes patogénicas en los genes de la via
FA/BRCA en pacientes mexicanos que acudan al INP en un lapso de 4 afios (junio de 2018-
junio de 2022).

Caracterizar la patogenicidad de las variantes encontradas sobre sus productos proteicos
mediante andlisis bioinformatico.

Correlacionar el tipo y localizacién de las variantes patogénicas encontradas con las
caracteristicas fisicas y hematoldgicas de los pacientes.

Correlacionar el tipo y localizacién de las variantes encontradas con la cantidad y nivel
de dafo en el DNA en células CD34+.
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8. METODOLOGIA.

8.1 Disefio del estudio.

a) Finalidad del estudio: Descriptivo.

b) Secuencia temporal: Transversal.

c) Control de asignacion de los hechos: Observacional.

d) Inicio del estudio en relacién con la cronologia de los hechos: Prospectivo.

8.2 Poblacion de estudio.

Pacientes en edad pediatrica con diagndstico de AF que hayan decidido a participar
en el estudio, desde octubre de 2018 hasta octubre de 2022.

8.2.1 Criterios de inclusion.

-Individuos de nacionalidad mexicana, con diagndstico clinico y citogenético
(realizado mediante la induccién de aberraciones cromosdmicas con DEB) de AF, de cualquier
sexo.

-Firma de carta de consentimiento informado para participar en el estudio.

8.2.2 Criterios de exclusion.

-Pacientes que hubiesen recibido transfusiones durante los tres meses previos al
momento de la solicitud de participacion en el estudio.

-Pacientes que hubiesen decidido retirarse del estudio.

8.3 Disefio experimental.

Durante el desarrollo del proyecto, cada uno de los pacientes debia llenar una hoja
de captacion de datos clinicos, y se firmaron las cartas de consentimiento aprobadas por el
Comité de Etica del Instituto Nacional de Pediatria.

8.3.1 Estrategia de genotipificacidn.

Luego de la obtencidn de las muestras de DNA de los pacientes, a partir de 2-3 ml de
sangre periférica, se procedid a la busqueda de deleciones grandes en FANCA, a través de la
técnica de amplificacién de sondas multiple dependiente de ligacién (MLPA), debido a que
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este tipo de variante se ha reportado en una proporcion elevada en este gen (25%-30 %), y
puede involucrar la pérdida de uno, varios exones, o el gen completo.

Posteriormente, para pacientes que no tuviesen deleciones en FANCA, o que se
hubiesen encontrado en un sélo alelo, continuamos la genotipificacion a través de SNG,
utilizando un panel dirigido, conformado por los 16 genes FANC mas frecuentemente
afectados, a fin de detectar VP puntuales o pequeiias.

En caso de que el panel resultase negativo, se continud la genotipificacion por SNG de
exoma completo. Si aun no se obtuviese el genotipo por esta via, se buscaron CNVs a través
de MLPA en los genes FANCB, FANCD2 y FANCN. Llegado a este punto se esperaba obtener
el genotipo de la mayoria de los pacientes estudiados (ver Figura 3).

Si todavia hubiese pacientes sin genotipificar, el método de tamizaje seleccionado
fueron los microarreglos de alta resolucion, que constan de marcadores a lo largo del genoma
para polimorfismos de un sdélo nucleétido y para CNVs, a fin de buscar grandes deleciones o
duplicaciones en los genes FANC, asi como detectar tramos largos contiguos de
homocigocidad, indicativos de la presencia de alelos homocigotos ininterrumpidos con
numero de copias neutro (set diploide).

Una vez finalizado el proceso de genotipificacién, se procedié a la busqueda de
posibles correlaciones genotipo-fenotipo, partiendo de los datos proporcionados durante la
captacion de datos y su historia clinica.

8.3.2 Estudio de células troncales y progenitoras hematopoyéticas (CTPH).

En aquellos pacientes en los que fue posible obtener muestras de médula dsea y
sangre periférica de manera simultanea, se aislaron células mononucleares y se
seleccionaron las CTPH a través del marcador de superficie CD34, a fin de evaluar su
abundancia en ambos tejidos. El dafio genédmico en esta poblacion celular se corrobord a
través de la evaluacidén de la variante de histonas yH2AX, ya que es indicador de dafio
ocasionado por rupturas de doble hebra. La deteccién de los marcajes mencionados se
realizd a través de citometria de flujo.

23



Muestra ;| Obtencién
de sp % deDNA

____________ -
| |
[ 1. MLPA |
I FANCA | TN
: Te—— : B Escenario 1. Sin alelos alterados.
| I Accidn: Siguiente técnica.
: 2. SNG-Panel : — J
16 genes FANC I

| Sec. Sanger : O B °
| | validacion de vp | Escenario 2. Un alelo alterado®.
: 3. SNG-Exoma | - Accion: Siguiente técnica, hasta
| — — : T encontrar el segundo alelo
I I B 0 alterado.

|

4. MLPA

|
| FANCB, FANCD2, : \ D— /
| FANCN |
|
| : 0 B 0 Escenario 3. Ambos alelos
: 5. Microarreglos | alterados.
| CNV/LSCH :
| —— |

_ *Para los pacientes masculinos con variantes patogénicas en FANCB (herencia recesiva ligada al X) y
de cualquier sexo con variantes patogénicas en FANCR (herencia autosdmica dominante), se espera

Genotipo del un solo alelo afectado.
paciente con AF |

Figura 3. Algoritmo para el diagndstico molecular del paciente con Anemia de Fanconi. A. Secuencia de
metodologias utilizadas para obtener el genotipo del paciente con Anemia de Fanconi (AF): luego de la
obtencidn de DNA gendmico a partir de una muestra de sangre periférica, la genotipificacion inicia utilizando
la técnica de amplificacion de sondas multiple dependiente de ligacion (MLPA) para el gen FANCA.
Posteriormente; se emplean estrategias de secuenciacién de nueva generacién (SNG), a través del uso de un
panel dirigido y de exoma, para la buisqueda de variantes puntuales o deleciones pequeiias en los genes FANC.
Si aun no se ha determinado la(s) variante(s) responsable(s), el analisis prosigue con el uso de MLPA para los
genes FANCB, FANCD2 y FANCN; y posteriormente mediante microarreglos de alta densidad, para la blisqueda
de variantes en el nimero de copias (CNV) y de tramos largos y contiguos de homocigocidad (LCSH). B.
Criterios de progresion durante el proceso de genotipificacién: para cada una de las técnicas utilizadas,
existen tres resultados posibles (escenarios): que no se identifique ninguno de los alelos alterados (definidos
en la fugura como A o B) (escenario 1); que los alelos alterados se identifiquen por técnicas separadas
(escenario 2, con la excepcidon de FANCB o FANCR), o que las alteraciones en ambos alelos se determinen con
la misma técnica (escenario 3).
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8.4 Técnicas empleadas.

8.4.1. Obtencidn de DNA gendmico.

El DNA gendmico (DNAg) de cada paciente se obtuvo a partir de 3 ml de sangre
periférica con anticoagulante (EDTA), utilizando la metodologia sugerida por el estuche
Gentra Puregene Kit (Qiagen, Venlo, Limburg, NL, USA), con pequeiias modificaciones.
Brevemente, un volumen de muestra se transfiere a un tubo cénico de microcentrifuga de
15 ml, y se incuba con 3 voliumenes de solucion de lisis de rojos, durante 10 minutos a 37°C.
Posteriormente, este tubo se centrifuga a 2000 fuerza centrifuga relativa (FCR) durante 10
minutos, se descarta el sobrenadante y se obtiene el botdn de células mononucleares (CMN).
En caso de que la muestra conserve glébulos rojos, se repite el paso de lisis una vez mas,
respetando la proporcién de volimenes. Al botén de CMN se le afladen 2 ml de solucién de
lisis de globulos blancos, luego se aplica vortex durante 20 segundos, a temperatura
ambiente. Esta mezcla se incuba con 15 pL de RNAsa A (4 mg/ml) a 37°C durante 30 minutos,
se enfria en hielo durante 5 minutos y luego se adicionan 15 plL de Proteinasa K (20 mg/ml),
a 55°C durante 30 minutos. Posteriormente, el tubo se enfria durante 5 minutos en hielo, y
luego se afiade 1 ml de solucidn precipitadora de proteinas, se incuba en hielo por 15 minutos
y se centrifuga a 2000 x FCR durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se transfiere
a un tubo cdnico, al que se agrega el mismo volumen de isopropanol. Al agitar esta mezcla
por inversién (50 veces, aproximadamente), se observa el DNAg como un hilo blanquecino.
Para separar el DNAg, el tubo se centrifuga a 2000 x FCR durante 5 minutos, se remueve el
sobrenadante y se conservan aproximadamente 300 uL, que se transfieren junto con el
sedimento a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. El DNAg se lava dos veces con etanol al
70%, para luego dejarlo secar en un termobloque a 55°C, hasta eliminar el liquido remanente.
Este boton se resuspende en 50 pL de amortiguador Tris-EDTA de baja concentracion (Tris-
HCl 10 mM (pH 8.0) + EDTA 0.1 mM) al menos durante 24 horas.

La cantidad y pureza del DNAg se evalud en un espectrofotometro Nanodrop TM
ND1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE). Las diluciones requeridas para los
ensayos de SNG, se cuantificaron en un fluorémetro Qubit 4 TM (Thermo Fisher Scientific,
EE. UU). La integridad de las muestras se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa
estandar al 1%, teiido con Bromuro de Etidio, en amortiguador Tris-Acetato-EDTA 1X.

8.4.2. Técnicas para la deteccion de variantes.
8.4.2.1 Amplificacion de sondas multiple dependiente de ligaciéon (MLPA).

Para esta técnica se siguid el protocolo sugerido por el fabricante (MLPA General
Protocol (One tube), MDP-v005, MRC Holland). Se utilizaron las mezclas de sondas SALSA
correspondientes para la deteccion de CNVs para cada gen de interés (ver Tabla 8.1). Antes
de comenzar, las muestras de DNAg en cada ensayo se diluyeron hasta una concentracién
final de 16ng/uL-18ng/uL, para obtener 80ng-90ng totales en 5 puL. En cada corrida se
incorporaron entre 8-10 muestras de pacientes, y se adicionaron 4 muestras de referencia
(DNA masculino y DNA femenino de individuos sanos, mezcla sin DNA y control positivo) (Ver
Tabla 8.1).
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Tabla 3. Caracteristicas de los estuches de MLPA.

Gen evaluado Mezcla de sondas Version de lote
FANCA P031/P032 B2, B3
FANCB P113 B1

FANCD2-FANCN P0O57 B2

La metodologia de MLPA consta basicamente de 6 pasos. Brevemente, las muestras
de DNAg (5 ul) se desnaturalizan durante 5 minutos a 98°C. Luego, se agregan 3 ul de la
mezcla de sondas a hibridar (1,5 pl de mezcla de sondas SALSA + 1,5 pl del tampdn
amortiguador de MLPA) por muestra de DNA. Después, los tubos se colocan durante 1 minuto
a 95°C y se incuban durante 16 horas a 60°C. Transcurrida la hibridacion, se disminuye la
temperatura a 54°C y se agregan 32 ul de la mezcla de ligacidn, a la misma temperatura
durante 15 min. Para inactivar la Ligasa 65, la mezcla se calienta durante 5 minutos a 98 °C.
Posteriormente, los tubos se enfrian a temperatura ambiente y se anaden 10 pl de mezcla de
polimerasa. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se inicia utilizando el programa
sugerido (95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto, durante 35
ciclos), con una amplificacion final a 72°C por 20 minutos. Los tubos se protegen de la luz
hasta la electroforesis capilar.

Para discriminar el tamano de los productos de PCR, se utilizd un instrumento de
electroforesis capilar Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), agregando como marcador de peso molecular el GeneScan TM 500 LIZ. Los
archivos de esta separacién se analizaron con el programa Coffalyzer (MRC Holland,
https://www.mrcholland.com/technology/software/coffalyser-net), siguiendo las
sugerencias del programa para la determinacion del nimero de copias y los valores de
coeficiente de dosis, obtenidos luego de la normalizacién y contraste de las sefales de las
muestras de referencia y las muestras de los pacientes, para cada sonda evaluada (ver Figura
4).
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Figura 4. Descripcion de la técnica de MLPA para la deteccion de CNVs. A. Durante la fase inicial, la
muestra de DNA se desnaturaliza, y se mezcla con un conjunto de sondas especificas (paso de
hibridacién). Cada sonda de MLPA consta de dos oligonucledtidos (paso 2), los cuales deben
hibridarse con secuencias diana contiguas para poder ser ligados entre si y formar una sonda Unica
(paso 3). Posteriormente, durante la PCR, todas las sondas ligadas son amplificadas simultdneamente
usando el mismo par de cebadores, que tienen acoplado un fluorocromo (paso 4) B. Electroforesis
capilar y cuantificacion relativa: Al comparar la altura relativa de cada uno de los picos generados por
las sondas (proporcional a la intensidad de fluorescencia) entre una muestra problema (parte derecha
de la figura) con los de las muestras de referencia (parte izquierda de la figura, seccién superior), se
observa una disminucion de dos sondas en la muestra problema (circulos rojos). En la parte inferior
de la figura se visualizan las relaciones de las sondas de la muestra problema (parte derecha)
normalizadas con las muestras de referencia (parte izquierda), y ordenadas de acuerdo a su
localizacién cromosdmica (en el programa Coffalyzer.net).

8.4.2.2 Secuenciacion de nueva generacion (SNG).
8.4.2.2.1 Panel de SNG.

El disefio in silico de los oligonuclétidos especificos para 16 genes FANC (FANCA,
FANCB, FANCC, FANCD1/BRCA2, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCI/BRIP1,
FANCL, FANCM, FANCN/PALB2, FANCO/RAD51C, FANCP/SLX4 y FANCQ/ERCC4) se realizd con
la aplicacion web SureDesign (Agilent Technologies). Se establecieron como pardmetros la
cobertura del 99,5% de los exones codificantes de estos genes mas 50 pb de sus regiones
intrénicas 5 y 3’ flanqueantes. Esta plataforma es compatible con el sistema de
enriquecimiento HaloPlex (Agilent Technologies Inc., 2013, Waghdausel-Wiesental, Alemania),
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que se utilizd para la digestion del DNA (a partir de 225 ng), la sintesis de bibliotecas y la
amplificacion por PCR de los fragmentos seleccionados. La SNG se llevo a cabo de acuerdo al
método de secuenciacion por sintesis con terminadores reversibles desarrollado por Illumina,
obteniéndose fragmentos de 150 pb leidos desde ambos extremos (paired-end sequencing)
en un equipo MiSeq (lllumina Inc, San Diego, CA, USA).

8.4.2.2.2 Secuenciacién de exones (Exoma).

Para esta etapa de SNG, las muestras fueron enviadas a un servicio externo
(Novogene Co, LTD, Beijing, China). La amplificacidn de las regiones exdnicas se realizé con el
estuche SureSelect Human All Exon + UTR, V6 (Agilent Technologies Inc., 2013, Waghausel-
Wiesental, Alemania), con el que se capturan ~50 Mb del genoma humano, a partir de 200
ng de DNA. El método de secuenciacidn utilizado también se fundamenta en el mismo
principio (secuenciacion por sintesis, paired-end) descrito en la seccidén anterior, en un equipo
HiSeq 2000 (lllumina Inc, San Diego, CA, USA).

8.4.2.2.3 Andlisis bioinformatico.

El flujo bioinformatico (pipeline) para el lamado de variantes se realizé de acuerdo a
la guia de buenas practicas recomendadas por GATK (Genome Analysis Toolkit) (DePristo et
al., 2011; Van der Auwera et al., 2013). Brevemente, los archivos recibidos (en formato .fastq)
se procesaron en un sistema operativo Linux, de acuerdo a los pasos que se sefalan a
continuacién (los programas empleados se sefalan en paréntesis):

a. Revision de la calidad de las lecturas de secuencia (FastQC).

b. Filtrado de bases de mala calidad y remocién de adaptadores (Trimmomatic).

c. Alineamiento y mapeo de las lecturas filtradas (alineaciéon de Burrows-Wheeler
(BWA-MEM), usando las referencias para genoma humano que se encuentran en bases de
datos como UCSC o Ensembl).

d. Transformacién de archivos SAM en formato BAM y marcaje de duplicados
(Samtools y Picard).

e. Inspeccion de la calidad del mapeo (revisién de archivos BAM) (Qualimap).

f. Obtencién del archivo de Illamado de variantes (VCF), en modo gVCF
(genotipificacion conjunta).

g. Anotacién de variantes (VEP y SnpEff). Las variantes se describieron de acuerdo a
las pautas de nomenclatura de la Human Genome Variation Society (HGVS) (den Dunnen et
al., 2016).

En el caso de la lecturas derivadas del panel, las regiones codificantes fueron filtradas
a través de un archivo .BED (del inglés Browser Extensible Data), generado a partir de las
coordenadas de los genes FANC en la versidn hgl9 del genoma humano, en la plataforma
UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables).
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8.4.2.2.4 Validacion de variantes.

En los pacientes en los que se encontrd una variante con potencial patogénico por
SNG, ya sea por panel o mediante exoma, estas se validaron a través de secuenciacion de
Sanger. Para ello, se disefiaron oligonucleétidos de 18-23 nucledétidos, para la sintesis de
productos de PCR punto final de 250-300 pb. Las condiciones de reaccién, asi como el
programa de amplificacion, se muestran en la Tabla 4 y Tabla 5. Cada producto se corroboré
por electroforesis en gel de agarosa al 2%. Los productos se purificaron con el estuche
Qiaquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Venlo, Limburg, NL, EE. UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la secuenciacion, se utilizo el estuche Big Dye Terminator
Kit, en un equipo ABI Genetic Analyzer 3130 (Applied BioSystems, Foster City, EE.UU.). Los
electroferogramas se analizaron en el programa Chromas v2.6.6
(www.technelysium.com.au), comparando las secuencias obtenidas con las de referencia, a
través de la herramienta web BLAST/BLAT.

Tabla 4. Condiciones de reaccidn para PCR.

Reactivos Concentracion | Concentraciéon | Volumen final
inicial final
Agua libre de nucleasas - - Hasta 25 pL
Tampodn de reaccidn 10X 1X 2.5
Cloruro de Magnesio 25 mM 1.5mM 1.5
Mezcla de dinucledtidos 10 mM c/u 200 um 0.5
Oligo “Sentido” 10 mMm 0.25 uM 0.625
Oligo “Anti-sentido” 10 mMm 0.25 uM 0.625
Enzima Taq Polimerasa 5U/uL 0.75U 0.1875
DNA gendmico 120-150 ng

Tabla 5. Programa de amplificacion.

Pasos Temperaturas Tiempo
Desnaturalizacidn 95°C 5 minutos
Fase de PCR 95°C 25 segundos

55°C-60°C (*) | 35 ciclos 30 segundos

72°C 30 segundos (*)
Extension final 72°C 7 minutos
Mantenimiento 4°C 0

(*) Dependiente de las condiciones de cada amplicon.
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8.4.2.3 Secuenciacion de Sanger dirigida.

En caso de sospechar que la variante causal de la AF en los pacientes estuviese
asociada a un efecto fundador previamente reportado, el abordaje molecular se realizé por
Secuenciacién de Sanger dirigida. La metodologia fue la misma que la descrita en la seccién
8.4.2.2.4, considerando la localizacion geografica e historia demografica de los grupos étnicos
a los que pertenecian los pacientes con AF estudiados.

8.4.2.4 Uso de microarreglos de alta densidad.

Para el estudio de DNAg mediante microarreglos, se utilizaron los soportes
CytoScan750K (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE. UU.); que proporcionan cobertura de todo el
genoma, e incluyen 550,000 marcadores para la deteccién de CNVs y 200,436 sondas para
SNVs. La digestion, ligacion, amplificacién por PCR, fragmentacién, etiquetado,
desnaturalizacion e hibridacién del DNA en el microarreglo, se realizd6 de acuerdo a la
metodologia proporcionada por el fabricante.

Luego, los microarreglos se tifieron y lavaron en la estacién de fluidos Affymetrix
GeneChip Fluidics Station 450, y se escanearon en un equipo Affymetrix GeneChip Scanner
3000 7G (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE. UU.). Los archivos obtenidos se analizaron con el
programa Chromosome Analysis Suite (ChAS), version 4.1 (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE.
UU.), utilizando como archivos de anotacién los proporcionados en la version NetAffx 33.
Para el andlisis de CNVs, se utilizaron pardmetros de “alta resolucion” (ganancia y pérdidas
en 100Kb con = 50 marcadores (sondas)).

8.4.2.4.1 Determinacion de segmentos largos y contiguos de homocigocidad (LSCH).

Los umbrales minimos para los LCSH en andlisis clinicos generalmente se establecen
entre 3y 10 Mb (Kearney et al., 2011). Los LCSH se visualizaron en el programa ChAS, versidn
4.1. Para LCSH>3Mb, el andlisis se configuré en LOH con recuento de marcadores (sondas) =
50, y para LCSH>5Mb se establecid en recuento de marcadores = 50. En caso de sospecharse
de la presencia de un haplotipo dentro de una LSCH compartida entre pacientes, se
seleccionaron y filtraron los marcadores considerando su configuracién alélica, para usarlos
en el médulo LDhap de la plataforma LDlink (http://analysistools.nci.nih.gov/LDlink/), a fin
de calcular la frecuencia de haplotipos especificos.

8.4.2.4.2 Determinacion global de ancestria.

Este analisis se realizd en aquellos casos en los que se precisaba indagar sobre el
posible origen étnico de pacientes con una variante previamente no reportada, en los que se
sospecho la presencia de un efecto fundador. Para ello, los archivos. CEL procedentes de los
microarreglos fueron estudiados en el programa ChAS (versién 4.1), para obtener la
configuracion de genotipos para cada marcador de SNV, a través del algoritmo BRLMM-P-
plus. Para contrastar esta informacion con datos de microarreglos de alta densidad de
Affymetrix ubicados en el repositorio del Proyecto de los 1000 Genomas (1KGP,
https://www.internationalgenome.org/), se utilizé el programa PLINK, versién 1.9
(https://zzz.bwh.harvard.edu/plink/download.shtml/). Los SNVs no coincidentes o
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discordantes fueron filtrados y removidos. Finalmente, la inferencia de la ancestria global de
la poblacién mexicana se realizé a través de un enfoque de mdaxima verosimilitud, con el
programa ADMIXTURE (Alexander et al, 2009), a partir de 3 componentes ancestrales. Para
este andlisis, las frecuencias genotipicas de las poblaciones de Europa del Norte de Utah
(CEU), Yoruba (YRI) y de Nativos Americanos (NAT), reportadas en el 1KGP, se consideraron
como parentales de referencia. Para minimizar el efecto de la estratificacion poblacional, se
consideraron 345 variantes de nucleétido Unico, previamente descritas como marcadores
informativos de ancestria (Barbosa et al, 2017).

8.5 Determinacion de patogenicidad de variantes candidatas.

La clasificaciéon de las variantes candidatas se realizd de acuerdo a los criterios
sugeridos por la guia de la ACMG-AMP (Richards et al, 2015). Los criterios para la clasificacion
de variantes en esta guia permiten agrupar a las mismas en cinco clases: benignas,
probablemente benignas, variantes de significado incierto, probablemente patogénicas y
patogénicas. Para realizar este ejercicio se utilizaron dos herramientas integrativas en linea:
Varsome (https://varsome.com/) y Franklin Genoox (https://franklin.genoox.com/clinical-
db/home). A través de ellas se pueden consultar datos importantes como frecuencias alélicas
por poblacion para un determinado cambio, si dicha variante ha sido reportada previamente,
entre otras. Adicionalmente, se analizaron datos derivados de los expedientes clinicos, asi
como de programas bioinformaticos (ver siguiente seccion), para establecer un veredicto
final sobre el efecto deletéreo de cada una de las variantes evaluadas.

8.5.1 Analisis bioinformatico de patogenicidad.

Para la prediccion del impacto funcional de una variante no sindnima (de sentido
erréneo) a nivel de region codificante, se utilizaron los programas SIFT 4.0, Polyphen 2,
MutPred2 y SNAP2. Para evaluar dicho efecto sobre la estabilidad de las proteinas, se
utilizaron los programas MUpro y [-Mutant 3.0. Adicionalmente, para estudiar Ia
conservacion filogenética de la posicion, se emplearon los programas Consurf y PHANTHER.
La revision de los cambios a nivel de interacciones estructurales entre aminoacidos, se
visualizé con el programa PyMOL Stereo 3D, a partir de archivos .pdb extraidos de AlphaFold
y analizados en Dynamut2. Para el caso de las variantes que conducen a corrimiento de marco
de lectura o a un coddn de paro, se utilizaron los programas MutpredLOF y VEST-indel. En el
caso de variantes asociadas al proceso de corte y empalme, se utilizaron cuatro herramientas
para evaluar su patogenicidad: Human Splicing Finder, MaxEntScan, RNABPS y CRYP-SKIP. La
informacién asociada a los algoritmos utilizados por los programas mencionados se
encuentra en la tabla suplementaria S1.
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8.6 Recopilacidn de datos clinicos de los pacientes con Anemia de Fanconi.

8.6.1. Caracteristicas fisicas.

Durante la revision de los pacientes con AF se usaron datos clinicos y paraclinicos para
su descripcidn. Las caracteristicas fisicas se agruparon en 2 categorias. Se consideraron las
anomalias presentes en la asociacion VACTERL-H (Vertebrales, Anales, Cardiacas, fistula
Traqueo-esofagica, atresia Esofagica-duodenal, Renales, en las extremidades (Limbs, en
inglés) e Hidrocefalia), asi como las propuestas en el acrénimo PHENOS (Alter y Giri, 2016),
gue engloban alteraciones en la Pigmentacion, cabeza pequena (Small Head, en inglés),
alteraciones Neuroldgicas, Otoldgicas y estatura baja (short Stature, en inglés). Se considera
gue un paciente presenta la asociacion VACTERL-H si presenta al menos 3 de las 8
caracteristicas, mientras que para PHENOS, debe presentar al menos 4 de las 6
caracteristicas.

8.6.2. Caracteristicas hematoldgicas y oncoldgicas.

La severidad de la falla medular (FM) se definié en tres categorias, de acuerdo al grado
de citopenia observada, siempre y cuando fuese persistente y no secundaria a otra causa
tratable, segln los parametros descritos en la Guia de manejo de pacientes con AF (Sroka et
al, 2022), a partir de los datos de biometrias hematicas obtenidas en la fecha mas préxima al
diagndstico de la AF. La presencia de sindrome mielodisplasico (SMD), de alguna neoplasia
hematoldgica, o de tumores sélidos, se obtuvo a partir del diagndstico de estas condiciones,
reportadas en los expedientes médicos.

8.7. Determinacion estadistica de las correlaciones.

Los pacientes fueron agrupados de acuerdo a su genotipo, ubicacién del gen FANC
alterado en la via FA-BRCA vy al tipo de variante. En el uUltimo caso, las que conducen a
interrupcion del marco de lectura, codén de paro, pérdida del inicio, deleciones > 4
nucledtidos o aquellas que afecten sitios candnicos del proceso de corte y empalme se
clasificaron como nulas, mientras que las variantes de sentido erréneo, deleciones o
inserciones dentro del marco de lectura o aquellas de corte y empalme, cuya prediccién
causaba cambios en la estructura de la proteina, fueron clasificadas como hipomérficas.

La relacion entre las caracteristicas fenotipicas y la informacién genética encontrada,
se visualizé utilizando los paquetes Seaborn (Python 3.9) y ggplot2 (RStudio, Boston, MA). Se
utilizé la prueba exacta de Fisher para la busqueda de asociaciones entre variables
cualitativas (en este caso, comparaciones entre la frecuencia de los rasgos valorados),
utilizando un valor de p < 0.05.
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8.8 Andlisis de células troncales y progenitoras hematopoyéticas de pacientes con
Anemia de Fanconi a través de citometria de flujo.

8.8.1 Separacion de células mononucleares (CMN) y marcaje.

Este aislamiento se realizé a partir de muestras pareadas de sangre periférica y
médula ésea de pacientes con AF, a partir de un volumen inicial de 2 ml. Primero, se lisaron
los glébulos rojos de acuerdo a lo descrito en la seccion 8.4.1, hasta obtener CMN.
Posteriormente estas células se lavaron con 1 ml de PBS 1X, para luego contabilizar y evaluar
su viabilidad a través del ensayo de exclusion con Azul Tripano al 0.4%, en un hemocitdmetro
(Marien Field, Alemania). Se calculd el volumen necesario para obtener 200,000 células, que
fueron resuspendidas en suero fetal bovino (Gibco, BRL, Grand Island, NY, USA) hasta 500 ul,
e incubadas a 4°C durante 15 minutos. Luego se afiadieron 500 pl de tampdn fosfato salino
(PBS) 1X a cada tubo, y se centrifugaron a 2000 x FCR durante 5 minutos. Se retird el
sobrenadante hasta conservar aproximadamente 100 pl, en los que se diluyeron 1 pl de
marcador de superficie comun de leucocitos CD45 (APC Mouse Anti-human, BD Bioscience,
numero de catalogo 555485) y 1 ul de marcador de superficie para células progenitoras
hematopoyéticas CD34 (FITC anti-human CD34, Clon 561, Biolegend, nimero de catdlogo
343604), colocandolos a 4°C durante 45 minutos. Transcurrido ese tiempo, se siguid el
protocolo sugerido por el estuche Pharmigen TM Apoptosis, DNA Damage and Cell
Proliferation Kit (Beckton Dickinson, NY, USA, nimero de catalogo 562253). Este estuche
permite el marcaje de células con dafio, a través de la deteccion de la fosforilacion de la
variante de histona H2AX, en rupturas de doble hebra en el DNA. Una vez marcadas, las
células se almacenaron a 4°Cy se protegieron de la luz, por un periodo no mayor a 72 horas.
El procedimiento descrito se realizé de igual manera en las muestras procedentes de
individuos sanos, que fueron utilizadas para fines comparativos.

8.8.2 Deteccion de sefiales fluorescentes y analisis de datos.

La deteccion de sefales de fluorescencia se realizé en un citémetro Attune NxT
(Thermo Fisher Scientific, EE.UU.), previa separacion en base a su tamafo y complejidad de
al menos 150,000 células sanguineas. Los archivos de captura se analizaron con el programa
FlowJo v10 (Beckton Dickinson, USA), de acuerdo a los criterios recomendados para la
estimacion de la compensacion, separacién de poblaciones celulares y cdlculo de intensidad
de fluorescencia media (MFI, por sus siglas en inglés) para cada uno de los fluoréforos
utilizados. Una vez obtenidos los resultados finales, las pruebas estadisticas para andlisis
comparativo (Pruebas de U de Mann-Whitney y Exacta de Fisher, con a=0.05) se realizaron
en el programa RStudio (RStudio, Boston, MA).
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9. RESULTADOS.

9.1 Breve descripcion de la poblacion de estudio.

Durante el transcurso del presente proyecto, y habiendo cumplido con los criterios
necesarios para su inclusion en el mismo, se captaron muestras de 58 pacientes. En cada uno
de ellos se aplicé al menos una de las metodologias sugeridas en la estrategia de
genotipificacion. Debido a que el grado de afectacion hematolégica de los pacientes
repercutié sobre la cantidad de DNA que se pudo extraer de las muestras obtenidas, en
algunos casos la misma resulto insuficiente para llevar a cabo las técnicas necesarias para la
resolucion del genotipo. Por esta razén, se obtuvo el genotipo responsable de la AF en 41
casos, pertenecientes a 34 familias. De esta manera, la eficiencia diagndstica fue de 70.68%.
Las caracteristicas demograficas de los pacientes con genotipo se resumen en la Tabla 6, en
la que se observa que la proporcién de pacientes femeninas casi duplica a los pacientes
masculinos (1.92X). De este grupo, tres pacientes (7.31%) desarrollaron neoplasias: uno
leucemia mieloide aguda, uno sindrome mielodisplasico y otro meduloblastoma.

Tabla 6. Caracteristicas demograficas de los pacientes con genotipo.

Datos Totales
Numero de pacientes 41
Casos Unicos vs familiares 33vs 8
Sexo (M:F) 14:27
Promedio de edad al diagnéstico (rango, en afios) 7.53(0.29-17.07)

En la tabla: F: pacientes femeninos, M: pacientes masculinos.

9.2 Resultados que cubren el objetivo particular 1: Determinar el tipo y localizacion de
variantes patogénicas en los genes de la via FA/BRCA en pacientes mexicanos que acudan al
INP en un lapso de cuatro afios (Junio de 2018 a Junio de 2022)

9.2.1 Resultados de acuerdo al gen FANC afectado.

Se encontraron variantes con potencial efecto patogénico en nueve genes FANC. Los
afectados en FANCA constituyen el 56.1% de los 41 pacientes con genotipo, comprendiendo
23 pacientes. De acuerdo a la frecuencia obtenida, el segundo gen mas afectado fue FANCB,
con alteraciones en cuatro pacientes, seguido por FANCC, FANCG y FANCF (tres pacientes por
gen). Dos pacientes presentaron VP en FANCE, mientras que las VP en FANCD1, FANCD2 y
FANCJ estan representadas por un sdélo paciente cada uno (Figura 5, A).
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Respecto a la configuracidon alélica, mas del 60% de los pacientes fueron
homocigotos, mientras que 26.83% fueron heterocigotos compuestos (debido a que no se
encontraron pacientes con VP en FANCR; que se heredan de forma autosémica dominante).
(Figura 5, B). Por otra parte, la gran mayoria (>90%) de los pacientes afectados presentd
variantes en genes del complejo “rio arriba” de la ruta FA-BRCA (FANCA, FANCB, FANCC,
FANCE, FANCF y FANCG), en contraste con lo encontrado para los otros dos complejos (“I-
D2” y “rio abajo”), que en conjunto sélo comprenden tres pacientes (Figura 5, C). Los
pacientes con AF y genotipo determinado provenian de 13 estados de Meéxico, y se
localizaron en mayor niumero en la regién central del pais. (Figura 6).

I Homocigotos
M ranca
I Heterocigotos
FANCB 9.76% Hemicigotos
FANCC i
W FANCG
FANCF
B FANCE
B FANCD2
M "Rio arriba”
W FANCDI
o “-02"
M ranc ' “Rio abajo”
2.44%

Figura 5: Distribucion de 41 pacientes mexicanos con Anemia de Fanconi, de acuerdo al genotipo,
cigosidad de las variantes y parte de la via FA/BRCA afectada. A. Distribucién de acuerdo al gen FANC
afectado. B. Distribucion de acuerdo a la configuracion alélica de las variantes. C. Distribucion de
acuerdo a la ubicacidn en la via FA/BRCA, considerando los genotipos obtenidos.
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Figura 6. Distribucién de 41 pacientes mexicanos con Anemia de Fanconi, de acuerdo a su ubicacion
geografica. En la figura, el nimero en el interior del circulo amarillo crema con borde azul representa
la cantidad de pacientes con AF con genotipo en ese Estado. Los pacientes procedian de 13 estados:
Baja California, Sinaloa, Tamaulipas, Nuevo Ledn, Veracruz, Oaxaca, Guerrero, Ciudad de México,
Estado de México, Puebla, Morelos, Hidalgo y Guanajuato.

9.2.2 Resultados de acuerdo al tipo y localizacion de las variantes.

En los genes FANC afectados se encontraron 33 VP Unicas. Las mas frecuentes fueron
las VP no sindnimas (de sentido erréneo), asi como aquellas que ocasionan cambios en el
marco de lectura, que se identificaron en la misma proporcidn (21.95%); seguidas por las
alteraciones en el corte y empalme (12.2%) y las variantes que provocan un coddn de paro
(9.76%) (Figura 7, A). En este analisis, destaca el nUmero y diversidad de las variantes
presentes en FANCA (18 VP), en contraste a lo descrito para el resto de los genotipos (8 genes
FANC, 15 VP). De este ultimo grupo, sélo en FANCB se presentaron mads de dos VP. En tres
genes (FANCC, FANCG y FANCJ) se encontrd una sola VP. En relaciéon al estado de reporte,
cerca de la mitad de las variantes identificadas no se han descrito previamente (Figura 7, B).

Por otra parte, considerando la estrategia metodolégica propuesta para la
genotipificacion de los pacientes con AF (ver Figura 3), la mayoria de los alelos afectados en
los genes FANC corresponden a variantes puntuales y deleciones/duplicaciones pequefias,
determinadas a través de métodos de SNG (>60%). Es importante sefialar que a través de la
metodologia de MLPA se detectaron cambios en el nimero de copias (CNV) sélo en FANCA
(19.56% del total para ese gen) (Figura 7, C). No se detectaron alteraciones en CNV a través
de microarreglos. La secuenciacion de Sanger fue utilizada para la confirmacion del genotipo
en hermanos afectados para casos familiares, cuyas variantes fueron identificadas a partir
de SNG, salvo en el caso de FANCC, donde fue utilizada de forma dirigida para la deteccién
de una variante de efecto fundador (ver seccién 9.3.2).
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Figura 7. Espectro de variantes encontradas en los genes FANC en este estudio, de acuerdo a su
localizacion, estado de reporte y metodologia de identificacion. A. Tipo de variante de acuerdo a su
localizaciéon por gen. En el recuadro superior derecho se sefiala la proporcién de las mismas, con
respecto a la totalidad encontrada. B. Estado de reporte de variantes, de acuerdo a la informacién
almacenada en la base de datos Fanconi Anemia Mutation Database. C. Proporciéon de alelos
alterados, detectados de acuerdo a las técnicas empleadas; los nimeros en paréntesis al lado del
nombre del gen corresponden a la sumatoria total de los alelos. En el recuadro superior de la imagen
se sefiala la proporciéon de las mismas, con respecto a su totalidad.

