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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa
progresiva, multifactorial e incurable que ocupa el segundo lugar en frecuencia
después de la enfermedad de Alzheimer. El riesgo de la EP se incrementa con la
edad y se presenta en 2% de mujeres y hombres mayores de 60 afos. La EP es
consecuencia de la degeneracion de un grupo de células nerviosas ubicadas en el
area del cerebro conocida como sustancia nigra pars compacta, las cuales son
productoras de dopamina, que como mensajero quimico transmite sefiales hacia

el cuerpo estriado, el cual se encarga de controlar los movimientos musculares.

Clinicamente, la enfermedad se caracteriza por temblor de reposo, bradicinesia o
acinesia (dificultad para iniciar movimientos), rigidez e inestabilidad postural. La
edad de inicio promedio de la EP es a los 60 afios y se considera de inicio tardio.
Existen también casos de inicio temprano (EP-ITE), donde las manifestaciones
clinicas se presentan antes de los 45 afios y si los sintomas aparecen antes de

los 20 afios se denomina EP juvenil.

Aunque la mayoria de los casos de EP son por mutaciones (esporadicos), existe
un 5-10% de formas heredadas que han aportado mucha informacion acerca de la
etiopatogénesis de esta entidad. Se sabe que las mutaciones en los genes
PARK2, PINK1 y DJ-1 son causa de la EP-ITE tanto de casos esporadicos como
de casos Mendelianos con patron de herencia autosomico recesivo (AR). Estudios
recientes han demostrado que estos tres genes forman un complejo de E3 ligasa
de ubicuitina designado como PPD (PARK2, PINK1 y DJ-1) que participa en el
sistema ubicuitina-proteasoma y es fundamental en el correcto mantenimiento de

los niveles adecuados de las distintas proteinas celulares.
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En el Departamento de Genética del Instituto nacional de Neurologia y
neurocirugia Manuel Velasco Suarez (INNNMVS) se cuenta con mas de 180
casos de EP-ITE. En ellos se ha estudiado la prevalencia de mutaciones de
secuencia y estructurales en el gen PARK2, y la secuencia de PINK1, de las
cuales en este trabajo, se amplié la base con 45 nuevas muestras de recién
captura y analisis de secuencia. Existen casos con una o ninguna mutacion en los
dos genes anteriores que podrian presentar alteracion estructural (CNVs, variacion
en el numero de copias) en PINK1. El gen PINK1 (PTEN induced kinase) tiene 8
exones y su producto es una serina-treonina cinasa mitocondrial. Se cree que
esta proteina protege a las células del estrés inducido por la disfuncion
mitocondrial, proteccion que es eliminada cuando se presentan mutaciones en el
gen. Estas mutaciones explican 0-7% de las formas esporadicas y familiares AR
de la EP-ITE. El objetivo del presente trabajo fue determinar la prevalencia de
alteraciones estructurales en este gen recesivo en pacientes mexicanos con EP-
ITE. Se analiz6 la dosis génica de PINK1 en 100 muestras de pacientes con EP-
ITE mediante PCR en tiempo real usando un equipo STEP ONE, AB. En el
analisis de secuencia se encontraron 2 mutaciones de prediccién patogénica,
ambas son deleciones de una citosina. Adicionalmente, se observaron nueve
variaciones estructurales de las cuales el 66.6% corresponden a deleciones vy el
33.4% a duplicaciones. Es el primer trabajo en México donde se reportan

duplicaciones en el gen PINK1.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por primera vez en 1817 por el
médico inglés James Parkinson. Pertenece al grupo de padecimientos que en
conjunto reciben el nombre de “desérdenes del movimiento”. Clinicamente, la
enfermedad se caracteriza por temblor de reposo, bradicinesia o acinesia (es
decir, dificultad para iniciar movimientos), rigidez e inestabilidad postural. Estos
sintomas de la EP se desarrollan cuando los niveles de dopamina en el cuerpo
estriado de los pacientes caen por debajo de 70% del nivel saludable (Hung S, et
al 2006). La caracteristica patolégica de la EP comprende la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta (SNC) y la presencia de
inclusiones proteicas insolubles denominadas cuerpos de Lewy (LB), ubicados en
cualquiera de los cuerpos celulares neuronales o procesos neuronales (figural). El
componente principal de LB es una version mal plegada de la proteina alfa-
sinucleina (a —syn) la cual se expresa altamente en cerebro, y participa en la
sefializacion presinaptica y trafico en la membrana. También hay neuronas no
dopaminérgicas afectadas en la enfermedad, lo que lleva a cambios neuronales

mas difundidos y un cuadro clinico complejo y heterogéneo (Vercin M, et al 2012).

- Figura 1. Apariencia de la sustancia nigra

et al 2006.

pars compacta (SNC), en un cerebro
normal, y en un afectado con la EP. En el
cerebro normal esta area se ve mas oscura
que en la del paciente con EP, debido a la
pérdida de células dopaminérgicas. El area
visto por microscopio Yy la representacion
de un cuerpo de Lewy. Tomado de Frank C,
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En estudios epidemiologicos se ha demostrado de manera inequivoca que los
individuos con sintomas comunes pero no especificos, como la disfuncion
auténoma incluyendo estrefiimiento, disfuncion eréctil o urinaria, y los sintomas
neuropsiquiatricos como la depresion o hiposmia, trastornos de suefio y demencia
estan en mayor riesgo para desarrollar EP (Berq D,et al 2013; Khattab A, et al
2012; Ouwadamilola O, et al 2012).

La enfermedad de Parkinson tiene una evolucién crénica y progresiva, y es
consecuencia de la degeneracion de un grupo de células nerviosas ubicadas en el
area del cerebro conocida como sustancia nigra pars compacta. Estas células son
productoras de una sustancia llamada dopamina, la cual cumple la funcién de un
mensajero quimico que transmite sefiales hacia otra parte del cerebro denominada
cuerpo estriado, el cual se encarga de controlar los movimientos musculares finos

e intencionados (Perandones C e Irisarri M 2010).

La EP es uno de los desordenes neurodegenerativos mas comuan, ocupa el
segundo lugar en prevalencia sélo después de la enfermedad de Alzheimer, y
afecta a aproximadamente del 1 al 2% de los individuos de mas de 60 afios y su
prevalencia aumenta a aproximadamente 4% en los mayores de 85 afios
(Nuytemans K, et al 2010). Sin embargo, entre 5y 10% de los enfermos presenta
manifestaciones clinicas antes de los 45 afios de edad y se conoce como
enfermedad de Parkinson de Inicio temprano (EP-ITE). La enfermedad de
Parkinson puede aparecer tanto en hombres como en mujeres, y no influye ni el
nivel socioecondmico ni la situacion geografica, por lo que potencialmente puede
manifestarse en cualquier persona y en cualquier parte del mundo (Drucker C
2011; Gasser T 2009). La EP causa una marcada disminucién en la calidad de
vida de los pacientes y supone altos costos a nivel social, familiar y econémico. A
nivel mundial se calcula que la EP afect6 a unos 4,5 millones de personas
mayores de 50 afios en el 2005, y se estima que para el aiio 2030, esta cifra se
habré duplicado (Sundal C, et al 2012).
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A pesar de la rareza general de las formas familiares de la EP, la identificacion de
los genes individuales vinculados a la enfermedad ha dado informacion crucial en
los posibles mecanismos de neurodegeneraciéon. La caracterizacion de las causas
mendelianas de la EP ha ayudado a comprender la patogénesis de este trastorno,
y a desentrafiar los complejos mecanismos patogénicos como: la disfuncion
mitocondrial, el mal plegamiento de proteinas y el deterioro del sistema ubicuitina-
proteosoma, participes en el proceso neurodegenerativo. Sin embargo, los
caminos precisos que conllevan a la disfuncién y degeneracion dopaminérgicas

son todavia muy inciertos.

Ademas, varias anormalidades celulares que pueden ser la base de la
neurodegeneracion en la enfermedad esporadica como la disfuncion mitocondrial,
el estrés oxidativo, la excitotoxicidad, el estrés proteosdmico, la neuroinflamacion,
y la agregacién de proteinas, también se asocian con mutaciones en los genes
familiares (Vercin M, et al 2012).

También con el fin de estudiar la patogénesis y progresion de la EP, y para probar
posibles estrategias terapéuticas se han desarrollado varios modelos animales
(Ibafiez P, et al 2006). En la actualidad, se ha enfocado en la integracion de las
influencias genéticas, ambientales y relacionadas con la edad en los modelos mas
relevantes preclinicos con animales, que pueden reproducir la patologia con alta
fidelidad.
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MARCO TEORICO
Factores de riesgo

Entre los factores de riesgo mas comunmente asociados con el desarrollo de la
EP se encuentran la edad y el sexo masculino. El riesgo de enfermedad aumenta
de una manera dependiente de la edad en todas las poblaciones estudiadas
(Searles N, et al 2013). También se ha demostrado que la penetrancia de ciertas
formas monogénicas de EP aumenta con la edad. Por ejemplo, la penetrancia de
la mutacién G2019S en LRRK2 (cinasa 2 repetidos ricos en leucina, por sus
siglas en inglés leucine-rich repeat kinase 2) es incompleta, pero se incrementa un
28% a los 59 afios de edad y hasta 74% a los 79 afios de edad (Horowitz M y
Greenamyre J 2010).

Los habitos de vida como la dieta también parecen ejercer una influencia sobre el
riesgo de desarrollar EP. Hay numerosos informes de la asociacion inversa entre
consumo de tabaco dependiente de la dosis y la enfermedad. Aunque queda por
determinar si esta protecciéon es debido a un componente del tabaco o por una
caracteristica relacionada con los usuarios del tabaco; sin embargo, existen
pruebas de que la nicotina altera diversos componentes de los sistemas
dopaminérgicos y puede proteger contra la muerte de las células dopaminérgicas.
De igual forma, el consumo de cafeina a partir de café y té, se asocia con una
disminucién en el riesgo de desarrollar enfermedad de Parkinson, de acuerdo con
algunos estudios (Campdelaceu J 2012).

La investigacion inicial sobre la relacion entre los pesticidas y la EP se inicio
después de que varios jovenes usuarios de drogas intravenosas residentes de la
misma zona de California desarrollaron parkinsonismo de inicio agudo severo e
irreversible. Se descubrid que se habian inyectado equivocadamente 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), una potente neurotoxina que atraviesa
facilmente la barrera hemato-encefalica debido a su liposolubilidad; en las células
gliales es oxidado y convertido a través de la monoamino-oxidasa B, en 1-metil-4-

fenil-piridina (MPP*) que es la neurotoxina activa. La MPP" se concentra en la
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mitocondria e inhibe el complejo | de la cadena respiratoria interfiriendo en la
sintesis de ATP con el consiguiente fallo energético celular conduciendo asi a la
muerte selectiva de neuronas dopaminérgicas (Tsuboi Y 2012). Este trabajo
proporciond la primera prueba de que un factor ambiental, la toxina, puede
producir parkinsonismo en humanos. Debido a los efectos de la MPTP en la
inhibicion de la funcion mitocondrial, esta proporcioné la primera pista de que el
deterioro mitocondrial podria ser importante en la patogénesis de la EP. La toxina
MPTP también proporcioné muchos modelos animales de EP a través de la
interaccién con el complejo | mitocondrial (Tolleson C y Fang J 2013). Ahora se
han identificado herbicidas y pesticidas (por ejemplo, paraguat, rotenona, Yy
maneb) y metales (manganeso y plomo) como factores que también contribuyen al
desarrollo de la EP. Ademas, se ha observado una similitud estructural entre
MPTP vy el herbicida paraquat (aunque los estudios mas recientes han demostrado
gue tienen diferentes mecanismos de toxicidad) que podria explicar su asociacion
con EP. Posteriores estudios epidemiologicos han encontrado una asociacion
entre el uso de pesticidas agricolas y la muerte por enfermedad de Parkinson
(Horowitz M y Greenamyre 2010). Asimismo se han descrito casos de EP que se
asocian con la exposicion industrial al tricloroetileno, disolvente comdan.
Posteriormente se encontré que este compuesto provoca la pérdida selectiva de
neuronas dopaminérgicas en la regién nigro-estriatal y la acumulacion de a-syn.
(Weisskopf M, et al 2010).

Estudios mas recientes indican que las interacciones genético-ambientales juegan
un papel importante en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson. Un ejemplo
esta relacionado con el citocromo P450 (CYP) 2D6, una de las superfamilias de
enzimas CYP que metaboliza varios xenobidticos en el higado, incluyendo los
pesticidas organofosforados, el herbicida atrazina, y la MPTP. La actividad
de CYP2D6 esta determinada genéticamente, los alelos *1 y *2 transmiten funcion
normal, los alelos *3, *4, *5 dan como resultado una pérdida de la funcion, y el

alelo *10 resulta en disminucion de la actividad (Tsuboi Y 2012). Sin embargo, la
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existencia de una relacion entre un polimorfismo en CYP2D6 y EP sigue siendo
controvertida (Elbaz A, et al 2004).

Tratamiento farmacoldgico de pacientes con EP

Los enfoques terapéuticos tienen gran importancia en controlar los sintomas
motores para mejorar la calidad de vida en pacientes con EP y sus cuidadores. El
tratamiento del conjunto de sintomas con diversos farmacos provoca la aparicion
de efectos secundarios a corto y largo plazo. La expresion de los sintomas, la
eficacia y la tolerabilidad de la terapia varian de un paciente a otro y se necesita

de un régimen terapéutico individualizado.

La introducciéon de levodopa (LD) fue un avance farmacoldgico en el tratamiento
de la EP y es esencial en un momento determinado en la vida de un paciente con
EP. La LD es el compuesto méas eficaz y se tolera mejor para el control de los
sintomas motores en pacientes con EP. Inicialmente, la LD se administré en forma
de infusién, a continuacion, en forma oral, sin la inhibicion de las enzimas que la
degradan (Figura 1A). Mas tarde la LD oral se combiné con el inhibidor de
dopadecarboxilasa (DDI), reduciendo la degradacion periférica de LD a la
dopamina. Se prolongé la vida media plasmética de LD, lo que resulté una mejor
eficacia del compuesto (Figura 1B). Los DDI tales como benserazida (BE) y
carbidopa (CD) hacen que la LD no cruce la barrera hemato-encefélica por lo que
su adicion permite una reduccién de cuatro a cinco veces la dosis oral de LD;
ademas de disminuir los efectos secundarios periféricos como nauseas y vomitos
(Maller T 2012).

Sin embargo, en el tratamiento con las terapias de reemplazamiento de dopamina,
no se evita la neurodegeneracion y el dafio aumenta con el tiempo. Poco a poco la
LD no solo pierde su eficacia en el control del movimiento, sino que ademas
provoca un incremento de los movimientos involuntarios. Todo esto se podria

evitar si dispusiéramos de una terapia eficaz de cerebro-proteccion que evitara la
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progresion degenerativa de la enfermedad. De aqui, la importancia de conocer la

etiopatogénesis de la enfermedad para encontrar nuevos blancos terapéuticos.

Dopamina

depadecarboxilasa

catecol-O-metiltransferasa
Levodopa 3-O-Metil dopa

Mg+

barrera hematoencefalica

Dopamina
inhibicion
depadecarboxilasa

| catecol-O-metiltransferasa
Levodopa » 3.0-Metil dopa

>
>

>
\\.. e

barrera hematoencefalica

c
Dopamina

t inhibicion

| depad boxilasa

Levodopa ® 3.0-Metil dopa
\\\ Vot v
inhibicion
barrera hematoencefalica catecol-O-metiltransferasa

Figura 2. Tipos de degradacion de LD sin (A) y con (B y C) la inhibicion de las
enzimas degradantes de LD. Tomado de Mdiller T 2012.

Hoy en dia se sabe que la mayoria de los casos de EP se deben a una
interaccion de factores genéticos y medio ambientales. Y solo 5-10% de los casos
de EP corresponden a las formas hereditarias. Muchos trabajos sugieren que la
susceptibilidad genética juega un papel importante en la patogénesis de EP
(Brooks J et al 2009).
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Asi se ha estudiado la heredabilidad en gemelos y se han realizado estudios de
agregacion familiar. Y de acuerdo a estos estudios, los individuos con un pariente
de primer grado con EP presentan un riesgo de desarrollar la enfermedad de 2 a
14 veces mayor (de inicio tardio o temprano, respectivamente) que aquellos sin
antecedentes familiares (Myrhe R, et al 2008). En un estudio de pacientes
mexicanos con EP se encontré que en los casos de inicio temprano (ITE), existe
un componente de susceptibilidad genético importante (Alonso ME, et al. (1986)
Can J Neurol Sci 13; 3: 248-51). Por lo tanto, la etiologia de la EP es multifactorial,
lo cual probablemente aplica para la mayoria de los casos de causa desconocida,

aparentemente esporadicos de la EP (Cookson M et al 2012).