De la totalidad de variantes encontradas, 18 se localizaron en FANCA. Como se
observa en la Figura 8, A; la proteina codificada por este gen posee cinco sefiales de
localizacién nuclear, ademas de diversos sitios de interaccidon con otras proteinas de la via
FA-BRCA. La variante con mas alelos afectados (siete) en este estudio fue FANCA:
€.2535_2536delCT (tres pacientes en estado homocigoto, y un paciente en estado
heterocigoto), que ocasiona un cambio de marco de lectura que genera una proteina trunca
(p.C846Qfs*20) carente del sitio de unién a FAAP20 (Figura 8, B); seguida por una delecién
grande, que abarca los exones 1-3 (seis alelos, en tres pacientes en estado homocigoto).
Aunque se observa una disposicion dispersa de las VP a lo largo del gen, asi como la diversidad
de las mismas, la mayoria se concentra hacia la mitad amino terminal, que coincide con la
regién de unidon con FANCS (BRCA1). Dos de estas variantes se presentaron en pacientes que
desarrollaron alteraciones asociadas a malignizacién hematolégica (c.1318G>T y c.1471-
7T>G).
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Figura 8. Heterogeneidad y distribucion de las variantes descritas en los pacientes afectados en
FANCA. A. Estructura de la proteina FANCA, en la que se ilustran sus sefiales de localizacidn nuclear,
asi como las regiones de interaccion con FANCG, FAAP20 y FANCS (BRCA1). B. Ubicacion y efecto de
las variantes sobre FANCA. Los dominios descritos en la proteina se representan como rectangulos
que sobresalen del resto de su estructura (en gris); en verde: extension del dominio N-terminal; en
rojo: extensién del dominio C-terminal. En la Figura, CNV: Variante en el nimero de copias.

9.3 Resultados que cubren el objetivo particular 2: Caracterizar la patogenicidad de
las variantes encontradas sobre sus productos proteicos mediante andlisis bioinformdtico.

9.3.1 Anadlisis in silico del impacto de las variantes.

Una vez clasificadas las variantes, se procedié a realizar un analisis bioinformatico, a
fin de utilizarlo como soporte para la estimacién de su patogenicidad. Para ello, en una
primera etapa fueron agrupadas de acuerdo a su clase, y luego se evaluaron diversos
parametros, utilizando herramientas computacionales basadas en diferentes algoritmos para
examinar su efecto. Para las variantes no sindnimas (de sentido erréneo), se valoraron tres
caracteristicas: propiedades fisico-quimicas y alineamiento multiple de secuencias
(funcionalidad), estabilidad y conservacién filogenética. Como se muestra en la Tabla 7, en
general, la mayoria de los programas empleados predicen un efecto negativo de los cambios
sobre las proteinas evaluadas de forma consensuada, aunque también hubo variantes con
estimaciones discrepantes (como p.A412V en FANCA). En cuanto a las variantes que
conducen a cambio de marco de lectura o a coddén de paro, su predicciéon fue mas
homogénea, considerandose todas como patogénicas, de acuerdo a los valores
proporcionados por los programas utilizados (ver Tabla Suplementaria S2).
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Tabla 7. Evaluacién bioinformatica de los cambios de sentido errdneo reportados en este estudio.

) Funcionalidad Estabilidad Conservacion
Gen Cambio P tro
SIFT 4G Polyphen 2 MutPred2 SNAP2 MUpro i-Mutant2 PHANTER Consurf
ML Valor 0 0.026 0.316 19 -0.57 -0.74 0.85 7
Efecto Deletéreo Benigna Benigna Efecto Disminuye Disminuye | Prob. Dafiina | Conservado
Valor 0.05 N N -0.37
Ad12V 0.349 0.169 61 0.03 — 0.5 6
Efecto Tolerada Benigna Benigna Neutro Disminuye Disminuye Pos. Dafiina Promedio
Valor 0.021 - -1.05
FANCA 6255 = 0.722 0.578 70 1.51 — 0.85 9
Efecto Deletéreo Pos. Dafiina Patogénica Efecto Disminuye Disminuye | prob. Dafiina | Conservado
Valor 0.14 0.641 0.461 92 0.67 0.63 0.5 8
S1088F
Efecto Tolerada Pos. Daiiina Benigna Efecto Incrementa | Incrementa | pos. Dafiina | Conservado
Valor 0 0.999 0.661 50 -0.91 -1.64 0.86 9
P1164S - —
Efecto Deletéreo Prob. Dafiina Patogénica Efecto Disminuye Disminuye | prob. Dafiina | Conservado
Valor 0 0.901 - -0.24
EANCF M1R . 0.999 — 3 0.68 0.89 9
Efecto Deletéreo Prob. Dafiina Patogénica Efecto Disminuye Incrementa | prob. Dafiina | Conservado
Valor 0.207 0.366 - 0.08
FANCB Ha4p 0.748 . 30 0.54 0.85 5
Efecto Tolerado Pos.Dafiina Benigna Efecto Disminuye Incrementa | Prob. Dafiina Promedio
Valor 0.001 - -0.53
FANCE R371W - 0.989 0.234 83 0.82 — 0.86 9
Efecto Deletéreo Prob. Daiiina Benigna Efecto Disminuye Disminuye | Prob. Dafina | Conservado
Valor 0 - -1.01
FANCD2 R1392P . 0.999 0.837 95 1.4 — 0.85 9
Efecto Deletéreo Prob. Dafiina Patogénica Efecto Disminuye Disminuye | Prob. Dafiina | Conservado

En esta tabla: Para cada programa, se muestra el valor numérico (parte superior) y el efecto del
cambio (parte inferior) sobre la posicidn en la proteina evaluada. El rango de los valores mostrados,
asi como el efecto descrito, varia de acuerdo al programa utilizado (SIFT: <0.05: deletéreo; >0.05:
tolerado, Polyphen 2 (modelo HumDiv): 0-0.15: benigna, 0.15-0.85: posiblemente dafiina, >0.85%:
probablemente dafina, MutPred2: >0.5:patogénica, <0.5: benigna, SNAP2: <-100 (neutral) hasta 100>
(efecto funcional), MUpro: <0, estabilidad incrementada, >0 estabilidad disminuida, i-Mutant 2: <0,
disminuye la estabilidad, >0: estabilidad aumentada, PHANTER: <0.25: benigna, >0.25-0.80:
posiblemente dafino, >0.80: probablemente dafino, Consurf: 1-3: poco conservado, 4-6: intermedio
(promedio), 7-9: muy conservado).

Ademas de categorizar las modificaciones sin sentido (de sentido erréneo) a partir de
los valores estimados por cada programa, también se estudié su impacto estructural a partir
de simulaciones en 3D. Por ejemplo, en el caso de la variante p.C625S sobre FANCA, la misma
se produce en una posicién evolutivamente muy conservada. Adicionalmente, aunque la
sustitucion de una cisteina por una serina sélo implica el cambio de un atomo de azufre por
uno de oxigeno (Figura 9, A), modifica radicalmente las interacciones intramoleculares en esa
posicién, disminuyendo la estabilidad de la proteina al alterar la entropia vibracional (Figura
9,ByC).
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Figura 9. El cambio p.C625S altera la estabilidad de la proteina FANCA. A. En la parte superior de la
figura se muestra la secuencia de aminoacidos aledafios a la cisteina ubicada en la posicion 625 de
FANCA (indicada con una flecha negra). La letra b sefiala que este cambio ocurre en un aminoacido
orientado hacia la parte hidrofdbica de la proteina, mientras que la letra s hace referencia a su
caracter estructural. En la parte inferior, se muestra la estructura del aminoacido silvestre (cisteina,
C) y del modificado (serina, S). B. Interacciones intramoleculares (mostradas como puntos de color
discontinuos) y localizacion espacial de los aminoacidos cercanos a la cisteina (en color verde), en una
hélice a de FANCA. En azul, atomos de N, en rojo, atomos de Oxigeno, en blanco: &tomos de Carbono.
C. Misma representacidn que en B, cuando se reemplaza la cisteina por serina (en verde), en donde
se aprecia la pérdida de interacciones en la posicién evaluada.

Finalmente, en el caso de las variantes de corte y empalme, la mayoria de ellas (cuatro
de cinco, 80%) se localizd en sitios candnicos (aceptor y receptor), cuya conservaciéon es
critica para el mecanismo de corte y empalme. En estos casos los programas empleados
predijeron la perturbacion de estas posiciones en las isoformas primarias, ocasionando saltos
de exones (skipping) y sitios cripticos (ver Tabla suplementaria S3). De manera interesante,
también se encontrd una variante que probablemente afecta otro sitio de regulacién de este
proceso (FANCA: c.1471-7T>G, localizada en el intrén 15), ya que se ubica en una secuencia
considerada como punto de ramificacion (“branch point”), cuya localizacidn y estructura de
motivos puede diferir dependiendo del transcrito. Para analizar su impacto, se utilizaron dos
programas (HSF y RNABPS). La informacidn utilizada para caracterizarla se ilustra en la Figura
10. En ella, podemos observar que el cambio ocasionado por la variante, para el punto de
ramificacion predicho, presenta una alta probabilidad de perturbar dicha posicion. Es
importante mencionar que uno de los individuos afectado por esta variante desarrollo SMD.

40



16 80733100 AVC

CTGEAGTOOCAGECAGT TOCCAGACTAA GG TG TEOGCTCTGCTATCTATOCTCAGGTGCACAT TCTOCACCCADCOCT

Sequence

Ensembl transcripts |
# ENST00000388301 >
Branch Points 100
90
80
70
60
50
A 40
30

0 * 10 20

Figura 10. Impacto del cambio FANCA: c.1471-7T>G sobre un punto de ramificacién en el intron 15,
asociado al proceso de corte y empalme. A. Secuencia gendmica y posicién de la variante (denotada
con una sombra verde), y su ubicacidon correspondiente en los transcritos de FANCA. En la parte
inferior se observa la predicciéon de los puntos de ramificacidon. La altura hace referencia a la
probabilidad para cada uno de los puntos de ramificacion predichos sobre el transcrito primario. B.
Impacto del cambio de nucledtido sobre el punto de ramificacion. La estrella hace referencia a la
posicién evaluada, mientras que el mapa de calor, a la derecha de la figura, indica el efecto de los
cambios de nucledtido para el punto de ramificacion predicho (en este caso, A por C).

Debido a que el estudio del efecto de una variante a través de herramientas
bioinformaticas forma parte de los criterios sugeridos por la ACMG-AMP para su la
clasificacidn, estos resultados se integraron a otras evidencias de patogenicidad (como la
frecuencia alélica, prevalencia en individuos afectados, evidencia de estudios funcionales,
patron de cosegregacion en las familias estudiadas, entre otras) para establecer un veredicto.
Los resultados de este ejercicio se resumen en la Tabla 8, y se sintetizan en la Figura 11, en
donde se observa la elevada proporcién de variantes clasificadas como patogénicas o
probablemente patogénicas, que en conjunto abarcan >75%. Sin embargo, resalta la ausencia
de estos tipos de variante en 2 genes (FANCE y FANCD2), en los que se presentd
recurrentemente variantes de significado incierto. El uso de herramientas bioinformaticas
para la caracterizacion de las variantes de efecto fundador se contextualiza y describe
detalladamente en la siguiente seccién.
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Frecuencia de Variantes

FANCA FANCC FANCG FANCF FANCB FANCE FANCD2 FANCD1 FANCI
Gen FANC

[ Patogénica [l Prob. Patogénica Variantes de Significado Incierto

Figura 11. Distribucién de las variantes encontradas en este estudio, de acuerdo a su grado de
patogenicidad, luego de aplicar los criterios de la ACMG. En la parte superior derecha de la figura se
muestra la frecuencia de las variantes, con respecto a la totalidad descrita en este estudio.
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Tabla 8. Clasificacion de variantes de acuerdo a su patogenicidad, utilizando los criterios sugeridos
por la Colegio Americano de Genética Médica (ACMG, por sus siglas en inglés).

Variante Tipo Isf;?rc;toe?:a A:‘L\eli'l:csios CI\E:;ES Clazi::ilc\:: éién
(pacientes)
FANCA
c.(?_-42)_(283+1_284-1)del DG p.? 6x (3) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
€.1235C>T SE p.Alad12Val 2x (2) BP4,BP1,PS2,PM6 Significado |
€.3263C>T SE p.Ser1088Phe 2x (2) BP1,BP4,PP5,PS3 Significado |
€.2535_2536delCT CM | p.Cys846GInfsTer20 7x (4) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
?%(95223_17—95;_31‘)2)& DG p.? x (1) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
€.1226-2A5C CyE NA 2x(2) PVS1,PM2,PPS Patogénica
(Ci(éjgff_ll—éjf_%;—e | DG p.? 2x(2) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
¢.1874G>C SE p.Cys625Ser 2x(2) PM2,PP3, PP5 Significado |
€.182_184delTGCinsGG M p.Leub1TrpfsTers 2x(2) PVS1,PM2 P. Patogénica
c.238del CcM p.Cys80ValfsTer15 4x (2) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
c.1A>C SE p.Metlleu 3x (2) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
€.1318G>T SS p.Glu44QTer 3x (2) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
C.4260+1G>A CE NA 1x (2) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
.827-1G>A CE NA 1x(2) PVS1,PM2 P. patogénica
€.3490C>T SE p.Prol164Ser 1X (1) PM2,PM5,PP3,PP5 Significado |
¢.3788_3790del SCS p.Phe1263del 2x (1) PM1,PM2,PP3,PP5 Patogénica
c.1471-7T>G CE NA 4x (1) PM2,PP3 P.patogénica
FANCC
.67delG M | pAsp23lefsterzs | 6x(3) PVSLPM2,PPS |  Patogénica
FANCG
.511-3_511-2delCA cE | NA | xB3) | pvs1,pm2,pP3pPs | Patogénica
FANCF
c.2T>G SE p.MetlArg 4x (2) PVS1,PM2,PP3,PP5 Patogénica
c.84del CcM p.Ala29ProfsTer52 2x (1) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
FANCB
c.354delT CM p.Phell8LeufsTer5 2x(2) PVS1,PM2 Patogénica
c.131A>C SE p.His44Pro 1x(1) PM2,BP4 Significado |
.1437G>A SS p.Trp479Ter 1x(1) PVS1,PM2,PP5 Patogénica

En esta tabla: respecto al tipo de variante: CE: corte y empalme, CM: cambio de marco de lectura,
DG: delecién grande, SCS: sin cambio de sentido, SE: sentido erréneo, SS: sin sentido. Respecto a la
proteina: p.? : Ausencia en la produccidon de la proteina. NA: no aplica (es decir, es un cambio que no
involucra la secuencia codificante). Criterios de la ACMG: BP: criterios de soporte para variante
benigna, PM: criterios para asignar impacto patogénico moderado a una variante, PP: criterios de
soporte para efecto patogénico, PVS1: variante que conduce a la produccién nula de proteina o causa
pérdida de su funcién. La numeracién en cada categoria no hace referencia a la “gravedad” de un
cambio; se indica como una referencia que ayuda a definir diferentes caracteristicas que se evaltdan
durante la asignacion de patogenicidad (para informacién adicional, consultar Richards et al, 2015).
Las variantes escritas en rojo fueron encontradas en pacientes que desarrollaron neoplasias.
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Tabla 8 (Continuacion). Clasificacion de variantes de acuerdo a su patogenicidad, utilizando los
criterios sugeridos por la Colegio Americano de Genética Médica (ACMG, por sus siglas en inglés).

Variante Tioe Efecto ?n A;‘L\eli'l:cjos Criterios Clasificacion
la proteina (o — ACMG ACMG
FANCE
c:-12_2del DI p.? 1x (1) PVS1,PM2 Patogénica
c.855+178del DI p.? 1x (1) PM2,BP4 Significado |
c.1111CT SE p.Arg371Trp 2x (1) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
FANCD2
€.3156_3157insGGAC CM | p.GIn1053GlyfsTer31 1x (1) PVS1,PM2 P. patogénica
c.4175G>C SE p.Arg1392Pro 1x (1) PM2,PP3 Significado |
FANCD1
¢.658_659del ™M p.Val220llefsTer4 1x (1) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
c.3264dup CM | p.GIn1089SerfsTer10 1x (1) PVS1,PM2,PP5 Patogénica
FANCJ
.239205T | ss | pagroster 2x (1) PVS1,PP5,PM2 Patogénica

En esta tabla: respecto al tipo de variante: CE: corte y empalme, CM: cambio de marco de lectura,
DG: delecidon grande, SCS: sin cambio de sentido, SE: sentido erréneo, SS: sin sentido. Respecto a la
proteina: p.? : Ausencia en la produccidn de la proteina. NA: no aplica (es decir, es un cambio que no
involucra la secuencia codificante). Criterios de la ACMG: BP: criterios de soporte para variante
benigna, PM: criterios para asignar impacto patogénico moderado a una variante, PP: criterios de
soporte para efecto patogénico, PVS1: variante que conduce a la produccién nula de proteina o causa
pérdida de su funcién. La numeracion en cada categoria no hace referencia a la “gravedad” de un
cambio; se indica como una referencia que ayuda a definir diferentes caracteristicas que se evaldan
durante la asignaciéon de patogenicidad (para informacién adicional, consultar Richards et al, 2015).
Las variantes escritas en rojo fueron encontradas en pacientes que desarrollaron neoplasias.
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9.3.2 Caracterizacion de variantes de efecto fundador.

9.3.2.1 FANCG: c.511-3 511-2delCA

Esta variante, encontrada en tres pacientes (etiquetados como FANC32, FANC143
y FANC155), no habia sido reportada previamente en pacientes con AF. Esta delecidn de
dos bases, detectada a través de un panel de SNG, y corroborada posteriormente por
secuenciacion de Sanger (Figura 12, A y B) se ubica entre el borde del intrén cuatro y el
inicio del exén cinco de FANCG, e involucra cambios en el sitio candnico aceptor,
necesario durante el proceso de corte y empalme.

Luego de caracterizar el impacto de esta alteracion a través de herramientas
bioinformaticas, se establecid en conjunto una prediccién in silico que indicaba la
perturbacién de este sitio aceptor y promueve la pérdida (“skipping”) del exén cinco, que
posee 131 pares de bases. Esto a su vez tiene como consecuencia la generacién de un
corrimiento del marco de lectura, que conduce a un codén de paro prematuro. La
proteina trunca producida (p.S171Vfs5*), se encuentra afectada desde la primera regién
de tetratricopéptidos de FANCG (Figura 12, C). Adicionalmente, la frecuencia de este
cambio (rs1491369358) es muy baja (1/251,480 alelos), siendo este un criterio de apoyo
distinto, que sugiere la patogenicidad de la variante.
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Figura 12. El analisis del efecto de la variante FANCG: c.511-3_511-2delCA predice la induccién
de la pérdida del exén 5. A. Imagen de la delecidn de dos bases encontrada en los tres pacientes
(archivo .bam). B. Corroboracidn de la variante por secuenciacién de Sanger; la linea punteada en
el electroferograma inferior sefiala la pérdida de las bases Ty G en uno de los afectados (FA155).
C. Efecto de la remocidn del exdn 5 sobre la proteina FANCG. En rojo, aminoacidos codificados
por el exdn 5, en amarillo: aminoacidos que pertenecen a las regiones de tetratricopéptidos
(TPRs).
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Durante la revisién de los expedientes de los tres pacientes con esta alteracién,
nos percatamos que provenian de la misma localidad, ubicada en una zona remota de la
Sierra Norte, en el Estado de Oaxaca. Los mismos se identificaban como no relacionados
(aunque compartian un apellido), y pertenecian al grupo indigena Mixe. Debido a estos
antecedentes, se decidid investigar la posibilidad de que se tratara de una VP fundadora
y que compartieran bloques de haplotipos. Para validar esta presuncién, las muestras de
DNA se estudiaron con microarreglos de alta densidad.

A partir de su andlisis se encontraron dos LSCH compartidos entre los pacientes,
encontrandose una de ellas en una regién del brazo corto del cromosoma nueve, con un
tamario de 9018 Kb que abarcaba el locus donde se encuentra FANCG, ademas de otro
blogque en el brazo largo del cromosoma cinco. La exploracion de estas regiones nos
permitié definir una posible relacién entre los pacientes, que se evalud a través de la
estimacion del grado de parentesco (valor F, ver Tabla 9), cuyo resultado refleja una
posible relacién de tercer y cuarto grado.

Tabla 9. Andlisis de parentesco entre los tres pacientes con genotipo FANCG.

Caédigo Extension de los Porcentaje de | Homocigosidad F Probable

del fragmentos contiguos | componente en autosomas relacion

paciente (LCSH > 3 Mb) (kb) nativo (%) parental
FANC32 140214361 79.17% 4.9% 0.0487 | Cuarto grado
FANC143 203913825 85.64% 7.1% 0.0708 | Tercer grado
FANC155 249262167 88.53% 8.7% 0.0865 | Tercer grado

Para la busqueda del haplotipo alrededor de FANCG, se utilizé la LSCH compartida
por los tres pacientes en el cromosoma nueve. En esta zona se detectaron 544
marcadores de nucleétido Unico, de los cuales 439 (79.41%) presentaban la misma
configuracion alélica. Cuando se buscaron las frecuencias alélicas de estos marcadores a
nivel mundial, asi como las reportadas para poblacidn mexicana en el Proyecto de los
1000 Genomas (1KGP), encontramos que 99.32% de los marcadores eran coincidentes. A
partir de esta informacion se pudo construir un haplotipo, formado por 30 marcadores
alrededor de FANCG. La presencia de este haplotipo respaldé el efecto fundador de la
variante.

Finalmente, para apoyar que el efecto fundador se origind en México, se realizd
un analisis de ancestria global. Para ello se utilizaron todos los marcadores compartidos
por los tres pacientes Mixes. Para considerar el aporte de diferentes poblaciones en el
pasado sobre la gran diversidad de la poblacién mexicana, y reflejar su alto grado de
mestizaje, se seleccionaron como poblaciones parentales del 1KGP a los Nativos
Americanos (NAT), Residentes de Utah con ancestria de Europa del Norte y Occidental; y
a la poblaciéon Yoruba (YRI), procedente de Ibadan, Nigeria.

44




Los resultados indican que la poblacién mexicana presentaba un patrén de
ancestria con predominancia de los componentes nativo-americanos y europeo (NAT:
46.59% y CEU: 48.44%, respectivamente) (ver Figura 13, A). No obstante, el aporte del
componente NAT en los pacientes de origen Mixe fue mucho mayor (79%-88%). A pesar
de este contraste, la diversidad mostrada en la poblacién mexicana se conserva en los
pacientes estudiados.
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Figura 13. Los pacientes Mixes con Anemia de Fanconi presentan un patron de ancestria que
refleja las caracteristicas de la diversidad genética de la poblacién mexicana. A. Diagrama de
barras que muestra la inferencia de la ascendencia global para los individuos Mixes y mexicanos
utilizando ADMIXTURE. Los paneles de referencia poblacional en este caso incluyen NAT (nativos
americanos), CEU (europeos del norte) y YRI (yorubas) (modelo K = 3). Cada individuo se
representa como una barra vertical. Los colores muestran el porcentaje de ascendencia asignado
a cada grupo para cada individuo. Los colores verde, azul y rojo indican las poblaciones NAT, CEU
y YRI, respectivamente. Los dos paneles situados en el extremo derecho de la figura muestran los
componentes de ascendencia tripartita para la poblacion mexicana mezclada (MXL) y los
pacientes con AF de origen Mixe (ultimas tres barras). (B) Grafico de barras detallado de los tres
pacientes (de izquierda a derecha: FANC32, FANC143 y FANC155).

9.3.2.2. FANCC: c.67delG.

La variante descrita en FANCG no fue la Unica con efecto fundador encontrada en
nuestro grupo de pacientes con AF, ya que también se detectd otra en tres pacientes
provenientes del estado de Tamaulipas (etiquetados como FANC152, FANC153 vy
FANC154). El caso indice, hijo de padres consanguineos, procedia de una comunidad de
ascendencia Menonita. Al extender la prueba de diagndstico citogenético a sus 10
hermanos, dos de ellos resultaron afectados con AF (Figura 14, A). En este grupo étnico,
surgido en los Paises Bajos y que ha tenido un patrén migratorio que le ha permitido
asentarse en otros paises, se ha reportado previamente una VP predominante para AF
(FANCC: c.67delG; p. Asp23llefsTer23). Con este contexto, se decidié buscar dicha
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alteracién de forma dirigida en esta familia, a través de secuenciacién de Sanger. Se
encontré la VP previamente reportada, en los tres individuos afectados y adicionalmente
se encontraron seis portadores (Figura 14, Ay B).

A
s ] .S
.cs !.n ﬁ“ $s $x iu 6; 6«, ‘s 6; is
Ve
B Afectado con AF C Prueba de aberraciones

(B Portador S Secuenciacién Sanger
B
. .0 X | ‘l 2. 2.8 B Y% A & . . D N B

Individuo portador Individuo afectado

Figura 14. Validacion de la variante FANCC: c.67delG por secuenciacion de Sanger dirigida. A.
Arbol genealdgico de la familia Menonita estudiada. En la figura, los cuadrados representan
pacientes de sexo masculino, mientras que los circulos corresponden a pacientes de sexo
femenino. B. Electroferogramas de la secuenciacién de Sanger, la flecha negra sefiala la posicidn
de la delecion.

Para corroborar el efecto fundador de la variante se utilizaron dos SNVs aledafias
ala ubicacién de la variante (rs2277182 y rs016013, presentes en la base de datos Refseq),
qgue habian sido empleadas en reportes anteriores para el andlisis de haplotipos en
individuos Menonitas ubicados en Manitoba, Canada (de Vries et al, 2012, ver Figura 15).
Este estudio confirmd la homocigocidad de los pacientes con AF y de sus padres para los
dos marcadores empleados (Tabla 10), evidenciando que tanto el alelo alterado como el
silvestre segregaban de manera conjunta con estos SNVs.
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Figura 15. Uso de SNVs para la determinacion de haplotipo en FANCC. En la parte superior de la
figura, cada recuadro amarillo representa un exén de FANCC. La localizacion de la variante se
representa con un circulo rojo. En la parte inferior, las flechas azules sefalan los SNVs utilizados
para la busqueda del haplotipo, mientras que la flecha negra sefiala a la VP evaluada
(FANCC:c.67delG)

Tabla 10. Configuracidn alélica de los marcadores para el analisis de haplotipos en FANCC.

rs2277182 rs016013 rs104886459
Individuos

Cc/T A/G delG

Mama c/C G/G -/CcC

Papa c/C G/G -/CcC
FANC152 c/C G/G delG/delG
FANC153 c/C G/G delG/delG
FANC154 c/C G/G delG/delG
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9.4. Resultados que cubren el objetivo 3. Correlacionar el tipo y localizacion de las
variantes patogénicas encontradas con las caracteristicas clinicas de los pacientes.

9.4.1. Correlacion entre el genotipo y el fenotipo fisico.

De los 41 pacientes con genotipo, en 37 casos se obtuvieron datos fenotipicos a
partir de la exploracion fisica (Figura 16) y de la revisién de expedientes. Para visualizar
las asociaciones entre la frecuencia de estos rasgos y el genotipo, se generaron mapas de
calor para cada caracteristica evaluada. Respecto a la asociacion VACTERL-H, las
alteraciones en las extremidades fueron las mas frecuentes, encontrandose en 56% de los
pacientes, seguidas de las renales (26.8%) (Figura 17, A). No se reportaron datos
indicativos de fistula traqueo-esofagica o atresia esofagica en este grupo de estudio.
Aunque sélo dos pacientes presentaron tres o mas de los rasgos necesarios para presentar
esta asociacion (4.87%), en 80.48% de los casos se observd al menos una de sus
anomalias.

En relacién al acréonimo PHENOS, las alteraciones en la pigmentacion de la piel
fueron las mas recurrentes (65.85%, Figura 16, A y Figura 17, B), siendo este el rasgo
fenotipico reportado con mayor frecuencia entre todas las caracteristicas fisicas
evaluadas. Le siguieron en frecuencia para este acrénimo las vinculadas a estatura baja
(44.4%, Figura 16, By Figura 17, B). En ocho (19.51%) pacientes se presentaron 4 o mas
de los rasgos descritos para este acrénimo. No se reportaron pacientes que tuvieran de

manera combinada VACTERL-H y PHENOS.
C
' ‘ | w

Figura 16. Caracteristicas fisicas reportadas con mayor frecuencia en los pacientes con Anemia
de Fanconi con asignacidn de genotipo. A. Alteraciones en la pigmentacién de la piel, en la que
se observa una mancha café au lait. B. Talla baja. C. Alteraciones en las extremidades superiores,
en las que se observan hipoplasia tenar y de dedos, ausencia de pulgaresy polidactilia preaxial.
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Figura 17. Frecuencia de las caracteristicas descritas para la asociacion VACTERL-H y el acréonimo
PHENOS, en pacientes con Anemia de Fanconi y genotipo. A. Proporcién de las alteraciones en
la asociacidn VACTERL-H. B. Proporcion de las alteraciones en el acrénimo PHENOS. En la figura,
las letras en el eje vertical se organizan de acuerdo a la abreviatura de las alteraciones descritas
para el acrénimo estudiado: V (vertebrales), A (anales), C (cardiacas), T (fistula traqueo-esofagica),
E (atresia esofagica), R (renales), L (del inglés limbs, anomalias en extremidades), H (hidrocefalia);
P (pigmentacion), H (del inglés small head, cabeza pequefia), E (del inglés small eyes, ojos
pequefios), N (anomalias en el sistema nervioso central), O (alteraciones otolégicas) y S (del inglés
short stature, talla baja). La frecuencia de cada rasgo se representa en un “mapa de calor”, en el
que el color rojo calido corresponde a lo encontrado en mayor proporcién, en contraste con el
color azul rey, asignado a los rasgos menos habituales.
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Como primera aproximacion en la busqueda de la correlacion genotipo-fenotipo,
se explord la asociacidn entre el tipo de variante y las alteraciones descritas en VACTERL-
Hy PHENOS. Las variantes se clasificaron de acuerdo a su impacto sobre las proteinas de
la via FA/BRCA, sin considerar el gen FANC afectado, en dos grupos: hipomorficas
(conservan actividad residual) y nulas (produccién comprometida o ausencia total). Los
resultados de esta clasificacion muestran la predominancia en ambos grupos de
alteraciones en las extremidades para la asociacion VACTERL-H, aunque sin diferencias
significativas. Para el acronimo PHENOS, las alteraciones en la estatura y en la
pigmentacion de la piel fueron las mas frecuentes. No obstante, para esta ultima
caracteristica si hubo una diferencia significativa entre ambos grupos (Figura 18, B)
(Prueba Exacta de Fisher con a=0.05, p-valor=0.016).
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Figura 18. Correlacion entre el tipo de variante encontrada (nulas vs hipomérficas (HP)) y el
fenotipo fisico. A. Proporcidn de las alteraciones en la asociacion VACTERL-H. B. Proporcion de las
alteraciones en el acronimo PHENOS. El asterisco sefiala diferencias significativas entre ambos
grupos, para la caracteristica evaluada. n=nimero de pacientes por grupo evaluado. En la figura,
las letras en el eje vertical se organizan de acuerdo a la abreviatura de las alteraciones descritas
para el acrénimo estudiado: V (vertebrales), A (anales), C (cardiacas), T (fistula traqueo-esofagica),
E (atresia esofagica), R (renales), L (del inglés limbs, anomalias en extremidades), H (hidrocefalia);
P (pigmentacion), H (del inglés small head, cabeza pequefia), E (del inglés small eyes, ojos
pequefios), N (anomalias en el sistema nervioso central), O (alteraciones otoldgicas) y S (del inglés
short stature, talla baja). La frecuencia de cada rasgo se representa en un “mapa de calor”, en el
gue el color rojo cdlido corresponde a lo encontrado en mayor proporcion, en contraste con el
color azul rey, asignado a los rasgos menos habituales.

Por otra parte, también se estudié la asociacion entre las anomalias fisicas y la
posicién del gen afectado de acuerdo a la descripcidn cldsica de la via FA-BRCA, formada
por tres complejos (“rio arriba”, “FANCI-FANCD2” y “rio abajo”). Sin embargo, debido a
que los pacientes afectados en genes que codifican para proteinas integradas en el
complejo “rio arriba” representan 92.68% del total (38 de 41), decidimos examinar si la
division de este ensamblaje multiproteico en tres subcomplejos (AG20, BL100 y CEF),
propuesta a nivel molecular, representaba alguna asociacidn a nivel del fenotipo fisico. Se
obtuvieron datos fenotipicos derivados de los expedientes en 36 de estos casos. La Figura
19 muestra esta comparacién. A pesar de que visualmente en el grupo BL100 se observan
diferencias para PHENOS y para algunas caracteristicas de VACTERL-H, en relacién a los
otros dos subcomplejos, este resultado debe tomarse con precaucion, ya que el nimero
de pacientes es muy pequefio (el grupo sdlo esta representado por dos pacientes con VP
en FANCB). Asimismo, a pesar de que la proporcion de individuos afectados en
extremidades tiende a ser mayor en el grupo CEF con respecto al grupo AG20, esta
diferencia no resulté significativa (Prueba exacta de Fisher con a=0.05, p=0.680).
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Figura 19. Correlacion entre los subcomplejos del complejo central (AG20, BL100 y CEF) y el
fenotipo fisico. A. Proporcidn de alteraciones en la asociacion VACTERL-H. B. Proporcion de
alteraciones en el acrénimo PHENOS. n=numero de pacientes por grupo evaluado. En la figura, las
letras en el eje vertical se organizan de acuerdo a la abreviatura de las alteraciones descritas para
el acrénimo estudiado: V (vertebrales), A (anales), C (cardiacas), T (fistula trdqueo-esofagica), E
(atresia esofagica), R (renales), L (del inglés limbs, anomalias en extremidades), H (hidrocefalia); P
(pigmentacion), H (del inglés small head, cabeza pequefia), E (del inglés small eyes, ojos
pequefios), N (anomalias en el sistema nervioso central), O (alteraciones otoldgicas) y S (del inglés
short stature, talla baja). La frecuencia de cada rasgo se representa en un “mapa de calor”, en el
gue el color rojo cdlido corresponde a lo encontrado en mayor proporcion, en contraste con el
color azul rey, asignado a los rasgos menos habituales.

Por otra parte, en este trabajo se observé que el gen alterado con mayor
frecuencia en nuestra cohorte fue FANCA (ver Figura 5), abarcando mas de la mitad de los
casos, mientras que la distribuciéon de afectados en otros genotipos es relativamente
homogénea, siendo FANCB el segundo mas afectado en los pacientes (cercano al 10%).
En adicién, el espectro de variantes en FANCA fue mas heterogéneo, encontrandose
practicamente todos los tipos descritos, en contraste con lo reportado en los otros genes
FANC. Por estas razones, nos propusimos analizar si una separacién de grupos de acuerdo
a las frecuencias (sugiriendo, entonces, pacientes con variantes en FANCA contra aquellos
con variantes en otro gen FANC) también podria sefialar alguna tendencia relevante al
estudiar las manifestaciones fisicas. Esta comparacion se observa en la Figura 20.

La descripcién de acuerdo al mapa de calor sugiere que ambos grupos presentan
proporciones de frecuencias similares en la mayoria de las caracteristicas evaluadas. Se
observa una tendencia mayor de alteraciones renales y de extremidades en los pacientes
con genotipo FANCA, sin embargo, estas diferencias no fueron significativas (Prueba
exacta de Fisher con a=0.05, p=0.143 y p=0.73, respectivamente).
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Figura 20. Correlacion entre pacientes con genotipo FANCA contrastada con aquellos con
genotipo diferente a este gen (grupo No FANCA), en cuanto al fenotipo fisico. A. Proporcion de
las alteraciones en la asociacion VACTERL-H. B. Proporcidn de las alteraciones para el acréonimo
PHENOS. n=numero de pacientes por grupo evaluado. En la figura, las letras en el eje vertical se
organizan de acuerdo a la abreviatura de las alteraciones descritas para el acronimo estudiado: V
(vertebrales), A (anales), C (cardiacas), T (fistula traqueo-esofagica), E (atresia esofagica), R
(renales), L (del inglés limbs, anomalias en extremidades), H (hidrocefalia); P (pigmentacién), H
(del inglés small head, cabeza pequefia), E (del inglés small eyes, ojos pequefios), N (anomalias en
el sistema nervioso central), O (alteraciones otoldgicas) y S (del inglés short stature, talla baja). La
frecuencia de cada rasgo se representa en un “mapa de calor”, en el que el color rojo calido
corresponde a lo encontrado en mayor proporcion, en contraste con el color azul rey, asignado a
los rasgos menos habituales.