La compresion de la patogénesis de la EP ha tenido avances significativos en las
ultimas décadas y ha sido posible gracias a la identificacion de genes que

participan en las formas familiares.

Genética de la enfermedad de Parkinson

Aunque la mayoria de los casos son esporadicos, actualmente se sabe que el 5-
10% de los pacientes presentan una forma monogénica de la enfermedad. Se han
descrito hasta la fecha, al menos, 13 loci y 9 genes responsables de la EP
hereditaria (Tabla 1). Entre los mas estudiados encontramos aquellos con
herencia autosoémica dominante: PARK1, PARK4/a-sinucleina, PARK5/UCHL1,
PARKS8/LRRK2, PARK11/GIGYF2 y PARK13/ Omi/Htra2. Los genes involucrados
en la produccion de EP con patron de transmision autosoémico recesivo son:
PARK2/parkina, PARK6/PINK1 y PARK7/DJ-1 (Perendones C 2010 y Ibafiez P et
al 2006).

Los andlisis detallados de estos genes han identificado una variedad de

mutaciones que producen la enfermedad, incluyendo mutaciones puntuales,
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deleciones y duplicaciones de exones, asi como la totalidad duplicaciones de
genes y triplicaciones. Estos hallazgos sugieren que la CNV (variaciones en el
namero de copias), un término que incluye duplicaciones o deleciones en el exon
0 gen, son un mecanismo importante que contribuye a la enfermedad PD
patogénesis (Pankratz N, et al 2011).

Tabla 1. Genes y loci vinculados a la enfermedad de Parkinson familiar o
hereditaria. Tomado y modificado de Micheli (2006) y Houlden H. (2012).

Locus Gen Ubicacion Proteina Patrén de Cuerpos de
simbolo cromosomica transmision Lewy
*
PARK1 SNCA 4022.1 a-sinucleina AD Si
PARK?2 PARK2 6025.2-927 Parkina AR >NO
PARK3 PARK3 2p13 Desconocida AD Si
PARKA4 SNCA 4p15 a-sinucleina AD SI
PARKS5 UCHL1 4pla UCH-L1 AD é?
PARKG6 PINK1 1p36.12 PINK1 AR Si
PARKY DJ-1 1p36.23 DJ1 AD é?
PARKS LRRK2 12q12 Dardarina AD NO
PARK9 ATP13A2 1p36.13 Desconocida AR o?
PARK10 1p32 Desconocida o? o?
PARK11 GIGYF2 2037.1 Desconocida AD ?
PARK14 PLA2G6 22913.1 Fosfolipasa AR é?
A2, grupo IV
PARK15 FBX07 22912.3 F-box AR e?
proteina 7
PARK17 VPS41 7pl4 Proteina AR é?
vacuolar

e AD: autosémico dominate; AR: autosdmico recesiva

11
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Genes recesivos en EP-ITE

Es necesario resaltar que la edad es el factor de riesgo mas prominente para

desarrollar la EP. Sin embargo, se han reportado casos de enfermedad de

Parkinson de inicio temprano en formas familiares y esporadicas. Las formas

familiares de EP-ITE presentan un patron de herencia autosémico recesivo y son

causadas por mutaciones en los genes PARK2, PINK1 y DJ-1. La prevalencia de

mutaciones en estos genes varia en los diferentes estudios. En Tablas 2 y 3 se

presentan algunos datos de frecuencias de mutaciones de los 5 genes mas

estudiados.

Tabla 2. Frecuencias relativas de mutaciones dependientes del origen étnico y la

historia familiar. Tomado de Nuytemans K, et al 2010.

‘ SNCA (%) LRRK2 (%) PARK2 (%) PINK1 (%) PARK7 (%)
Origen étnico Clasico CNV Clasico CNV Clasico mixto CNV Clasico CNV Clasico CNV
Caucasico F 4.13 2.07 67.36 0 10.12 351 744 3.93 0.21 0.83 0.41
S 0.99 0.33 52.48 0 18.15 2.97 11.8 10.89 0.33 0.99 0.66
8
Asiatico F 1.01 8.08 9.09 0 9010 9010 424 17.17 0 3.03 0
2
S 0 3.13 10.42 0 28.13 1.04 38.5 17.71 1.04 0 0
4
Arabe F 0 0 88.61 0 1.27 1.27 3.80 3.80 1.27 0 0
S 0 0 97.06 0 1.47 0 0.74 0 0 0.74 0
Latinoamericano  F 0 0 57.14 0 14.29 476  23.8 0 0 0 0
1
S 0 0 41.67 0 41.67 0 8.33 0 8.33 0 0
Judios F 0 0 100.00 0 0 0 0 0 0 0 0
Ashkenazi
S 0 0 98.04 0 0 0 0 0 0 1.96 0

(%) Numero de portadores la de mutacion / nimero total de portadores de mutaciones

relacionadas .Cada fila de esta tabla es igual a 100%. CNV: variacién en el nimero de

copias.
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Tabla 3. Estimacion de incidencia por mutaciones en genes conocidos en EP.

Mutacion en gen EP familiar (%) EP esporéadico (%)
Parkina 20-30 5-10
PINK1 1-7 <05
DJ1 1-2 0-1
LRRK?2 5-10 2

Modificado de Baylor College of Medicine. Houston, Texas, Department of Neurology.

Parkinson’s Disease Research Laboratory.

a) Parkina (PARK?2)

El gen de la parkina fue caracterizado por Kitada et al. 1998. Este gen codifica
para parkina, una proteina de 465 aminoacidos que presenta un dominio de
ubicuitina en el extremo amino terminal y una estructura RING1-(IBR)-RING2 en el
extremo carboxilo terminal. Esta caracteristica estructural une la proteina parkina

con el sistema ubicuitina-proteosoma ligasa E3 (Myhre R, et al 2008).

Es uno de los genes mas largos del genoma humano mide 1,4 Mb. Se localiza en
el cromosoma 6025.2-g27, en una region genomica altamente inestable. Las
mutaciones puntuales y los cambios estructurales en los exones de parkina son
las causas genéticas mas comunes en la EP-ITE y explican =18% de los casos

esporadicos y 50% de los casos familiares (Brooks J, et al 2009).

Las mutaciones en parkina explican la mayoria de los casos de aparicion
temprana de enfermedad de Parkinson familiar, y mas de 100 mutaciones
diferentes han sido identificadas en este gen.lLas mutaciones puntuales y

deleciones se presentan en cualquier combinacién; de manera homocigota,
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heterocigota compuesta o heterocigota simple. Las mutaciones heterocigotas
simples son dificiles de interpretar en términos de causalidad. También hay
informes de que algunos polimorfismos de nucleétido unico (SNP, del inglés single
nucleotide polymorphisms) en parkina pueden contribuir a algunos casos de EP
esporadica. Clinicamente, las mutaciones en parkina se asocian a la EP con un
inicio mas temprano (en los afios 30), una buena respuesta a LDy un curso
benigno. En contraste con la tipica EP, los casos de parkina por lo general, no
presentan cuerpos de Lewy en la sustancia negra (aunque se han reportado casos
en pacientes heterocigotos) (Horowitz M y Greenamyre J 2009).

Desde su descubrimiento, varios estudios han informado frecuencias altas de
mutaciones en un solo alelo asi como pequefios y largos cambios estructurales
han sido identificados en PARK2 como responsables del 10% de EP-ITE,
dependiendo de la poblaciéon analizada. Las mutaciones heterocigotas en este
gen son frecuentemente identificadas lo que sugiere que éstas puede ser un factor
de riesgo para la EP (Toft M, et al 2007). La asociacion no esta clara ya que
algunas de las variantes también pueden encontrarse en controles con frecuencias

similares.

Clinicamente los fenotipos homocigotos y heterocigotos en PARK2 son
indistinguibles, con lenta repuesta de LD y mas adelante complicaciones

locomotoras (Houlden H, et al 2012).

La pérdida de funcién de parkina puede contribuir a la etiologia de la EP ya sea
mediante la interrupcion de la funcién normal del sistema ubicuitina-proteosoma en
la depuracion de agregados de proteinas o mediante la desactivacion de un
mecanismo mitocondrial protector mediada por la funcion de sefializacion de
parkina, contribuyendo a la consecuente disfuncion mitocondrial (Horowitz M vy
Grenamyre J 2010).
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b) PINK1 (PARK6)

Valente et al. (2004) determinaron que codifica para una proteina mitocondrial
de 581 aminoacidos. PTEN inducida cinasa 1 putativa (PINK1; PTEN-Induced
Putative Kinase 1), es altamente homodloga a la cinasa de residuos de serina-
treonina de la familia de calcio/calmodulina y tiene un dominio de cinasa altamente
conservado (Valente E, et al 2004). El gen se localiza en el cromosoma 1p36.12,

posee 8 exonesy mide 18Kb.

o~
—
w
el
(=9
—

Figura 3. El gen PINK1 se localiza en el brazo corto (p) del de cromosoma 1 en la
posicion 36. Abarca de la posicion nucleotidica 20.959.947 a 20.978.003 en el
cromosoma 1 (http://ghr.nlm.nih.gov/gene/PINK1).

Las mutaciones en este gen conducen a una disfuncion mitocondrial, dafiando a
las neuronas por la tension inducida por la apoptosis (Brooks J, et al 2009; Groen
L, et al 2004; Ibafiez P, et al 2006). Las mutaciones en PINK1 causan una forma
rara de parkinsonismo autosomico recesivo que es tanto clinica como
neuropatolégicamente similar al parkinsonismo debido a mutaciones en
parkina. La mayoria de las mutaciones se producen dentro o cerca del dominio de
cinasa y en consecuencia interrumpen la actividad de la proteina, lo que sugiere
gue la pérdida de la actividad cinasa juega un papel crucial en la patogénesis de
la EP (Horowitz M y Greenamyre J 2010; Saera S, et al 2013).
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Figura 4. Representacion de PINK1 a nivel gendémico, de transcriptoma y
exhibiendo los dominios funcionales de la proteina; una secuencia de direcciéon
mitocondrial (transito) en color amarillo, un dominio transmembrana (TM) de color
gris y de rojo el dominio cinasa. Tomado Nuytemans K. et al 2010.

Las primeras mutaciones en PINK1 fueron identificadas en tres familias afectadas
de EP-ITE, consanguineas de Sicilia, Italia y de Espafia. Actualmente se han
encontrado mutaciones en este gen en familias procedentes de varias poblaciones
europeas y asiaticas, haciendo a PINK1 el segundo gen mas comun conocido
después de parkina en causar EP-ITE. La frecuencia de mutaciones en este gen
varia entre 1 y 9% dependiendo del grupo étnico. Sin embargo, también se han
identificado mutaciones en pacientes con EP esporadica, incluyendo mutaciones

heterocigotas de patogénesis desconocida. Es necesario resaltar que hay
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evidencias de que los portadores de mutaciones heterocigotas de PINK1 podrian
tener un mayor riesgo de desarrollar parkinsonismo (Brooks J, et al 2009; Toft M et
al 2007; Ibafiez P, et al 2006; Houlden H y Singleton A 2012). Aunque aun no esta
claro hasta qué punto una sola mutacion en PINK1 es un factor de riesgo para el

desarrollo de EP.

En un reciente estudio se ha llevado a cabo examinaciones neuropatoldgicas en
tejido de cerebro de un paciente, el cual presentaba mutaciones heterocigotas en
PINK1, encontradas en una larga familia espafiola. El paciente estaba bajo
tratamiento con LD, y presentd sintomas psiquiatricos, en el andlisis post-moértem
se revelo6 pérdida neuronal en la substancia nigra pars compacta, cuerpos de Lewy
y neuritas aberrantes en los nucleos del tronco cerebral. Estas caracteristicas
fueron similares con la EP idiopatica o de causa desconocida (Houlden H y
Singleton A 2012).

Estudios subsecuentes en moscas revelan que la presencia de mutaciones en
PINK1 en Drosophila comparte muchas caracteristicas con la EP en humanos,
incluyendo la deficiencia motora, la pérdida neuronal y las anormalidades
mitocondriales, por lo que ha sido un modelo de estudio muy importante. Otro
trabajo en Drosophila sugiere que PINK1 participa en la regulacion de la dinamica

mitocondrial (Kondopalli, et al 2012).

Es necesario resaltar que los pacientes con EP debidos a mutaciones en PINK1
muestran la aparicion temprana de la enfermedad por lo que se considera en EP-
ITE. Sus fenotipos clinicos también son algo diferentes de las de los pacientes de
EP esporadicos y de aparicion tardia. En la EP-ITE hay buena respuesta al
tratamiento con LD, disfonia al inicio de sintomas y menor deterioro
cognitivo. Exactamente la contribucion que tienen las mutaciones en PINK1 para

causar los sintomas clinicos por mutaciones se desconoce (Hung S, et al 2006).

La proteina PINK1 tiene una region auto-reguladora en el C-terminal, un dominio
catalitico; un dominio de cinasa de residuos de serina-treonina altamente

conservado y un péptido de direccionamiento mitocondrial N-terminal (Figura 3).
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PINK1 tiene dos isoformas con masa molecular de 66 kDa y 55 kDa, detectadas
en extractos de cerebro humano. Ambas isoformas se localizan en las membranas

mitocondriales interna y externa. (Beilina et al., 2005).

La funcion de la proteina PINK1 todavia no se ha determinado, pero su ubicacion
en la mitocondria sugiere que puede fosforilar a las proteinas mitocondriales y en
respuesta al estrés celular proteger contra la disfuncion mitocondrial. Se ha
observado mayor nivel de expresién en corazén, musculo esquelético y los
testiculos. PINK1 es la primera proteina que se vincula directamente con

anormalidades mitocondriales a un fenotipo de EP (Silvestri L, et al 2005).

Recientemente se ha demostrado que PINK1 interactla genéticamente con
parkina en sistemas organismos modelo Drosophila, donde las mutaciones que
causan perdida de funcion en estas proteinas, dan como resultado mitocondrias
hinchadas y degeneradas (Exner N, et al 2007). También la interaccion entre estas
dos proteinas es apoyada en estudios celulares, por ejemplo en células HelLa
donde la despolarizacion mitocondrial y morfologia anormal son apreciables,
indicando que las dos proteinas actian en una via en comun (Yang Y, et al 2006;
Xiong H, et al 2009).

¢) DJ-1 (PARK?)

En el 2003 Bonifati V identifico a DJ-1 también conocido como PARK?7, fue
identificado como un locus para el desarrollo de la EP-ITE de forma autosomica
recesiva. DJ-1 codifica para un producto de 189 aa que pertenece a la familia de
proteinas peptidasas C56. ElI gen se encuentra en el cromosoma 1 en el locus

1p36.23, con una longitud se 1088pb y tiene 7 exones.

Las deleciones o mutaciones de sentido erroneo en este gen conducen a la
pérdida de funcion. Estas mutaciones se identificaron por primera vez en italianos

y en otras familias europeas (Bonifati V, et al 2003).
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No obstante, las mutaciones en DJ-1 son raras, presentandose en 1-2% de los
casos con EP-ITE. En un estudio, las mutaciones en los genes PINK1 y DJ-1
representaron el 6.9% y el 3.4%, respectivamente (Ji-Fen G, et al 2008).
Clinicamente, no hay diferencias obvias entre los pacientes con diferentes
mutaciones en DJ-1, y son indistinguibles de los pacientes con mutaciones en
parkina y PINK1, por lo que no se puede juzgar completamente el genotipo

mediante el fenotipo clinico (Kim S, et al 2012).

DJ-1 es una proteina citoprotectora ubicua sensible a procesos redox. DJ-1 posee

diversas funciones como regulador transcripcional, chaperona molecular, y
proteina de union a ARN. Bioguimicamente DJ-1 es facilmente oxidante en
respuesta a demasiados estimulos oxidativos, las isoformas &acidas de DJ-1 se
acumulan en los cerebros de los pacientes con EP idiopatica y la enfermedad de
Alzheimer (Kim S, 2012).

A pesar de estas incertidumbres, DJ-1 representa la tercera proteina participe en
la disfuncion "mitocondrial* (después de parkina y PINK1) cuya pérdida de funcion
da como resultado un sindrome parkinsoniano, contribuyendo asi a reforzar el
concepto de que la disfuncién mitocondrial es fundamental para la patogénesis de
la EP (Horowitz M y Greenamyre J 2010). DJ-1 también puede funcionar como
una chaperona sensible a redox, como un sensor para el estrés oxidativo por ser
sensible a H,0,, y asi proteger a las neuronas contra el estrés oxidativo y la
muerte celular (Gaser T 2009). Asimismo se plante6 la hipotesis adicional de que
DJ-1 podria ser parte de un complejo de ligasa E3 de ubicuitina junto con parkina
y PINK1 (Nuytemans K, et al 2010).
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Variaciones estructurales

La diversidad en el genoma humano es muy amplia, desde variaciones
microscopicas a nivel de cromosomas individuales hasta variaciones a nivel de la
secuencia del DNA. Estas ultimas incluyen mas de 10 millones de polimorfismos
de nucleétido sencillo o SNP, en la pagina electronica de NCBI (National Center
for Biotechnology Information www.ncbi.nlm.nih.gov) se encuentra la base de
datos de SNP denominada dbSNP. Los polimorfismos genéticos son cambios en
la secuencia del DNA que estan presentes con una frecuencia > 1% de manera

natural en una poblacion.