9.4.2. Correlacion entre el genotipo y el fenotipo hematoldgico de los pacientes.

Ademas de la revision del fenotipo fisico de los pacientes, también se analizaron
datos de exdamenes sanguineos, a fin de obtener informacién sobre la evolucién y
seguimiento de su condicidn hematoldgica. La falla medular (FM), cuando se presentd,
fue clasificada en tres niveles: leve, moderada o severa. Se obtuvieron datos
hematoldgicos de las fechas mas cercanas al momento del diagndstico citogenético de AF
en 34 (82.92%) casos; la mitad de ellos presentd genotipo FANCA. Se observd una
distribucidon similar de los pacientes afectados de acuerdo al nivel de FM; y en total estos
duplicaron los casos sin falla medular (Tabla 11). Asimismo, en los pacientes con FM, la
forma severa se presenté mas temprano que las formas leves y moderadas, que
presentaron un promedio de edad semejante.
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Tabla 11. Clasificacidon de la falla medular en 34 pacientes con Anemia de Fanconi y genotipo
determinado.

Condicién Numero Edad al diagndstico Rango de
de la falla medular de pacientes (promedio, en afos) edades
Sin falla medular 12 6.09 0.29-15.3
Leve 8 7.63 1.4-11.7
Moderada 6 7.64 5.17-17.07
Severa 8 6.75 0.36-10.40

La informacién derivada de la genotipificacion se utilizé para conocer si existian
potenciales correlaciones con el fenotipo de FM. Inicialmente se evalud si el tipo de
variante (nulas vs hipomorficas) estaba asociado a la progresion de la FM. Aunque la
proporcion de variantes nulas predomina sobre las hipomérficas, la distribucion de ambos
tipos fue homogénea entre los grupos estudiados (Figura 21, A); por lo que el grado de
FM no tiene relacion con el tipo de variante.

Por otra parte, en relacion al gen alterado, el grupo de pacientes sin FM, asi como
aquellos con FM severa, presentaron una distribucién heterogénea entre sus genotipos,
en contraste con las formas leves y moderadas, en las que predomind FANCA. Sin
embargo, destaca que sdlo uno de los pacientes afectados en este gen presentd FM
severa (Figura 21, B). Es importante mencionar que los pacientes representados por el
complejo FANCI-FANCD2 y “rio abajo” de la via FA-BRCA (tres en total) sdlo se
encontraron en los grupos sin FM y con FM severa, respectivamente. Este patrén también
se observé para los pacientes con genotipo FANCB.
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Figura 21. Asociacion de la severidad de la falla medular en 34 pacientes con Anemia de Fanconi,
con el tipo de variante y genotipo. A. Clasificacidon de pacientes, de acuerdo al tipo de variante
(nulas vs hipomérficas). B. Distribucion de pacientes, de acuerdo al genotipo. El nimero en la
parte superior de cada panel corresponde al total de pacientes por grupo.

Debido a esta distribucion de frecuencias, decidimos investigar que sucede
durante la evolucion de la FM desde sus etapas iniciales (leve y moderada) hasta la forma
severa, al contrastar los pacientes con genotipo FANCA con aquellos que presentaron un
genotipo distinto (etiquetado como grupo No-FANCA).

54




En la Figura 22 se observa que los pacientes sin FM presentaron una proporcion
similar entre ambos grupos, que posteriormente muestra una fuerte tendencia a cambiar
hacia FANCA en las fases leve y moderada (Prueba exacta de Fisher con a=0.05, p=0.1054).
Sin embargo, y de manera notoria, esta predominancia de FANCA disminuye
significativamente en la forma severa (Prueba exacta de Fisher con a=0.05, p=0.0062).

ns p=0.3246
ns p=0.1054 | ** 5-0.0062
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Figura 22: Comparacion entre el grado de severidad de la falla medular, luego del agrupamiento
de genotipos (FANCA vs No FANCA). En la Figura: ns=no significativo, de acuerdo a la prueba
exacta de Fisher; n= nimero de pacientes por grupo.

9.5 Resultados que cubren el objetivo 4: Correlacionar el tipo y localizacion de las
variantes encontradas con la proporcion y el dafio al DNA en las células CD34+.

Para poner en contexto las deficiencias descritas en las CTPH de los pacientes con
AF, se obtuvieron simultdneamente muestras de SP y MO en un grupo de 12 pacientes
(seis estudiados en el presente trabajo y seis mas en un trabajo previo) (Garza-Mayén,
2018). Estas muestras fueron inicialmente contrastadas con individuos sanos (etiquetado
como grupo No-AF). El andlisis de estas muestras nos permitié evaluar determinadas
caracteristicas de la hematopoyesis en ellos, mediante ensayos de citometria de flujo: la
capacidad proliferativa de las CTPH (a través del marcaje con anticuerpo anti-CD34) y
respuesta al dafio gendmico (a través del marcaje con anticuerpo anti- yH2AX).
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De acuerdo a su nivel de FM, los 12 pacientes se distribuyeron en tres categorias:
sin FM (dos), FM leve (tres) y FM severa (siete). A partir de este grupo de estudio, se pudo
obtener el genotipo de siete pacientes (ver Tabla 12). A causa del tamaiio limitado de las
muestras con genotipo, decidimos analizar la correlacién con el fenotipo celular
considerando a los pacientes sin FM y con FM leve como un sélo grupo (etiquetado como
“SFM/L”), el cual fue contrastado con los pacientes con FM severa. Por otra parte,
también optamos por contrastar los casos con alteraciones en FANCA contra aquellos
afectados en otros genes de la via FA-BRCA (etiquetado como No FANCA), de manera
similar a como se describid en las secciones previas.

Tabla 12. Grupo de pacientes con Anemia de Fanconi, con determinacién de genotipo y
analisis de CTPH a través de citometria de flujo.

Paciente con AF Gen alterado Nivel de Falla Medular

FANC3 FANCA Leve

FANC24 FANCA Sin Falla Medular

FANC150 FANCA Leve

FANC151 FANCA Sin Falla Medular
FANC32 FANCG Leve

FANC143 FANCG Severa
FANC31 FANCD2 Severa

Inicialmente, en este estudio se compararon los tejidos evaluados entre los
pacientes con AF y los individuos del grupo No-AF. Se observa que el porcentaje de células
CD34+ en SP tiende a ser mas abundante en los pacientes con AF, aunque
estadisticamente no hubo diferencias (Prueba de U de Mann Whitney con a=0.05,
p=0.121) (Figura 23, A). Esta situacidn es opuesta en la MO, ya que la cantidad de células
CD34+ fue significativamente inferior en los pacientes (Prueba de U de Mann Whitney
con a=0.05, p=0.025). Si se considera sélo a los pacientes con AF, no se aprecian
diferencias entre ambos tejidos en cuanto a la cantidad de estas células (Prueba de U de
Mann Whitney con a=0.05, p=0.2735). La distribucidon de las mismas en los tejidos no
presentd variaciones vinculadas a los niveles de FM.

Con relaciéon al gen afectado, es importante destacar que, aunque el grupo
estudiado fue reducido (7 pacientes), los individuos con FM severa sélo se encuentran en
el grupo No-FANCA. Adicionalmente, se observa una mayor cantidad de células CD34+ en
SP en los casos en donde el genotipo diferia del grupo con FANCA alterado (Figura 23, B).
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Figura 23. Analisis comparativo de la proporcion de células CD34+, de acuerdo al tejido
evaluado. A. Proporcidn de células CD34+, entre pacientes con Anemia de Fanconi (AF) y un grupo
de individuos sanos. B. Proporcidn de células CD34+ en pacientes con AF, de acuerdo al genotipo
y el nivel de falla medular. En la Figura: FM: falla medular, MO: médula dsea, n: nimero de
pacientes por grupo contrastado, ns: diferencia no significativa entre grupos, SFM/L: pacientes sin
falla medular o con falla medular leve. SP: sangre periférica.

Posteriormente, se evalud la cantidad de dafio en las células CD34+, empleando
un anticuerpo anti-yH2AX, que sefaliza rupturas de doble hebra. Como pardmetro de
medicion se utilizé la intensidad media de fluorescencia (abreviada en inglés como MFI).
En la Figura 24, A; se observa que las células CD34+ de los pacientes con AF presentan
una cantidad sustancialmente mayor de dafio no reparado, en comparaciéon con los
individuos sanos (No-AF). Esta diferencia fue significativa en SP (Prueba de U de Mann
Whitney con a=0.05, p=0.005).

Asimismo, en los pacientes con AF no hubo diferencias entre ambos tejidos en
cuanto a la cantidad de dafio (Prueba de U de Mann Whitney con a=0.05, p=0.374). Sin
embargo, en SP se presenta una tendencia a tener mayor dafio genédmico cuando la FM
es severa (Prueba de U de Mann Whitney con a=0.05, p=0.14). (Figura 24, B). Respecto al
grupo de pacientes con genotipo, se observa que la media de dafio es mayor en los
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pacientes con genotipo FANCA en ambos tejidos, aunque no existe una asociacién
evidente con el nivel de FM (Figura 24, C).
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Figura 24. Evaluacion del daiio genémico en células CD34+, de acuerdo al tejido evaluado. La
cantidad de dafio se expresa como intensidad media de fluorescencia (MFI) del marcador yH2AX.
A. Dafo gendmico, entre pacientes con Anemia de Fanconi (AF) e individuos sanos. B. Dafio
gendmico en pacientes con AF, de acuerdo al nivel de falla medular. C. Dafio gendémico, de
acuerdo al genotipo y el nivel de la falla medular. En la Figura: FM: falla medular, MO: médula
dsea, n: numero de pacientes por grupo contrastado, ns: diferencia no significativa entre grupos,
SFM/L: pacientes sin falla medular o con falla medular leve. SP: sangre periférica.
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Por otra parte, las células que se encuentran en SP han transitado por un proceso
de maduracidn, que se inicia a partir de la diferenciacion de las CTPH, por lo que
eventualmente pierden el marcador de superficie CD34. Por ello, las células diferenciadas
son consideradas posteriormente como CD34 negativas (CD34-). Decidimos analizar si
existian diferencias entre el dafio gendmico que se encontraba en las células CD34+ vy las
vs CD34- en los pacientes con AF. En la Figura 25, A; podemos apreciar que tanto en SP
como en MO el daio en las células CD34+ es mayor respecto a las células que iniciaron su
diferenciacién, aunque este resultado no fue estadisticamente significativo (Prueba de U
de Mann Whitney con a=0.05, p=0.23 para SP y p=0.11 para MO). No se observaron
diferencias entre ambos tejidos en cuanto a la cantidad de dafio (Prueba de U de Mann
Whitney con a=0.05, p=0.25). Sin embargo, en ambos tejidos los valores mas elevados de
dafio se presentan en los pacientes con FM severa, con respecto al grupo SFM/L (Figura
25, B), siendo esta tendencia muy cercana a la significancia estadistica en SP (Prueba de
U de Mann Whitney con a=0.05, p=0.052). Por otra parte, en el grupo de pacientes con
genotipo, se observa que la media de dafio en sus células diferenciadas es mayor en los
pacientes con genotipo FANCA en ambos tejidos, aunque no se presentd una asociacion
evidente con el nivel de FM presentado (Figura 25, C).
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Figura 25. Evaluacidon del daiio gendmico, entre células no diferenciadas (CD34+) y células
diferenciadas (CD34-), en pacientes con Anemia de Fanconi (AF), de acuerdo al tejido evaluado.
A. Dafio gendmico, de acuerdo a la presencia o ausencia del marcador CD34. B. Dafio genémico
en células CD34-, de acuerdo al nivel de falla medular. C. Dafo gendmico en células CD34-, de
acuerdo al genotipo y el nivel de falla medular. En la Figura: FM: falla medular, MO: médula ésea,
n: numero de pacientes por grupo contrastado, ns: diferencia no significativa entre grupos, SFM/L:
pacientes sin falla medular o con falla medular leve. SP: sangre periférica.
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10. DISCUSION.

Determinacion del tipo y localizacion de las variantes patogénicas en los genes FANC.

Este trabajo es el primero en llevar a cabo una estrategia de genotipificacidon en
un grupo extenso de pacientes mexicanos con AF (58 pacientes). Debido a que la
determinacién del genotipo en estos pacientes es compleja e implica el uso de diversas
metodologias; y que la cantidad de DNA que se puede obtener de las muestras sanguineas
de los pacientes con AF esta relacionada al nivel de agravamiento de la falla medular,
hubo casos en nuestro estudio en los que el proceso de genotipificacién no pudo
proseguir hasta la obtencidn del gen FANC afectado, limitando la eficiencia diagndstica de
la estrategia experimental propuesta. Derivado de este proceso, se obtuvo la(s)
variante(s) asociada(s) a la enfermedad en 41 de ellos (70.68% del grupo original),
provenientes de 33 familias. Un aspecto relevante de este rendimiento es que superé la
proyeccion planteada para la duracion del proyecto (= 30 pacientes en cuatro afos), lo
gue también refleja la optimizacion en la captacion de pacientes con AF para la busqueda
de genotipo en el Laboratorio de Citogenética del Instituto Nacional de Pediatria.

A pesar de que existen algunas diferencias en cuanto a la proporcion de casos en
ciertos grupos étnicos, las variantes patogénicas en FANCA usualmente son responsables
de la enfermedad en cerca de 60% de los individuos afectados (Kimble et al, 2018;
Kennedy y D’Andrea, 2005). En este estudio, 56% de los casos presentaron variantes en
este gen, frecuencia muy cercana a lo descrito a nivel global. Las deleciones grandes, que
se detectaron en todos los casos mediante MLPA; constituyeron el 20.93% de los alelos
afectados en FANCA, aproximandose también a lo reportado. Este resultado apoya el uso
del MLPA como paso inicial en el proceso de genotipificacidn, considerando representan
aproximadamente un cuarto de los pacientes con este genotipo (26.08%).

La delecidn mas frecuente en los pacientes (FANCA: c.(?_-42) (283+1_284-1)del),
afecta los primeros tres exones. Se ha reportado que cerca de la mitad de las deleciones
en el gen se prolongan mas alld de su extension, ocasionando la eliminacion de genes
aledafios y posiblemente afectando la heterogeneidad fenotipica de los pacientes.
Asimismo, una elevada proporcion de estos eventos (75% aproximadamente) son
mediados por recombinacidn homodloga no alélica entre elementos Alu-Alu. Este
mecanismo es uno de los mas recurrentes en eventos de recombinacién
intracromosdémica en enfermedades causadas por deleciones (Flynn et al, 2014).

La presencia de pequeias deleciones y cambios puntuales de diverso impacto
también son comunes en FANCA. Respecto a estos cambios, la variante mas frecuente fue
FANCA: c.2535_2536delCT (identificada en siete de 46 alelos afectados, 15.21%), la cual
estuvo presente en cuatro familias, procedentes de tres estados de México (Estado de
México, Morelos y Veracruz). De manera interesante, esta variante, ubicada en el exén
27, y que conduce a un corrimiento en el marco de lectura, forma parte del panel de
tamizaje de VP en poblacidn brasilefia con AF, en la que se busca a través de PCR-ARMS
(= 3% de los casos) (Pilonetto et al, 2017). Debido a estos hallazgos, la busqueda
intencionada de esta variante podria optimizar las primeras etapas de la estrategia de
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tamizaje futura de la AF en poblacion mexicana. En contraste, la variante FANCA:
€.3788_3790del, ubicada en el exdn 38 y reportada cerca de 300 veces en la base de datos
de AF, se presenté en un sélo caso en nuestro grupo, en estado homocigoto.

El segundo gen mas afectado en nuestra cohorte de pacientes con AF fue FANCB
(cuatro casos, 9.75%). Esta proporcion resulta llamativa, ya que su frecuencia global es
cercana al 2%. Las VP en este gen estan relacionadas a un fenotipo severo, ademas de
presentar una fuerte correlacidn con la asociacion VACTERL-H (Jung et al, 2020, Fiesco-
Roa et al, 2019). Existe poca informacién sobre el rol de la proteina FANCB durante la
conformacidn del complejo central. Sin embargo, muchas de las variantes descritas se han
vinculado a la disminucién de la monoubiquitinacién de FANCI en modelos in vitro, y se
ha sugerido que su proximidad con FANCL también refleja su funcién clave para la
activacion del complejo FANCD2-FANCI (Jung et al, 2020). Dos de las tres variantes
encontradas en este estudio afectan el extremo N- terminal, que contiene un motivo “B-
hélice” que le permite interactuar con los componentes del complejo CEF (Jung et al,
2020).

Los pacientes con VP en FANCC y FANCG en nuestra cohorte tuvieron una
distribucion equitativa (3 pacientes por gen, 7.31%). A nivel mundial, FANCC y FANCG
contabilizan de manera combinada cerca del 20% de los casos con AF, siendo los que
presentan mayor niumero de variantes Unicas reportadas después de FANCA (Alter et al,
2018). Sin embargo, en nuestro analisis, una séla variante por cada uno de estos genes
fue la responsable del fenotipo de los individuos afectados (FANCC: c.67delG, caso
familiar) y FANCG:_c.511-3_511-2delCA (3 pacientes), respectivamente). Esta escasa
heterogeneidad de VP vy el posterior analisis de las familias afectadas sugieren que la
prevalencia de estos genotipos en México estd influenciada por variantes con efecto
fundador (ver discusion detallada mas adelante). Existen estudios poblacionales en los
que estos genotipos se encuentran poco representados, entre los que podemos
mencionar FANCC en India (1.5%), China (5.6%) y Brasil (4.31); asi como FANCG en Estados
Unidos (<5%) y Espafa (6.4%) (Joshi et al, 2023, Nie et al, 2020, Pilonetto et al, 2017,
Altintas et al, 2022, Bogliolo et al, 2019).

Otro gen en el que la proporcién de pacientes en este estudio difiere con lo
reportado es FANCF (2%-3% del total de pacientes con AF). En FANCF se han reportado
poco mas de 30 variantes hasta la fecha; y esta formado por un sélo exdn que codifica
para una proteina con un dominio funcional que practicamente ocupa su totalidad
(Zareifar et al, 2019). Las dos variantes encontradas (una que afecta el coddn de inicio y
la otra de corrimiento de marco de lectura), no han sido reportadas e indican la pérdida
de funcion de la proteina. Las deleciones son el tipo de variante mas frecuente en este
gen, siendo la variante c.484_485delCT la mejor descrita, asociada a un fenotipo severo.
Curiosamente, uno de los pacientes reportados con la variante mencionada también
presentd otra alteracidon en el coddn de inicio (FANCF:c.2T>C), acompafiada de una
duplicacién 1q (Tryon et al, 2016).
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El resto de los genotipos encontrados en este estudio correspondieron a casos
Unicos (i.e un individuo afectado por cada gen; para FANCD1, FANCD2, FANCJ) o a sélo
dos casos (FANCE). La variante encontrada en FANCJ, asi como una de las presentes en
FANCE, coinciden con las mas reportadas para estos genes a nivel global. Considerados
de manera individual, estos genes también presentan frecuencias bajas a nivel global (2%-
4%) (Niraj et al, 2018). Sin embargo, es importante mencionar que todos los pacientes del
grupo referido, salvo FANCE, se consideran como genes clasicos de predisposicion a
cancer hereditario de mama y ovario, ademds de estar frecuentemente asociados a
anomalias fisicas (Fiesco-Roa et al, 2019). Es por ello que, en estos casos, se recomienda
extender el analisis molecular a los familiares, a fin de encontrar individuos portadores en
riesgo. Por otra parte, se requiere que estos genotipos estén representados por un
numero mayor de individuos para poder establecer correlaciones genotipo-fenotipo mas
robustas.

Andlisis de variantes con efecto fundador.

Durante este proceso de genotipificacion se encontraron dos variantes con efecto
fundador. Los tres pacientes con una VP en FANCC representan un caso familiar de AF, de
ascendencia Menonita, procedentes del Estado de Tamaulipas. En ellos se anticip6 el
genotipo a partir de la revision de la historia migratoria de los antepasados de su
comunidad, lo cual resalta la gran utilidad de esta informacion en estudios dirigidos.

Los asentamientos Menonitas en América del Norte sefalan su arribo a Canada
previo a su llegada a México, a principios del siglo XX. La variante encontrada (FANCC:
c.67delG) habia sido reportada con anterioridad en individuos holandeses con AF del
mismo grupo étnico. La confirmacidn citogenética de la enfermedad en el caso indice
permitié extender el ensayo molecular por secuenciacién de Sanger en sus hermanos,
encontrandose 2 afectados y 6 portadores. La corroboraciéon del efecto fundador, a través
de la busqueda de haplotipos, utilizando SNVs previamente reportados y aledafos a la
variante, constituye un enfoque metodoldgico que ha sido ampliamente replicado para
validar otras VP similares en diversas poblaciones con AF (Tipping et al, 2001; Park et al,
2015, entre otros).

Este tipo de disefio contrasta con la validacién del efecto fundador en los tres
pacientes del grupo étnico Mixe, debido a que la variante descrita en FANCG era
desconocida. Sin embargo, ejemplifica muy bien la combinacién de metodologias
moleculares para la caracterizacion de una variante, ya que implicé el hallazgo de una
delecién pequefia en FANCG por SNG, corroborada por secuenciaciéon de Sanger. Luego
de evaluar su efecto patogénico sobre el mecanismo de corte y empalme a través de
herramientas in silico, surgio la presuncion de una posible relacion entre los pacientes, a
partir de la revision de los expedientes (procedencia, apellidos, mismo grupo étnico),
razon por la cual se realizaron microarreglos de alta densidad. La informacién obtenida
desde esta plataforma se utilizdé para construir una inferencia que posteriormente fue se
validada: los pacientes compartian haplotipos en una zona del cromosoma 9 donde se
localiza FANCG, evidenciando su efecto fundador, mientras que el analisis de ancestria

63



puso en contexto la reciprocidad entre los pacientes Mixes y los marcadores genéticos
que distinguen a la poblacién mexicana.

La busqueda y corroboracion de las variantes de efecto fundador tiene un gran
impacto social, ya que establece precedentes para la planificacion de programas de
tamizaje disefiados para la busqueda de portadores y afectados por la AF en regiones
especificas, a fin de proporcionar a las familias afectadas un consejo genético preciso y
establecer la verdadera frecuencia de estos alelos en poblaciones en riesgo.

Variantes encontradas en pacientes con Anemia de Fanconi que desarrollaron cdncer.

La principal causa de mortalidad en la AF, en adicidn a la progresion de la FM, es
el cédncer. En nuestro grupo, tres pacientes (7.31%) presentaron manifestaciones
asociadas a neoplasias. Esta proporcion es inferior a lo reportado en la enfermedad,
donde se ha estimado una prevalencia cercana al 13%-15% en aquellos casos que no han
recibido trasplante de MO, incrementandose hasta 24%-30% en edad adulta (Alter et al,
2018; Altintas et al, 2022). Dos pacientes presentaron VP en FANCA, mientras que el caso
restante corresponde a un individuo con VP en FANCD2.

Los dos pacientes con VP en FANCA desarrollaron manifestaciones tipicamente
asociadas a malignizacion hematolégica en la AF: uno con LMA y otro con SMD,
relacionadas con alteraciones citogenéticas clonales en el cromosoma 7. En ambos casos
se hallaron VP no reportadas, en estado homocigoto. La variante observada en el paciente
con LMA (FANCA: c.1318G>T, p.Glu440Ter), también se encontrd en otro paciente de esta
misma cohorte, en estado homocigoto, aunque este ultimo hasta la fecha no ha
presentado malignizacion. Dicho resultado discrepa con la propuesta que sugiere una alta
incidencia de cancer en pacientes con VP nulas en FANCA (Castella et al, 2011). Algunos
autores sefialan que la expresiéon disminuida y la deficiencia de la proteina en casos de
LMA esporadico reflejan su impacto negativo en el desarrollo de esta neoplasia
(Tischkowitz et al, 2004).

El andlisis in silico de la variante reportada en el paciente con SMD (FANCA: c.1471-
7T>G) indicé la afectacién de un sitio regulador de corte y empalme en el intrén 15
(branch point). Aunque las alteraciones en este proceso se han asociado a retraso en el
desarrollo y anomalias del sistema nervioso en la AF, un estudio en Israel sefiala que los
pacientes con este tipo de variantes desarrollan la primera neoplasia a edades mas
tempranas que aquellos que presentan deleciones, independientemente del gen afectado
(Steinberg-Schemer et al, 2020). En este caso en particular, la evolucién clonal fue rapida,
y el paciente fallecié al poco tiempo de la determinacién del SMD.

El paciente afectado en FANCD1 (BRCA2) desarrollé6 un meduloblastoma a los
cuatro ainos de edad. Esta aparicién temprana de neoplasias se asemeja a lo descrito para
este genotipo, que presenta una probabilidad de 97% de desarrollar algun cancer para los
5 afios (Alter et al, 2007). Aunque el tumor encontrado es frecuente en nifios, presenta
una correlacién genotipo-fenotipo sélida en la AF, encontrandose casi exclusivamente en
pacientes con VP en este gen, o en su gen asociado (FANCN/PALB2) (McReynolds et al,
2021). En el paciente, cuyos antecedentes familiares estaban asociados a cancer (una de
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sus hermanas fallecié de leucemia linfoblastica aguda), se encontraron dos VP distintas
(ambas de corrimiento de marco de lectura). Una de ellas (FANCD2: c.658 _659del) se ha
reportado frecuentemente en este tumor embrionario, especialmente en casos familiares
(Miele et al, 2015). Por otra parte, se ha descrito que dos variantes de efecto nulo (como
en el paciente mencionado) no manifiestan formas mas tempranas o agresivas de cancer,
comparadas con aquellos casos en los que se presentan variantes hipomorficas
(McReynolds et al, 2021). Estos resultados respaldan la necesidad de comenzar
tempranamente la vigilancia oncoldgica en pacientes con AF.

Caracterizacion de la patogenicidad de las variantes mediante andlisis bioinformdtico.

Durante el analisis de variantes, es necesario considerar la posicién en la que
ocurren (region codificante o no codificante) y el nimero de nucleétidos afectados. En
base a esta clasificacion, y debido a que la caracterizacidn clinica y experimental de su
efecto sélo es posible en un nimero limitado de casos, se han desarrollado muchos
programas computacionales para estimar sus implicaciones. Actualmente, estas
aplicaciones son entrenadas y validadas de acuerdo a datos experimentales, respaldando
su uso para la interpretacion acertada de variantes cuando son empleadas en el contexto
adecuado (Katsonis et al, 2021).

La valoracién del impacto de las variantes no sindnimas sobre una proteina debe
considerar multiples caracteristicas, como capacidad de plegamiento, interacciones,
modificaciones post-traduccionales, solubilidad, entre otras. Por esta razén, existen
multiples métodos in silico para estudiarlas. Sin embargo, estos métodos estan limitados
a la disponibilidad de informacion estructural de las proteinas de interés. En tal sentido,
el aislamiento experimental de las proteinas de la via FA/BRCA de forma individual ha
resultado desafiante hasta la fecha, sobre todo de aquellas que conforman el complejo
central, debido a la elevada dificultad metodoldgica para el estudio de sus interacciones.
Técnicas como la crio-microscopia electrénica y la espectrometria de masas han
permitido el refinamiento tridimensional parcial de algunos dominios a gran resolucién
(Shakel et al, 2019; Wang et al, 2019). En consecuencia, bases de datos como PDB (Protein
Data Bank) o Uniprot carecen de la estructura cristalografica completa de muchas de
ellas. Ante este panorama, el uso de predictores de alta calidad, como AlphaFold o
RosseTTAFold (basadas en algoritmos de aprendizaje profundo (“deep learning”)) resulta
muy Util para el modelamiento de estas proteinas (Katsonis et al, 2021).

En este estudio se utilizd AlphaFold, en adicion a otros programas de visualizacion,
como Dynamut y Pymol, para obtener una estructura tridimensional mas precisa del
impacto de las variantes no sindnimas de sentido erréneo sobre las proteinas silvestres.
Un ejemplo de este enfoque fue la caracterizaciéon de la variante FANCA ¢.1874G>C
(p.Cys625Ser), originalmente clasificada como variante de significado incierto; de la cual
evaluamos su impacto deletéreo sobre la estabilidad e interacciones moleculares. Se
utilizaron de forma complementaria otros programas, basados en patrones evolutivos,
funcionales y de homologia, para disponer de una visidon integrativa del efecto de estos
cambios.
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De manera similar, se procedio con la evaluacion de las variantes sin sentido y las
de corrimiento de marco de lectura. Al respecto, es importante mencionar que no todas
ocasionan pérdida o ganancia de funcidn, ya que un grupo de estas variantes pueden ser
polimdrficas o afectar la seccidn final de las proteinas, evitdndose la degradacién del
mensajero (Huy Ng, 2012); por lo que su evaluacidn bioinformatica también es necesaria.
A partir de la prediccion de los programas utilizados en nuestro estudio, se concluyé que
las variantes de este tipo analizadas afectan la funcién de las proteinas.

Para la caracterizacion de variantes ubicadas en zonas no codificantes, los
programas que empleamos permitieron examinar modificaciones en sitios considerados
como canénicos del proceso de corte y empalme, ya sea en sitios aceptores o donadores
(como en el caso de la variante fundadora FANCG:c.511-3_511-2delCA); o en puntos de
ramificacion (como en FANCA (c.1471-7T>G)). El resultado en estas alteraciones puede
ocasionar la omisidn de un exdn o la generacion de un nuevo sitio criptico. Las variantes
ubicadas en los dos primeros residuos aledafios a los bordes intréon-exdn (por ejemplo, la
descrita en FANCG) tienen una evidencia de patogenicidad muy alta, de acuerdo con las
guias de la ACMG (Richards et al, 2015). Por otra parte, los puntos de ramificacién son
fundamentales para la ubicacién del complejo de corte y empalme (spliceosome). Pueden
ubicarse entre -9 y -400 pares de bases rio abajo del sitio aceptor, y estan formados por
secuencias altamente degeneradas, lo cual dificulta su localizacion precisa (Riolo et al,
2021). De acuerdo al analisis computacional de la variante que afecta uno de estos sitios,
este cambio tiene una alta probabilidad de perturbar su reconocimiento, que podria
ocasionar la pérdida de afinidad de las proteinas snRNP.

De las variantes descritas en este trabajo, cerca del 80% fueron clasificadas como
patogénicas o probablemente patogénicas, mientras que el resto fueron asignadas como
variantes de significado incierto (VUS, por su abreviatura en inglés). De manera peculiar,
algunas de estas VUS se encuentran reportadas en la base de datos de pacientes con AF
(FADB), o tienen interpretaciones conflictivas de patogenicidad en la base de datos de
ClinVar. En virtud de esta situacidon, la validacion experimental de las variantes, en
especial de aquellas catalogadas como VUS, sustentadas previamente por estudios in
silico robustos, es fundamental para la resolucidn final de la patogenicidad final de las
mismas.

Busqueda de una correlacion genotipo-fenotipo.

Existen numerosos estudios sobre la frecuencia de los genotipos FANC en diversas
poblaciones. Sin embargo, cada vez es mas frecuente la busqueda de correlaciones entre
el gen afectado y la presentacion fenotipica de los pacientes. Esta tendencia es mas
evidente en reportes en donde se documentan descripciones fisicas y clinicas mas
detalladas, en un nimero de casos considerable (Altintas et al, 2022; Alter et al, 2018). En
nuestro grupo de pacientes con genotipo, dichas asociaciones se analizaron en dos de los
tres principales grupos de manifestaciones de la enfermedad (alteraciones en el
desarrollo fisico y hematoldgico), ya que sdélo tres de los 41 pacientes evidenciaron
procesos neopldsicos.
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Debido a la distribucién asimétrica de los genotipos en los pacientes (56% FANCA
vs 44% en los otros 8 genes FANC), la busqueda de las correlaciones genotipo-fenotipo
implico el agrupamiento de los pacientes en base a parametros distintos a la comparacién
entre genes, como el tipo de variante, la participacién en complejos que forman parte de
la via FA-BRCA, y la diferencia entre individuos afectados en FANCA respecto al resto de
los genotipos. Este tipo de evaluaciones se justifica, ya que el establecimiento de
correlaciones con el fenotipo facilita la estratificacion de grupos de riesgo (Altintas et al,
2022).

La descripcion del fenotipo fisico en pacientes con AF usualmente integra las
caracteristicas incluidas en la asociacién VACTERL-H y en el acrénimo PHENQOS. En este
proyecto se observd una proporcion elevada de pacientes con anomalias en la
pigmentacion de la piel, siendo el rasgo encontrado con mayor frecuencia (65.85%). Estas
alteraciones se asociaron significativamente con la presencia de variantes nulas. En un
estudio realizado en 279 pacientes con AF procedentes de la India, se encontré una
frecuencia similar (63.44%), con manifestaciones dermatoldgicas clasicamente descritas
en la AF como manchas café au lait e hiperpigmentacién generalizada (Shukla et al, 2018).
La correlacion de esta caracteristica con variantes nulas en nuestro grupo es llamativa, ya
gue no coincide con lo descrito en otros estudios mds amplios (Fiesco-Roa et al, 2019),
por lo que resulta necesario precisar si esta asociacion se mantendra cuando el grupo de
pacientes mexicanos con AF se incremente.

Por otra parte, las alteraciones en las extremidades superiores también se
presentaron en una proporcién importante (56%), seguidas de las asociadas a talla baja
(44%), aunque no se relacionaron con ninguna asociacion en particular. En conjunto, estas
tres caracteristicas forman parte de las mas reportadas en los pacientes, y son
consideradas como distintivas en la AF (27%-43%) (Fiesco-Roa et al, 2019). Aun cuando
se ha estimado que la frecuencia de la asociacién VACTERL-H en pacientes con AF oscila
entre 5%-33% (Fiesco-Roa et al, 2019); en nuestro grupo fue ligeramente menor al limite
inferior mencionado (4.87%). Sin embargo, esta situacion puede deberse a que la
busqueda de anomalias vertebrales y del eje radial, asi como las renales y cardiacas, son
dependientes de procedimientos de imagen, que no se realizan de manera rutinaria en
los pacientes. Por ello, es importante que estas evaluaciones sean incorporadas de forma
sistematica como parte de su valoracién dismorfoldgica.

A pesar de que no se contrastaron directamente los fenotipos de pacientes
considerando solo el gen FANC (por ejemplo, FANCA vs FANCB), algunas de las
caracteristicas descritas se vinculan a lo reportado para estos genes en la literatura. En
particular, las VP en FANCB estan relacionadas a un fenotipo severo, ademas de presentar
una fuerte correlacién con la asociacién VACTERL-H (Jung et al, 2020, Fiesco-Roa et al,
2019). En nuestros pacientes con este genotipo, uno de ellos cumplié criterios para esta
asociacion (>3/8), mientras que otro cumplié criterios para PHENOS (24/6). En adicion, la
mitad de los casos de este grupo fueron diagnosticados con AF antes de los seis meses de
edad, muy probablemente debido a sus manifestaciones fisicas. Estos datos coinciden con
la corta expectativa de vida y la severidad del fenotipo caracteristica de los pacientes
afectados en este gen (Fiesco-Roa et al, 2019). Por otra parte, uno de los tres pacientes

67



afectados en FANCF, también presentd la asociacion VACTERL-H. A pesar de que los
reportes que incluyen la descripcién de los pacientes afectados en este gen son muy
limitados (reflejo de ello es que no se encuentra representado en el analisis genotipo-
fenotipo mas grande hecho hasta ahora para la AF (Fiesco-Roa t al, 2019)), un reporte
sefiala que 30% de estos casos desarrollan la asociacion VACTERL, aunque sin hidrocefalia
(Faivre et al, 2005). Finalmente, aunque algunos pacientes comparten la misma variante
y pertenecen a familias no relacionadas (por ejemplo, los pacientes afectados en FANCG),
el espectro de manifestaciones fisicas no fue homogéneo, de manera similar a como se
ha reportados en otros casos (Jung et al, 2020).

En lo concerniente al andlisis hematoldgico, 64.70% de los pacientes tuvo datos de
falla medular al momento del diagnéstico de la AF. Este porcentaje difiere de lo reportado
en la literatura (=70%-80%) (Dufour, 2017). No obstante, cabe considerar que el promedio
de edad del grupo estudiado fue inferior al promedio de diagndstico de la FM en la
enfermedad (6.09 vs 7). Por otra parte, respecto a la clasificaciéon de la severidad de la
FM, sobresale la predominancia del genotipo FANCA en casos de FM leve o moderada, lo
cual contrasta significativamente con la diversidad de genotipos encontrada en la forma
severa. Este resultado es semejante a lo reportado en un grupo de 116 pacientes en Brasil,
en el que se estudié el grado de FM en pacientes con VP en FANCA con FANCC, FANCE y
FANCG (Pilonetto et al, 2022). Asimismo, este resultado también nos permite inferir que
la evolucion de la FM en los otros genotipos puede agravarse con mayor rapidez que en
FANCA, aunque es necesario obtener mas datos para validar esta aseveracion.

Correlacion del tipo y localizacion de las variantes con la cantidad y nivel de dafio en el
DNA en células CD34+.