La primera ola de informacion, a partir del analisis del genoma humano, revel6 que
los SNPs son la principal fuente de variacion genética y fenotipica humana. Sin
embargo, con la llegada de las tecnologias para la exploracion del genoma se ha
descubierto lo que llamamos “variacién o alteracion estructural” en el genoma
humano. Esto comprende variantes microscépicas y submicroscopicas. La
variacion estructural visible al microscopio incluye heteromorfismos y rearreglos
cromosoémicos balanceados (translocaciones, inversiones, entre otros) que pueden
tener tamafios mayores a 3 Mb. Mientras que las variaciones submicroscoépicas
van de menos de 3Mb hasta 1 kb en longitud (Feuk L, et al 2006).

Las variaciones estructurales submicroscépicas comprenden inserciones /
deleciones (indel) de nucleétidos y variaciones en el numero de copias (CNV, por
sus siglas en inglés copy-number variation). En estas Ultimas se incluyen
rearreglos exonicos, inserciones, deleciones y duplicaciones (Speicher M, et al
2010). En este trabajo se analizaron las variaciones estructurales a nivel
submicroscopico o CNVs (deleciones y duplicaciones) en los ocho exones del gen
PINK1.

En general, el DNA del genoma humano tiene una copia heredada de cada
progenitor de cada par de cromosomas homologos (figura 5). Las CNV
corresponden a segmentos de DNA, repetidos en nimero de copias, de 1kb a

varias megabases de longitud que contienen secuencias codificantes y no
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codificantes. Las CNV constituyen al menos 12% del genoma humano y
contribuyen mas a la diversidad gendmica entre los individuos que los SNP. Las
CNV pueden ser heredadas o pueden haber ocurrido de novo en la persona cuyo
genoma esta siendo examinado. Algunas CNV pueden no causar problemas
médicos, pero aquéllas que incluyen regiones codificantes pueden asociarse con
enfermedades monogénicas o dando susceptibilidad o resistencia a enfermedades
complejas. Ahora bien, cuando las CNV alteran el nUmero de copias de un gen
éstas ocasionan cambios en la dosis génica. La alteracion en la dosis génica
puede ser de ganancia de funcion como consecuencia de la duplicacion o
multiplicacion de uno o varios exones e incluso de gen (es) completo (s) en la
region que abarca la CNV; en contraste, los eventos de delecion producen una

pérdida de funcion.

Estado Dosis

Normal
Diploide
Normal

de DNA

CNVs

Normal

Delecion
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Figura 5. Ejemplo donde se ilustra un par de cromosomas homadlogos en estado
normal y con variacién en el nimero de copias (CNVs).Tomado y modificado de
Basset A, et al 2010.
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Los datos mas recientes apoyan que la dosis génica juega un papel importante en
la patogénesis de la EP. Por ejemplo, para la dosis génica del gen SNCA hay una
mayor frecuencia de multiplicaciones, en donde la triplicacién conduce a una
progresion mas rapida y un inicio mas temprano de la EP que en la duplicacion,
por lo que se observa una correlacion entre las CNVs y la severidad de la EP
(Nuytemans K, et al 2010).

En otro trabajo han demostrado que alteraciones en la dosis génica de PARK2, es
un factor causal de la enfermedad de Parkinson familiar y se asocian con una
edad de inicio mas temprana. Estos datos sugieren un mecanismo general en el
gue las CNVs aun en estado heterocigoto pueden jugar un papel como factor de
riesgo, aumentando la probabilidad de que un individuo desarrolle la EP (Pankratz
N, et al 2009).

El estudio de variaciones estructurales en PINK1 se ha realizado en varias
regiones (Tabla 3), reportando distintas frecuencias de CNVs para diferentes
poblaciones: judios 0%, 0.21% en caucasicos, 1.27% en arabes, 1.4% en
asiaticos; en latinoamericanos 8.33% (Nuytemans K, et al 2010); en brasilefios
solo se ha reportado un paciente con una delecion en el exon uno (Vasconcelos
M, et al 2012), y en poblacion china no se han documentado variaciones
estructurales en PINK1 (Ji-Feng G, et al 2008). En México, se desconoce la

prevalencia de CNVs para PINK1 y es el objetivo del presente trabajo.
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PCR en tiempo real

El método de eleccion para la determinacion de la dosis génica es la cuantificacion
relativa mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR).
Este, es un método confiable, reproducible, sensible y altamente especifico para la
cuantificacion de DNA, ya que la generacion del amplicon se puede observar
conforme la amplificacion progresa, eliminando asi el analisis post PCR. La
deteccion de la reaccion se lleva a cabo por la medicion de fluorescencia en cada
ciclo de amplificacion. La cantidad de fluorescencia generada en cada ciclo es
proporcional a la cantidad de numero de copias del producto de amplificacion
generado (Edwards K 2004, Applied Biosystems 2008).

Se emplean diversos agentes detectores o reporteros para la PCR en tiempo real,
en los cuales la fluorescencia generada es directamente proporcional al namero
de copias obtenidas en cada ciclo de la PCR. Las diferentes quimicas empleadas
para este ensayo son agentes intercalantes como SYBR Green, y las sondas
TagMan. Una sonda TagMan es un oligonucledtidos, cuya secuencia es
complementaria a la regién central del amplicon. En el extremo 5° presenta una
marca fluorescente (reportero) y en el extremo 3" un apagador. Como las sondas
tienen una temperatura de desnaturalizacion mayor (Tm) que los cebadores
flanqueantes de la region de interés, esto hace que durante la etapa de alineacion,
la sonda se une primero a la secuencia especifica y posteriormente hibridan los
cebadores. De tal forma que cuando la DNA polimerasa se une al extremo 3" del
cebador, se inicia la elongacion de la secuencia; pero en su paso se encuentra
con la sonda y la degrada debido a su actividad de exonucleasa 5 - 3". La sonda al
ser degradada, libera al reportero del apagador y la fluorescencia emitida es
detectada por el sistema (Figura 6). Entonces dado que la fluorescencia emitida
es proporcional a la cantidad de sonda degradada, y ésta a su vez es proporcional
ala cantidad de templado generado, este sistema permite visualizar el incremento
del amplicén de la PCR (Bustin S y Nolan T 2004). En este trabajo, se emplearon

sondas TagMan, una para cada exén del gen PINKL1.

23



Isabel Mosqueda Tapia

Para este tipo de cuantificacion es necesario incluir una referencia de dosis
constitutiva monocopia, en este estudio se empleé la RNasaP. Asi el valor
obtenido del gen de interés, se divide entre el valor obtenido para el gen
constitutivo, asegurando que las variaciones observadas en dosis se deban
realmente a la dosis o numero de copias de la secuencia de interés, y no a la

cantidad variable de la muestra anadida.

a) oligonucleotide R .
5' sentide Sonda TaghMan
—_—0 3

3 5
5 3
(—
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Figura 6. Deteccion de la amplificacion de DNA por sondas TagMan. a) sonda
TagMan apagada y unida a la secuencia especifica e inicia la polimerizacion, b) la
sonda es degradada por la actividad exonucleasa de la DNA polimerasa, hasta
gue el reportero es desprendido del apagador y entonces emite la fluorescencia, c)
La polimerizacion de la secuencia termina, y el apagador de la sonda es liberado.
Tomado de Applied Biosystems 2008.

Las alteraciones en la dosis génica también pueden determinarse por otros
métodos como son: MLPA (Multiplex Ligation dependent Probe Amplification),

FISH (Fluorecet In situ Hybridization) y CGH (Comparative Genomic Hybridization)
(Dua J,et al 2013; Bustin S y Nolan T 2004; Van O y Schouten J 2011).
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Parkina, PINK1y DJ-1 en ladisfuncién mitocondrial

Las mutaciones en parkina, PINK1, y DJ-1 estan individualmente vinculadas a
formas familiares de la EP-ITE. Aunque las mutaciones en estos genes conducen
al mismo estado de enfermedad, las relaciones funcionales entre ellos y como sus
respectivas enfermedades asociadas a mutaciones causan la enfermedad de

Parkinson son en gran medida desconocidos.