En pacientes con AF, la determinacion del nimero y cantidad de dafo en las CTPH
(identificadas a través del marcador CD34+) representa una oportunidad valiosa para
estudiar su localizacién y funcionalidad, en un escenario apegado a lo que ocurre in vivo.
En tal sentido, la cantidad de CTPH en la MO de los pacientes analizados fue
significativamente menor que en individuos sanos. Este resultado es reflejo de su
agotamiento para producir células sanguineas primitivas en el nicho hematopoyético, en
el que se ha reportado la sobreexpresion de p53 y de genes vinculados a la via de TGF-,
que actuan como sefiales supresoras de crecimiento (Kelly et al, 2007; Garaycoechea y
Patel, 2014). En contraste, en sangre periférica se detectdé una mayor proporciéon de
células CD34+ en los pacientes con AF, respecto a los individuos sanos (aunque no
significativa estadisticamente). Este escenario se puede atribuir al desprendimiento de las
CTPH desde la MO, ante el déficit de factores de crecimiento y diferenciacién propios del
microambiente medular pro inflamatorio descrito en la AF (Ceccaldi et al, 2012; Zhang et
al, 2015).

La elevada cantidad de células primitivas en circulaciéon en la AF también podria
relacionarse con una mayor cantidad de dafio genémico (rupturas de doble hebra). Al
evaluar este parametro, aunque se presentd un déficit en la reparacién en los dos tejidos
evaluados, la diferencia resulté significativa en sangre periférica, con respecto al grupo
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control (Figura 24, A). Esto sugiere que la reparacion deficiente de estas lesiones, ante la
inactivacion de la de via FA/BRCA, a través de mecanismos propensos a error (como la
unién de extremos no homoalogos), puede contribuir en el deterioro de la diferenciacién
de las CTPH, comprometiendo su funcionalidad y favoreciendo su escape hacia la
circulacion periférica. Otro factor que puede estar influenciando esta dindmica en los
pacientes con AF es la induccién anormal de la expresién de MYC, ya que promueve la
proliferacién de una subpoblacién de CTPH ante el dafo creciente en el DNA,
contrarrestando la accion de p53 (Rodriguez et al, 2022).

Durante el analisis de las células que iniciaron su diferenciaciéon (CD34-), se
observé una tendencia del dafio gendmico a incrementarse en las etapas mas avanzados
de la falla medular en sangre periférica. Esta distincién es relevante, ya que nos puede
indicar que el nivel de dafio no reparado en las células que se mantienen en circulacién
es paralela a la evolucion de la FM en SP. Se ha descrito que una proporcion significativa
de las células inmaduras son seleccionadas y eliminadas ante la acumulacion de dafio
gendmico mediante apoptosis, que produce una deplecion de los linajes sanguineos y
modula la progresion de la falla medular (Ceccaldi et al, 2012). Es posible que en los
pacientes con falla severa, sus células inmaduras circulantes, que representan aquellas
capaces de sostener una hematopoyesis tan mermada, presenten niveles mas bajos de la
proteina MYC, ya que se ha reportado que los niveles de expresion de este gen
disminuyen de acuerdo al agravamiento de la anemia aplasica (Rodriguez et al, 2022).

Durante el estudio de las CTPH en los pacientes con AF, no se pudo analizar la
relevancia de las VP en los genes FANC sobre los procesos evaluados, debido al reducido
numero de pacientes con genotipo en el grupo de muestras pareadas (representados en
su mayoria por FANCA, cuatro de siete). Por lo tanto, los resultados obtenidos fueron de
caracter descriptivo y no permitieron establecer correlaciones robustas. Sin embargo,
destaca el hecho de que los individuos con VP ubicadas en genes distintos a FANCA
presentaron en promedio una proporcién de células CD34+ en sangre periférica superior
a lo observado en el grupo con VP en FANCA (Figura 23). Esta situacion también podria
asociarse con lo observado en el andlisis de la severidad medular, ya que el grupo de FM
severa esta poco representado por individuos del genotipo FANCA. No obstante, se
requiere de un analisis con mayor niumero de pacientes, a fin de confirmar esta inferencia.

Comentarios finales.

El desarrollo de este trabajo permitié la identificacién de los genotipos mas
frecuentes (y sus respectivas variantes asociadas) en los pacientes con AF en México. Esta
informacién es muy valiosa para la estructuracidon de una estrategia de genotipificacion
adaptada a la casuistica del pais, con el propdsito de aumentar la eficiencia del diagndstico
molecular de la enfermedad, a fin de extenderlo a una mayor cantidad de pacientes y
mejorar su factibilidad (tiempo y costo).

Mas de la mitad de nuestros pacientes presenté VP en FANCA, de manera similar
a lo encontrado en otras poblaciones. No obstante, el analisis de la distribucién de los
individuos afectados en los otros genes FANC, en la que destaca la alta incidencia en
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FANCBYy el reducido niumero de casos y variantes con genotipo FANCCy FANCG, contrasta
con lo reportado a nivel mundial y focaliza la importancia del cribado inicial (“screening”)
en poblacién mexicana, en las que no existen reportes previos de la frecuencia de la AF.
Asimismo, parte de este ejercicio implico el descubrimiento y descripcidn de variantes de
efecto fundador, que merecen nuestra atencién debido a su impacto social y porque
ejemplifican el uso de estrategias dirigidas que a futuro deben aplicarse en zonas
geograficas donde la prevalencia de la enfermedad podria ser muy alta.

A pesar de que no se realizaron ensayos funcionales para validar el efecto de las
variantes no descritas en la AF, el uso de herramientas in silico y de bases de datos
permitié profundizary ofrecer mayor contexto acerca del potencial efecto patogénico de
las mismas, facilitando su clasificacion. Este ejercicio facilitd la integracién de la
informacidn clinica para la busqueda de correlaciones genotipo-fenotipo. A partir de este
analisis se pudo establecer que, para la poblacidon estudiada, las alteraciones en la
pigmentacion de la piel dependen del tipo de variante, y que la evolucién de la falla
medular correlaciona con la presencia de VP en FANCA, al compararlas con los otros
genotipos descritos. Finalmente, el andlisis de las CTPH de un grupo de pacientes permitio
valorar el efecto de una via FA-BRCA deficiente, que conduce a la acumulacidon de daio
en el DNA, sobre su capacidad de proliferacion y diferenciacién; observdndose una
reduccién en su produccién en la MO, con tendencia a escapar a SP con mayor
acumulacién de dafo no reparado.

En conjunto, estos hallazgos resaltan la importancia de la identificacion oportuna
de las VP responsables del fenotipo de los pacientes con AF en México para brindar un
asesoramiento genético adecuado a las familias, optimizar su manejo clinico (sobre todo
para su inclusion en protocolos de trasplante de MO) y revelar ciertas asociaciones con el
fenotipo, tanto fisico como celular, durante el curso de la enfermedad. De esta forma, el
conocimiento de la composicion gendmica de las familias con AF en el pais permitird una
mejor planificacién de futuras estrategias de cribado, a fin de optimizar el alcance de la
misma al mayor nimero de pacientes.
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11. CONCLUSIONES.

a. Este es el primer estudio de genotipificacién de pacientes con AF en México. La
estrategia de genotipificacién implementada permitié la deteccién de las variantes
genéticas responsables de la AF en 41 pacientes mexicanos (34 familias). 56% de los
casos presentd variantes patogénicas en FANCA, seguidos por los afectados en FANCB
(9.75%) y después las variantes en FANCC, FANCG y FANCF, cuya frecuencia fue
equitativa (7.3% cada uno). La distribucién de las VP en los genes FANC en los
pacientes mexicanos, difiere de la reportada a nivel mundial.

b. Se encontraron 7 tipos de variantes, siendo las mas frecuentes las de sentido erréneo
y las de cambio en el marco de lectura, que fueron identificadas en la misma
proporcién (21.95%). La variante con mas alelos afectados (7) en este estudio fue
FANCA: c.2535 2536delCT. Dos variantes en FANCA, y una en FANCD2, fueron
encontradas en pacientes que desarrollaron cancer.

c. Se detectaron dos variantes con efecto fundador en nuestra poblacion de pacientes
con AF; la encontrada en FANCC en comunidad menonita (Tamaulipas) y la localizada
en FANCG, en comunidad Mixe (Oaxaca). Su descripcién es fundamental para la
busqueda de individuos portadores (heterocigotos) y afectados en poblaciones
aisladas.

d. En este estudio, las alteraciones fisicas mas frecuentes correspondieron a anomalias
en la pigmentacion de la piel (65.85%), anomalias en las extremidades superiores
(56%) vy talla baja (44%). No se encontraron asociaciones entre genotipo y las
alteraciones descritas en VACTERL-H. La frecuencia de los cambios dermatoldgicos,
qgue forma parte del acronimo PHENQS, se relaciona significativamente con la
presencia de variantes nulas.

e. Existen diferencias en la severidad de la falla medular en pacientes con genotipo
FANCA, ya que prevalece en ausencia de FM o en las formas leves y moderadas,
cuando es contrastada con pacientes con otros genotipos.

f. Los pacientes con AF tienen un nimero reducido de células troncales y progenitoras
hematopoyéticas en la médula ésea, comparadas con muestras de individuos sanos.
Asimismo, estas células tienen una tendencia a encontrarse incrementadas en sangre
periférica, con mayor dafio gendmico. No se pudo realizar la evaluacion del impacto
del gen afectado sobre estos hallazgos, razén por la cual es necesario un nimero
mayor de pacientes para poder realizar este tipo de asociaciones.

g. Finalmente, la identificacién oportuna de las variantes responsables del fenotipo en
la AF es un prerrequisito para el asesoramiento genético de las familias, manejo clinico
de los pacientes (en especial para el trasplante de médula ésea), el descubrimiento
de correlaciones genotipo-fenotipo y para conocer la composicidon gendmica de esta
entidad en la poblaciéon mexicana.
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12. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS.

Limitaciones.

Cuando se usan métodos relacionados con SNG, es posible que la implementacién
de un panel o de la modalidad de exoma culmine con un resultado negativo, planteando
labusqueda de VP a través de enfoques que impliguen una mayor cobertura génica (como
la SNG de genoma completo), que no estuvieron incluidas durante el desarrollo del
proyecto.

Debido a la complejidad en la presentacion clinica de la enfermedad, algunas
caracteristicas pueden describirse de manera limitada o ignorarse en el expediente si no
son buscadas de manera intencionada durante la exploracién del paciente. Esto podria
dificultar el establecimiento de correlaciones genotipo-fenotipo con mayor precisién.

La evaluacion de procesos celulares como la apoptosis, a través de citometria de
flujo en pacientes con AF resulta valiosa para complementar el analisis del efecto del dafio
no reparado sobre las células troncales. Sin embargo, esta estimacién no se puedo realizar
debido al acceso limitado de las muestras y al compromiso hematolégico de los pacientes,
que condiciona la cantidad de CTPH disponibles. Idealmente, se requiere una mayor
cantidad de CTPH de los pacientes, ya que esta evaluacién suele implicar el uso de células
vivas.

Perspectivas.

Se espera continuar con el proceso de genotipificacion, y mejorar la estrategia de
obtencion de genotipos para alcanzar un mayor porcentaje de pacientes genotipificados,
de forma costo-efectiva y rapida, adaptada a la casuistica propia de México.

Después de la obtencion del genotipo, el proceso de clasificacion de variantes
puede implicar que algunas de ellas sean catalogadas como “probablemente
patogénicas” o como variantes de significado incierto. Las recomendaciones en estos
casos abogan por la realizacién de estudios funcionales. Esta caracterizacién es muy
importante, considerando la gran proporcién de variantes que no han sido descritas en
otros pacientes o que carecen de analisis moleculares previos. Resultaria importante
obtener muestras de RNA de los pacientes con variantes que afectan el proceso de corte
y empalme, a fin de validar su impacto sobre la remocién de intrones.

Por otra parte, la obtencion de lineas celulares derivadas directamente de los
pacientes o que sean obtenidas a partir de mutagénesis dirigida permitiria la realizacién
de ensayos funcionales que evallen su sensibilidad ante agentes inductores de ICLs, o
ensayos de inmunofluorescencia para estudiar la localizacién nuclear (como en el caso de
variantes en FANCA que afecten esos dominios). Respecto a las dos poblaciones en las
que se detectaron VP fundadoras, es necesario hacer un estudio de genotipificacidon
dirigido en ambas poblaciones, para detectar individuos afectados y portadores y poder
dar un consejo genético apropiado.
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14. ANEXOS.

14.1 Tablas suplementarias.

Tabla S1: Programas utilizados para evaluar la patogenicidad de las variantes.

Programa ’ Fuente (liga de acceso) | Principio
Variantes no sinénimas (de sentido erréneo).
SIFT 4.0 https://sift.bii.a-star.edu.sg/ Comparacidn de secuencias; analisis
bayesianos.
Polyphen 2.0 | http://genetics.bwh.harvard.edu/ | Clasificador bayesiano ingenuo;
pph2/ aprendizaje automatico.
MutPred?2 http://mutpred.mutdb.org/ Aprendizaje automatico supervisado,
Arboles predictores (“Random
Forest”).
SNAP2 https://rostlab.org/services/snap2 | Inteligencia artificial; uso de redes
web/ neuronales
MuPro http://mupro.proteomics.ics.uci.e | Aprendizaje automatico supervisado,
du/ vectores de soporte.
[-Mutant 3.0 | http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/ | Aprendizaje automatico supervisado;
predictors/I-Mutant3.0/I- vectores de soporte.
Mutant3.0.cgi
Consurf https://consurf.tau.ac.il/consurf i | Alineamiento multiple de secuencias
ndex.php
PHANTER http://www.pantherdb.org/ Modelos ocultos de Markov y arboles
de decision.
Variantes sin sentido y de corrimiento de marco de lectura
VEST-indel https://karchinlab.org/apps/appV | Aprendizaje automatico supervisado ;
est.html Arboles predictores (“Random Forest”)
MudPredLOF | http://mutpred2.mutdb.org/mutp | Inteligencia artificial mediante redes
redlof/#qform neuronales
Variantes que afectan el proceso de corte y empalme
HSF http://www.umd.be/HSF3/ Matriz de pesos posicionalesy
algoritmos de entropia.
MaxEntScan http://hollywood.mit.edu/burgela | Distribucion maxima de entropia.
b/maxent/Xmaxentscan scoreseq.
html
CRYP-SKYP https://cryp-skip.img.cas.cz/ Prediccion a través de regresion
logistica multiple.
RNABPS https://home.jbnu.ac.kr/NSCL/rna | Algoritmos de aprendizaje profundo
bps.htm (“Deep learning”)
Representacion de interacciones en modelos de proteinas.
PyMol https://pymol.org/2/ Visor molecular de codigo abierto
AlphaPhold https://alphafold.ebi.ac.uk/ Inteligencia artificial; redes
neuronales.
Dynamut https://biosig.lab.ug.edu.au/dyna | Aprendizaje automatico supervisado;
mut dindmica de proteinas
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Tabla S2. Evaluacién de la patogenicidad de variantes de corrimiento de marco de lectura

y de aquellas que conducen a coddn de paro.

Gen Numero NP Cambio MutPredLOF | VEST-indel
p.L61WfsTer4 0.4578 0.715
FANCA NP_000126.1 p.C846QfsTer20 0.4356 0.821
p.C80VfsTerl5 0.4592 0.734
p.E440X 0.5128 0.937
FANCC NP_000127.2 p.D23IfsTer23 0.3557 0.598
FANCF NP_073562.1 p.R29PfsTer52 0.379 0.345
FANCB |NP_001018123.1 p-W475X 0.3824 0.927
p.F118LfsTer5 0.3284 0.846
FANCD2 |NP_001018125.1 p.Q1053GfsTer31 0.3996 0.847
EANCD1 NP_000050.3 p.V220IfsTer4 0.419 0.724
NP_000050.3 p.Q1089SfsTerl0 0.441 0.877
FANCJ NP_114432.2 p.R798X 0.5205 0.903

En la tabla: NP: Cddigo identificador de la proteina, de acuerdo a las categorias de datos
sugeridas en la base de datos RefSeq. Los cambios en los aminodcidos se etiquetaron de
acuerdo a la nomenclatura de una letra; fs: corrimiento en el marco de lectura; X:
presencia de coddn de paro. En el programa MutPredLOF, el valor mostrado corresponde
al promedio de las estimaciones que utiliza la red neural para evaluar el impacto de la
variante sobre las propiedades de la proteina. Un valor de 0.5 (umbral) sugiere
patogenicidad. En el programa VEST-indel, que utiliza enfoques de aprendizaje
automatico (“machine learning”) supervisado, un valor superior a 0.5 indica
patogenicidad.
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S2. Evaluacion de patogenicidad en variantes de corte y empalme.

Gen Cambio MaxEntScan | CRYP-SKYP Efecto
Exon

¢.1126-2A>C 4.71 0.35 Skipping

Nuevo sitio

FANCA c.4260+1G>A 9.65 0.66 criptico
Exon

c.827-1G>A 5.4 0.42 Skipping
Exon

FANCG ¢.511-3_511-2delCA 9.63 0.23 Skipping

En la tabla: El valor de entropia calculado por MaxEntScan (Max Entropy Scan) establece
gue mientras el estimador sea superior a 3.5, mayor es la disparidad entre la muestra de
referencia y la de alteracion, alterando el proceso de corte y empalme. El valor que se
muestra para el programa CRYP-SKYP corresponde al estimador PCR-E (probabilidad de
activacion de un sitio criptico de corte y empalme). Un valor inferior a 0.5 indica aumento
de probabilidad de salto del exén (skipping), mientras que un valor superior a 0.5 indica
mayor probabilidad de un sitio criptico (cambio en el patron normal de remocion de

intrones).

87




Tabla S3. Determinacidn de haplotipo en pacientes con variante fundadora en FANCG.

Haplotype FANCG Mixe

TCTCGTCTGATACGTCCTTTAGTGGCATCG

Haplotypes in MXL Count Frequency
TGCATCTGTATATTTACTTAAGTGCGGTAC 2 0.0156
CCCATCTGTGTACTTATCTGGGCGCGGCGG 1 0.0078
CGCATCTACACGTGAACCGGGTTACGGCGC 1 0.0078
CGCATCTACACGTGACTCTAGTCACGATGC 1 0.0078
CGCATCTACACGTTAATCGGGGTACCGCAC 1 0.0078
CGCATCTACATATTAATCGGAGTACGGCAG 1 0.0078
CGCATCTACGCGCTAACCGAGTTACGGCAG 1 0.0078
CGCATCTACGCGCTAATCTGATTACGACAC 1 0.0078
CGCATCTACGCGCTAATCTGATTATGGCAC 1 0.0078
CGCATCTACGCGCTACTCTAGTCACGATGC 1 0.0078
CGCATCTACGCGTTAATCGGAGTGCGATGC 1 0.0078
CGCATCTACGCGTTAATCGGGTTGCGGCGG 1 0.0078
CGCATCTACGTACGAATCGGGTTACGGCAC 1 0.0078
CGCATCTACGTATGAATCTGGTCGCGACGC 1 0.0078
CGCATCTACGTATGTATCGAGTCACCGCAG 1 0.0078
CGCATCTACGTATTAATCGARAGTGCGACGC 1 0.0078
CGCATCTACGTATTAATCGGGTCATGATAG 1 0.0078
CGCATCTACGTATTAATCTAGTCACGGCAC 1 0.0078
CGCATCTACGTATTAATCTGATCACGGCAC 1 0.0078
CGCATCTGTACGTGAATCGGGTTACGGCAC 1 0.0078
CGCATCTGTACGTTAATCTGATTACCGTGC 1 0.0078
CGCATCTGTACGTTAATCTGGTTACGGCAG 1 0.0078
CGCATCTGTATATGAACCGGAGTACCGCAG 1 0.0078
CGCATCTGTATATTAACCGGATTACGATAC 1 0.0078
CGCATCTGTATATTAACCGGGGCGCGACAC 1 0.0078
CGCATCTGTATATTAATCGGGTCACGACAG 1 0.0078
CGCATCTGTATATTACTCGGGGCACGGCGC 1 0.0078
CGCATCTGTGCGCGAATCGAGTTGCCGCAC 1 0.0078
CGCATCTGTGCGCTAACCGGATCGCGGTAC 1 0.0078
CGCATCTGTGCGCTACTCGGATCACGATGC 1 0.0078
CGCATCTGTGCGTTAACTTGATTACGGCGC 1 0.0078
CGCATCTGTGCGTTAATCGGATTACGGCAC 1 0.0078
CGCATCTGTGCGTTAATCGGGGCACGGTAC 1 0.0078
CGCATCTGTGCGTTAATCGGGTCGCGGTGC 1 0.0078
CGCATCTGTGTACTAACCTGGTCGCGGCAC 1 0.0078
CGCATCTGTGTACTAATCTGGTCACGACAC 1 0.0078
CGCATCTGTGTATGAACCGGGTCGCGACAC 1 0.0078
CGCATCTGTGTATTAACCTAGGTACCGCGC 1 0.0078
CGCATCTGTGTATTAATCGGGGCGCGGCAC 1 0.0078
CGCATCTGTGTATTAATCGGGGTACCGCGG 1 0.0078
CGCATCTGTGTATTAATTGGAGTACGGCAC 1 0.0078
CGCATTCACACGTTAATCGGGTCATGATGC 1 0.0078
CGCATTCACATATTAACCGGGGCACGGTAC 1 0.0078
CGCATTCACGCGTTTACTGAATCACGGTGC 1 0.0078




CGCATTCACGTATTAATCTAGTCACGGTALC 1 0.0078
CGCATTCGCACGTGAATCTGGGCACGGCALC 1 0.0078
CGCATTCGTACGCTAATCGGGTCGCGGTALC 1 0.0078
CGCATTCGTACGCTACTCGGGGCACGATGC 1 0.0078
CGCATTCGTACGCTACTCGGGTCACGGTALC 1 0.0078
CGCATTCGTACGTTACCCGGGTCGCGACALC 1 0.0078
CGCATTCGTATACTAACCGGGGCACGACGG 1 0.0078
CGTGGCTACACGTGAATCGGGGTACGATALC 1 0.0078
CGTGGCTACACGTTACCCGGGTCGCGATALC 1 0.0078
CGTGGCTACGCGCTAACCGAGGCACGGCALC 1 0.0078
CGTGGCTACGCGTGAACCGGGGTGCGGCGC 1 0.0078
CGTGGCTACGCGTGAACCGGGGTGCGGCGC 1 0.0078
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Resumen

El DNA es nuestro patrimonio genético, es la tnica
molécula que no puede reemplazarse a lo largo de toda
la vida celular y se encuentra expuesto a diversos
agentes que lo dafian, tanto enddgenos como
exdgenos; se estima que una célula humana presenta
entre 10*-10° lesiones en el genoma por dia, que
pueden derivar en mutaciones, si no son restauradas,
por lo que para mantener la homeostasis, nuestras
células tienen toda una bateria de mecanismos que se
encargan de identificar, sefializar y reparar las
lesiones del DNA; se calcula que los genes que
intervienen para mantener la integridad gendémica son
cientos y si fallan pueden ser letales o conducir a
sindromes de inestabilidad genomica. Existen
diversos tipos de lesiones y de mecanismos de
reparacion; las rupturas de doble hebra del DNA
(DSB) son de las mas deletéreas para la célula y de no
repararse, O repararse erroneamente, se genera dafio
estructural y numérico en los cromosomas, resultando
en una variedad de inestabilidad genémica que es la
inestabilidad cromosdmica y ésta genera un fenotipo
celular y clinico anormal. Los sindromes de
inestabilidad cromosdémica mas estudiados son la
Ataxia telangiectasia, el Sindrome de Nijmegen, el
Sindrome de Bloom y la Anemia de Fanconi, todos
ellos enfermedades raras que tienen en comin
malformaciones congénitas, alteraciones
inmunologicas, envejecimiento prematuro y un riesgo

Abstract

The DNA is our genetic heritage, it is the only
molecule that can’t be replaced throughout the cellular
life and is exposed to both endogenous and exogenous
agents that damage it; it is estimated that a human cell
receives 10%-10° lesions per day, which if they are not
repaired, can lead to mutations, so to maintain cellular
homeostasis, our cells have a battery of mechanisms
that are responsible for identifying, signaling and
repair DNA lesions; It is calculated that we have
hundreds of genes involved in maintaining the
genomic integrity; failure in one of them, may be lethal
or lead to genomic instability syndromes. There are
several types of DNA damage and repair mechanisms;
DNA double-strand breaks (DSB) are one of the most
deleterious lesions and if it is not repaired or if repaired
erroneously, structural and numerical damage is
generated in the chromosomes, resulting in a variety
of genomic alterations leading to chromosomal
instability generating an abnormal cellular and clinical
phenotype. The most studied chromosomal instability
syndromes are Ataxia telangiectasia, Nijmegen
Syndrome, Bloom Syndrome and Fanconi Anemia, all
of them are rare diseases that have in common
congenital malformations, immunological alterations,
premature aging and a very high risk of developing
cancer. In addition, every of these syndromes shows
phenotypic characteristics related to the specific gene
defect. The study of these diseases has generated
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muy elevado de desarrollar cancer. Ademas de esto,
cada uno de ellos tiene caracteristicas particulares que
se relacionan con el defecto génico especifico. El
estudio de estas enfermedades ha generado
conocimiento sobre los mecanismos de reparacion del
DNA en humano, lo cual ha repercutido en un mejor
diagndstico, prondstico y tratamiento de estos
pacientes, pero también en el avance y en el
conocimiento de la biologia del cancer y su
tratamiento.

Palabras clave: inestabilidad gendmica, reparacion
de DNA
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knowledge regards the mechanisms of DNA repair in
humans, which has resulted in a better diagnosis,
prognosis and treatment of these patients, but also in
the advancement in the knowledge of cancer biology
and its treatment.

Key words: genomic instability, DNA repair

Introduccion

Nuestro organismo posee células altamente
complejas, tanto en estructura como en funcion, cada
una de ellas contiene en su nucleo DNA asociado a
proteinas histonas y no histonas que forman la
cromatina, que se visualizara en la mitosis como 46
cromosomas, debido a la alta condensacion generada
(Figura 1). Estos cromosomas portan en conjunto un
DNA con 3200 millones de pares de bases A-T y C-
G, que constituyen nuestro genoma diploide y estan
ordenadas en una secuencia especifica, y es donde se
encuentra almacenado la informacion genética y las
instrucciones necesarias para construir y mantener
funcionando cada célula y el conjunto organizado de
células que constituye un individuo; asi mismo el
DNA es el responsable de la transmision de esta
informacion de célula a célula mediante mitosis y de
generacion a generacion mediante meiosis, que forma
gametos haploides. Lo extraordinario de nuestro
genoma, es que aunque tiene la capacidad para hacer
que una célula pueda recambiar practicamente todos
sus tipos de componentes, los cromosomas no pueden
recambiarse; esto tiene implicaciones muy
importantes para la vida, puesto que si se dafia el DNA
necesita ser reparado, sin embargo, se ha observado
que atn en un individuo normal, la reparacioén puede
no ser perfecta, por lo que tiende a acumular lesiones
y mutaciones que eventualmente conducirdn a la
pérdida celular, al envejecimiento o bien si hay
mutaciones que confieran a una célula una ventaja
reproductiva, puede conducir al desarrollo de cancer

[1].
Daiio y reparacion del DNA en homeostasis celular

Todo ser humano inicia su existencia como un
cigoto, con 23 cromosomas de origen paterno y 23
cromosomas de origen materno para integrar un
genoma propio de 46 cromosomas; este genoma se
conserva extremadamente similar en todas las células

de un organismo adulto, a pesar de haber pasado por
miles de millones de replicaciones y de estar expuesto
a multiples agresiones enddgenas y exdgenas. Se
estima que una célula humana presenta entre 10*-10°
lesiones en el genoma por dia, inducidas por fuentes
enddgenas y exdgenas y que pueden derivar en
mutaciones, si no son restauradas [2-4].
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Figura 1. Cromosomas humanos en metafase. Cada célula tiene
46 moléculas de DNA, visibles al microscopio como 46
cromosomas, cada uno contiene una molécula de DNA asociada a
proteinas histonas y no histonas. Se aprecian los 46 cromosomas
integros, sin alteraciones.

Fuentes endogenas de dario al DNA

Existen diferentes fuentes enddgenas de dafio al DNA
entre las que destacan: a) la replicacion del DNA, b)
el contacto con productos del propio metabolismo
celular y ¢) reacciones espontaneas intrinsecas a la
naturaleza quimica del DNA [3].
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Las células entran en ciclo celular para
reproducirse, durante la replicacién del DNA, las
DNA polimerasas con frecuencia agregan bases
nitrogenadas no complementarias; siendo el
principal factor de mutaciones espontaneas en un
organismo. Por lo general, la sintesis del DNA se
lleva a cabo por las polimerasas de alta precision
a, 0 y & que se estima generan en promedio un
error por cada 10,000 bases incorporadas. Sin
embargo, en ocasiones se requiere de la accion de
polimerasas de sintesis translesion para completar
la replicacion. Estas polimerasas son menos
precisas e introducen hasta 2 errores por cada 1000
bases ya que cuentan con un sitio catalitico de
mayor tamafio que les permite acomodar bases
modificadas o voluminosas que incluyen bases con
alteraciones [1, 2, 4, 5].

Por otra parte, el DNA se encuentra situado en un
ambiente acuoso en el que, con frecuencia, es

Guanina (G) Acetaldehido N2-etiliden-2'- desoxiguanina

©)

SO b
SoONINS

posible encontrar especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, las cuales pueden dafiar el DNA
generando enlaces covalentes cruzados, rupturas
de hebra sencilla, rupturas de doble hebra,
modificaciéon de bases, etc. (Cuadro 1, Figura 2),
[6, 7]. La cantidad requerida de estas especies para
causar dafio varia, por ejemplo, en el caso del
acetaldehido (Figura 2) [6].

Por ultimo, todas las macromoléculas bioldgicas
presentan descomposicion espontanea, y el DNA
no es la excepcion. Las moléculas del DNA se
unen entre si por enlaces quimicos, el enlace N-
glicosidico formado entre la pentosa y la base
nitrogenada es susceptible a hidrolizarse en
condiciones fisiologicas, lo que implica la
desaminacion y pérdida de bases nitrogenadas
causando cambios en las bases originales; por
ejemplo la Citosina puede generar Uracilo, lo cual
genera una mutacion tipo transiciéon de C>T [8, 9].
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Figura 2. Mecanismo de generacion de enlaces covalentes cruzados en el DNA, por acetaldehido.

Cuadro 1. Efecto de las fuentes de daiio endégeno sobre el DNA.

Fuente de dafio endégena Ejemplo

Especies reactivas de oxigeno

(ROS, por sus siglas en inglés) Ion superoxido.

Radical hidroxilo.

Especies reactivas de nitrogeno Oxido nitrico

Perdxido de hidrégeno.

Efecto en DNA

Oxidacion de bases (8-oxo-deoxiguanosina).
Ruptura de hebra sencilla.
Ruptura de doble hebra.

Oxidacion de bases (8-nitro-deoxiguanosina)

Peroxinitrito Ruptura DNA
Desaminacion de guanina a adenina
Productos de la peroxidacion de Crotonaldehido Aductos exociclicos
lipidos Acroleina
4-hidroxinonenal
(HNE)
Malonaldehido (MDA)
Agentes alquilantes Acetaldehido Enlaces covalentes cruzados o
Aductos.
Sustitucion de bases (G 2 A, A >T).
Metabolismo del estrogeno 4-hidroxiestradiol Aductos.

Modificacion covalente de DNA.
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Fuentes exogenas de dario al DNA

Una de las mas importantes fuentes de dafio al
DNA en los seres vivos, es la radiacion solar; existen
tres categorias de radiacion UV: A, B y C. Debido a
que la capa de ozono absorbe UV-C, las principales
fuentes de dafio al DNA son la luz UV-A y UV-B,
quienes pueden causar dos tipos de lesiones en el
DNA: 1) la uniéon covalente de dos pirimidinas
adyacentes, timina-timina o timina-citosina, formando
dimeros ciclobutano pirimidina; 2) la formacién de
dimeros pirimidina-pirimidona o 6-4 fotoproductos
entre bases de timina y citosina adyacentes [2, 6]. Otro
agente fisico que genera alteracion en la estructura del
DNA es la radiacion ionizante (IR, por sus siglas en
inglés), presente en el decaimiento de elementos
radioactivos (como el uranio), la radiacion cosmica,
tratamientos médicos que utilizan rayos X o
radioterapia, etc. La IR produce lesiones
quimicamente parecidas a las provocadas por las
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés), e incluyen mas de 850 modificaciones de
pirimidina, 450 de purinas, rupturas de hebra sencilla
y rupturas de doble hebra; el dafio producido por la IR
no se distribuye homogéneamente y puede generar dos
0 mas lesiones dentro de una o dos vueltas de la doble
hélice [6, 10]. Sumado a estos eventos, la exposicion

a factores quimicos en consecuencia a nuestra forma
de vida; como el fumar, el usos de pesticidas o agentes
quimioterapéuticos, por ejemplo la mostaza
nitrogenada, la mitomicina C y el cisplatino
reaccionan quimicamente con el DNA [9] y se genera
una molécula con alteraciones que incluyen
modificaciones quimicas en las bases nitrogenadas,
ruptura de una o ambas hebras y enlaces covalentes
entre bases de cadenas complementarias, 1lamados
enlaces covalentes cruzados o ICL (interstrand cross
link) (Figura 3), [10].

Respuesta celular al dario en el DNA

Las fuentes exdgenas y endodgenas de dafio al
DNA, pueden provocar en ¢l una amplia variedad de
lesiones y para poder contrarrestar estos insultos, la
célula tiene un mecanismo denominado respuesta al
dafio en el DNA o DDR (DNA damage response),
compuesto por una red compleja y orquestada de
interaccion de diferentes vias de senalizacion, las
cuales tienen la habilidad de a) censar el dafio
generado, b) transducir esta sefial a la célula para
reparar la lesion y ¢) modificar la progresion del ciclo
celular; sin embargo, si el dafio es excesivo, la célula
puede tomar el camino de la senescencia o en ultimo
caso activar la apoptosis (Figura 4), [1, 10-12].
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Rayos X
Radicales de oxigeno
Agentes alquilantes

Luz UV
Hidrocarburos
policiclicos aromdticos

Sitios abasicos de uracilo 6-4 (PP)
8-oxoguanina Aducto voluminoso
Ruptura de hebra sencilla CPD

¢

Reparacién por escisién
de bases (BER)

t

Reparacién por escisién
de nucleétido (NER)

Rayos X Errores de la

Agentes antitumorales replicacién
(cis-Pt, MMC)

\ \4
o] 2> LY A Y

A-G Mal apareadas
C-T Mal apareadas
Insercion/Delecion

t

Reparacién de bases mal
apareadas (MMR)

Enlace covalente cruzado
Ruptura de doble hebra

¢

Recombinacién
homologa (HR)
Unién de extremos no
homologos (NHEJ)

Figura 3. Fuentes de induccién de dafio al DNA, lesiones generadas por ellas y mecanismos de reparacion especificos.
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Figura 4. Mecanismos de accion de la DDR ante diversos tipos de lesiones en el DNA.

La DDR se realiza mediante el control de proteinas
que participan como sensores, transductores y
efectores de las lesiones generadas en el DNA, en este
articulo revisaremos primordialmente aquellas que
generan inestabilidad cromosdmica.

a) La DDR se inicia una vez que los sensores
reconocen la lesion, algunos de estos son el
complejo MRN (Mrell-Rad50-Nbsl) que
reconoce rupturas de doble hebra (DSBs, por sus
siglas en inglés) en fase S/G2 y el heterodimero
Ku70/Ku80 que acttia en fase G1; otro sensor muy
importante es la proteina FANCM la cual reconoce
horquillas de replicacion estancadas por la
presencia de un ICL [13, 14]

b) Una vez reconocida la lesion, se realiza una
amplificacion de la sefial, las proteinas
transductoras encargadas de este proceso son la
familia PIKK cinasas (Phosphatidyl Inositol 3-
Kinase-related Kinases), compuesta por ATM,
ATR y DNAPKGcs [13, 14]. Estas cinasas actuan a
través de modificaciones postraducionales (por
ejemplo, mediante fosforilacidon), de varias
proteinas blanco. ATM y ATR fosforilan a CHK2
y CHKI1 respectivamente, las cuales activaran un
checkpoint del ciclo celular que lo detiene para dar
paso a la reparacion (Figura 5). Otras
modificaciones se realizan sobre la cromatina,
especificamente, estas PIKK cinasas pueden
fosforilar a la variante de histona H2AX en el
residuo Ser139 para dar yH2AX, la cual marca el
DNA con DSBs y genera el reclutamiento de otras
proteinas para poder procesar la lesion y repararla
[6, 15]. Existe otra serie de modificaciones
postraduccionales de histonas canodnicas, que
facilitan el acceso a la cromatina para la deteccion
y reparacion del dafio al DNA.

c¢) Por ultimo, se activa un mecanismo especifico de
reparacion dependiendo del dafio generado; por
ejemplo, en el caso de un ICL se pueden activar
diferentes vias para realizar la reparacion como la
via FA/BRCA, sintesis translesion (TYS),
reparacion por escision de nucledtidos (NER),
recombinacion homodloga (HR) o unién de
extremos no homologos (NHEJ); estas vias se
discutiran a continuacion [16, 17]. Una vez que la
lesion se repara, las células contintan el ciclo
celular por un proceso denominado “checkpoint
recovery” [18, 19]. Sin embargo, si el dafio no se
repara, la célula puede 1. irse a senescencia, 2.
realizar apoptosis o 3. dividirse con el dafio no
reparado, provocando inestabilidad cromosdmica
que puede derivar en disfuncidon celular y cancer.