En el contexto de investigacion, el conocimiento del tipo y localizacion de las
mutaciones patologicas en un gen especifico de la EP, puede revelar valiosas
indicaciones de los dominios funcionales criticos de las proteinas y los

mecanismos de interaccién intermoleculares.

La identificacibn de estas proteinas, ha permitido caracterizar mdultiples vias
involucradas en la etiologia de la EP: la disfuncion del sistema ubicuitina-
proteosoma que genera el procesamiento de las proteinas mal plegadas, la
disfuncion mitocondrial o la disfuncion de la autofagia mediada por lisosomas vy el
incremento del estrés oxidativo. Cada una de ellas revela un poco méas acerca de
la compleja matriz de interacciones entre los factores genéticos, los factores

ambientales y las funciones celulares responsables de la patogénesis de la EP.

Estudios recientes han demostrado que estos tres productos génicos forman un
complejo de ligasa de ubicuitina E3 designado como PPD (PARK2, PINK1 y DJ-1)
cuya funcién es promover la degradacion de sustratos de parkina mal plegados
(Figura 7). En el complejo PPD, parkina es una proteina con dedos RING de union
a E2, mientras que PINK1 y DJ-1 actian como componentes de regulacién (Xiong
H.et al 2009). Al parecer, PINK1 mantiene elevada la actividad de ligasa E3 de
PARK2 vy regula la ubicuitinacion proteica fosforilando ya sea sustratos o
componentes del complejo. La participacion de DJ-1 en este complejo es
estabilizar a PINK1; consistente con este dato es la identificacion de mutaciones

digénicas de PINK1 y DJ-1 asociadas a casos familiares de EP-ITE. A la luz de

25



Isabel Mosqueda Tapia

esto, parece evidente que las combinaciones digénicas de mutaciones
heterocigéticas en PARK2 y PINK1 podrian ser suficientes para causar la
enfermedad, ya que podrian aumentar otro efecto patogénico por pérdida
concomitante parcial de la funcion de dos enzimas importantes, activas en la
misma via (Tang B, et al 2006).

Se ha descrito que PINK1 se encuentra en la membrana mitocondrial externa del
citoplasma. Parkina es una ligasa E3 de ubicuitina que se recluta en las
mitocondrias después de la pérdida de polarizacibn de la membrana
mitocondrial. DJ-1 es relocalizada a la mitocondria en condiciones de estrés
oxidativo (Jean T, et al 2011). Por otro lado, las mutaciones en PARKY
contribuyen a la muerte neuronal debido a la pérdida de la actividad antioxidante
de DJ-1y a un posterior aumento de estrés oxidativo celular (Kim S, et al 2012).

Hay estudios donde, se demuestra que Parkina, PINK1 y DJ1 forman un complejo
denominado PPD, para promover la ubicuitinacion y degradacion de sustratos de
Parkina, y Sinfilina-1 en células de neuroblastoma y lisados de cerebro humano
(Xiong H, et al 2011).

O parkina
EH PINK1

RING2 IER

=T protein kKinase domain

Tomado de Hui Xiong, et al (2009).

Figura 7. Esquema de la interaccion entre los componentes del complejo PPD:
IBR, entre los anillos RING; MTS, secuencia diana mitocondrial; UBL, la ligasa de
ubicuitina.
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Se sabe que PINK1 ademas de su funcion de proteccion contra la disfuncion
mitocondrial y la apoptosis, también regula la dinamica mitocondrial en conjunto
con la proteina parkina. Los datos recientes muestran que parkina mitocondrial
promueve la degradaciéon autofagica de las mitocondrias disfuncionales y PINK1
puede tener un papel indirecto en la activacion de la mitofagia (Michiorri S, et al
2010).

La mayoria de los pacientes con EP tienen inclusiones intraneuronales en forma
de cuerpos de Lewy. Dada la presencia de parkina en los cuerpos de Lewy y la
supuesta funcién de parkina como una ligasa E3, gran parte del trabajo inicial
de parkina se centré en su papel potencial en la regulacién de la degradacion de
proteinas a través del sistema ubicuitina-proteosoma (UPS). La ubicuitinacién se
logra mediante la unién covalente del polipéptido ubicuitina (Ub) a un residuo de
lisina en un sustrato de proteina especifica y requiere la accion secuencial de una
enzima de activacion E1, una enzima de conjugacion E2 y una ligasa E3. Estos
vinculos son mas a menudo a la lisina 48 (K48) o del polipéptido lisina 63 (K63)
(Han L'y Ming G 2009).

Parkina se localiza en gran medida en el citosol, aunque se puede encontrar
dentro de las mitocondrias o0 con la membrana mitocondrial externa. Mientras
tanto, PINK1 se ha encontrado dentro de la mitocondria en células in vivo. El
mecanismo por el cual interactian Parkina y PINK1 sobre las mitocondrias es un
misterio. Curiosamente, un estudio reciente sugiere que PINK1 puede estar
anclada en la membrana mitocondrial externa, proporcionando una ruta posible
para la interaccién PINK1/Parkina (Han L y Ming G 2009).

Trabajos recientes en células de mamiferos ofrecen enlaces adicionales entre
las dos isoformas de PINK1; PINK1-L (~64KDa) y PINK1-S (~52KDa) y las
mitocondrias, sugiriendo que el reclutamiento de PINK1 a la membrana
mitocondrial es a través de su secuencia N-terminal y en una mitocondria sana

PINK1 es proteolizada por PARL (presenilin-associated rhomboid-like protein) una
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proteasa intermembranal donde el residuo pequefio rapidamente se degrada en el
citoplasma y parkina no es reclutada a la mitocondria lo que mantiene la
homeostasis(Shon E y Przedborski S 2011). Pero cuando la mitocondria es
dafiada la membrana se despolariza por un decremento en el potencial de
membrana, el cual puede ser inducido por EROs (especies reactivas de oxigeno),
lo que hace que PINK1 se relocalice en el exterior de la membrana, dénde ya no
es accesible a PARL lo que impide la protedlisis de PINK1 y con esto el fragmento
pequefio no es liberado, ocasionando la acumulacion de PINK1 en la mitocondria.
Parkina es reclutada a la mitocondria y con su dominio E3 realiza la
poliubicuitinacion de la mitofusina (Mfn) en K63, formando un complejo proteico,
el cual es degradado via proteosoma, y desproveyendo a la mitocondria de
mitofusina por lo que la mitocondria ya no puede ser fusionada con otra
mitocondria sana. De esta manera, la mitocondria etiquetada se vuelve blanco
para la degradacion, via mitofagia. Por lo anterior, se dice que PINKL1 controla la

morfologia mitocondrial. (Kaiwajiri et al 2011).

Kondopalli C, et al 2012, sugieren que las mutaciones con pérdida de funcién
en PINK1 darian lugar a la supresion de la ligasa E3 y reduccion de la

ubicuitinacion de los blancos de parkina.

También se ha visto que la deficiencia de PINK1 en la mitocondria ocasiona
sobrecarga de calcio, lo que promueve la formacion de EROs tanto en la
mitocondria como en el citosol. Esto a su vez, causa inhibicion del transporte de
glucosa, problemas con la entrega de sustratos a la cadena respiratoria, daflando

la respiracion mitocondrial (Wilhelmus M, et al 2012; Ishihara L, et al 2008).

Ahora se sabe que parkina, PINK1 y DJ-1 participan en el mantenimiento de la
funcién mitocondrial y poseen propiedades neuroprotectoras, limitando el dafio
oxidativo (Ishihara L, et al 2008). Estos recientes estudios demuestran la
importancia de la disfuncion mitocondrial, asociada al estrés oxidativo y la
alteracion en el funcionamiento del UPS en formas familiares y esporadicas de la

EP (Cookson M, 2012). Es evidente que existen relaciones entre estos genes, con
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una sola via que une PINK1 y parkina y una relacion paralela con DJ-1 (Hung C, et
al 2012). Los mecanismos mencionados en la figura 5 son comunes en los
desdrdenes neuroldgicos, en particular Alzheimer (EA) , EP y esclerosis multiple
(SM), y es posible que ocurran en las etapas tempranas de la enfermedad
(Wilhelmus M, et al 2012).

El estudio genético de formas heredadas de EP ha llevado al descubrimiento de
mutaciones en genes involucrados en la funcién mitocondrial o con propiedades
antioxidantes, incluyendo a Parkina, PINK1 y DJ1 (Cookson M, 2012; Schon E and
Przedborski S, 2011).