Por otro lado, en los ultimos afios se han dado
grandes avances en el conocimiento de los procesos
mediados por RNAs no codificantes (ncRNAs), y se
han identificado microRNAs (miRNAs) que pueden
regular la expresion de los RNAs mensajeros de las
proteinas que participan en la DDR [20]. Otros
ncRNAs que participan en este proceso, son los
pequefios RNAs generados en la DDR (DDRNA) y los
RNAs largos no codificantes inducidos por dafio
(dilncRNAs), y se ha observado que ambos tipos de
RNA reguladores se producen después de que se
genera una lesion, ademas de ser sitio-especificos y
ayudar en el reclutamiento de factores de
reconocimiento como el complejo MRN o 53BP1
[21].

Arresto del ciclo celular

La progresion del ciclo celular durante sus
diferentes fases se controla principalmente por
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complejos especificos ciclinas-cinasas dependientes
de ciclina (CDK). Sin embargo, cuando una célula en
division presenta dafio en el DNA, se activa la DDR y
el checkpoint propio de la fase en la que se encuentre
la célula. Estos checkpoints son puntos donde la célula
verifica que las actividades de cada fase se completen
para poder proseguir con la siguiente. En caso de que
exista dafio en el DNA, la respuesta inmediata es la
inhibicion de los complejos ciclina-CDKs; como
resultado, se genera un arresto del ciclo celular donde
la célula puede realizar: a) reparacion del dafio o b)
senescencia o apoptosis para prevenir la inestabilidad
cromosomica, si el dafio no puede ser reparado (Figura
5).

El mecanismo especifico de respuesta para que el
arresto celular se realice dependera del tipo de lesion
y de la fase del ciclo celular en la que se genere el
dafio, para asi activar el “checkpoint” adecuado.
Generalmente el no completar la replicacion o debido
a las lesiones del DNA provoca la activacion de las
PIKK cinasas ATM/ATR, que activan las cinasas
CHK2/CHK1, respectivamente. CHK2/1, activa a la
proteina p53, lo que resulta en la inducciéon de una
amplia variedad de blancos transcripcionales, dentro
de los cuales se encuentra la proteina p21 inhibidora

ATT/R

e) Checkpoint de Dafioal  P§3
DNA entrada de G2 a M

p21

Ciclina

A/B —pEntrada a

fase M

Fosfatasa CDC25

d) Checkpoint de
replicacion del DNA
progresién en S

CHK1

de CDK que se une e inhibe al complejo ciclina-CDK
para bloquear la progresion del ciclo celular. Otro de
los blancos activados por ATM es p38, una MAP
cinasa que contribuye en la estabilizaciéon del mRNA
que codifica a p21. Todo este proceso impide la
progresion de G1 por la degradacion de ciclina D
(Figura 5a) o bien estos mismos actores pueden
detener la transicion de la fase G1 a S (Figura 5b); la
progresion de fase S por daino al DNA o por alteracion
en la replicacion (Figura Sc y 5d) y la transicion de
fase G2 a M (Figura 5e), en especial en la fase G2,
ademas de la inhibicion de CDC25A y CDC25B, la
fosforilacién de CDKs dependiente de WEE]1, niveles
bajos de p21 y la presencia de ATR y CHKI, son
cruciales para el control y mantenimiento del
“checkpoint” de fase G2, [22, 23]. Como se menciond
en el segmento anterior la reparacion dependera de la
reseccion que tenga el DNA. En todos estos puntos
interviene también la fosfatasa CDC25A, encargada
de la reversion de la fosforilacion inhibitoria de las
CDK [22, 23]. Estos “checkpoints” que arrestan el
ciclo celular, permiten a la célula tener tiempo para
que reparen las DSBs, generalmente por NHEJ y por
HR de manera post-replicativa durante las fases S y
G2.
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Figura 5. Inhibicién de los complejos ciclinas-CDKs en la progresion del ciclo celular en respuesta a daiio al DNA o alteracién en
su replicacion.

Mecanismos de reparacion del DNA

La reparacion del DNA se considera como una de
las herramientas que utiliza la célula como parte de la
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DDR. Dos factores principales determinan la eleccion
de la via de reparacion que serd utilizada: el tipo de
lesion presente en el DNA vy la fase del ciclo celular
en la cual son detectadas las alteraciones. El sistema
de reparacion de apareamientos erroneos (MMR,
mismatch repair) se encarga de corregir bases mal
apareadas; la reparacion por escision de bases (BER,
base excision repair) se utiliza para corregir bases
alteradas, mientras que la reparacion por escision de
nucledtidos (NER, nucleotide excision repair) actiia
sobre una variedad de lesiones que distorsionan la
estructura helicoidal del DNA [1, 24]. Algunas
lesiones como los ICLs, interfieren con procesos
celulares indispensables, como la replicacién y la
transcripcion, en este caso la via que se encarga de su
reparacion es la FA/BRCA, que se considera como
una via maestra que procesa los ICLs y para
repararlos, forma intermediarios tipo aductos que
distorsionan el DNA vy se reparan por NER y también
forma DSBs. Las DSBs se consideran como una de las
lesiones mas peligrosas para la integridad del genoma
y pueden originarse por una lesion directa o bien como
producto de la reparacion de un ICL [24]. Las DSBs
se puede reparar por dos mecanismos y que dependen
de la fase del ciclo en el que se encuentre la célula: 1)
la recombinacion homdloga, (HR) que opera en fase
S/G2 y es dependiente de la presencia de una molécula
homdloga de DNA, y 2) la unién de extremos no
homologos (NHEJ), que opera principalmente en G1
pero puede operar en cualquier fase del ciclo celular
ya que no requiere de homologia [24]. Una importante
diferencia entre ambas vias, es que la HR se considera
como un proceso fidedigno de reparacion, mientras
que la NHEJ es un proceso con tendencia a generar
errores, sobre todo si se trata de la via llamada NHEJ
alterna (A-NHEJ, alternative-non homologous end
joining), ya que puede ocasionar alteraciones
cromosOmicas o subcromosomicas que producen
deleciones o duplicaciones [25, 26].

Las lesiones que pueden generar inestabilidad
cromosOmica, tema central del presente trabajo, son
esencialmente las ICL y DSB; los procesos de
reparacion que intervienen para eliminarlas del DNA
se presentan a continuacion.

Reparacion por escision de nucledtidos o NER

Es la encargada de reparar lesiones que ocasionan
la distorsion de la doble hélice como dimeros de
ciclobutano-pirimidinas y los fotoproductos 6-4
pirimidina-piromidona, inducidos por luz UV,
aquellas generadas por ciertos productos quimicos
como el cisplatino, asi como por -ciclopurinas
derivadas de ROS [4]. NER presenta dos sub-rutas, la
que se encarga de la reparacion en el genoma global

(GG-NER, global genome nucleotide excision repair)
y la que estd acoplada a la transcripcion (TC-NER,
transcription-coupled nucleotide excision repair), que
se activa ante lesiones en una hebra de DNA que
servira de templado para la generacion de RNA
mensajero (Figura 6), [25].

GG-NER TC-NER
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Ligacién
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Figura 6. Mecanismo de reparacion por escision de nucledtidos
(NER). GG-NER reparacion global del genoma; TC-NER
reparacion acoplada a la transcripcion.

El primer paso para ambas rutas es el
reconocimiento del dafio. En GG-NER, las proteinas
relacionadas con el sindrome de Xeroderma
pigmentosum son las principales involucradas; el
complejo de las proteinas XPC/RAD23B/CETN-2
con ayuda de UV-DDB, reconoce la lesion que
distorsiona el DNA; XPC permanece sobre la hebra
opuesta a la lesion y su terminal carboxilo se inserta
entre las hebras de DNA facilitando asi la apertura de
las hebras y posteriormente, RAD23B se disocia de la
uniéon [4, 27]. En la sub-ruta TC-NER, el dafio se
reconoce durante la elongacion del transcrito debido
al estancamiento de la RNA Pol II en la lesion, en esta
etapa la enzima interactia con UVSSA, CSB y USP7
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[4]. Una vez que la polimerasa localiza la lesion, la
afinidad de CSB por la RNA Pol II aumenta y se
recluta CSA, formandose el complejo CSA-CSB, que
induce el retroceso (backtracking) de la RNA Pol 11,
dejando accesible el sitio de la lesion para ser reparado
[27].

Los pasos posteriores son comunes para ambas
sub-rutas. Asi, el complejo TFIIH se recluta al sitio de
la lesion. En seguida, se disocia el sub-complejo con
actividad cinasa de TFIIH (CAK) y la doble hélice se
separa gracias a la actividad helicasa del complejo,
siendo la subunidad XPD la encargada de verificar la
presencia de una lesion, con la colaboracion de XPB y
XPA [25]. Posteriormente, RPA se une a la hebra no
dafiada y XPA recluta al heterodimero XPF-ERCCI1,
el cual se dirige a la hebra lesionada y genera una
incision en su extremo 5°. Luego, XPG corta la hebra
a unos 22-30 nucledtidos en direccion 3" de la lesion,
que provoca la escision del fragmento donde se
encontraba la lesion. Para rellenar el espacio se
recluta, mediado por PCNA, una DNA polimerasa
delta o épsilon. El proceso culmina cuando una DNA
ligasa I o III, genera el enlace covalente que unira la
hebra recién sintetizada con la hebra original que
contenia la lesion (Figura 6), [4].

Reparacion por recombinacion homologa (HR)

Como se menciond anteriormente, la reparacion de
un DSB puede ser reparado por HR o NHEJ
dependiendo de la fase en la que se encuentre la célula.
Primero los extremos de DNA rotos son reseccionados
por exonucleasas, con una mayor longitud de
reseccion en la HR, y casi nula en la NHEJ [28]. En la
RH se copia la informacion sin error que contiene la
cromatida hermana no dafiada y consta de cuatro pasos
(Figura 7):

Sefializacion de la ruptura: protagonizada por las
proteinas YH2AX, MDC1 y RNF8 tras la activacion
de las cinasas ATM y ATR y la consecuente
fosforilacion de sus proteinas blanco CHEKI,
CHEK2, TP53, BRCA1 y H2AX [29].

Reseccion de los extremos 5’ de la DSB: el
complejo MRN formado por MREI1, NBSI vy

RADS50, colabora con las exonucleasas CtIP, que
genera una reseccion corta que se extiende por las
exonucleasas EXO1 o DNA2, acopladas con las
helicasas WRN o BLM [28, 30].

Invasion de la hebra: el DNA de cadena sencilla se
recubre por RPA, la cual se intercambia por
RADS1/FANCR con ayuda de BRCA2/FANCD2 y
PALB2/FANCN para generar el filamento
presindptico; éste se alinea por complementariedad
con la hebra homoéloga [17, 31].

Formacion y resoluciéon de intermediarios de
Holliday: La sintesis del DNA faltante a partir de los
extremos 3’ provoca la formacion de una estructura de
cuatro brazos bicatenarios unidos entre si
(intermediarios de Holliday), los cuales se resuelven
por helicasas y endonucleasas que, dependiendo
donde lleva a cabo la incisién generan o no
recombinacion [32].

Debido a que la informacién se copia de la
cromatida hermana, la reparacion de las DSB por la
RH es una via fidedigna que se considera libre de
error.

Reparacion por unién de extremos no homdlogos
(NHEJ)

La reparacion de DSB por la NHEJ, contrario al
resultado de la reparacion por HR, es propensa a error
y no requiere de la presencia de una cromatida
hermana para llevarse a cabo, por lo que la via puede
emplearse en cualquier fase del ciclo celular [28].

El inicio de la NHEJ requiere de la unién del
heterodimero Ku70/80 en los extremos rotos del
DNA, éste protege al DNA evitando su degradacion y
la actividad de las proteinas de la HR, ademas de servir
como plataforma para reclutar proteinas de reparacion
como la DNA-PKcs. La DNA-PKcs es una cinasa con
un cofactor proteico con actividad exonucleasa
(Artemisa), el cual elimina algunos nucleétidos de los
extremos rotos para que se pueda llevar a cabo la
ligacion por los complejos XRCC4/XLF y la DNA
ligasa IV. Esta reseccion, aunque pequeiia, representa
la modificacion de la informacion en el sitio de dafo,
explicando los errores asociados a la reparacion por
NHEJ (Figura 7), [28, 33].
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Figura 7. Reparacion de DSB por NHEJ y HR. En la ligacion durante la NHEJ, se pueden unir los extremos contiguos a la ruptura (como
se muestra en la imagen) o extremos productos de rupturas de cromosomas distintos, lo que genera aberraciones cromosdmicas como

translocaciones, dicéntricos y figuras radiales.
Via FA/BRCA

Los enlaces covalentes cruzados o ICLs,
representan el dafio mas deletéreo que puede tener una
célula, ya que esto provoca la inhibicion de procesos
esenciales como la transcripcion y la replicacion.
Algunos agentes alquilantes procedentes de fuentes
endogenas como el acetaldehido y formaldehido o
exogenas como algunos farmacos como el cisplatino
y la mitomicina C, reaccionan con las bases
nitrogenadas formando un enlace covalente entre las
hebras o ICL, éste no genera un cambio evidente en la
estructura del DNA, por lo que su deteccion se llevara
a cabo principalmente durante la fase S del ciclo
celular, cuando el paso de la maquinaria de replicacion

se vea interrumpido al no poder separar la doble hebra.
El estancamiento de las dos horquillas de replicacion
genera la activacion de la via de reparacion que se
encarga de resolver este tipo de dafio: la via FA/BRCA
[17, 34]. La via FA/BRCA es compleja, ya que
coordina diferentes mecanismos de reparacion como
NER, sintesis translesion y HR, asi como la
participacion de diversas proteinas, entre las que
destacan las 22 codificadas por los genes FANC:
FANCA, FANCB, FANCC, FANCDI, FANCD?2,
FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCJ, FANCL,
FANCM, FANCN, FANCO, FANCP, FANCQ,
FANCR, FANCS, FANCT, FAUNCU, FANCY,
FANCW [35, 36].
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Esta via (Figura 8) inicia con el reconocimiento de
la lesién por la proteina UHRF1 y el complejo
FANCM-MHFI1-MHF2, que reconocen estructuras
ramificadas en el DNA generadas en horquillas
estancadas y sirve como sitio de andamiaje para 11
proteinas, las proteinas rio arriba de la via FA/BRCA
que incluye FANCA, FANCB, FANCC, FANCE,
FANCF, FANCG, FANCL, FANCT, FAAP100,
FAAP20 y FAAP24, en un complejo denominado
“core AF” el cual tiene como funcion principal
reclutar y ubiquitinizar al heterodimero FANCD2-I;
una vez posicionado y activado, FANCD2-I incorpora
a las FANCP/SLX4, y las endonucleasas MUSS],
SLX1 y XPF/ERCC4/FANCQ quienes realizaradn dos
incisiones a ambos lados del ICL sobre una de las
hebras parentales, liberando el ICL de una hebra y
permitiendo el paso a la maquinaria de replicacion,
después de lo cual, se generan tres tipos de lesiones:
una ruptura de hebra sencilla y un aducto en una de las

cromatidas y en la otra cromatida hermana se genera
una DSB en donde las endonucleasas realizaron el
corte. Cada una de estas lesiones se repara por
diferentes vias de reparacion (Figura 8), [34, 36]. La
ruptura de hebra sencilla se repara por el complejo
conformado por REV1, REV7/FANCV y REV3, el
cual es una polimerasa de sintesis translesion capaz de
incorporar nucledtidos tomando como molde la hebra
complementaria con el aducto, este paso puede
introducir mutaciones en la nueva hebra, debido a la
baja fidelidad que tiene la polimerasa. El aducto se
repara por via NER y la DSB se procesa por las
proteinas rio abajo de la via (FANCD1 / BRCA2,
FANCN / PALB2, FANCS / BRCAl, FANCJ /
BRIP1, FANCO / RAD51C, FANCR / RADS1) que
realizan la reparacion por HR y asi la lesion queda
reparada sin errores para poder proseguir con el ciclo
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Figura 8. Via FA/BRCA. En la figura observamos la secuencia de eventos del procesamiento de un ICL, desde el inicio donde se da el
reconocimiento del ICL, pasando por el reclutamiento de las diferentes proteinas para el procesamiento de la lesion y por Gltimo el

restablecimiento de las dos cromatidas hermanas integras.

Lesiones que causan alteraciones cromosomicas

Las alteraciones cromosomicas generalmente
resultan de la ruptura y reuniéon de segmentos no
homologos, por lo que lo méas comiin es que sean el
resultado de la reparacion no fidedigna de DSBs. El
mal funcionamiento de alguno de los procesos de
reparacion (HR y NHEJ), genera mutaciones y
aberraciones  cromosomicas y  cromatidicas,
dependiendo de la fase del ciclo celular en la que se
detecta la DSB [25]. Normalmente la HR no introduce
errores, pero bajo algunas condiciones una sub-ruta de
HR llamada reparacion por alineamiento de cadena
sencilla (SSA, single strand annealing) que repara

DSB flanqueados por secuencias de >25 nucledtidos
repetidas (Figura 9), implica la perdida de segmentos
cromosomicos y puede generar translocaciones si el
alineamiento se produce entre regiones con secuencias
homodlogas entre dos cromosomas diferentes [37]. Por
otra parte, la conversion génica, resultado de la
transferencia de informacion genética no reciproca
entre dos secuencias de DNA, puede conducir a la
formacion de regiones con pérdida de heterocigocidad
(LOH, loss of heterozygosity) y también al
intercambio fisico entre dos segmentos cromosomicos
(crossing over) que generan translocaciones,
duplicaciones y deleciones cromosdmicas (Figura 9),
[26].
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Sin embargo, en la mayoria de los casos de
alteraciones cromosomicas estructurales, las proteinas
que forman parte de la via NHEJ candnica y alterna
(C-NHEJ y A-NHEJ), son las responsables, puesto
que ligan extremos que presentan homologia en un
segmento muy corto, de <25 nucledtidos, de manera
que la NHEJ es capaz de unir de forma errénea e
independientemente de su secuencia y estructura,
cromosomas diferentes [37]. Por esta razon, si existe
mas de un DSB, se pueden inducir deleciones,
inserciones o translocaciones, que pueden a su vez
favorecer la formacion de cromosomas dicéntricos u
otros rearreglos mas complejos [38]. Se ha observado
que en la variante alterna de la via (A-NHEJ),
independiente del dimero Ku 70/80 se incrementan los
niveles de las uniones erroneas y translocaciones antes
descritas (Figura 9), [39].

Alteracion de la respuesta al dafio al DNA.
Sindromes de Inestabilidad cromosomica.

Generalidades

En un individuo sano, un porcentaje bajo de
lesiones se convierten en mutaciones de manera a lo
largo de nuestra vida y ain con sistemas de reparacion
normales, el DNA poco a poco se va deteriorando y
conduce a envejecimiento.

Sin embargo, si el dafio al DNA no se detecta o
bien no se repara de manera normal, se genera un
exceso de mutaciones tanto a pequeila escala, tipo
mutaciones puntuales, como a gran escala, como
mutaciones en el nimero o la estructura cromosémica,
lo que genera inestabilidad genoémica.

Generalmente, la inestabilidad gendémica se
produce cuando muta uno de los genes que intervienen
en el mantenimiento de la integridad del DNA vy esto
origina diversas patologias en el humano,
dependiendo del momento y el sitio de la mutacion. Si
ocurre en células somaticas dentro de un individuo
normal, puede derivar en cancer. Si la mutaciéon ocurre
en células germinales y se concibe un individuo con
mutacion constitucional, es decir en todas sus células,
entonces se puede tener un individuo con un sindrome
de inestabilidad gendémica, con una alta y rapida
acumulacion de lesiones y mutaciones permanentes
que pueden desembocar en muerte celular, la
disminucién de células dara falla en el crecimiento,
deficiencia inmunoldgica o anemias. Pero si el dafio
celular es subletal, entonces se puede generar
envejecimiento prematuro, y si eventualmente una
célula adquiere ventaja reproductiva, se podria
generar cancer. Actualmente se reconocen mas de 10
sindromes de inestabilidad gendmica, entre ellos los
llamados sindromes de inestabilidad cromosémica
(SIC), porque en sus células se encuentran mutaciones
a gran escala, visibles en los cromosomas (Cuadro 2).

hil,

Cuadro 2. Sindromes de i idad cromosomica.

Enfermedad Numero probable de genes

Genes identificados

Proceso molecular alterado

Ataxia Telangiectasia 1 ATM Respuesta y sefializacion de dafio al DNA Tipo
DSB

Sindrome Nijmegen 1 NBN Reparacion de DSB (reparacion NHEJ)

Sindrome de Bloom 1 BLM (RECQL3) Reparacion de DSB, Desenrollamiento del DNA
(reparacion/replicacion/recombinacion)

Anemia de Fanconi 22 FANCA-FANCW Reparacion de enlaces covalentes intercatenarios

(HRR), DSBs
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Figura 9. Mecanismos de reparacion de DSB que conducen a rearreglos cromosémicos.

Ataxia Telangiectasia (AT)

La AT tiene una incidencia de ~1/100,000 nacidos
vivos. Presenta una herencia autosdmica recesiva, se
conoce un solo gen responsable, el ATM (ataxia
telangiectasia mutated), localizado en 11q22.3-23.1
[40]. 1a mayoria de los pacientes presentan mutaciones
puntuales patogénicas del tipo inserciones/deleciones
intragénicas, mutaciones sin sentido y de sentido
erroneo, aunque un pequefio porcentaje, <10% pueden
presentar grandes deleciones y duplicaciones de
exones completos o de todo el gen. Codifica para una
proteina de alto peso molecular, la ATM que
pertenece al grupo de las proteinas PIKs, cinasas que
fosforilan residuos de serina/ treonina en un amplio
espectro de sustratos relacionados con el
reconocimiento de las DSBs y la respuesta celular a
éstas; usualmente se encuentra como un dimero
inactivo que se recluta por los DSBs mediante el
complejo MRN, especificamente interactuando con el
dominio carboxi-terminal de la proteina NBSI1

(NBN). ATM se reconoce también como activadora
de vias de sefializacion que coordinan los check
points: G1-S fosforilando p53 en Serl5; G2/M
fosforilando Chk2 en Thr68; y el check point intra-S
fosforilando SMC1 en Ser957 y Ser966. Tiene
también actividades citoplasmicas como respuesta al
estrés oxidante, funcién mitocondrial, asi como en la
apoptosis (Figura 4), [40].

Las células de los pacientes con AT presentan
inestabilidad cromosoOmica espontanea e
hipersensibilidad a la radiacion ionizante y a la
bleomicina. = Aunque pueden presentar rupturas
cromatidicas y cromosdmicas que son la evidencia
directa de las lesiones tipo DSBs, lo caracteristico de
las células AT es que se encuentren translocaciones en
sitios cromosomicos en los que se encuentran genes de
inmunoglobulinas y  receptores de ellas,
especificamente translocaciones ¢ inversiones en los
cromosomas 7 y 14 en las bandas G 7pl4, 7q35,
14q11-q12 y 14932 (Figura 10), [41].
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A nivel clinico, el fenotipo presenta una amplia
variabilidad, pero se aprecia una correlacion genotipo-
fenotipo muy constante; cuando la mutacion tiene
como consecuencia la ausencia de la proteina ATM, el
paciente presenta la forma clasica de la AT, con una
presentacion temprana y grave, mientras que si existe
una mutacion que permite la existencia de una
actividad residual de ATM, se presenta una forma
atenuada de la AT, con una presentacion tardia y un
fenotipo mas leve.

7
73534

14qll 14

‘e

Cromosoma con
translocacion entre el
cromosoma 7 yel 14

Cromosomas 7 y 14
normales

Figura 10. Translocacion (7;14) (q35; q11). El rompimiento de
los cromosomas, resultado de DSBs y su alteracion en la reparacion,
trae como consecuencia la formacion de translocaciones y otras
alteraciones como deleciones o inversiones, son caracteristicas de
los Sindromes de Ataxia telangiectasia por mutacion en el gen ATM
y Sindrome de Nijmegen, por mutacion en el gen NBN.

Las manifestaciones clasicas de la AT son
telangiectasias oculocutaneas, degeneracion neuronal
progresiva, inmunodeficiencia con bajas
concentraciones de IgA, IgE e IgG2 y alta
susceptibilidad al cancer.

Las manifestaciones neuronales incluyen ataxia
cerebelosa progresiva; anormalidades oculomotoras,
particularmente apraxia ocular; trastornos del
movimiento, tales como corea; y disfuncidn cognitiva.
En la forma clasica, las manifestaciones pueden iniciar
a los dos afios y frecuentemente a los 10 afos los
pacientes pueden requerir silla de ruedas [40, 41]. La
AT se presenta con afectacion multisistémica, que
incluye inmunodeficiencia, infecciones
sinopulmonares, radiosensibilidad, telangiectasia
oculocutanea, niveles eclevados de alfafetoproteina
sérica. Presentan envejecimiento prematuro con
manifestaciones clinicas propias del adulto mayor
como diabetes, lisdipidemia, osteoporosis etc. y
predisposicion al cancer. En la forma atenuada de AT,
presenta actividad residual de ATM, ausencia de
telangiectasias, funciones pulmonar y endocrina

normal, inmunoglobulinas normales y menor
sensibilidad a la radiaciéon ionizante; los pacientes
tienen una esperanza de vida mayor, algunos pueden
llegar a los 50 afios y el céncer aparece mas
tardiamente [42].

Los pacientes AT tienen 100 veces mas riesgo que
la poblacion general de desarrollar algan cancer y en
edades mas tempranas. Los mas frecuentes son los
linfomas, 50% tipo no Hodgkin, aunque también se
presentan los Hodgkin en un 10%. Las leucemias
linfoblastica aguda y linfocitica crénica representan el
25% vy el resto son tumores solidos como sarcomas,
gonadoblastoma, meduloblastoma, cancer de mama
entre otros [41].

Es importante también hacer notar que los
individuos portadores de la mutacion, es decir
heterocigotos con una alelo normal y un alelo ATM
mutante, presentan una alta predisposicion a cancer de
mama y otros tipos de céancer, su riesgo es hasta 4
veces mayor que el de la poblacion general [41].

Sindrome de Nijmegen (NBS)

El sindrome de Nijmegen o NBS (por sus siglas en
inglés Nijmegen Breakage Syndrome), es una
enfermedad rara, sin una prevalencia estimada hasta
ahora, aunque se han reportado alrededor de 150 en la
literatura médica, se sabe que hay muchos mas
pacientes en los registros internacionales [43]. Su
forma de herencia es autosoOmica recesiva,
originalmente se clasific6 como una variante de AT,
pero pronto se encontrd que es otra entidad y se debe
a la mutacion de un gen originalmente llamado NBS,
aunque posteriormente se cambi6 a NBN. La mutacion
hipomorfica méas comun es la delecion de 5 pares de
bases en el exén 6, que produce un fragmento de
proteina NBN de 26 kD y una proteina de 70 kD que
se origina por activarse un codon de inicio rio-arriba
del codén normal. La nibrina o NBN es una proteina
que normalmente forma el heterotrimero MRN
compuesto por MRE11, RAD50 y NBN (Figura 4), el
cual se requiere para fosforilar y asi activar a las PIK
cinasas ATR y ATM, por lo que su actividad es de
primordial importancia en el reconocimiento de
lesiones, la reparacion del DNA y la activacion de los
checkpoints del ciclo celular; importantemente
funciona como sensor para el reconocimiento y
procesamiento de los DSBs, tanto en NHEJ como en
HR (Figuras 4 y 7). En células murinas, los mutantes
nulos para nbn tienen alterados los checkpoints de G2
e intra-S, muy similar a lo que ocurre con los mutantes
Atm. La NBN tiene un dominio de uniéon con ATM,
esta interaccion activa ATM y le permite realizar la
monomerizacion y autofosforilacion necesarios para
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el procesamiento de los DSBs. Esta cercana
interaccion explica las similitudes en el fenotipo
clinico y celular entre AT y NBS [43]. A nivel celular,
los pacientes con NBS presentan inmunodeficiencia
celular y humoral, alteraciéon en los checkpoints del
ciclo celular e inestabilidad cromosémica espontanea
e inducida por radiacion ionizante y bleomicina, que
se presenta como alteraciones rupturas cromosomicas
y translocaciones que involucran los cromosomas 7 y
14, en 4 sitios frecuentes: 7pl3, 7q35, 14qll and
14q32, esto similar que en la AT (Figura 10).

Clinicamente, los pacientes con NBS presentan
microcefalia severa que se manifiesta desde el
nacimiento y progresa con la edad, tienen retraso leve
del crecimiento, malformaciones de cerebro, de
pulgares y genito-urinarias; inmunodeficiencia celular
y humoral que predispone a infecciones recurrentes.
Presentan  manifestaciones de envejecimiento
prematuro  como  encanecimiento  temprano,
insuficiencia ovarica prematura y un riesgo muy alto
de desarrollar cancer a una edad temprana; los
principales tipos de cancer son linfomas de todos los
tipos 'y leucemias agudas linfoblasticas 'y
mieloblasticas, aunque también presentan tumores
solidos como neuroblastomas y sarcomas [41, 43].

Sindrome de Bloom (SB)

El sindrome de Bloom es una enfermedad rara,
para la cual no hay una incidencia establecida, tiene
un patrén de herencia autosdémica recesiva y se sabe
que hay wuna alta incidencia en poblaciones
endogamicas en donde la frecuencia de portadores se
ha estimado tan alta como 1% [44]. E1 SB se debe a la
mutacion bialélica del gen BLM, localizado en
15g26.1. La mutacién mas comun se encuentra en la
poblacion judia Ashkenazi, es una delecion de seis
nucledtidos en la posicion 2281 y su reemplazo con
otros siete nucledtidos. La proteina BLM es una
helicasa de la familia RecQ, normalmente funciona
restableciendo las horquillas de replicacion dafadas y
cooperando con la reparacion de DSBs. Su funcion
especifica es realizar el desenrollamiento de la doble
hélice, de manera que es una proteina multifuncional
que interviene en el mantenimiento de los telomeros,
la reparacion por HR (Figura 7), tanto en las células
somaticas, en donde coopera en la reparacion de DSBs
inducidos, asi como programados para la formacion de
inmunoglobulinas. En las células germinales también
es esencial para realizar la recombinacion meiotica ya
que cuando dos moléculas de DNA recombinan, se
mantienen unidas por estructuras llamadas de
Holliday, que se deben resolver para que pueda
continuar el proceso de la recombinacion. BLM tiene
dos sitios de fosforilacion, T99 and T122, la primera

relacionada con la supresion de intercambios de
cromatidas hermanas (ICHs) y la segunda que impide
que se formen alteraciones cromosoémicas tipo figuras
radiales [45], por lo que la falla de estas
modificaciones tiene como consecuencia alteraciones
cromosomicas.

A nivel celular, los pacientes con SB presentan un
incremento  de  aberraciones  cromosoOmicas
espontaneas. Entre las mas comunes son figuras
radiales, que resultan por la falla en la reparacion del
DNA, dando lugar a la uniéon anormal de las
cromatidas de cromosomas homologos o no
homodlogos que forman estructuras de cuatro brazos
llamados tetraradios (Figura 11), otra alteracion
cromosOémica que caracteriza a SB, es un gran
incremento de aproximadamente 10 veces mas ICHs
que las células normales (Figura 12), éstas
caracteristicas celulares se aprovechan para hacer el
diagnostico citogenético de SB [44, 45]
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Figura 11. Figura de intercambio de cromatidas no hermanas.
Se observa una figura radial tipo tetrarradio (Flecha), caracteristica
de las células de pacientes con Sindrome de Bloom.
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Figura 12. Imagen parcial de una célula de un paciente con
Sindrome de Bloom. Se observan cromosomas con un exceso de
intercambio de cromatidas hermanas o ICHs (flechas), resultado de
la mutacién en BLM. Una célula normal presenta entre 1-5 ICHs en
total.
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A nivel clinico, el SB la caracteristica principal es
una falla generalizada del crecimiento, que inicia
desde in utero, continia después del nacimiento y se
manifiesta como un enanismo proporcionado, aunque
el craneo suele ser mas pequefio y estrecho, con
pabellones auriculares grandes; presentan
inmunodeficiencia y una voz aguda.  Tienen
hipersensibilidad a la luz solar, por lo cual pueden
presentar eritema telangiectasica, en piel también
presentan areas hipo e hiperpigmentadas (Figura 13),
[1, 41, 44, 45]. Al igual que los otros sindromes de
inestabilidad cromosomica, los pacientes con SB
tienen un riesgo de desarrollar cancer hasta 300 veces
mayor que la poblaciéon general, las neoplasias mas
comunes en ellos son la leucemia, linfoma y tumores
solidos como céncer colorrectal, de laringe, mama y
piel [44].

Figura 13. Paciente con sindrome de Bloom. Se observan las
telangiectasias  oculares  (también presentes en Ataxia
Telangiectasia) y el eritema por hipersensibilidad a la luz solar.

Anemia de Fanconi (AF)

La anemia de Fanconi es el sindrome de falla
medular hereditario mas frecuente, con una incidencia
aproximada de 1-5 por millon de nacidos vivos, y una
frecuencia de portadores de 1 en 300, aunque por tener
un patron de herencia primordialmente autosémico
recesivo, en poblaciones endogamicas la frecuencia de
portadores puede ser hasta de 1 en 77 [46]. La AF tiene
alta heterogeneidad genética y la enfermedad se
presenta cuando existe una mutacion en cualquiera de
los 22 genes FANC identificados hasta ahora:
FANCA, FANCB, FANCC, FANCDI, FANCD?2,
FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCJ, FANCL,
FANCM, FANCN, FANCO, FANCP, FANCQ,
FANCR, FANCS, FANCT, FAUNCU, FANCY,
FANCW [35, 36], 20 de ellos tienen un patréon de
herencia autosomico recesiva, FANCB recesiva ligada
al X y FANCR autosémica dominante. Las proteinas
que codifican se integran en una via llamada
FA/BRCA que opera primordialmente en fase S del

ciclo celular y se encarga de la identificacion y
reparacion de los ICLs (Figura 8).

Las mutaciones en el gen FANCA son las mas
frecuentes, seguidas por las de FANCC y FANCG y
juntos suman cerca del 90% de los pacientes y el resto
se distribuyen entre los otros 19 genes [34]. Las
mutaciones mas frecuentes son las deleciones de
FANCA, que representan el 30% y el resto son
mutaciones practicamente privadas, ya que hay muy
pocas mutaciones fundadoras [1, 34].

Cuando alguno de los genes FANC esta mutado, la
reparacion por HR que es libre de error no puede
realizarse, por lo que en los pacientes AF se canalizan
las lesiones en el DNA hacia la via NHEJ, que es
propensa a introducir errores en el genoma.

A nivel celular, se pueden identificar cuatro
caracteristicas principales: 1) Arresto en la fase G2 del
ciclo celular, 2) Alta frecuencia de aberraciones
cromosoOmicas espontaneas ¢ inducidas por agentes
alquilantes como el diepoxibutano y la mitomicina C,
3) hipersensibles a especies reactivas de oxigeno y 4)
son proapoptoticas. El  fenotipo celular es
extremadamente constante, por lo que se utiliza su
hipersensibilidad a los agentes alquilantes para
realizar el diagnéstico de certeza de AF, mediante la
prueba de fragilidad cromosoémica inducida por
mitomicina C o diepoxibutano, con lo cual se induce
una frecuencia de aberraciones tipo rupturas
cromatidicas, que representan las lesiones que
llegaron a DSBs y ya no se repararon, y por otro lado
hay una alta cantidad de figuras radiales, resultado de
la reparaciébn propensa a error que liga dos
cromosomas diferentes (Figura 14), el incremento en
aberraciones cromosomicas es de 10 o mas veces con
respecto a las células normales [41, 46-48].

A nivel clinico, el fenotipo es altamente variable,
los pacientes con AF tienen manifestaciones que
pueden identificarse en diferentes momentos de la
vida:

1) Malformaciones congénitas, presentes en 75%
de los pacientes [1, 41, 47, 48], son detectables
desde el nacimiento (algunas prenatalmente), y
comprenden por orden de frecuencia:
alteraciones esqueléticas principalmente las que
afectan el eje radial, alteraciones de
pigmentacion en la piel como hiperpigmentacion
y manchas café con leche, talla baja, hipoplasia
o ausencia de radio, hipoplasia, ausencia o
duplicacion de pulgares, hipoplasia de eminencia
tenar; malformaciones renales, microcefalia,
cara triangular. Estas malformaciones pueden
sobrelaparse con las que definen la asociacion
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VACTERL-H, acronimo de (en inglés: Vertebral
anomalies, Anal atresia, Congenital heart
disease, Tracheo-esophage  al  fistula,
Esophageal atresia, Renal, Limb anomalies, and
Hydrocephalus) hasta en 33% de los pacientes
AF [49].

2) Falla de la médula 6sea, esta manifestacion se
presenta en mas del 90% de los pacientes y es
detectable en promedio a los 7.6 afios, con
disminuciéon de todos los tipos celulares
sanguineos, es decir pancitopenia; muchos de los
pacientes inician con trombocitopenia, seguida de
neutropenia y después falla medular completa, por
lo que presentan palidez, sangrados frecuentes e
infecciones de repeticion [46-48].

3) Predisposicion a cancer, los pacientes tienen un
riesgo hasta de 500 veces mayor que la poblacion
general de desarrollar neoplasias. El cancer se
presenta tempranamente, en la adolescencia
pueden iniciar comunmente con leucemia
mieloide aguda y posteriormente alrededor de los
30 afios, se presentan tumores so6lidos de todos
tipos, pero el cancer de cabeza y cuello es sin duda
uno de los mas frecuentes en AF [46, 47].
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Figura 14. Aberraciones cromosémicas estructurales inducidas
por un agente que produce enlaces covalentes cruzados. a) de un
individuo normal, b) de un paciente AF, ambos tratados con
diepoxibutano. Las puntas de flecha sefialan rupturas cromatidicas,
las flechas indican figuras radiales. Las figuras radiales son
extremadamente raras en el individuo normal, mientras que son
frecuentes en los pacientes con AF.
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No existe una clara correlacion entre el genotipo y
el fenotipo de los pacientes AF, pero de manera
general se observa que quienes portan mutaciones en
genes rio abajo de la via FA/BRCA (es decir después
de la funcion de FANCD2I ubiquitinizada), que
abarca la reparacion por HR, presentan una mayor
incidencia de cancer [1, 17, 47].

Finalmente, en AF también se presentan
enfermedades propias de la tercera edad, tal como
diabetes, menopausia precoz, dislipidemia, entre
otros [1].

Figura 15. Manifestaciones clinicas en anemia de Fanconi. a)
alteraciones en la pigmentacion de la piel, b) Duplicacion del pulgar
en un recién nacido (Fotografia cortesia del Instituto Nacional de
Perinatologia).

Conclusiones

El contar con las apropiadas vias de reparacion de
diversas lesiones del DNA, mantiene el genoma
integro a pesar de la exposicion continiia a agentes
genotoxicos y a los millones de millones de divisiones
celulares que se realizan a lo largo de la vida de un
individuo.

La falla en los mecanismos de deteccion y
reparacion del dafio al DNA, como hemos visto,
genera un fenotipo especial que da lugar a estos
sindromes y que tienen caracteristicas en comun
como: falla en el crecimiento, malformaciones
congénitas, la alta predisposicion a céancer y
envejecimiento prematuro; todas ellas relacionadas
con la acumulacion de dafio no reparado o mal
reparado, que puede ser letal para la célula y generar
hipoplasia o malformaciones congénitas y en caso de
ser dafio subletal, puede generar acumulacion de
lesiones y dar lugar a envejecimiento prematuro y
cancer (Figura 4).

Finalmente, para la generacion de conocimiento y
para la atencion médica, el estudio de los individuos
con sindromes de inestabilidad cromosoémica es
importante, ya que son modelos biologicos naturales
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por los cuales se ha generado enorme cantidad de
conocimiento sobre los mecanismos de reparacion en
humano, lo que ha permitido mejorar el diagnostico,
pronostico y tratamiento de los individuos afectados y
también de una diversidad de neoplasias en las que
estos genes estan mutados.
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Abstract: Fanconi anemia (FA) is a rare genetic disorder caused by pathogenic variants (PV) in at least
22 genes, which cooperate in the Fanconi anemia/Breast Cancer (FA/BRCA) pathway to maintain
genome stability. PV in FANCA, FANCC, and FANCG account for most cases (~90%). This study
evaluated the chromosomal, molecular, and physical phenotypic findings of a novel founder FANCG
PV, identified in three patients with FA from the Mixe community of Oaxaca, Mexico. All patients
presented chromosomal instability and a homozygous PV, FANCG: ¢.511-3_511-2delCA, identified by
next-generation sequencing analysis. Bioinformatic predictions suggest that this deletion disrupts a
splice acceptor site promoting the exon 5 skipping. Analysis of Cytoscan 750 K arrays for haplotyping
and global ancestry supported the Mexican origin and founder effect of the variant, reaffirming the
high frequency of founder PV in FANCG. The degree of bone marrow failure and physical findings
(described through the acronyms VACTERL-H and PHENOS) were used to depict the phenotype of
the patients. Despite having a similar frequency of chromosomal aberrations and genetic constitution,
the phenotype showed a wide spectrum of severity. The identification of a founder PV could help for
a systematic and accurate genetic screening of patients with FA suspicion in this population.

Keywords: Fanconi anemia; chromosome instability; FANCG; splicing; founder pathogenic variant;
Mixe indigenous group

1. Introduction

Fanconi anemia (FA) is a rare genetic disorder characterized by chromosomal insta-
bility, a high predisposition to physical developmental abnormalities, progressive bone
marrow failure, solid tumors, and hematological malignancies [1,2]. Genetic heterogeneity
is a striking feature of FA. Germline pathogenic variants (PV) in 22 FANC genes (FANCA
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to FANCW) have been so far associated with the FA phenotype. The protein products of
the FANC genes participate in the Fanconi anemia/Breast Cancer (FA/BRCA) pathway, a
biochemical network that regulates DNA damage repair in response to DNA interstrand
crosslinks, maintains genomic stability during DNA replication, and assists other cellular
processes [3-5].

A large number of genes and hundreds of unique PV have been associated with the FA
phenotype, making allelic and locus heterogeneity the rule. Worldwide, the most frequent
disease-causing PV among patients with FA occur in FANCA (~64%), FANCC (~12%), and
FANCG (~8%) [6,7]. Recurrent PV have been identified in specific ethnic backgrounds due
to a founder effect [8]. Notable examples, explained by high rates of carrier individuals,
include the FANCA ¢.295C>T in Spanish Gypsies [9], FANCC c.456+4A>T in Ashkenazi
Jews [10], and FANCC c.67delG in the Mennonite Community [11,12].

Regarding FANCG (MIM#602956), founder PV have been reported in Portuguese-
Brazilian (c.1077-2A>G), Korean-Japanese (c.307+1G>C), French-Acadian (c.1480+1G>C),
and Black South African (c.637_643del) populations [13,14]. FANCG gene covers around
6 kilobases (kb) that are mapped to chromosome 9p13; it comprises 14 exons and encodes a
2.6 kb messenger RNA (mRNA) transcript that is translated to a 622 amino acid protein with
a molecular weight of 68 kilodaltons [15], this protein has seven tetratricopeptide repeat
(TPR) motifs, which are required to medjiate its protein-protein interactions [15,16]. FANCG
protein is an integral component of the FA-core complex, which is a dynamic E3 ubiquitin
ligase protein assembly that catalyzes the mono-ubiquitination of the FANCD2-FANCI
heterodimer. This mono-ubiquitination is a critical event in the recruitment of the repair
machinery to the DNA lesion as part of the FA/BRCA pathway activation [17-19].

Here, we report the novel PV in FANCG:c.511-3_511-2delCA, detected in three patients
from the Mixe indigenous community in Mexico. We used a comprehensive molecular and
clinical approach to elucidate the consequences of this PV and we provide evidence for a
founder effect.

2. Results
2.1. Chromosomal Breakage Analysis Confirmed a FA Diagnosis

Chromosomal breakage analysis with diepoxybutane (DEB) was performed in the
three patients to support the suspicion of a clinical FA diagnosis. The number of sponta-
neous and DEB-induced aberrations, as well as the presence of radial chromosomal figures,
were considered criteria to establish the diagnosis of FA. In all three cases, the frequency of
radial exchange figures and chromatid breaks showed an increase in DEB-induced samples,
compared to those recorded in the spontaneous aberration cultures. Hypersensitivity to
DEB treatment in patients was similar to that observed in the FA-positive control (VU817
cell line), while induced aberration frequency observed in the patients was higher than the
historical average reported in our laboratory for healthy individuals (negative controls).
These results confirmed the FA diagnosis in the patients, who were identified as FANC32,
FANC143, and FANC155 (Figure 1).

2.2. Pathogenic Variant Found in FANCG: c.511-3_511-2delCA Is Predicted to Induce
Exon 5 Skipping

Targeted massively parallel DNA sequencing from the three patients with FA revealed
a homozygous two-base deletion on FANCG (Supplementary Figure S1A and Table 1). This
alteration is located 2 base pair (bp) downstream from the nearest acceptor splice site be-
tween intron 4 and exon 5. The genotype was subsequently validated via Sanger sequencing
(Supplementary Figure S1B). According to gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/,
accessed on 6 December 2021) this variant (rs1491369358) has only been observed in
1/251,480 alleles, corresponding to a worldwide frequency of 0.00000398. Further analysis
of the effect of this novel variant, following the recommended American College of Medical
Genetics (ACMG) criteria, supports its pathogenicity.
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Figure 1. DEB-induced chromosomal aberrations in lymphocytes from healthy and FA individuals.
DEB: diepoxybutane. (A) Representative metaphase from a healthy individual (negative control);
chromosome aberrations are mainly chromatid breaks. (B) Representative metaphase from one of the
FA patients; increased chromosome aberrations are observed showing chromatid breaks and radial
figures, characteristics of patients with FA. Blue arrows show chromatid and isochromatid breaks
and red arrows show radial figures. (C) Frequency of chromosomal aberrations per cell for each FA
patient analyzed in this study.

Table 1. Features of the pathogenic variant found in FANCG.

Reference Sequence

DNA Change (Genomic, hg19)

ACMG Criteria Variant

Classification HGVS Nomenclature

NG_007312.1

FANCG(NM_004629.2):

§.35077398_35077399del .511-3_511-2delCA

PVS1, PM2, PP3

Abbreviations: ACMG: American College of Medical Genetics; ¢.511-3_511-2delCA: two bp deletion in coding
DNA; g.35077398_35077399del: two bp deletion in genomic DNA; hg19: Homo sapiens (human) genome assembly
GRCh37; HGVS: Human Genome Variation Society; PM2: Pathogenic Moderate 2; PP3: Pathogenic Supporting 3;
PVS1: Pathogenic very strong 1. For a complete description of these criteria refer to [20].

Inspection of the genomic region where the variant was found suggests that this
change could disrupt mRNA processing. In silico analysis using The Human Splice Finder
tool revealed that FANCG:c.511-3_511-2delCA impairs the wild-type acceptor site, most
probably affecting splicing. MaxEntScan rated this PV with a score of 1.1, with respect to
a reference score of 9.63, predicting a deleterious modification of this splice site. Finally,
CRYP—SKYP tool indicated that the deletion may promote exon 5 skipping (probability of
cryptic site activation = 0.40). These results consensually predict that this PV in the acceptor
splice site leads to loss of FANCG exon 5. The consequence of exon 5 skipping would lead
to reading frame shift, and generation of a premature stop codon at position p.5171V{s5*,
resulting in a truncated FANCG protein (Supplementary Figure S1C).

2.3. Reduced Genetic Variation in Locus §.29754068-38771831 Supporting a Founder Effect for
FANCG:c.511-3_511-2delCA in the Mixe Population

The three patients with FA described in this study come from an isolated mountainous
region in the state of Oaxaca (southern Mexico). They self-identified as belonging to the
Mixe indigenous group and shared a surname. Although a kin relationship was unknown,
we investigated the possibility of a common haplotype using high-density microarrays
(CytoScan 750K array). Several long-contiguous stretches of homozygosity (LCSH) > 3 Mb
were shared in autosomal regions by these three patients with FA (Table 2). Some of these
LCSH have previously been reported in the HapMap and the 1000 Genomes Project (LKGP)
in populations of Asian (CHB), Northern European (CEU) and American (AMR) origin
(Supplementary Table S1) [21-24]. We found two shared zones among the LCSH regions
not previously reported. The first one in chromosome 5q spanned 2935 kb (g. 101035497-
98100800) and the other one in chromosome 9p spanned 9018 kb (g.29754068-38771831); the
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latter, importantly, included the FANCG locus. Inbreeding coefficient (F), calculated with
the total LCSH extension and used to estimate the degree of kinship, suggested a possible
parental relationship between the three patients (Table 2).

Table 2. Native component, homozygosity, and coefficient of inbreeding in the three Mixe patients
with Fanconi anemia.

Patient ID Total Autosomal Percentage of Autosomal F Probable Parental
LCSH > 3 Mb (kb) Native Component Homozygosity (%) Relationship
FANC32 140214361 79.17% 4.9% 0.0487 Fourth-degree
FANC143 203913825 85.64% 7.1% 0.0708 Third-degree
FANC155 249262167 88.53% 8.7% 0.0865 Third-degree

Abbreviations: F: Inbreeding coefficient; LCSH: Long-contiguous stretches of homozygosity.

When we analyzed the g.29754068-38771831 region, we discovered that 439 out of
544 single nucleotide variants (SNV) (80.7%) included in the CytoScan 750K array were
common among the three patients. We compared the allelic frequency of these SN'Vs with
the frequency reported in the 1KGP for the global and the Mexican population (MXL). We
found that 99.32% of the alleles of our patients are coincident frequencies, compared to
the global frequencies and the MXL group, whereas the remaining 0.68% has a different
frequency. These results confirm that patients share a common haplotype of 30 SNVs
around FANCG, supporting the discovery of a founder effect (Supplementary Table S2).

Finally, to ascertain that our patients share the Mexican population (MXL) genetic back-
ground, as reported in the 1KGP, a global ancestry analysis was performed. Considering
that Mexicans present a remarkable genetic diversity due to population admixture, we de-
cided to contrast all SN'Vs data of these 3 Mixe patients against other populations beside the
MXL. These populations included the following: Native-Americans (NAT), Utah residents
with Northern and Western European ancestry (CEU), and Yoruba in Ibadan, Nigeria (YRI).
Through similar approach it has been demonstrated that the MXL population presents an
ancestry pattern with Native and European components predominance (NAT: 46.59% and
CEU: 48.44%, respectively) [25,26]. Our results indicated that the patients have a proportion
of the NAT as high as 79 to 88% (Table 2), with lower CEU and YRI contributions, when
compared to the MXL population. Although diversity is observed, the predominance of
CEU and NAT ancestry pattern is conserved in both MXL and Mixe patients (Figure 2).

2.4. The Fraction of Pathogenic Variants Linked to a Founder Effect in FANCG Is the Highest
among the Most Common FANC Genes

Most founder variants described so far in FA are clustered together in the three most
frequently mutated FANC genes (i.e., FANCA, FANCC, and FANCG). The PV described here
adds a new founder PV (FPV) in FANCG (Table 3, Figure 3). The literature analysis indicates
that the number of FPV, validated through haplotype analysis, was eleven, three, and eight
for FANCA, FANCC, FANCG, respectively; this study adds the ninth FPV in FANCG gene.
FANCG has the lowest number of unique variants among the most frequently affected
genes in FA. There were differences between the proportion of founder and non-founder
variants among these genes (Figure 4). The Fisher’s exact test to compare the proportion of
FPV between FANCG and FANCA was p < 0.0001, whereas between FANCG and FANCC
was p < 0.0001 (Figure 4).

2.5. Evaluation of the Phenotype of Mixe Patients with FA in the Framework of the Reported
FANCG Pathogenic Variant

Medical records of each patient were analyzed to identify physical findings, mainly
those described in VACTERL-H (Vertebral, Anal, Cardiac, Tracheo-esophageal fistula,
Esophageal atresia, Renal, upper Limb, and Hydrocephalus) association (MIM#192350)
and PHENOS (skin Pigmentation, small Head, small Eyes, Nervous system, Otology, Short
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stature) acronyms [30]. Likewise, hematologic data analysis was used to classify the severity

of the bone marrow failure (BMF).
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Figure 2. Mixe patients with FA present an ancestry pattern that have the hallmarks of the genetic

diversity of the Mexican population. (A) Barplot showing the inference of global ancestry for the
Mixe and Mexican individuals using ADMIXTURE, population reference panels include NAT, CEU,
and YRI (K = 3 model). Each individual is depicted as a vertical bar. Colors represent the percentage

of ancestry assigned to each cluster for each individual. Green, blue, and red colors indicate Native-

Americans (NAT), Northern Europeans (CEU), and Yorubas (YRI) populations, respectively. The two

panels located at the extreme right of the figure show the three-way ancestry components for the
admixed Mexican (MXL) population and the Mixe patients (last three bars). (B) Detailed bar plot of
the three Mixe patients with FA, left to right FANC32, FANC143 and FANC155.

Table 3. Founder pathogenic variants reported in FANCG.

. . . Geographic/
Pathogenic Variant Location Effect Ethnic Background Reference
c307+1G > C Intron 3 Aberrant splicing Japanese-Korean [27]
c313G>T Truncated protein,
(p.Glu105Ter) Exon 4 null variant German 28]
€.637_643delTACCGCC Truncated protein, .
(p.Tyr213LysfsTer6) Exon’5 null variant South African [14]
c.1066C > T Truncated protein,
(p-GIn356Ter) Exon8 null variant Japanese [29]
c1077-2A > C Intron 8 Aberrant splicing Portuguese-Brazilian [13]
c.1480+1G > C Intron 11 Aberrant splicing? French-Acadian [13]
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Figure 3. Worldwide founder pathogenic variants reported in FANCG. The structure of FANCG is
described in 5'-3 orientation. The untranslated regions are illustrated at the ends of the gene (white
areas), the exons are represented by numbered black boxes, and the angled lines correspond to the
introns. The location of the variants is indicated by vertical arrows, those located at the bottom of the
figure represent splicing variants, while deletions and missense variants are located at the top. The
variant described in this study is represented by green letters.
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Figure 4. The proportion of variants with founder effect in FANCG is the highest among the most
frequently reported genotypes. Proportions of founder pathogenic variants, non-founder pathogenic
variants reported more than once, and pathogenic variants reported just once in FANCA, FANCC, and
FANCG. The significance level of Fisher’s exact test is represented by four asterisks (p < 0.0001).

FANCB32 patient was the third of four children, born to non-consanguineous parents.
His older sister had FA diagnosis and died due to BMF. The patient’s pregnancy was un-
eventful; he was delivered vaginally at 40 weeks of gestation (WG). At birth his weight was
2500 g (<3rd percentile, HP:0001518) and he had hypotonia (HP:0001252). Developmental
milestones were delayed (HP:0012758), beginning to walk at 36 months. He was sent to
our clinic at seven years old (y.0.) due to BMF with a history of recurrent upper respiratory
tract infections (HP:0002788). Bone marrow aspiration and biopsy performed at age nine
y.o. reported 50% cellularity with erythroid series and megakaryocyte predominance and
no signs of fibrosis. He was initially treated with steroids and transfusions when required.
He later started evaluation for hematopoietic stem-cell transplantation (HSCT); unfortu-
nately, the patient stopped attending follow-up visits. At 14 y.o. anthropometric evaluation
showed low weight (—2.31 standard deviation score (SDS), HP:0004325), height (—2.73 SDS,
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HP:0004322), and head circumference (—2.07 SDS, HP:0000252) for his age and sex. Physical
examination revealed thenar hypoplasia of both hands (HP:0001245), generalized hyperpig-
mentation (HP:0000953), café au lait spots (HP:0000957), and melanonychia (HP:0100644).
Cardiac and renal structural abnormalities were not found through sonographic evaluation.

FANC143 patient was the first child of non-consanguineous parents. Her pregnancy
was complicated by fetal distress (HP:0025116) and oligohydramnios (HP:0001562) which
warranted pregnancy termination by C-section at 36 WG. The birth weight was 1590 g
(<3rd percentile, HP:0001518), she remained hospitalized her first month of life. Bilateral
radial ray alteration (HP:0410049) and left hip dysplasia (HP:0001385) were identified.
She had developmental delay (HP:0012758), particularly affecting language (HP:0002463).
The patient was referred to our clinic when she was nearly seven y.o. due to BMF. She
was initially treated with transfusions when needed and steroids. Physical examination
evidenced low weight (—2.15 SDS, HP:0004325), short stature (—2.90 SDS, HP:0004322), and
microcephaly (—3.23 SDS, HP:0000252). She had up-slanted palpebral fissures (HP:0000582),
bifid uvula (HP:0000193), bilateral microtia (HP:0008551), with folded pinnae of the right
ear (HP:0000396), agenesis of the right thumb (HP:0009777), floating hypoplastic left thumb
(HP:0009601), generalized skin hyperpigmentation (HP:0000953), and café au lait spots
(HP:0000957). Tympanometry and brainstem auditory evoked potentials showed right
unilateral hearing loss (HP:0000365). Spinal X-rays showed spina bifida in S1 (HP:0004614)
and a lumbosacral hemivertebra (HP:0008439). Renal and cardiac malformations were
ruled out with imaging methods. Brain magnetic resonance imaging (MRI) revealed
cortico-subcortical atrophy (HP:0002120 and HP:0012157), supratentorial ventriculomegaly
(HP:0002119), and encephalomalacia (HP:0040197). The patient underwent HSCT at 8.6 y.o.
and died a month later due to graft versus host disease complications and septic shock.

FANC155 patient was the younger of two children, born to non-consanguineous par-
ents. Her family health history showed that two great-aunts died of breast cancer in their
early thirties. She had a maternal uncle with a history of infertility and vertebral defects.
The mother reported an uneventful pregnancy. She was vaginally delivered after 40 weeks,
with a birth weight of 2400 g (<3rd percentile, HP:0001518). She had developmental delay
(HP:0012758) with language disability (HP?:0002463). At six y.0. she was evaluated at a
local hospital due to a history of recurrent epistaxis (HP:0004406) and pallor (HP:0000980).
After evaluation, a diagnosis of aplastic anemia (HP:0001915) was reached. She received
blood transfusions when required and steroid therapy. At 12 y.o. she was referred to our
clinic for HSCT. Physical examination evidenced weight (—1.26 SDS) and head circum-
ference (—0.86 SDS) within normal range but low height (—2.18 SDS, HP:0004322) for her
age and sex. She had up-slanted palpebral fissures (HP:0000582), ptosis (HP:0000508),
simple myopic astigmatism (HP:0500041), hypoplastic helix in both ears (HP:0011039), left
hypoplastic thenar region (HP:0001245) with limited ipsilateral thumb flexion, generalized
hyperpigmentation (HP:0000953), and café au lait spots (HP:0000957). Audiometric findings
were unremarkable. Brain MRI, renal ultrasonography, and echocardiography did not
show alterations. She underwent HSCT from a non-related donor but died a couple of days
after the procedure due to septic shock.

Table 4 summarizes the three patients’ clinical phenotypes. The median age at FA
diagnosis was 6.45 y.o. All patients had short stature, skin pigmentation changes, and
radial ray anomalies. Respecting VACTERL-H abnormalities, one patient had vertebral
and upper limb (radial ray) malformations, and the other two patients had only upper
limb alterations; none of them met criteria for VACTERL-H association (>3/8 features). All
three patients had at least three PHENOS anomalies; however, only one had >4/6 PHENOS
features. Regarding hematologic phenotype, the three patients had moderate to severe BME

We compared the physical manifestations observed in the patients reported here to
those described in the literature for cases with PV in FANCG, we excluded reports in which
the phenotypes were not mentioned or individually described. We identified 84 cases with
PV in FANCG. Remarkably, none of these had any of the 8 founder-effect PV listed in Table 3.
The most frequent physical characteristics were short stature (54%), skin pigmentation
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changes (38%), upper limb (radial ray) abnormalities (31%), microcephaly (29%), and renal
malformations (20%). The rest of abnormalities were present in less than 20%. The type
and frequency of phenotypic anomalies are depicted in Figure 5. Three out of 84 patients
met criteria for VACTERL-H (>3/8 features), seven out of 84 had >4/6 PHENOS features,
and only one patient had VACTERL-H plus PHENOS. The median age at diagnosis was
6 y.o. and the median age at report was 9 y.o. The male-to-female ratio was 1:0.64 (p = 0.5).

Table 4. Summary of the clinical phenotype of the patients described in this study.

Family

Hematologic Phenotype at Initial Evaluation

PaentID Sex History pfilh Wb Moy AN T ol o VACTORLH TS
of FA (g/dL) (fL) (cells/uL) (cells/uL) atus
FANC32 M Sister 6.45 114 100.0 700 26,000 Moderate BMF L PHS
FANC143t F No 3.6 8.9 94.1 900 15000  Moderate BMF VL PHNOS
FANCI155 * No 9.3 11.1 995 220 19,000 Severe BMF L POS

Abbreviations: ANC: Absolut Neutrophils Counts; BMF: Bone marrow failure; F: female; Hb: Hemoglobin;
FA: Fanconi anemia; M: male; MCV: Mean Corpuscular Volume; PLT: Platelets; PHENOS: skin Pigmentation,
small Head, small Eyes, Nervous system, Otology, Short stature; VACTERL-H: Vertebral, Anal, Cardiac, Tracheo-
esophageal fistula, Esophageal atresia, Renal, upper Limb, and Hydrocephalus; ' Patient deceased.
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Figure 5. VACTERL-H and PHENOS features in 84 patients from the literature with a FANCG
genotype and comparison with the three patients with FA here described. Upper limb includes
abnormal thumb +/— abnormal radius. Nervous system includes structural brain malformations
other than hydrocephalus. Otology comprises ear malformations and/or hearing loss. Solid blue or
green bars: VACTERL-H or PHENOS; dotted bars: individual findings. Horizontal axis: abnormal-
ities analyzed; vertical axis: percent of total cases with that abnormality. VACTERL-H association
(>3/8 features) was present in 4% and PHENOS (>4/6 features) in 8% of patients. The proportion
of Mixe patients with each feature is shown in the table below the figure. The character means
that this finding was found among Mixe patients. Imaging brain evaluation was performed in only
two patients.

3. Discussion

FA is a disorder characterized by high genetic, allelic, and locus heterogeneity. The si-
multaneous study of several genes using next generation sequencing (NGS)-based targeted
panels has advanced the recognition of variants not previously reported within known
FANC genes. Applying this NGS strategy, we diagnosed three patients from the same
geographical region with a classic FA phenotype. We found a non-previously reported PV:
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FANCG:c.511-3_511-2delCA, consisting of a two base-pair deletion affecting the splicing
acceptor site of FANCG exon 5. This deletion is predicted to lead to an aberrant splicing site
and a stop codon, generating a truncated FANCG protein lacking TPR motifs and affecting
the function of the FA core complex. Confirmation of a founder effect was obtained by
haplotype and ancestry analysis. Overall, our results represent an integrative approach
to evaluate the effect of this change in FANCG and provide useful information to guide a
potential targeted FA screening on the Mixe population, a well-defined ethnic group in Mexico.

Besides having the same variant, these patients also share the same geographic and
ethnic origin, as well as one of their surnames. These data, in addition to the very low
reported frequency of this change (rs1491369358), which has been found in a heterozygous
state only in one non-FA individual, led us to explore the possibility of a founder effect for
PV FANCG:c. 511-3_511-2delCA. The analysis of the degree of inbreeding (F value), the
percentage of homozygosity and the regions with LCSH allowed us to corroborate this
inference, since all the patients have large stretches of homozygosity in their genomes due
to inheritance of identical ancestral genomic segments from both parents. A consequence of
this genetic structure is an increased incidence of recessive diseases, like FA. Additionally,
the inferred haplotype in the boundaries of the FANCG locus supports the hypothesis of a
founder effect in this novel PV. Moreover, the high contribution of the native component
of around 80% in these three patients contrasts with the average 46% found in the MXL
group and supports the idea that these subjects who belong to the Mixe group have reduced
genetic diversity (Figure 2). While only two of these patients have a native contribution of
over 85%, sufficient to name them Mexican natives [31], the third one who does not reach
this threshold also has the lower autosomic homozygosity and the more distant familial
relationship, reflecting more mixture and illustrating the origin of mestizo-Mexicans [23].

FANCG:c.511-3_511-2delCA is the first FPV reported in Mexican patients with FA
and is consistent with the demographic history of the Mixes; an original population that
has resisted several attempts to occupy their lands since the pre-Hispanic era and the
Spanish conquest. Even though changes have taken place in the political-administrative
organization of the region in which they reside since then, this isolated ethnic group
has preserved its language, social structure, and territory [32]. These facts also highlight
their sedentary nature, which has led to limited genetic admixture [33]. Considering the
appraised size of the community where they come from [34], the calculated prevalence of
FA is 7.5/1,000,000, which falls in the upper rank of the estimated worldwide FA prevalence
in the general population (1-9/1,000,000) [35]. Of note, FPV constitute more than 10% of
the total PV discovered so far in FANCG, the highest proportion among the most prevalent
FANC genes (Figure 4). Although most of the PV in FA are concentrated in FANCA, FANCC,
and FANCG, a study suggests that they do not appear to be intrinsically more mutable than
the other FANC genes [36]; therefore, another explanation should be sought to understand
the higher prevalence of PV in these genes. On the other hand, it is unlikely that the rate
of FPV in FANCG could confer any advantage to carriers, since half of them generate a
truncated protein and others a dysfunctional one, so it is likely that they may occur due to
chance. Certainly, this observation deserves further investigation.

The patients presented here have a classic FA phenotype, consisting of BMF and
physical abnormalities [37]. The acronyms VACTERL-H and PHENOS include the most
frequently reported physical abnormalities in patients with FA [30,38]. Among these
14 features, only five are present in over 25% of patients: short stature (43%), radial
ray defects (40%), changes in skin pigmentation (37%), microcephaly (27%), and renal
malformations (27%) [38]. All three patients described here share height, radial, and skin
abnormalities; two also had microcephaly and ultrasonographic evaluations ruled out
renal malformations.

Figure 5 shows that 4% of patients reported in the literature with PV in FANCG met
criteria for VACTERL-H; if we consider all genotypes, this percentage rises to 12% [38]. The
percentage of patients reported in the literature with PV in FANCG who had >4/6 PHENOS
features was similar considering all genotypes (8.3 vs. 9%). None of our patients had
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VACTERL-H and only one had >4/6 PHENOS features. None of our patients had evident
small eyes, but we did not measure palpebral fissure length, and ocular imaging was not
performed. Yet, we did find other ophthalmologic manifestations such as ptosis, myopia,
and astigmatism (FANC155). Small eyes are described in 11% of patients with FA regardless
of genotype [38], this feature stands for the “E” in the PHENOS acronym. However, the
ocular phenotype in FA is wider as recently demonstrated [39] and broadening the features
that conform the “E” in PHENOS should be considered.

As expected, although these three patients share the same pathogenic FANCG genotype
and a similar genetic background, their phenotypic presentation was not homogeneous,
as evidenced in other cases [40]. Yet, they illustrate that clinical presentation in FA has a
broad spectrum of severity that in this case goes from a florid presentation in FANC143,
which includes five PHENOS features and uncommon findings like bifid uvula, to a more
discreet presentation in patient FANC155 in whom her unilateral radial abnormality was
only recorded after intentional evaluation by a dysmorphologist (Table 4). Concerning the
hematologic phenotype, patients with FANCG PV have been found to have more severe cy-
topenia as well as a higher frequency and an earlier diagnosis of acute myeloid leukemia or
myelodysplastic syndrome than patients with FANCA or FANCC genotypes [41]. All three
patients have a hematologic phenotype that merited HSCT, yet platelets and neutrophils
appeared to be more severely affected than red cells. Oncologic manifestations were not
found in these patients, but this observation is certainly limited not only because of the
small number of individuals but also due to their young age.

To our knowledge, the only available phenotypic description of a patient cohort with
a FPV FANCG genotype refers to Black South African individuals, with the homozygous
variant ¢.637_643del [14]. The analysis of 35 patients with this FPV could not definitely
establish a particular phenotype for this genotype, yet it was recognized that they had a
high frequency of skin pigmentation alterations (97%) and that abnormalities of the upper
limbs were frequent (>70%) and subtle (without radial hypoplasia). Also, the frequency of
renal abnormalities (37%) was higher than reported elsewhere [42]. A second study that
included 24 patients and focused in endocrinologic data, showed that 33%, 46%, and 42%
had microcephaly, short stature, and low weight for age, respectively [43]. When comparing
the phenotype of the three Mixe patients to the Black South African patients, in whom the
genotype also leads to a truncated protein (p.Tyr213Lysfs*6), the anthropometric alterations
appear to be less severe in the South African patients [43]. We take these observations
with caution, both because of the small size of the Mixe cohort and the influences of
environmental factors and additional loci in these multifactorial traits cannot be overlooked.
Therefore, a study in this geographical region should be warranted.

In conclusion, in this study we present the ninth FPV in the FANCG gene, thereby
contributing to reaffirm that this gene has the highest proportion of FPV among the most
frequently affected FANC genes. Despite having similar genetic and environmental back-
grounds, the phenotype of these three Mixe patients agrees with the highly variable dys-
morphological phenotype of patients with PV in FANCG described in the literature. The
identification of the founder FANCG:c.511-3_511-2delCA PV in these patients constitutes a
fundamental step for the systematic and accurate genetic screening of patients with FA in
the Mixe indigenous group. This could lead to carrier identification, appropriate genetic
counseling for families with FA, and optimization of the search for potential bone marrow
transplant donors. Finally, the identification of a PV in a population with a high prevalence
of the disease represents an opportunity to study the phenotypic effect of the variant in a
population with a homogeneous genetic background.

4. Materials and Methods
4.1. Editorial Policies and Ethical Considerations

This study was approved by the Ethics and Research Committees of the Instituto
Nacional de Pediatria (INP) in Mexico City. All patients provided written informed consent
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to participate in this study (INP 041-2014) and blood samples of each participant were
collected by peripheral venipuncture.

4.2. Patients

Three patients with cytopenias were independently referred for a medical evaluation
to the INP. These patients came from the same geographic region in the southern part of
Mexico (Oaxaca State). All patients underwent a comprehensive physical examination by
trained medical geneticists. Clinical data including age, sex, parental consanguinity, family
history, and anthropometric measurements (weight, height, and head circumference) were
recorded. Hematological information, as full blood counts at presentation and subsequent
monitoring, bone marrow biopsy results, age of development of bone marrow failure, and
transfusions were documented through retrospective review of each patient’s medical file.
Available imaging studies were evaluated. For the phenotype description, the Human
Phenotype Ontology was used [44].

4.3. Chromosomal Breakage Test

A diepoxybutane (DEB) test was performed in all patients. Two-paired lymphocyte cultures
per blood sample were cultured in RPMI-1640 medium (Gibco, BRL, Grand Island, NY, USA)
and stimulated with phytohemagglutinin (Gibco, BRL, Grand Island, N, USA). To induce
DNA damage, 0.1 ng/mL of DEB (Sigma, St Louis, MO, USA) was added from the start of
the incubation to half of the cultures; the untreated cultures were used for the analysis of
spontaneous chromosomal breakage. In parallel, cultures of blood samples from healthy
individuals as negative controls and the FANCA cell line FA VU817 as a positive control
were performed. Harvesting of all cultures was carried out after of 72 h at 37 °C in a 5%
CO, incubator. Metaphase spreads and staining were performed according to standard
protocols [45]. We evaluated the frequency of chromosome aberrations including breaks,
fragments, dicentrics, rings, and radial figures. The frequency of aberrations per cell, as
well as the percentage of aberrant cells, were calculated.

4.4. Genotyping
4.4.1. Genomic DNA Extraction

The Gentra Puregene Kit (Qiagen, Venlo, Limburg, NL, USA) was used for the ex-
traction of total genomic DNA from peripheral blood samples. The concentrations of
the DNA were determined on a Nanodrop spectrophotometer (Nanodrop Technologies,
Wilmington, DE, USA) and DNA integrity was verified by agarose gel electrophoresis.

4.4.2. Targeted Next-Generation Sequencing

A customized HaloPlex panel (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) was
designed to target 16 FA genes (FANC—A, B,C,D1,D2,E, F,G,1,],L, M, N, O, P and Q).
The final design included all coding exons and 50 bp of their flanking 5" and 3’ intronic
regions, with a coverage of 99.5%. Agilent’s HaloPlex Enrichment System protocol was
followed for library preparation and paired-end sequencing was performed in the MiSeq
System platform (Illumina, San Diego, CA, USA). Raw reads were filtered and mapped
to the GRCh37/hg19 reference genome with the Burrows-Wheeler Aligner (BWA). The
overall mean sequencing depth of the samples was 1000X. Alignment and variant calling
were performed using the Genome Analysis Toolkit (GATK), version 4.0.3. A pipeline
was designed to maximize the accuracy of variant calls, according to GATK Best Practices
recommendations [46,47]. Variants were described following the guidelines proposed by
the HGVS nomenclature [48]. The classification of variants, according to the five-tier criteria
of the ACMG guidelines [20] as well as the estimated global frequency, were assessed using
the online tool VarSome [49].
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4.4.3. Sanger Sequencing

FANCG variant-specific primers were designed to encompass the splicing acceptor site
between intron 4 and exon 5, using the Primer3 software (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/,
accessed on 22 August 2019). The selected primers were as follows: forward 5'- GACCTTG-
GCGGTAGGCAAA,; and reverse 5'- ATTGGGGGAAACTACAGGCA. PCR amplification was
carried out from 100 ng of DNA template, according to standard protocols [50]. PCR products
were purified with QIAquick kit (QIAGEN, Venlo, Limburg, NL, USA) according to manu-
facturer instructions. Purified amplicons were bidirectionally sequenced using the Big Dye
Terminator sequencing kit and resolved on an Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The electropherograms were analyzed with
Chromas V2.6.6 software (www.technelysium.com.au, accessed on 24 January 2020) and tar-
get sequences were compared to the corresponding reference sequences FANCG (NG_007312.1)
from GenBank (https:/ /www.ncbinlm.nih.gov, accessed on 24 January 2020).