En el futuro, el delineamiento de las funciones de todos los genes asociados a la
EP permitird no solo conocer el origen de cada caso de este trastorno, sino
también predecir las manifestaciones clinicas vinculadas a él e identificar nuevas

dianas terapéuticas.
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Figura 8. Implicacién de parkina, PINK1 y DJ 1 en procesos criticos que subyacen a las
enfermedades neurodegenerativas. 1. Mal plegamiento de las proteinas. La agregacion
aberrante de proteinas es una caracteristica comun de la EP, con la consecuente
eliminaciéon de proteinas mal plegadas y agregadas, via sistema de la ubicuitina-
proteosoma. Parkina dirige a las proteinas mal plegadas etiquetadas al sistema ubicuitina-
proteosoma (flecha amarilla). PINK1 puede manipular la eliminacion de proteinas
mediante la interaccion con chaperonas y el proteosoma directamente (flecha rosa). DJ-1
también promueve la eliminacién de proteinas (flecha roja). 2. La fision/fusion. Fision y
fusion mantienen una poblacion mitocondrial saludable. Parkina y DJ1 son atraidos a la
membrana mitocondrial interna en respuesta al estrés mitocondrial (lineas de puntos). En
la membrana mitocondrial interna; parkina, PINK1 y DJ-1 estan implicados en el proceso
de fision y de fusion, ya sea directamente o mediante la formacion de un complejo. 3.
Equilibrio redox. Parkina y PINK1 reducen la cantidad de ROS producidos en la cadena
respiratoria mitocondrial. PINK1 restaura el equilibrio redox modulando la homeostasis del
calcio, mientras parkina esta fisicamente asociada con él las vias de reparacion de
DNAmt, lo que protege las células contra el estrés oxidativo. Y DJ-1 protege a las células
contra las EROs (flecha roja). Tomado de Wilhelmus M, et al 2012.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Departamento de Genética del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia, Manuel Velasco Suarez se estudian diferentes enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo a la EP. Para ello se han recopilado mas de 180
muestras de DNA de pacientes con EP-ITE. En un trabajo previo se identificaron
55 casos que presentaban cero o una (0-1) alteracion para secuencia o dosis del
gen PARK2 y secuencia de PINK1. Posteriormente, se estudiaron 45 nuevos
casos de EP-ITE que tampoco mostraron alteracion en PARK2. En éstos ultimos
se desconocia la secuencia de PINK1. Por lo anterior, se plante6 continuar el
analisis de secuencia en estos casos de reciente captacion para asi ampliar la

base muestras con cero o una mutacion en PARK2 y PINK1 en 100 casos.

En la literatura no existen datos de prevalencia de alteraciones estructurales de
PINK1 en los pacientes con EP-ITE de la poblacion mexicana por lo que es

necesario investigarlo e identificar el genotipo que presentan.
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HIPOTESIS

En algunos casos de EP-ITE en poblacion mexicana, se presentaran alteraciones

estructurales en el gen PINK1.

OBJETIVO

Determinar la prevalencia de alteraciones estructurales en el gen recesivo PINK1

en una muestra de pacientes mexicanos con EP-ITE.

e Secuenciar los 8 exones de PINK1 de 45 pacientes con EP-ITE por la
técnica de secuenciacion de Sanger.

e |dentificar y analizar las variantes mediante el uso de herramientas de
bioinformética.

e Determinar la dosis génica de los 8 exones de PINK1 mediante PCR en

tiempo real, en 100 pacientes con EP-ITE.
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SUJETOS Y METODOS

Muestra

Los pacientes incluidos en este trabajo fueron diagnosticados con EP-ITE por al
menos dos neurodlogos especialistas en desérdenes del movimiento del INNNMVS.
Todos los pacientes aceptaron participar en el estudio y firmaron una carta de
consentimiento informado. El protocolo de investigacion fue aprobado por el

comité de ética del Instituto.

De cada muestra de paciente se registraron los datos de: nombre completo,
namero de registro del INNNMVS, médico tratante, genetista que lo refiere, fecha
de nacimiento, antecedentes heredo-familiares, incluyendo arbol genealdgico,
edad de inicio de la EP, fecha de toma de muestra y volumen total de muestra de

sangre periférica enviada al Laboratorio de Genética.

Tabla 4. Caracteristicas generales de los pacientes con EP-ITE para el analisis

de secuencia de PINK1.

PACIENTES | NUmero Edad Con Sin
promedio | antecedentes | antecedentes
familiares familiares
FEMENINO 18 35.3 6 11
MASCULINO 27 36.2 9 16
Se 0 3 0 3

desconoce

TOTAL 45 35.8 15 30

33



Isabel Mosqueda Tapia

Preservacion de células mononucleares y plasma

Se trabajaron muestras de DNA gendmico obtenido a partir de sangre periférica,
de pacientes con EP-ITE. A los individuos participantes se les tomaron tres tubos
de 12mL de muestra de sangre periférica en tubos Vacutainer® con ACD como
anticoagulante. Dos de los tubos se usaron para la preservacion de las células
mononucleares (CMNSs) y el tercer tubo se empleé para la extraccion de DNA y

separacion de 1mL de plasma, como se explica a continuacion.

Para la separacion de plasma, un tubo de sangre se centrifugé a 3000rpm por
cinco minutos. Esto con el fin de separar el plasma del resto de los componentes
de la sangre (cuerpos formes; plaquetas, globulos rojos y blancos). Esto sucede
por densidad, el plasma es poco denso, queda en la parte superior del tubo por
contener mas del 90% de agua. Se tomo una alicuota de 1mL en un tubo de 1.5

mL previamente etiqguetadoy se guardd a -70°C para su preservacion.

Para la preservacion de CMNs, por cada 3 mL de sangre periférica se
adicionaron 9 mL de una solucion amortiguadora de lisis de glébulos rojos, BLGR
(cloruro de amonio 0.155M, Bicarbonato de potasio 10mM y EDTA 0.1mM como
guelante de iones metalicos que inactiva nucleasas). Esta mezcla se homogenizé
para favorecer el rompimiento de los globulos rojos, se centrifugé a 3000rpm por
6 minutos. El botdn obtenido se resuspendié con 1mL de BLGR y se transfirié a un
tubo de 1.5mL. Nuevamente, la mezcla se centrifugé a 3000rpm durante 2minutos
y se hizo un lavado mas con BLGR para obtener un boton blanco, libre de
eritrocitos. A esta reaccion se le afiadieron 500uL de solucion amortiguadora de
fosfatos, PBS 1X y se homogenizd por pipeteo. Después a esta mezcla, se
afladieron 600uL de una solucion preservadora RNA later (Ambion) que contiene
inhibidores de nucleasas y proteasas. Finalmente, esta solucion se mantuvo 24h a
4°C para facilitar su penetracion en las células y posteriormente se guardaron a -

70°C hasta su uso.
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Extraccién de DNA

Se realiz6 la extraccion de DNA de 45 pacientes con EP-ITE a partir de sangre
periférica colectada en tubos Vacutainer® con ACD como anticoagulante por

método salino que se describe a continuacion:

Se transfirieron 3mL de sangre periférica a un tubo conico de 15mL, previamente
etiquetado, y a éste se les adicionaron 9mL de BLGR. La mezcla se homogenizo
por inversion durante un 10 minutos para la lisis de los glébulos rojos, se

centrifugo a 3000rpm durante 6 minutos.

Se decantd el sobrenadante de la mezcla anterior, y al boton obtenido se le
agrego 1mL de BLGR para resuspender. Esta solucion se trasladé a un tubo de

1.5 mL, se centrifugd a 3000 rpm por 2 minutos.

Al boton blanco se le agregaron 570pL de NaCl [SmM] y se agito la mezcla por 2
minutos, enseguida se agregaron 40uL del detergente catiénico SDS (dodecil
sulfato de sodio) al 10% v/v. Se agitdé por 5 minutos esta solucion, después se
agregaron 200uL NaCl [7M] saturado y se agitd el tubo por 10 minutos. Se
centrifugd a 11500rpm durante 20 minutos a 4°C. Las moléculas de sal se unen
con el agua dejando a las proteinas una pobre interaccién con el agua, hasta
llegar al punto de que no exista suficiente agua presente para mantener a las

proteinas en solucién por lo que precipitan.