4.5. In Silico Splice Site Analysis

Human Splicing Finder (HSF) (http:/ /www.umd.be/HSF/, accessed on 5 February 2020,
MaxEntScan (http:/ /hollywood.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq_acc.
html, accessed on 5 February 2020) and CRYP-SKIP (https://cryp-skip.img.cas.cz/, ac-
cessed on 7 February 2020) were the three bioinformatics tools used to predict the effect of
the variant on splicing signals.

4.6. High-Resolution Microarray Analysis

We performed the analysis of the gDNA with Affymetrix CytoScan 750K Arrays
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) on the three patients. This array provides genome-wide
coverage, including 550,000 markers for detecting copy number variation and 200,436 SNP
probes. We performed the procedures for DNA digestion, ligation, PCR amplification,
fragmentation, labelling, denaturing and hybridization into the array according to the
protocols and QC guidelines provided by the supplier. Arrays were then stained and
washed in the affymetrix GeneChip Fluidics Station 450 and scanned using an Affymetrix
GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA); we analyzed the files
obtained with the appropriate bioinformatics tools.

4.6.1. Analysis of Long-Contiguous Stretch of Homozygosity

We visualized the LCSH in the software Chromosome Analysis Suite (ChAS) software
version 4.1, provided by Affymetrix (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). For the analysis,
we used the NetAffx 33 hgl9 annotation files (https://www.affymetrix.com/analysis/
index.affx, accessed on 20 January 2021). For LCSH > 3Mb, the analysis configuration was
set at LOH with marker count = 50 and size = 3000 kb, and for LCSH > 5Mb was set at
marker count = 50 and size = 5000 kb.

4.6.2. Estimation of Coefficient of Inbreeding

Individual inbreeding coefficients (F) were estimated using LCSH > 3 Mb data; F was
the total length of autosomal LCSH in kb divided by the total autosomal size covered
by the Cytoscan 750 array (2,881,033,286 kb for hg19). The F value of 0.25 could reflect a
first-degree parental relationship, 0.125 a second-degree, 0.0625 a third-degree and 0.03125
a fourth-degree [51].

4.6.3. Haplotype Inference

We used the LSCH > 5 Mb data to perform a haplotype inference approach, specifically
the LCSH region shared by the three patients that include FANCG. The number of SNVs
identical in the three patients was calculated, and the allele frequency was reviewed to
infer the haplotype. The SNVs was compared with those reported in global population
and the unrelated Mexican individuals (86 samples, MXL population) found in the 1000
Genomes Project (phase 3) database (1KGP) (http:/ /ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/voll/ftp/
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phase3/data, accessed on 16 December 2021), using the LDhap tool (https://ldlink.nci.nih.
gov/?tab=ldhap, accessed on 16 December 2021).

4.7. Ancestry Analysis

For the ancestry study, CEL files derived from the arrays were analyzed with the ChAS
software to obtain the SNV genotyping calls, generated from the use of the BRLMM-P-
plus algorithm. Subsequently, these results were contrasted with genotype information
derived from Affymetrix high-density arrays present in the 1IKGP. PLINK 1.9 software
(https:/ /zzz.bwh.harvard.edu/plink/download.shtml/, accessed on 25 January 2021) was
used to filter and map the SNVs. SNVs with discordant strings or genotypes were corrected
or removed. Finally, the global ancestry of the MXL population and the three patients
was deducted through a supervised maximum likelihood ADMIXTURE approach, from
K =2 to K = 3 ancestral components. For this analysis, genotypic frequencies of Northern
European (CEU), Yoruba (YRI), and Native American (NAT), reported in the 1IKGP, were
considered as reference parental populations.

4.8. Fanconi Anemia Variant Database Analysis

We searched the Fanconi anemia Mutation Database (displayed using Leiden Open
Variation Database [LOVD, v.3.0], https://www?2.rockefeller.edu/fanconi/genes/, ac-
cessed on 30 November 2021) for FANCA, FANCC, and FANCG. We first categorized
the variant according to the number of times it has been reported. In those where five or
more patients were acknowledged, we reviewed the cited publications in order to estab-
lish if a haplotype analysis demonstrated a founder effect. We complemented this with
a PubMed /MEDLINE search using the terms: “FANCA OR FANCC OR FANCG” AND
“mutation OR variant” AND “founder OR haplotype”. We classified the variants as founder
PV (FPV), when demonstrated by haplotype analysis, repeatedly reported non-founder
PV (recurrent, but not demonstrated as FPV by haplotype analysis), and those reported
just once. We compared the proportion of these variant categories between FANCG and
the other two genes FANCA and FANCC. Fisher’s exact test (p-values < 0.05) was used to
statistically test these differences.

4.9. Phenotype Analysis

We searched PubMed /MEDLINE for publications limited to human subjects through
1 December 2020, using the terms “Fanconi” AND “anemia”. We collected and analyzed all
cases with a FANCG genotype in whom individual patient’s phenotypes were detailed. We
described frequencies of VACTERL-H (Vertebral, Anal, Cardiac, Tracheo-esophageal fistula,
Esophageal atresia, Renal, upper Limb, and Hydrocephalus) and PHENOS (skin Pigmenta-
tion, small Head, small Eyes, Nervous system, Otology, Short stature) features. VACTERL-
H association was considered if the patient had >3/8 features, and for PHENOS > 4/6
features were needed. We extracted clinical information from publications reporting in
FANCG FPV (as described in Section 4.8) to compare it to the phenotype of the patients
reported here. The statistical analyses were performed using Microsoft Excel Office 365
(Microsoft, Redmond, WA, USA) and R (R Core Team (2013). R: A language and environ-
ment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.
http:/ /www.R-project.org/, accessed on 16 December 2021. We used Fisher’s exact test
and p-values < 0.05 were significant.
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Resumen

La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad rara, se presenta en 1-5/millén de
nacidos vivos. A nivel celular presentan inestabilidad cromosémica, que es la base
para su diagnéstico y aunque clinicamente son heterogéneos, hay tres caracteristicas
generales: alteraciones del desarrollo fisico, pancitopenia y alto riesgo a desarrollar
cancer. Presenta heterogeneidad genética, hasta ahora se han reportado 22 genes res-
ponsables de la AF, 20 de estos genes se heredan de manera autosémica recesiva, uno
autosémica dominante y uno ligada al X, sin embargo, existen genes por detectar, ya
que a pesar de una minuciosa bisqueda, no en todos los pacientes se logra encontrar
la variante patogénica responsable. Debido a esta heterogeneidad, el diagnéstico mo-
lecular es complicado, por lo que se necesita una estrategia con varias metodologias
como el ensayo de amplificacién de sondas dependiente de ligandos mdltiples (MLPA),
secuenciacion de nueva generacion, ya sea por panel dirigido (16 genes FANC), o por
secuenciacion del exoma completo, y microarreglos de alta resolucién. Con estas
metodologias se pueden detectar grandes deleciones o duplicaciones en los genes
FANC, alteraciones puntuales y en el nimero de copias, asi como regiones largas con
homocigosidad, con el propdsito de encontrar alelos homocigotos. En este articulo
presentamos una estrategia detallada para realizar la genotipificacion de los pacientes
AF mexicanos, con un porcentaje de éxito del 80%.

PALABRAS CLAVE: Anemia de Fanconi; Variantes patogénicas; genes FANC; MLPA;
Secuenciacién de nueva generacién; Estrategia de genotipificacion.

Abstract

Fanconi anemia (FA) is a rare disease occurring in 1-5/million live births. Patients pres-
ent chromosomal instability at the cellular level, which is the basis for their diagnosis,
and although clinically they are heterogeneous, there are three general characteristics:
alterations in physical development, pancytopenia and high risk of cancer development.
To date, 22 genes responsible for FA have been reported, 20 of which are inherited
in an autosomal recessive pattern, one autosomal dominant and one X-linked; how-
ever, there are genes to be detected, since despite a thorough search, the responsible
pathogenic variant cannot be found in all patients. Due to this heterogeneity, the
molecular diagnosis is complicated, so a strategy with several methodologies, such
as multiple ligand-dependent probe amplification assay (MLPA) and next-generation
sequencing, either by directed panel (16 FANC genes) or by whole exome sequencing
and high-resolution microarrays, is necessary. With these methodologies, it is possible
to detect long deletions or duplications in FANC genes, single nucleotide and copy
number alterations, and long regions with homozygosity to find homozygous alleles.
In this article, we present a detailed strategy for genotyping Mexican FA patients, with
a success rate of 80%.

KEYWORDS: Fanconi anemia; Pathogenic variants; FANC genes; MLPA; Next generation
sequencing; Genotyping strategy.
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INTRODUCCION

La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad
hereditaria rara, caracterizada por inestabilidad
gendmica; el fenotipo clinico consiste en ano-
malias del desarrollo fisico, insuficiencia de la
médula 6sea y predisposicion a cancer. La AF
tiene heterogeneidad genética, se han identifi-
cado 22 genes FANC (Cuadro 1). Los productos
de estos genes cooperan en la via FA/BRCA, que
regula la respuesta a los agentes genotoxicos
y mantiene la integridad del genoma.” Todas
las variantes patogénicas (VP) reportadas en

Cuadro 1. Genes implicados en la anemia de Fanconi y
localizacién cromosémica

Gene/Alias

Localizacio
Citogenética

FANCA 16q24.3
FANCB Xp22.2
FANCC 9¢22.32
FANCD1/BRCA2 13q13.1
FANCD2 3p25.3
FANCE 6p21.31
FANCF 11p14.3
FANCG/XRCC9 9p13.3
FANCI 1526.1
FANCJ/BRIP1 1723.2
FANCL 2p16.1
*FANCM 14q21.2
FANCN/PALB2 16q12.2
*FANCO/RAD51C 1722
FANCP/SLX4 16p13.3
FANCQ/XPF 16p13.12
*FANCR/RADS51 15q15.1
*FANCS/BRCAT 17q21.31
FANCT/UBE2T 1g32.1
FANCU/XRCC2 7936.1
FANCV/REV7 1p36.22
FANCW/RFWD3 16g23.1

* Estos genes se denominan “Fanconi anemia-like” porque los
pacientes que portan una VP en cualquiera de ellos no presentan
insuficiencia medular

2023; 44 (1)

estos genes tienen herencia autosémica rece-
siva, excepto en FANCB, que estan ligadas al
cromosoma X, y en FANCR/RADS51, que son
autosémicas dominantes.

Se ha identificado una amplia variedad de mu-
taciones diferentes entre los genes de la via FA/
BRCA; las VP bialélicas en FANCA son la causa
mas frecuente de AF (60% a 70%), seguidas de
las encontradas en FANCC (10-12%) y FANCG
(6-8%) . El porcentaje de individuos con VP en
cada gen FANC se muestra en la Figura 1 (Fan-
coni Anemia Mutation Database https:/www2.

E FANCA B FANCB [OFANCC O FANCDT
B FANCD2 B FANCE B FANCF W FANCG

B FANCI B FANC/ B FANCL B FANCM

O FANCN B FANCO [OFANCP H FANCQ

B FANCR B FANCS W FANCT 0O FANCU

O FANCV O FANCW

Figura 1. Distribucion de pacientes con anemia de
Fanconi segtn el gen FANC afectado.
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rockefeller.edu/fanconi/; consultada el 20 de
enero de 2022).

El hecho de que varios genes y cientos de VP
GUnicas estén asociados con el fenotipo AF, hace
que la heterogeneidad de locus y de alelo sea la
regla. Debido a esta complejidad, el diagnéstico
molecular de la enfermedad puede ser desafian-
te. Distintos grupos de trabajo en el mundo han
seguido estrategias diversas de acuerdo a su
poblaciéon y recursos disponibles.*¢ Encontrar la
estrategia molecular adecuada para estudiar un
grupo de pacientes con AF, puede ser un trabajo
largo y costoso.

El objetivo de este articulo es presentar la estra-
tegia seguida por nuestro grupo para determinar
el genotipo de 50 pacientes con AF, en 40 de
los cuales (80%), pudimos obtener el genotipo
causal de la enfermedad. Esperamos que este
trabajo contribuya a encontrar la estrategia
de genotipificacion de pacientes con AF mas
econdmica y efectiva, en laboratorios con ca-
racteristicas similares a las nuestras.

En breve, partimos de muestras bioldgicas de
pacientes con diagnéstico clinico y citogenético
de AF. Usualmente, las muestras se obtienen de
sangre periférica o de aspirado de médula 6sea,
de las que se extrae DNA genémico (DNAg). A
partir de entonces, procedemos de acuerdo con
el flujo de trabajo que se sugiere a continuacién
(Figura 2):

1. El primer abordaje es la deteccién de
deleciones largas en el gen FANCA, a
través de la amplificacion de sondas de-
pendiente de ligandos mdltiples (MLPA,
por sus siglas en inglés), esto debido a
que este tipo de VP se observa con mayor
frecuencia en este gen, involucrando uno
o varios exones, o la pérdida del gen.

2. Para pacientes negativos a deleciones
en FANCA, realizamos analisis por
MLPA para los genes FANCD2, FANCN
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(PALB2) y FANCB, que también presen-
tan grandes deleciones y duplicaciones
detectables por MLPA.

Si no se determinan VP mediante MLPA,
o si s6lo se logré detectar VP en uno de
los dos alelos, continuamos la geno-
tipificacién a través de secuenciacion de
nueva generacion (NGS, por sus siglas
en inglés), ya sea por panel dirigido (en
nuestro caso, compuesto por los 16 genes
FANC mas frecuentemente afectados), o
por secuenciacion del exoma completo
(WES, por sus siglas en inglés), para
detectar VP pequenas o puntuales. Con
esta estrategia hemos logrado obtener la
mayoria de las VP presentes en nuestros
pacientes.

Si todavia tenemos pacientes sin geno-
tipo, el método de tamizaje que hemos
seguido son los microarreglos de alta
resolucion, que constan de marcadores
de polimorfismos de un sélo nucleétido
(SNP, por sus siglas en inglés) a lo largo
de todo el genoma y que nos permiten
detectar variaciones en el nimero de
copias (CNV, por sus siglas en inglés),
grandes deleciones o duplicaciones en
los genes FANC, y la deteccién de re-
giones con tramos largos contiguos de
homocigosidad (LCSH, por sus siglas en
inglés), con el propésito de encontrar
alelos homocigotos ininterrumpidos con
estado de nlimero de copias neutro de 2
a nivel genémico. Los LCSH se observan
en todo el genoma humano, se originan
por endogamia (consanguinidad o ais-
lamiento reproductivo, tanto geografico
como social) o por fuerzas evolutivas.
Son tipicas de las poblaciones consan-
guineas, sin embargo, las LCSH también
son comunes y en ocasiones, inesperada-
mente largas en el genoma de personas
no consanguineas;” ' la importancia
de su deteccion es que podrian indicar
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( Resultado negativo o sélo una Variante Patogénica encontrada en un alelo* J LEehD
negativos:

;Nuevo

1 1 ! 1 | 1 | | gon FANC?

DOC | pipa MLPA SNG dirigida WES MICROARREGLOS ™. [Genotipificacion
DNAg FANCA FANCB, FANCD2, > | Panel 16 genes Bisqueda de VP en > |Bisqueda CNV y LCSH del paciente
del paciente FANCN m4s comunes 22 genes FANC en todo el genoma con :llinemla
e
Fanconi

(Validacién por Secuenciacién Sanger )

Variante o Variantes Patogénicas

*Para los pacientes masculinos con variantes patogénicas en FANCB (herencia recesiva ligada al X) y de cualquier sexo con
variantes patogénicas en FANCR (herencia autosémica dominante), se espera un solo alelo afectado.

Figura 2. Algoritmo para el diagndstico molecular de pacientes con anemia de Fanconi.

la presencia de genes recesivos vy si se
detectan en alguna zona que contenga
alguno de los 20 genes FANC con heren-
cia autosémica recesiva, se puede hacer
una busqueda intencionada para detectar
VP en ese locus. Figura 2

METODOLOGIA

Pacientes

Se incluyen pacientes con caracteristicas
clinicas de AF y prueba citogenética de abe-
rraciones cromosomicas positiva. Se explica el
procedimiento y se solicita el consentimiento
informado por escrito antes de obtener las
muestras biolégicas.

Extraccion de DNA genémico

El aspirado de sangre o de médula 6sea debe
colectarse en tubos que contengan EDTA como
anticoagulante. Una de las caracteristicas clini-
cas mas frecuentes en pacientes con AF es el bajo
recuento de glébulos blancos en la sangre; en
consecuencia, se espera obtener poco material

de partida para la extracciéon de DNAg. Para
la extraccion se utiliza el kit Gentra Puregene
Blood Kit (QIAGEN, cat 158389, Venlo, Lim-
burg, NL) (https://www.qiagen.com/ Gentra
Puregene Handbook 12/2014 33), siguiendo las
recomendaciones del fabricante, con minimas
modificaciones.

Este protocolo purifica DNAg de muestras frescas
o congeladas, a partir de 3 ml de sangre comple-
ta. El protocolo también se puede utilizar para
la purificacion de DNAg proveniente de células
centrifugadas, capa leucocitaria o médula 6sea.
Si se procesan muestras de capa leucocitaria, se
debe escalar directamente el volumen de reac-
tivos utilizados en proporcion al volumen de la
muestra de sangre original.

Procedimiento

a. Colocar 3 ml de sangre completa o
médula ésea en un tubo cénico de 15
ml, agregar 9 ml de solucién de lisis de
glébulos rojos y mezclar invirtiendo 10
veces.
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Incubar 10 min a temperatura ambiente
(15-25°C). Invertir al menos una vez
durante la incubacion.

Centrifugar durante 5 min a 2000 Fuerza
Centrifuga Relativa (FCR) para obtener
los glébulos blancos; si quedan glébulos
rojos, repetir el paso de lisis de glébulos
rojos.

Desechar cuidadosamente el sobre-
nadante por pipeteo o decantacion,
conservando aproximadamente 200 pl
del liquido residual y el concentrado
de los glébulos blancos obtenidos.
Agitar vigorosamente el tubo para
resuspender el concentrado celular en
el liquido residual; el sedimento debe
dispersarse por completo por agitacion
en vortex.

Afadir 3 ml de solucién de lisis celulary
pipetear hacia arriba y hacia abajo para
lisar las células, o agitar vigorosamente
durante 10 s e incubar a 37 °C hasta que
la solucion sea homogénea.

Afadir 15 pl de solucién de RNAasa A
(4 mg/ml) y mezclar por inversién 25
veces. Incubar durante 30 min a 37°C.
Luego, agregar 15 pl de proteinasa K (20
mg/ml) e incubar durante 30 min a 55
°C. Inmediatamente poner en hielo para
enfriar la muestra.

Agregar 1 ml de solucién de precipitacién
de proteinas, agitar vigorosamente con
vortex durante 20 s, e incubar en hielo
durante 15 min.

Centrifugar durante 10 min/4°C a 2000
x FCR. Las proteinas precipitadas deben
formar un sedimento compacto de co-
lor marrén oscuro. Si el sedimento de
proteinas no estd compacto, repetir la
centrifugacion.
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Transferir el sobrenadante del paso
anterior a un tubo de cénico nuevo de
15 ml. Asegurarse que el sedimento de
proteina no se desprenda durante el ver-
tido. Afadir 3 ml de isopropanol y 1 pl
de glucégeno (20 mg/ml).

Mezclar invirtiendo suavemente 50 veces
hasta que el DNAg sea visible como hilos o
como un ovillo. Centrifugar durante 10 min
a 2000 x FCR. El DNAg puede ser visible
como un pequeio precipitado blanco.

Con la ayuda de una pipeta, retirar el
sobrenadante. Agregar 3 ml de etanol al
70 %, e invertir varias veces para lavar
el precipitado de DNAg.

Centrifugar durante 5 min a 2000 x FCR.
Remover el sobrenadante, transferir el se-
dimento con el liquido restante a un tubo
cénico de 1.5 mly lavar nuevamente con
300 pl de etanol al 70 %. Centrifugar,
retirar el sobrenadante y dejar secar el
DNAg en un tubo abierto a temperatura
ambiente o 65°C.

Resuspender el sedimento de DNAg en
50 pl de amortiguador Tris-EDTA (TE) de
baja concentracién de EDTA (Tris-HCl
10 mM (pH 8.0) + EDTA 0.1 mM), o en
agua libre de nucleasas.

El DNAg obtenido se puede cuantificar
en un espectrofotometro NanodropTM
(Nanodrop Technologies, Wilmington,
DE). Para los ensayos de NGS, podria
ser necesario un método de cuantifica-
cién mas sensible, por ejemplo, a través
de cuantificacién fluorométrica (Qubit,
Thermofisher).

Evaluar la integridad del DNAg mediante
electroforesis en gel de agarosa estandar,
al T % en amortiguador Tris Acetato-
EDTA (TAE) 1X.
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Amplificacion de sondas dependiente de
ligandos multiples (MLPA)

El MLPA es un ensayo basado en PCR multiplex
para detectar CNV. En este método, sondas es-
pecificas de una regién genémica hibridan con
el DNAg vy luego se amplifican mediante PCR,
utilizando un sélo par de oligonucleétidos.” La
gran ventaja de este método es que permite la
amplificacién simultdnea y semi-cuantitativa de
mas de 60 sondas en una sola reaccién, para la
identificacion rapida y precisa de deleciones y/o
duplicaciones.’

Las VP encontradas en FANCA representan
alrededor del 70% de los casos notificados en
AF, de los cuales 15%-20% corresponden a gran-
des deleciones.”' La mayoria de ellas se han
encontrado principalmente a través de MLPA,
a menudo abarcando multiples exones.” En
nuestro grupo, estas alteraciones se buscan con
el kit de MLPA desarrollado por MRC Holland
(https://www.mrcholland.com/product/P057).
Ademas de FANCA, hay otros genes FANC en
los cuales se ha reportado frecuentemente CNV,
pudiendo ser evaluadas también a través de
esta metodologia, como FANCD2 (~ 3% de los
pacientes),'®'” FANCN (<1% de pacientes) '® y
FANCB (~ 2% de los pacientes)."

Segln nuestra experiencia, la cantidad éptima
de DNAg que se utiliza por reaccion debe ser
80 y 90 ng aproximadamente, diluida en amor-
tiguador TE. Por otra parte, cada mezcla de
sondas contiene fragmentos que son utilizados
como control de calidad (generalmente 9), para
evaluar la desnaturalizacion (fragmentos "D"), la
cantidad de DNA y la eficiencia de la ligacién
(fragmentos "Q"). Es importante incluir muestras
de DNA de referencia, a partir de: a) individuos
sanos (tanto hombres como mujeres), b) muestra
positiva para AF (por ejemplo, la linea celular
FA-A-VU817) y c) muestra negativa (buffer TE sin
DNAg); estos controles deben incluirse durante
cada corrida. Se sugiere utilizar 3 muestras de
referencia por cada 21 muestras.
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Se sigue el mismo flujo de trabajo sugerido en
el protocolo general de MRC Holland (https://
support.mrcholland.com/downloads/files/mlpa-
general-protocol-one-tube), que se resume en los
siguientes pasos:

Procedimiento

a. Desnaturalizacion del DNA e hibridacion
de las sondas: Calentar la muestra de
DNA de interés (5 pl) durante 5 minutos
a 98°C. Luego, agregar 3 pl de la mezcla
de sondas a hibridar (1,5 pl de mezcla de
sondas SALSA + 1,5 pl de amortiguador
MLPA) a la muestra de DNA. Colocar el
tubo durante 1 minuto a 95°C e hibridar
durante 16 h a 60°C.

b. Ligacion: Una vez transcurrido el tiempo
de hibridacioén, disminuir la temperatura
del termociclador a 54°C. Sin retirar los
tubos del equipo, agregar 32 pl de la
mezcla de ligacién e incubar a la mis-
ma temperatura durante 15 min. Para
inactivar la Ligasa 65, incubar durante 5
minutos a 98 °C.

c. Amplificacién por PCR: Los tubos de
reaccion se enfrian a temperatura am-
biente y se anaden 10 pl de la mezcla de
polimerasa. Iniciar la reaccién de PCR,
utilizando el programa sugerido (95°C
por 30 s, 60°C por 30 s y 72°C por 1
minuto, durante 35 ciclos), con una am-
plificacién final a 72°C por 20 minutos.
Guardar los tubos protegidos de la luz
hasta la electroforesis capilar.

d. Electroforesis capilar: los productos de
PCR se cargan en un instrumento de
electroforesis capilar para separarlos
segln su longitud. La proporcion de los
componentes de la mezcla de reaccién
(producto final de la reacciéon MLPA, mar-
cador de peso y formamida), asi como los
pardmetros de ejecucion electroforética,
varian segln el instrumento disponible.
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e. Analisis de datos: La revisién de datos
se realiza con el programa Coffalyzer,
desarrollado por MRC Holland (https://
www.mrcholland.com/technology/soft-
ware/coffalyser-net). Durante este paso,
el nimero relativo de copias se determina
contrastando las alturas relativas de los
picos de las sondas de referencia y de
las regiones blanco en las muestras de
prueba contra las de las muestras de
referencia. Es fundamental configurar el
estudio de las sefales crudas obtenidas
con la version de cada mezcla de sondas
y el niimero de lote con el que se realizé
la reaccion.

Una vez obtenido el electroferograma, se
evalla la altura de los picos de fluorescencia
después de la fragmentacion. El nivel de fluores-
cencia de cada pico en una muestra se compara
con la sefial observada en las muestras de DNA
utilizadas como referencia. Por lo tanto, una
delecion se visualizard como una disminucién
en la altura del pico en comparacién con el frag-
mento normal, mientras que una duplicacion
aumenta el tamafio del pico de ese fragmento.
Posteriormente, las sefiales sin procesar se
normalizan para obtener un valor que refleje la
relacion ajustada entre las sefales contrastadas.
Este valor, conocido como coeficiente de dosis
(DQ), permite discriminar el nimero de copias.
El DQ varia de 0 (deleciones homocigotas) a
2,15 (duplicaciones homocigotas). Los valores
entre 0,8 y 1 son considerados normales (con-
junto diploide) 2°.

Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

La NGS es un término genérico utilizado para
describir el uso de diversas tecnologias, cuya
caracteristica comun es la secuenciaciéon masiva
y paralela de multiples fragmentos de DNA.?'
La combinacion de alto rendimiento y secuen-
ciacién de una sola molécula de DNA son
caracteristicas distintivas de la NGS, indepen-
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dientemente de la plataforma de secuenciacion
utilizada.?? La evolucion y diversificaciéon de los
ensayos de NGS ha permitido superar las limita-
ciones de la secuenciacién de Sanger y generar
una enorme cantidad de datos de secuencias de
nucledtidos, haciéndolos dependientes de un
analisis computacional intensivo para el ensam-
blaje de las secuencias producidas.?

Los pasos principales de la NGS de DNA impli-
can la fragmentacion del DNA, preparacién de
bibliotecas, secuenciacién, analisis bioinforma-
tico, anotacién de las variantes encontradas y su
interpretacion.?* Sin embargo, debe considerarse
que la eleccién de la longitud deseada del frag-
mento ("lecturas" cortas o largas) depende de la
pregunta de investigacion y su aplicacién clinica.

La aplicacion de la NGS ha sido especialmente
atil en trastornos con alta variabilidad fenotipica,
acelerando la identificacion y descubrimiento de
nuevas variantes causales, lo que ha impulsado
su aplicacién en diagnéstico molecular.?® La
reduccion de costos y el potencial de la infor-
macién obtenida han permitido la integracion de
datos de NGS a la préctica clinica en medicina.?®
Actualmente, existen diferentes enfoques para
NGS, dependiendo de si el alcance involucra
una gran cantidad de genes (paneles de genes
dirigidos), regiones codificantes de proteinas
(WES) o secuenciacion del genoma completo
(WGS, por sus siglas en inglés).

Segin la dltima versién de la Guia de Atencion
Clinica de la AF, la NGS debe realizarse como
parte del proceso de genotipificacion, seleccio-
nando un panel de genes FANC en una primera
etapa, apelando a WES en caso de resultados
negativos por prueba de panel.?” Nuestro grupo
ha seguido esta estrategia para la mayoria de los
casos analizados, considerando los beneficios y
limitaciones de cada enfoque.

El uso de paneles dirigidos se ha generalizado
en el contexto de la AF, debido a la mejor
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caracterizacion de la via FA/BRCA, que ha
permitido estudiar mas genes FANC en un solo
ensayo, ademas de ofrecer mayor profundidad
de cobertura a un costo relativamente bajo.
Sin embargo, la secuenciacién de exoma
completo, se ha vuelto cada vez mas atractiva
debido a que con ella, se pueden descubrir VP
en regiones genémicas diferentes de los genes
FANC conocidos y con esto, descubrir nuevos
genes FANC o candidatos.?” Un ejemplo que
ilustra esta idea es el descubrimiento de VP
bialélicas en ERCC4/XP-F, en un grupo de
pacientes con AF sin clasificacién genotipica;
la pérdida de funcién de este gen se habia aso-
ciado previamente a Xeroderma pigmentoso.
Este hallazgo condujo a la reclasificacion de
este gen como FANCQ.?® De manera similar, se
descubrieron VP en FANCT (también conocido
como UBE2T, en dos pacientes japoneses) >
y en FANCU.3®

Nuestra busqueda de VP en la AF a través de
NGS se encuentra resumida en el siguiente flujo
de trabajo:

Procedimiento

a. Diseno del panel de genes. El disefio in si-
lico de los oligonuclétidos flanqueadores,
especificos para 16 genes FANC (FAN-
CA, FANCB, FANCC, FANCD1/BRCA2,
FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG,
FANCI, FANCJ/BRIP1, FANCL, FANCM,
FANCN/PALB2, FANCO/RAD5I1C,
FANCP/ SLX4 y FANCQ/ERCC4) se rea-
liza con la aplicacién web SureDesign
(Agilent Technologies). Se espera que el
disefio final abarque el 99,5% de todos
los exones codificantes de estos genes
mas 50 pb de sus regiones intrénicas 5'
y 3' flanqueantes.

b. La digestién, sintesis de las bibliote-
cas y la amplificacién por PCR de los
fragmentos seleccionados se logra me-
diante el sistema de enriquecimiento
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Haloplex (Agilent Technologies Inc.,
2013, Waghdusel-Wiesental, Alemania).

c. Las lecturas de los extremos cortos
pareados son obtenidas mediante se-
cuenciacion basada en tecnologia de
sintesis, en una plataforma lllumina Mi-
Seq (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.).

d. En casode que el andlisis bioinformatico
de los datos de panel sea negativo, se
procede a realizar WES, con las adapta-
ciones metodoldgicas sugeridas para este
enfoque.

A diferencia del diseno de panel, en el caso de
WES, existen diversas opciones comerciales en-
focadas en la captura de regiones exénicas (por
ejemplo, SureSelectXT Human All Exon V4 (Agi-
lent Technologies), KAPA HyperExome (Roche),
entre otras). Ademads, el uso de reactivos y for-
mulaciones de kits compatibles con los sistemas
antes mencionados se extiende a los pasos de
enriquecimiento y construccién de bibliotecas.
Finalmente, las plataformas de secuenciacion
también se adaptan para un rendimiento mas
escalable (por ejemplo, el sistema NovaSeq
6000 (Illumina)); debido a la amplificacién de
un mayor nimero de dianas de DNA.

Es importante sefalar que, debido a la com-
plejidad técnica e interpretativa de la NGS,
usualmente su implementacién esta limitada
a laboratorios publicos o privados con capa-
cidad para cumplir con las recomendaciones
y requerimientos sugeridos en los estandares
internacionales.’!

Debido a estas demandas, estos laboratorios
ofrecen con frecuencia servicios de NGS a
investigadores y médicos. Nuestro grupo ha
utilizado esta modalidad para obtener datos
de secuenciacién a partir del envio de mues-
tras de DNA de alta calidad. La seleccién del
enfoque, asi como de las plataformas, depende
del propésito del proyecto y de los recursos
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disponibles para el cribado molecular en los
pacientes con AF.

Analisis de datos de NGS

Debido a la gran cantidad de datos generados
a partir de la NGS, incluso a partir de paneles
pequefos de genes, se requiere de andlisis
computacionales para interpretar efectiva-
mente la informacién de las secuencias.? El
conjunto de algoritmos bioinformaticos ejecu-
tados en una sucesion de pasos para procesar
los datos iniciales generados a partir de la
plataforma NGS se conoce como pipeline
bioinformatico.”' A pesar de la heterogeneidad
de las plataformas y el alcance del estudio, el
flujo de trabajo bioinformatico consta de cinco
etapas principales: a) control de calidad de los
datos sin procesar (a partir de un archivo en
formato de texto que contiene las lecturas de
las secuencias y los puntajes individuales de
calidad de bases, denominado FASTQ), b) pre-
procesamiento, c) mapeo y post-alineamiento,
d) llamado de variantes, e) anotacién y prio-
rizacion.?3233

Desarrollamos un pipeline validado para agi-
lizar el andlisis computacional y maximizar
la precision en el llamado de variantes, segin
las buenas practicas recomendadas en GATK
(Genome Analysis Toolkit).>*3¢ Los programas
utilizados para la manipulacién de archivos a
menudo se empaquetan en una coleccion de
herramientas basadas en linea de comandos
para analizar datos de secuenciacion de alto
rendimiento (GATK “toolkit”), enfocadas princi-
palmente en el descubrimiento de variantes. Es
muy importante resaltar que estas herramientas
s6lo se ejecutan en sistemas operativos Linux
0 MacOSX.

Procedimiento (las opciones de programas se
nombran entre paréntesis)

a. Realizar el control de calidad de las lec-
turas de secuencia (FastQC).
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b. Filtrar y recortar las lecturas que con-
tienen bases de mala calidad, asi como
adaptadores de secuenciacion (Trimmo-
matic, Cutadapt y Trim Galore).

c. Las lecturas recortadas son alineadas
para mapear con una secuencia de refe-
rencia (alineacién de Burrows-Wheeler
(BWA-MEM), usando las referencias que
se encuentran en las bases de datos de
UCSC o Ensembl).

d. Transformacién de los archivos SAM en
archivos BAM; y marcaje de duplicados
(Samtools y Picard).

e. Comprobar la calidad de los archivos
BAM (Qualimap).

f.  Seguir las recomendaciones de GATK,
para obtener el archivo de llamado de
variantes (VCF), en modo gVCF (genoti-
pado conjunto).

g. Finalmente, se anotan las variantes (VEP,
SnpEff o ANNOVAR). Las variantes se
describen siguiendo las pautas propues-
tas por la nomenclatura de la Human
Genome Variation Society (HGVS).?”

Clasificacion de variantes

Una vez filtradas las variantes candidatas por
paciente, el siguiente paso consiste en clasi-
ficarlas segin su grado de patogenicidad. El
sistema mas utilizado para esta tarea proviene
de las recomendaciones sugeridas por el Colegio
Americano de Genética Médica y la Asociacién
de Patologia Molecular (ACMG-AMP, por sus
siglas en inglés).?®3 De acuerdo con esta guia,
la clasificacion de variantes estd basada en
cinco clases: benigna, probablemente benigna,
variante de significado desconocido o incierto
(VUS, por sus siglas en inglés), probablemente
patégena y patégena.

Los criterios utilizados para esta clasificacion
se fundamentan en un marco de evidencia
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en el que se consideran diferentes pardmetros
(funcionales, poblacionales, datos de segrega-
cién, algoritmos computacionales y predictivos,
entre otros) para establecer un resultado final.
Varias herramientas web facilitan el ejercicio
de clasificacion, ya que incorporan informacion
valiosa de bases de datos (como ExAc, ClinVar,
gnomAD, entre otras) en una sola plataforma
(por ejemplo, Varsome).

Validacién de variantes encontradas por NGS

Debido a que las técnicas de NGS no estan li-
bres de errores, la ACMG y la Sociedad Europea
de Genética Humana (ESHG, por sus siglas en
inglés) recomiendan enfaticamente validar las
variantes seleccionadas. Existen factores tanto
técnicos como bioinformaticos relacionados
con la dificultad para confirmar variantes, prin-
cipalmente en genes con pseudogenes, regiones
repetitivas y con alto contenido de GC o varian-
tes hotspot. La secuenciacion de Sanger es el
método mas recomendable para la validacién
de los resultados de la NGS.

En nuestro caso, se disenan pares de oligonu-
cledtidos flanqueantes especificos para validar la
VP encontrada por NGS, utilizando el algoritmo
Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/),
una de las herramientas de disefio de cebadores
mas utilizadas.*® La amplificacion por PCR se
lleva a cabo a partir de 100 ng de DNA molde.
Los productos de PCR se purifican con el kit
QIAquick PCR Purification (QIAGEN, Venlo,
Limburg, NL) segin las instrucciones del fabri-
cante. Los amplicones purificados se secuencian
bidireccionalmente utilizando el kit de secuen-
ciacion Big Dye Terminator y se resuelven en un
secuenciador Applied Biosystems 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE. UU).

Los electroferogramas se analizan con el soft-
ware Chromas V2.6.6 (www.technelysium.com.
au) y las secuencias blanco se comparan con
las secuencias de referencia correspondientes
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desde GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).
Existen otros programas alternativos de analisis
(https://www.genewiz.com/Public/Resources/
Tools-for-Viewing-Sequencing-Data/) o aplica-
ciones web como GEARgenomics (https:/www.
gear-genomics.com, apoyado por EMBL-EBI,
EMBL-European Bioinformatics Institute).

La secuenciacion de Sanger como estrategia de
genotipifcacion

La secuenciacién de Sanger podria realizarse
para buscar VP en genes especificos, es decir,
cuando se estudian miembros de una familia con
una VP previamente identificada o en individuos
pertenecientes a una comunidad donde se ha
detectado una mutacion fundadora, particular-
mente en poblaciones genéticamente aisladas,
como FANCA ¢.295C>T en gitanos espaioles, !
FANCC c.456+4A>T en judios Askenazi **,
FANCC c.67delG en la comunidad menonita ** y
FANCG c.511-3_511-2delCA en una comunidad
Mixe mexicana.*

Microarreglos de alta resolucion

Realizamos el analisis del DNAg con microa-
rreglos CytoScan 750K (Affymetrix, Santa Clara,
CA, EE. UU.). Estos microarreglos proporcionan
cobertura de todo el genoma, incluidos 550,000
marcadores para detectar CNV 'y 200,436 sondas
SNP.

Los pasos de digestion, ligacion, amplifica-
ciéon por PCR, fragmentacién, etiquetado,
desnaturalizacién e hibridacion del DNA en el
microarreglo, se realizan de acuerdo con los
protocolos y pautas de control de calidad pro-
porcionados por el proveedor.

Luego, los microarreglos se tifien y lavan en la
estacion de fluidos Affymetrix GeneChip Flui-
dics Station 450 y se escanean en un Affymetrix
GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix, Santa
Clara, CA, EE. UU.); los archivos obtenidos, se
analizan con el programa Chromosome Analysis
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Suite (ChAS) versién 4.1, proporcionado por
Affymetrix (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE.
UU.) (Anotacién NetAffx 33 hg19) (http:/www.
affymetrix.com). Para el andlisis del nimero de
copias (CN), se utilizan los pardmetros de “alta
resolucién”: ganancias y pérdidas en T00Kb con
> 50 marcadores (sondas).

Analisis de segmentos largos contiguos de
homocigosidad (LCSH)

Los umbrales minimos para los LCSH en andlisis
clinicos generalmente se establecen entre 3 y
10 Mb.%

Los LCSH se visualizan en el programa ChAS,
versién 4.1, proporcionado por Affymetrix
(Affymetrix, Santa Clara, CA, EE. UU.). Para el
analisis, se utilizan los archivos de anotacion
NetAffx 33 hg19 (http://www.affymetrix.com).
Para LCSH>3Mb, la configuracién de andlisis
se establece en LOH con recuento de marca-
dores (sondas) = 50 y tamano = 3000 Kbp, y
para LCSH>5Mb se establece en recuento de
marcadores = 50 y tamano = 5000 Kbp.

Reporte de resultados

Una vez clasificadas y validadas las variantes, el
siguiente paso es redactar un informe o reporte
de resultados. Ademas de la ACMG, otras or-
ganizaciones, como ClinGen, (siglas en inglés
de Clinical Genome Resources), la ESHG vy la
Asociacion para la Ciencia Genética Clinica
(ACGS siglas en inglés de Association for Clinical
Genetic Science) han desarrollado guias para
asesorar a los laboratorios en la notificacién
y descripcion de variantes.3%3946-4% Estos docu-
mentos son emitidos por un laboratorio hacia
el médico tratante y describen los resultados
del andlisis genético. Deben ser claros, concisos
y seguir las recomendaciones sugeridas en las
gufas existentes.*

INV

Recomendaciones

a.

En general, el formato del informe
incluye informacién sobre el médico so-
licitante, el laboratorio donde se realizo
el andlisis y el paciente.

Para la descripcion e interpretacion de
los resultados, la nomenclatura de las
variantes se redacta segln la Organi-
zacion del Genoma Humano (HUGO,
siglas en inglés de Human Genome
Organization, https://www.genenames.
org/) y la Sociedad de Variacion del Ge-
noma Humano (HGVS, siglas en inglés
de Human Genome Variation Society
https://varnomen.hgvs.org/). El informe
debe incluir una interpretacién clara de
los resultados de la prueba, basada en
una revisiéon del contexto clinico del
paciente y la informacion familiar dis-
ponible.* El objetivo debe ser generar
una declaracién simple e inequivoca
que explique las implicaciones clinicas
del resultado.

Los detalles metodolégicos (principio
de la tecnologia utilizada, sensibilidad,
resolucion, limitaciones, herramientas
bioinformaticas, entre otros) relevantes
para la interpretacion de los resulta-
dos deben incluirse en el informe. Por
ejemplo, en el caso del uso de datos
de secuenciacién masiva para varian-
tes constitucionales, es recomendable
consultar las guias mas recientes desa-
rrolladas por la ACMG.

Cada laboratorio debe documentar la
evidencia utilizada para clasificar las
variantes de acuerdo al impacto que
pueden tener en la condicién estudia-
da y establecer politicas precisas para
definir cuales variantes se excluiran del
informe.*
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En 2008, se cre6 una base de datos de muta-
ciones de la AF como un esfuerzo cooperativo
para acelerar el acceso a la informacion sobre las
variantes que se encuentran en los genes FANC
(https://www2.rockefeller.edu/fanconi/mutate/).
La adicién de una variante (nueva o previamente
notificada) debe hacerse como institucién y no
de forma individual. Compartir datos con la co-
munidad cientifica aumenta significativamente
la cantidad de evidencia existente para una
variante particular en las bases de datos pabli-
cas, y contribuye a mejorar los enfoques en la
busqueda de correlaciones genotipo-fenotipo.*
Ademads, se debe fomentar esta practica porque
facilita la reclasificacién de variantes, siendo
especialmente importante en el caso de VUS,
donde el uso de esta informacién se suma a la
evidencia generada a través de algoritmos bio-
quimicos predictivos y validacién de ensayos
funcionales.®

e. Resultados negativos en un paciente con
estudio de aberraciones cromosémicas
positivo.

Los resultados negativos de las pruebas molecu-
lares deben interpretarse cuidadosamente para
un individuo con una prueba de aberraciones
cromos6micas dentro del rango de FA. Una
explicacion para un resultado negativo puede
ser la presencia de variantes en un gen FANC
no descubierto o un tipo de variante en un gen
que no se puede identificar con las tecnologias
empleadas. Otra posibilidad es el mosaicismo
somatico.”">? En estos casos, se puede considerar
el andlisis de un tipo de muestra alternativo a
la sangre periférica o médula 6sea, como fibro-
blastos, en individuos que presenten un fenotipo
de AF y estudios genéticos negativos en sangre
periférica.

DISCUSION

En un porcentaje variable de pacientes (en
nuestro caso fue el 20%), no es posible llegar
a la genotipificacion. Las posibles razones son
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a) podrian ser variantes que no se detectan por
secuenciacién de exoma, como aquellas que se
encuentran en regiones intrénicas o regulatorias
de los genes y que requeririan otra estrategia
mas costosa, como la secuenciacién del genoma
completo; b) alternativamente, podria deberse
a que las variantes se encuentren en genes ain
no descritos cémo genes FANC, por lo que es
recomendable realizar un anélisis de los genes
asociados funcionalmente a la via FA/BRCA.

La gran heterogeneidad genética de la AF
dificulta la implementacién de técnicas de
deteccion clasicamente utilizadas en otro tipo
de enfermedades de herencia mendeliana. Por
ello, consideramos que la divulgacion detallada
de los aspectos metodoldgicos inherentes a la
genotipificacion en la AF, es fundamental para
establecer los requerimientos biolégicos y tec-
nolégicos minimos para identificar las variantes
responsables de la enfermedad, en especial en
zonas geograficas en donde este abordaje no
se ha extendido o se encuentra limitado. Esta
explicacion, que abarca desde la obtencién del
DNAg hasta la generacion del reporte, pone
en contexto la importancia de la informacién
obtenida (como la frecuencia, localizacién y el
tipo de variante) para desarrollar una estrategia
de genotipificacion costo-efectiva y apropiada
a la poblacién AF.

CONCLUSIONES

Describir el genotipo de AF en una poblacion
es relevante por varias razones: en primer lugar,
mejora la caracterizacion de los pacientes y por
lo tanto, contribuye a la identificacién de corre-
laciones genotipo-fenotipo de AF. En segundo
lugar, refina la adaptacion de las estrategias de
diagndstico genético en grupos especificos de
pacientes, incluidas las selecciones adecuadas
de donantes de médula 6sea de hermanos sin
AF y el asesoramiento genético adecuado.
Finalmente, la descripcién de casos con geno-
tipos raramente descritos aporta nuevos datos a
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considerar cuando se enfrentan a variantes con
antecedentes de clasificacion de patogenicidad
ambigua.
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INTRODUCTION

Fanconi anemia (FA) is a rare hereditary dis-
ease characterized by genomic instability. The
clinical phenotype consists of developmental
abnormalities, bone marrow failure, and cancer
predisposition. FA presents genetic heterogene-
ity, 22 FANC genes have been identified to date
(Table 1). The products of these genes cooper-
ate in the FA/BRCA pathway, which regulates
the response to genotoxic agents and maintains
genome integrity." All pathogenic variants (PV)
in these genes have an autosomal recessive in-
heritance, except in FANCB, which is linked to
the X chromosome, and FANCR/RAD5 1, which
is autosomal dominant.?

Many different mutations have been identified
among the FA/BRCA pathway genes. These
include the biallelic PV in FANCA as the most
frequent cause of FA (60% to 70%), followed by
FANCC (10-12%) and FANCG (6-8%).> The per-
centage of individuals with PV in each FA gene
is shown in Figure 1 (Fanconi Anemia Mutation
Database https://www2.rockefeller.edu/fanconi/;
consulted 20th January 2022).
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Table 1. Fanconi anemia genes and chromosomal location

Gene/Alias Cytogenetic
location

FANCA 16q24.3
FANCB Xp22.2
FANCC 9¢22.32
FANCD1/BRCA2 13q13.1
FANCD2 3p25.3
FANCE 6p21.31
FANCF 11p14.3
FANCG/XRCC9 9p13.3
FANCI 15026.1
FANCJ/BRIP1 17q23.2
FANCL 2p16.1
*FANCM 14q21.2
FANCN/PALB2 16q12.2
*FANCO/RAD51C 1722
FANCP/SLX4 16p13.3
FANCQ/XPF 16p13.12
*FANCR/RADS51 15q15.1
*FANCS/BRCAT 17q21.31
FANCT/UBE2T 1932.1
FANCU/XRCC2 7936.1
FANCV/REV7 1p36.22
FANCW/RFWD3 16q23.1

*These genes are called “Fanconi anemia-like” because patients who
carry a PV in any of them, do not present bone marrow failure 1.

The fact that several genes and hundreds of
unique PV are associated with the FA pheno-
type makes locus and allelic heterogeneity the
canon in this disease. Because of this complex-
ity, molecular diagnosis of the disease can be
challenging.

Different working groups in the world have
followed different strategies according to their
population and available resources.*® Finding
the appropriate molecular strategy to study a
group of FA patients can be a long and costly
task.
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Figure 1. Distribution of Fanconi anemia patients
according to the affected FANC gene.

The objective of this communication is to present
the strategy followed by our group to determine
the genotype of 50 patients with FA, in 40 of
whom (80%), we were able to obtain the causal
genotype of the disease. We hope that this work
contributes to finding the most economical and
effective genotyping strategy for patients with FA,
in laboratories with characteristics such as ours.

We start with biological samples from patients
with a clinical and cytogenic diagnosis of FA.
The samples usually are obtained from peripheral
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blood or bone marrow aspirate, from which we
extract genomic DNA. Thereafter, we proceed
according to the workflow suggested below
(Figure 2):

1. We screen the FANCA gene through a
Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification (MLPA) assay to detect long
deletions, because FANCA deletions are
one of the most frequent PV reported,
and these deletions can range from one
or multiple exons to the entire gene.

2. For negative patients, we perform MLPA
analysis for FANCD2, FANCN (PALB2)
and FANCB genes, which also present
large deletions and duplications detect-
able by MLPA.

3. Ifno PV arefound, or if they are detected
in only one of the two alleles, we con-
tinue genotyping through next-generation
sequencing (NGS), either by a targeted
panel (in our case, composed of the 16
FANC genes more commonly affected),
or by whole-exome sequencing (WES),
to detect small or point PV. In this way
we found the variants responsible for the
disease in most of the patients studied.

4. If westill have patients without genotype,
the screening method we have followed
is high-resolution microarrays with ge-
nome-wide markers for single nucleotide
polymorphism (SNP) and copy number
variants (CNV), for the search of large
deletions or duplications at the FANC
genes. Microarrays also allow the de-
tection of regions with long contiguous
stretches of homozygosity (LCSH), in
order to find uninterrupted homozygous
alleles with neutral copy number state of
2 at the genomic level.

LCSH are observed throughout the human
genome due to endogamy (consanguinity or
reproductive isolation, both geographic and
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( Negative result or only one Pathogenic Variant found in one allele* NReeg:Ltlize
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T T l T l I l l FNAC gene?
DO MLPA MLPA Targeted NGS WES MICROARRAYS Patient with
gDNA FANCA FANCB, FANCD?2, »|Panel of 16 most Search for PV in Genome-wide CNV and Fanconi
From patient FANCN common genes 22 FANC genes LCSH search Anemia

Genotyped

( Sanger Sequencing Validation )

Pathogenic Variant or Variants

*For male patients with pathogenic variants in FANCB (X-linked recessive inheritance) and of any gender with
pathogenic variants in FANCR (autosomal dominant inheritance), a single affected allele is expected.

Figure 2. Algorithm for the molecular diagnosis of patients with Fanconi anemia.

social) or evolutionary forces. Although LCSH
are typical for inbred populations, they are also
common and sometimes unexpectedly long in
the genome of outbred people.”'® The impor-
tance of their detection is that they could indicate
the presence of genes in a recessive state and if
they are detected in an area that contains any
of the 20 FANC genes with autosomal recessive
inheritance, an intentional search can be made
to detect VP in that locus (Figure 2).

Methodology

Patients

We include patients with clinical features of FA
who tested positive for cytogenetic chromosome
breakage. We explain the procedure and ask for
written informed consent before obtaining the
biological samples.

Genomic DNA extraction

Blood or bone marrow aspirate should be
collected in tubes containing EDTA as an an-
ticoagulant. One of the most frequent clinical
features in FA patients is the low count of white

cells in blood. Consequently, we expect to have
a small starting material for the genomic DNA
(gDNA) extraction.

We use the Gentra Puregene Blood Kit (QIA-
GEN, cat 158389, Venlo, Limburg, NL) (https://
www.qiagen.com/ Gentra Puregene Handbook
12/2014 33) with a few modifications. This
protocol purifies gDNA from fresh or frozen
samples of 3 ml whole blood. The protocol
can also be used for gDNA purification from
packed cells, buffy coat, or bone marrow. If
processing packed cells or buffy coat samples,
directly scale the volume of reagents used in
proportion to the volume of the original blood
sample.

Procedure

a. Dispense 3 ml whole blood or bone mar-
row in a 15 ml centrifuge tube, add 9 ml
Red Blood Cell (RBC) Lysis Solution, and
mix by inverting 10 times.

b. Incubate 10 min at room temperature
(15-25°C). Invert at least once during the
incubation.
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c. Centrifuge for 5 min at 2000 Relative
Centrifugal Force (RCF) to pellet the white
blood cells; if there are remaining red
cells, repeat the RBC lysis step.

d. Discard the supernatant carefully by
pipetting or pouring, leaving approxi-
mately 200 pl of the residual liquid and
the white blood cell pellet. Vortex the
tube vigorously to resuspend the pellet
in the residual liquid, the pellet should
be completely dispersed after vortexing.

e. Add 3 ml Cell Lysis Solution, and pipet
up and down to lyse the cells or vortex
vigorously for 10 s and incubate at 37°C
until the solution is homogeneous.

f.  Add 15 pl RNase A [4 mg/ml] Solution
and mix by inverting 25 times. Incubate
for 30 min at 37°C. Then add 15 pl Pro-
teinase K [20mg/ml] and incubate for 30
min at 55°C. Immediately put in ice to
cool the sample.

g.  Add 1 ml Protein Precipitation Solution,
vortex vigorously for 20 s at high speed
and incubate on ice for 15 min.

h.  Centrifuge for 10 min/4°C at 2000 RCF.
The precipitated proteins should form a
tight, dark brown pellet. If the protein pel-
let is not tight, repeat the centrifugation.

i.  Dispense the supernatant from the previ-
ous step in a new 15 ml centrifuge tube.
Be sure the protein pellet is not dislodged
during pouring. Add 3 ml of isopropanol
and 1 pl of glycogen [20 mg/ml]

j. Mixby inverting gently 50 times until the
gDNA is visible as threads or a clump.
Centrifuge for 10 min at 2000 RFC. The
gDNA may be visible as a small white
pellet.

k. Carefully discard the supernatant or re-
move with a pipette tip. Add 3 ml of 70%
ethanol and invert several times to wash
the gDNA pellet.
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I.  Centrifuge for 5 min at 2000 x RCF. Re-
move the supernatant, transfer the pellet
with the remaining liquid to a 1.5 ml
microcentrifuge tube, and wash again
with 300 pL of 70% ethanol. Centrifuge,
remove the supernatant, and let dry the
DNA in an open tube at room tempera-
ture or 65°C.

m. Resuspend the gDNA pellet in 50 pl of
nuclease-free low Tris-EDTA (TE) buffer
or nuclease-free water.

n.  The gDNA obtained can be quantified
by a NanodropTM spectrophotometer
(Nanodrop Technologies, Wilmington,
DE). For NGS assays a more sensitive
quantification could be required, such
as fluorometric quantification (Qubit,
Thermofisher).

o. Theintegrity of the gDNA is evaluated by
standard agarose gel electrophoresis 1%
in Tris Acetate EDTA (TAE) 1X buffer.

Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification (MLPA)

The MLPA is a multiplex PCR-based assay for
detecting CNV. In this method, probes specific
to a genomic region hybridize to gDNA and
then are amplified by PCR using a single pair
of oligonucleotides.". The great advantage of
this method is that it allows the simultaneous
and semi-quantitative amplification of more
than 60 probes in a single reaction for the rapid
and accurate identification of deletions and/or
duplications..

PV found in FANCA accounts for approximately
70% of reported cases, of which 15% to 20%
correspond to large deletions.’>'* Most of them
have been found mainly through MLPA, often
spanning multiple exons.” We search these
alterations with the MLPA kit developed by
MRC Holland (https://www.mrcholland.com/
product/P057).
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In addition to FANCA, there are other FANC
genes in which CNV have been frequently re-
ported and that can also be assessed with this
methodology: FANCD2 (~ 3% of patients),'®"
FANCN (<1% of patients)'® and FANCB (~ 2%
of patients)."

In our experience, the optimal amount of gDNA
to be used for each reaction should be between
80-90 ng, diluted in a low TE buffer. On the other
hand, each probe mix contains fragments that are
used for quality control (usually 9), to evaluate
parameters such as denaturation (“D” fragments),
the amount of DNA, and the efficiency of the
ligation step (“Q” fragments). It is important to
include reference DNA samples from a) healthy
individuals (both male and female), b) a FA
positive sample (e.g., we use the FA cell line
FA-A-VUB817) and c) a negative sample (low TE
buffer without DNA); these controls should be
included during each run. It is suggested to use
3 reference samples for every 21 samples.

We follow the same workflow suggested in
the general protocol by MRC Holland (https://
support.mrcholland.com/downloads/files/
mlpa-general-protocol-one-tube), which can be
summarized in the following steps:

Procedure

a. Denaturation of DNA and probe hybrid-
ization: Heat the DNA sample of interest
(5 pl) for 5 minutes at 98°C. Then, add 3
pl of the probe master mix (1.5 pl SALSA
probe mix + 1.5 pl MLPA buffer) to the
DNA sample. Place the tube for T minute
at 95°C, and hybridize for 16 h at 60°C.

b. Ligation: After the hybridization time
has elapsed, decrease the temperature
of the thermal cycler to 54°C. Without
removing the tubes from the equipment,
add 32 pl of the ligation master mix and
incubate at the same temperature for 15
min. To inactivate Ligase 65, incubate for
5 minutes at 98°C.
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c. PCR amplification: The reaction tubes are
cooled to room temperature and 10 pl of
the polymerase master mix is added. Start
the PCR reaction, using the suggested
program (95°C for 30 s, 60°C for 30 s
and 72°C for 1 minute, for 35 cycles),
with a final amplification at 72°C for 20
minutes. Store the tubes protected from
light until capillary electrophoresis.

d. Capillary electrophoresis: PCR products
are loaded into a capillary electrophore-
sis instrument to be separated according
to their length. The ratio of the com-
ponents of the reaction mixture (final
product of the MLPA reaction, weight
marker, and formamide), as well as the
electrophoretic run parameters, vary
depending on the instrument available.

e. Data analysis: Data review must be per-
formed using the Coffalyzer program,
developed by MRC Holland (https://
www.mrcholland.com/technology/soft-
ware/coffalyser-net). During this step,
the relative copy number is determined
by contrasting the relative peak heights
of the reference and target probes in the
test samples against those of the refer-
ence samples. It is essential to set up the
study of the raw signals obtained with
the version of each probe mix and the
batch number with which the reaction
was performed.

Once the electropherogram is obtained, the
height of the fluorescence peaks after fragmenta-
tion is evaluated. The fluorescence level of each
peak in a sample is compared with the signal
observed in the DNA samples used as reference.
Thus, deletion will be visualized as a decrease
in peak height compared with the wild-type
fragment, while a duplication increases the size
of that fragment. Subsequently, the raw signals
are normalized to obtain a value that reflects the
adjusted ratio between the contrasting signals.
This value is known as the dose coefficient
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(DQ) and is used to discriminate the number
of copies. The DQ ranges from 0 (homozygous
deletions) to 2.15 (homozygous duplications).
Values between 0.8 and 1 are considered normal
(diploid set).?°

Next-Generation Sequencing (NGS)

NGS is a generic term used to describe the
use of various technologies whose common
feature is the massively parallel sequencing of
multiple DNA fragments.?’ The combination
of high throughput and single DNA molecule
sequencing are hallmarks of NGS, regardless of
the sequencing platform used.?? The evolution
and diversification of NGS assays have made it
possible to overcome the limitations of Sanger
sequencing and generate a huge amount of data,
making it dependent on intensive computational
analysis for the assembly of the sequences pro-
duced.”

The main steps of DNA NGS involve DNA
fragmentation, library preparation, sequencing,
bioinformatics analysis, annotation of the vari-
ants found, and interpretation.* However, it
should be noted that the choice of the desired
fragment length (short vs. long “reads”) depends
on the research question and its clinical ap-
plication.

The application of NGS technologies has been
especially useful in disorders with high pheno-
typic variability, accelerating the identification
and discovery of new causal variants, which has
boosted its application in molecular diagnos-
tics.?> The reduction of costs and the potential
of the information obtained have allowed the
integration of NGS data into the clinical prac-
tice of medicine.?® Currently, there are different
approaches to NGS, depending on whether the
scope of sequencing involves a large number
of genes (targeted gene panels), protein-coding
regions (whole-exome sequencing (WES)), or
the entire genome (whole-genome sequencing
(WGQGS)).
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According to the most recent version of the
AF Clinical Care Guideline, NGS should be
performed as part of the genotyping process,
selecting a panel of FANC genes in the first stage,
appealing to WES in case of negative results by
panel test.?”” We have followed this strategy for
most of the cases analyzed, considering the ben-
efits and limitations of each approach.

The use of dedicated panels has become wide-
spread in the FA context, because the better
characterization of the FA/BRCA pathway has
allowed studying more FANC genes in a single
assay, in addition to offering greater depth of cov-
erage at a relatively low cost. However, WES has
become increasingly attractive and affordable
due to its capacity to sequence genetic regions
in candidate or novel FANC genes.?” An example
that illustrates this idea is given by the descrip-
tion of bi-allelic PV in a group of patients with
FA without genotype classification in ERCC4/
XPF, whose loss of function had previously
been associated with Xeroderma pigmentosum.
This finding led to this gene being reclassified
as FANCQ.?® Similarly, PV were discovered in
FANCT (also known as UBE2T, in two Japanese
patients)*® and FANCU.>°

Our search for PV in FA by NGS is summarized
in the following bioinformatics workflow:

Procedure

a. Gene panel design. The in-silico design
of specific probes for 16 FANC genes
(FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1/
BRCA2, FANCD2, FANCE, FANCF,
FANCG, FANCI, FANCJ/BRIP1, FANCL,
FANCM, FANCN/PALB2, FANCO/
RAD51C, FANCP/SLX4, and FANCQ/
ERCC4) is performed with the SureDesign
web-based application (Agilent Tech-
nologies). The final design is expected to
cover 99.5% of all coding exons of these
genes plus 50 bp of their flanking 5" and
3’ intronic regions.
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b. Digestion, library synthesis, and PCR
amplification of targeted fragments are
achieved using the Enrichment Haloplex
System (Agilent Technologies Inc., 2013,
Waghdusel-Wiesental, Germany).

c.  Short paired-end reads are obtained
through sequencing by synthesis tech-
nology, on an lllumina MiSeq platform
(Ilumina, San Diego, CA, USA).

d. In case the bioinformatics analysis of
the panel data is negative, we proceed
to use the WES technique following the
suggested methodological adaptations.

Unlike panel design, in the case of WES, there
are different commercial options focused on the
capture of exonic regions (e.g., SureSelectXT
Human All Exon V4 (Agilent Technologies),
KAPA HyperExome (Roche), among others). In
addition, the use of reagents and kit formulations
compatible with the aforementioned systems
extends to the enrichment and library construc-
tion steps. Finally, the sequencing platforms are
adapted for a more scalable throughput (e.g.,
NovaSeq 6000 system, Illumina), due to the
amplification of a larger number of DNA targets.

Note that the technical and interpretative com-
plexity of NGS usually restricts its use to highly
qualified public or private laboratories which can
accomplish the recommendations and require-
ments suggested in international standards.?'

Because of these demands, these laboratories
frequently offer NGS services to researchers
and clinicians. We have used this modality to
obtain sequencing data from the submission of
high-quality DNA samples. The selection of the
approach, as well as the platforms, is dependent
on the project purpose and resources available
for screening FA patients.

NGS data analysis

Due to the large amounts of data generated from
NGS, even from small gene panels, computa-
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tional analyses are required to effectively process
and evaluate the sequence information.? The set
of bioinformatics algorithms that are executed in
a succession of defined steps to process the mas-
sive raw data generated from the NGS platform is
known as the bioinformatics pipeline.?' Despite
the heterogeneity of platforms and the scope of
the study, the bioinformatics workflow consists
of five major steps: quality control of raw data
(from a text-based file format that contains se-
quence reads and individual base quality scores,
known as FASTQ), preprocessing, mapping and
postalignment, variant calling, and annotation
and prioritization.?*3%33

We developed an analytical pipeline (validated
for data analysis) to streamline computational
analysis and maximize variant calling accuracy,
based on GATK best practice recommenda-
tions.>*3¢ The programs used for file manipulation
are often packaged in the GATK Toolkit, a col-
lection of command-line tools for analyzing
high-throughput sequencing data with a primary
focus on variant discovery. It is very important
to highlight that these tools only run in Linux or
MacOSX operating systems.

Procedure (the program's options are named in
parentheses):

a. Review quality control of sequence reads
(FastQC).

b. Filter and trim the reads with base poor
quality and sequencing adapters (Trim-
momatic, Cutadapt, and Trim Galore).

c.  Trimmed reads are aligned to map with
a reference sequence (Burrows-Wheeler
Alignment (BWA-MEM), using the
references found at UCSC or Ensembl
databases).

d. SAM files are transformed to BAM files
and mark duplicates (Samtools and
Picard).

e. Check the quality of BAM files (Quali-
map).
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f. Follow the recommendations of the GATK
to get the variant calling file (VCF), in gVCF
mode.

g. Finally, we annotate the variants (VEP, SnpEff,
or ANNOVAR). Variants are described following
the guidelines proposed by the Human Genome
Variation Society (HGVS) nomenclature.”

Variant Classification

Once we have filtered the candidate variants
for each patient, the next step is to classify them
according to their degree of pathogenicity. The
most widely used system to perform this task
comes from the recommendations suggested
by the American College of Medical Genetics
and the Association for Molecular Pathology
(ACMG-AMP).3839 According to this guide, the
criteria for variant classification is a score based
on five classes: benign, likely benign, variant of
unknown significance (VUS), likely pathogenic,
and pathogenic.

The criteria used for this classification are based
on an evidence framework, in which different
parameters (functional, population, segregation
data, computational and predictive algorithms,
among others) are considered to establish a
final statement. Several web tools facilitate the
classification exercise, as they incorporate valu-
able information from databases (such as ExAc,
ClinVar, gnomAD, among others) into a single
platform (e.g Varsome).

NGS validation

Because NGS is not an error-free technique, the
ACMG and the European Society of Human Ge-
netics (ESHG) strongly recommend validating the
selected PV. Technical as well as bioinformatics
factors are related to the difficulty of confirming
variants, mainly in genes with pseudogenes,
repetitive regions, and with high GC content or
hotspot variants. Sanger sequencing can solve
this problem.
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In our case, we design specific flanking primer
pairs to validate the PV founded by NGS, using
the Primer3 algorithm (http://bioinfo.ut.ee/prim-
er3-0.4.0/), one of the most widely used primer
designing tools*. PCR amplification is carried
out from 100 ng of DNA template. PCR products
are purified with QlAquick PCR Purification kit
(QIAGEN, Venlo, Limburg, NL) according to
manufacturer instructions. Purified amplicons
are bidirectional sequenced using the Big Dye
Terminator sequencing kit and resolved on an
Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, USA).

The electropherograms are analyzed with
Chromas V2.6.6 software (www.technelysium.
com.au) and target sequences are compared to
the corresponding reference sequences from
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).
There are other alternative programs for analysis
(https://www.genewiz.com/Public/Resources/
Tools-for-Viewing-Sequencing-Data/) or web ap-
plications such as GEARgenomics (https://www.
gear-genomics.com/, supported by EMBL-EBI,
EMBL-European Bioinformatics Institute).

Sanger sequencing as genotyping strategy

Sanger sequencing could be performed to search
PV in specific genes, i.e., when members of a
family with a previously identified PV are stud-
ied or in individuals belonging to a community
where a founder mutation has been reported,
particularly, in genetically isolated populations
such as the FANCA c.295C>T in Spanish Gyp-
sies,* FANCC c.456+4A>T in Ashkenazi Jews,*
FANCC c.67delG in the Mennonite community*
and FANCG ¢.511-3_511-2delCA in a Mexican
Mixe community.*

High-resolution microarray analysis

We perform the analysis of the gDNA with Af-
fymetrix CytoScan750K arrays (Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA). This array provides a genome-
wide coverage, including 550,000 markers for

https://doi.org/10.18233/APM44No1pp29-552548



Torres L, et al. Diagnéstico molecular en pacientes con anemia de Fanconi

detecting copy number variation and 200,436
SNP probes.

The steps for DNA digestion, ligation, PCR am-
plification, fragmentation, labeling, denaturing,
and hybridization into the array are performed
according to the protocols and QC guidelines
provided by the supplier.

Arrays are then stained and washed in the Af-
fymetrix GeneChip Fluidics Station 450 and
scanned using an Affymetrix GeneChip Scanner
3000 7G (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).

The files obtained were analyzed with the
software Chromosome Analysis Suite (ChAS)
software version 4.1, provided by Affymetrix
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). (NetAffx
33 hg19 annotation files) (http://www.affyme-
trix.com). The reporting threshold of the copy
number (CN) is performed at “high resolution"
settings: gains or losses in 100Kb with marker
count > 50 probes.

Analysis of long-contiguous stretch of
homozygosity (LSCH)

Minimal thresholds for LCSH calls in clinical
analyses are generally set at 3 to 10 Mb.*> We
visualize the LCSH in ChAS software, version
4.1, provided by Affymetrix (Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA). For the analysis, the NetAffx
33 hg19 annotation files are used, (http:/www.
affymetrix.com). For LCSH>3 Mb, the analysis
configuration is set at LOH with marker count =
50 and size = 3000 Kbp, and for LCSH>5Mb is
set at marker count = 50 and size = 5000 Kbp.

Results report

Once the variants have been classified and
validated, the next step is to write a report. In
addition to the ACMG, other organizations,
such as Clinical Genome Resource (ClinGen),
European Society of Human Genetics (ESHG),
and the Association for Clinical Genetic Science
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(ACGS) have developed guidelines to advise
laboratories in reporting and describing vari-
ants?8394¢48 These documents are issued from a
laboratory to a treating physician and describe
the results of genetic analysis. They should be
clear, concise, and follow the recommendations
suggested in existing guidelines®.

Recommendations

a. In general, the report format includes
information on the requesting clinician,
the laboratory where the analysis was
performed, and the patient.

b.  For the description and interpretation of
the results, the nomenclature of the vari-
ants should be written according to the
Human Genome Organization (HUGO,
https://www.genenames.org/) and the
Human Genome Variation Society
(HGVS, https://varnomen.hgvs.org/).

The report should include a clear interpreta-
tion of the test results based on a review of the
patient's clinical context and available family
information.*® The goal should be to generate a
simple, unambiguous statement that explains the
clinical implications of the result.

c. Methodological details (principle of the
technology used, sensitivity, resolution,
limitations, bioinformatics tools, among
others) relevant to the interpretation of
the results should be included in the
report. For example, in the case of mas-
sive sequencing data for constitutional
variants, it is advisable to refer to the
most recent guidelines developed by the
ACMG.

d. Each laboratory should document the
evidence used to classify variants con-
cerning the impact they may have on the
condition studied and establish precise
policies to define which variants will be
excluded from reporting.>
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In 2008, the Fanconi Anemia Mutation Database
was created as a cooperative effort to accelerate
access to information on variants found in the
FANC genes. These data are available using the
Leiden Open-Source Variation Database (https://
www?2.rockefeller.edu/fanconi/mutate/). The ad-
dition of a variant (new or previously reported)
should be done as an institution and not on an
individual basis. Sharing data with the scientific
community significantly increases the amount
of existing evidence for a particular variant in
public databases and contributes to improving
approaches in the search for genotype-pheno-
type correlations.* Additionally, this practice
should be encouraged because it facilitates
variant reclassification, which is especially
important in the case of VUS, where the use of
this information adds to the evidence generated
through predictive biochemical algorithms and
functional assay validation.*.

e. Negative results in a patient with positive
chromosomal breakage study.

Negative molecular test results should be
carefully interpreted for an individual with a
chromosomal breakage test within the FA range.
One explanation for a negative result is the pres-
ence of a variant(s) in an undiscovered FANC
gene or a type of variant in a gene that cannot
be identified with the technology employed;
another possibility is somatic mosaicism.>'%2
Analysis of a tissue alternative to the peripheral
blood or bone marrow, such as fibroblasts, may
be considered in individuals presenting with an
FA phenotype and negative genetic studies on
peripheral blood.

DISCUSSION

In a variable percentage of patients (in our
case it was 20%), it is not possible to reach the
genotype. Possible reasons are that they could
be variants that are not detected by exome
sequencing, such as those found in intronic
or regulatory regions of genes, and that would
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require another more expensive strategy, whole
genome sequencing. Alternatively, it could be
because the variants are found in genes not yet
described as FANC genes, so it is advisable to
analyze the genes functionally associated with
the FA/BRCA pathway.

The great genetic heterogeneity of FA makes
it difficult to implement detection techniques
classically used in other types of diseases of
Mendelian inheritance. For this reason, we
consider that the detailed disclosure of the meth-
odological aspects inherent to genotyping in FA
is essential to establish the minimum biological
and technological requirements to identify the
variants responsible for the disease, especially in
geographical areas where this approach is not
used or is limited. This methodological strategy,
which ranges from obtaining the gDNA to the
generation of the report, puts in context the im-
portance of the information obtained (such as
the frequency, location and type of variant) to
develop a cost-effective and appropriate geno-
typing strategy for the FA population.

CONCLUSIONS

Describing the FA genotype in a population is
relevant for several reasons: first, it improves the
characterization of patients and thus contributes
to the identification of FA genotype-phenotype
correlations. Second, it refines the tailoring of
genetic diagnostic strategies in specific groups of
patients, including adequate selections of non-
FA sibling bone marrow donors and appropriate
genetic counseling. Finally, the description of
further cases with seldomly described genotypes
brings new data to consider when confronted
with variants with a history of ambiguous patho-
genicity classification
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