Al sobrenadante de esta mezcla, se le realizdé una extraccion organica, afiadiendo
600 pL de la mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (49:1 v/v) y se agito
vigorosamente, el tubo se centrifugd a 14000rpm durante 15minutos. Se obtuvo la
fase acuosa que es la fase en donde se encuentra el DNA, y se colocé en un
tubo de 1.5 mL. A esta fase acuosa, se le agregaron 600uL de etanol absoluto,
para precipitar el DNA. La mezcla en cuestion se centrifugd a 14000rpm durante
20 minutos. Se recupero la fase acuosa y a ésta se le agregaron 600uL de etanol

al 70% para hidratar al DNA. Nuevamente se realiz6 centrifugacion selectiva para

35



Isabel Mosqueda Tapia

separar el DNA a 14000rpm/20min. La solucion se decantd y el boton se sec6 al
vacio por 20 minutos a 30°C. Finalmente, el DNA seco se resuspendié en 100 o
300uL de agua inyectable, libre de nucleasas y se incubd en un termomixer

durante 1 hora a 60°C a 950rpm para su total homogenizacion.

Se comprobé la integridad del DNA por medio de electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5 % en amortiguador TBE 1X [Tris base 0.435M, acido bérico 0.44M,
EDTA 0.5M, pH 8]. Posteriormente, el DNA se cuantificd en un espectrofotometro
de baja retenciébn Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) y de acuerdo a su

concentracién, se prepararon las diluciones de trabajo a [100 ng/uL].

ﬁ‘ Load your sample and press the measure button.

18 {PK710 Sample ID: PKT10 Pedestal
17

16 Type: DNA - 50.00

15 Conc. 914 [ngiul_-|
- A260 (10 mm path) 1.829
13

12 A280 (10 mm path) 1.005
11 260/280 1.82
1.0 260/230 2.26

09
[¥] Baseline correction 340 nm

o8
o7

10mm Absorbance

06
05
04
03
0z
01

0o
-01

20 230 240 250 260 20 280 290 300 310 320 330 40 350

Viavelength (nm) &g
j\zssnm 0.719Abs =
] # Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Facl *
] 71 Neurologia 01/02/2013 01:02 p.m. |0.0 ng/yl  |0.000 |0.007 |-0.03 -0.02 DNA 50.0(
72 Neurologia 01/02/2013 01:03 p.m. |94.8 ngiyl 1897 1042 182 2.1 DNA 50.0(
] 73 Neurologia 01/02/2013 01:03 p.m. |94.2 ngiyl 1883  |1.029 |1.83 214 DNA 50.0(
] 74 Neurologia 01/02/2013 01:05 p.m. |91.0 ng/ipl  1.821 0997 |183 215 DNA 50.0(
] 75 |PKT710 Neurologia 01/02/2013 01:05 p.m_|90.3 ng/pl 1.807 0.999 1.81 2.15 DNA SD,DED
:I Neurologia 01/02/2013 01:05 p.m. 5000

Figura 9. Representacion grafica de la cuantificacion de muestras de DNA en
equipo NANODROP 2000.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se realiz6é PCR de punto final de 45 muestras con EP-ITE para cada uno de los
ocho exones del gen PINK1 empleando: 3uL de DNA a 100ng/pL, 12.5 pyL de
master mix Green Tag® PROMEGA, 1 pL de cada oligonucleétido [10uM] (tabla 2)
y agua cbp. 25 pL. Para la PCR del ex6n 1, por su alto contenido en GC, requirié
adicion de 3pL de dimetil sulfoxido (DMSO) como co-solvente y ademas se utilizd
un programa de PCR-Touchdown debido a las distintas temperaturas de
alineamiento que presentan el oligonucleétidos sentido (Tm:53°C) y anti-sentido
(Tm:63°C). Para los exones restantes se utiliz6 un programa de PCR

convencional.

Tabla 5. Secuencias (5- 3") de los cebadores empleados para los exones del gen
PINK1 y el tamafio del amplicon en pares de bases.

Tamafio
de
Exén Oligonucledtido sentido Oligonucledtido antisentido Amplicén

pb
1 5 GGGAAAGTCACTGCTAGAGGC 3" | 5’ AATAGATGAGCTTTAAGGACCCTC 3’ 730
2 5'GTGGGGTTTCTGACCTCTCA 3 5" GGCACCTTTCCTGTGGATAA 3’ 550
3 5'TACAGGCAGGGCTTACAAGG 3’ 5"GCTGAGGACATAAGTGATGGA 3’ 250
4 5'GTGTTGGTGTGGCCTTAGGT 3’ 5"TGACCCTGTTCTCCAAAAC 3’ 373
5 5"’ACGTATTGGGAGTCGTCGAT 3’ 5"CCTGAAGAGTCAGTCCTAAATGC 3 299
6 5"TGCTGGTGGCTTTAGTAGGG 3’ 5"ACAAGGCATCGAGTCTCCTG 3’ 293
7 5"CTCAAGCTCTGGGTTCCTTG 3 5"CCCAAACCTGACCTTCACCTC 3 435
8 5'"GGGTAGAAGAATTGGGTTG 3’ 5"AGTTCTTCCATTTGCCAAGC 3 529
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Purificacién de lareaccion de PCR

Los amplicones obtenidos mediante PCR de punto final se purificaron a partir del
gel de agarosa. Para ello se emplearon dos paquetes comerciales: Wizard de
Promega y Pure Link® de Invitrogen. Esto se hizo para eliminar restos de
oligonucleotidos, dNTPs, y productos inespecificos de la reaccion. Los productos
purificados se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% con
amortiguador TBE 1x para corroborar porcentaje de recuperacion del producto

limpio.
Reaccién de Secuenciacion

Para la secuenciacion de los ocho exones de PINK1 de las 45 muestras de EP-
ITE, se emple6é el método de Sanger. La reaccién de secuencia se prepard con
3uL del amplicén purificado, 2uL de amortiguador de secuenciacion 5X (AB),
1.5uL del kit v3.1 BigDye terminator ready reaction mix (AB), 0.5uL de
oligonucleotido sentido o antisentido [10uM] y H,O libre de nucleasas para un
volumen de 10uL de reaccion. La reaccion de secuenciacion se basé en el

programa mostrado en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de la reaccién de secuenciacion.

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 ciclo de 96 0:30
Desnaturalizacién inicial
25 ciclos de
Desnaturalizacion 95 0:30
Alineamiento 50 0:10
Elongacion 60 4:00
1 ciclo de
Elongacion final 72 1:00
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Purificacion de lareaccion de secuenciaciéon

Se prepararon columnas de Sephadex ® con 0.05g de la resina de poro medio, a
la cual se le agregaron 800uL de agua para hidratarla, eliminando todas las
burbujas que pudieron formarse. Se dejaron hidratar por 1 hora como minimo.
Después las columnas se colocaron en un colector, se centrifugaron a 3000rpm
durante 2 minutos, para drenar de 200 a 250uL de exceso de agua. Finalmente, la
columna se colocé en un tubo de 1.5mL y a ésta se le agregaron 20uL de la
reaccion de secuenciacion en el centro de la columna sin tocar el gel. La columna
se centrifugdé a 3000rpm por 2 minutos para eliminar el exceso de ddNTPs
(didesoxinucledtidos trifosfato fluorescentes) y demas reactivos sobrantes.
Algunas muestras se purificaron mediante precipitacion alcoholica con una mezcla
de EDTA, etanol al 100% v/v y etanol al 70% v/v.

Por dltimo, la reaccién de secuenciacion limpia, contenida en el tubo de 1.5mL, se
secO al vacio a temperatura ambiente. La muestra se resuspendio con 15uL de
formamida desionizada. Esta muestra se transfirio a una placa de 96 pozos y se
desnaturaliz6 a 95°C por 5 minutos. Los productos en la placa se separaron
mediante electroforesis capilar en un secuenciador automatizado AB3130 (Applied

Biosystems).

Las secuencias obtenidas se compararon en dos diferentes bases de datos
publicas: NCBI y Ensembl (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index). Los
manejadores de secuencias para su andlisis fueron Sequencing Analysis v5.3 de
AB y Sequencher v5.0 de GeneCodes. Las variantes genéticas identificadas (de
secuencia y estructurales) en esta muestra de EP-ITE, también se consultaron en
la base de datos especifica para la enfermedad de Parkinson

(http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB).
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Dosis Génica

El analisis de dosis del gen PINK1 de 100 pacientes con EP-ITE se realizo
mediante PCR en tiempo real en un equipo STEP ONE (Applied Biosystems). Las

muestras analizadas fueron aquellas que en estudios previos de mutaciones de

secuencia y estructurales en el gen PARK2 y solo de secuencia en PINK1

presentaron una o ninguna mutacion.

Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes con EP-ITE que cumplieron el criterio
para analizar la dosis génica.

Con Sin

PACIENTES | Niumero Edad antecedentes | antecedentes

promedio familiares familiares
FEMENINO 38 35,1 9 29
MASCULINO 62 37,8 18 39
Se 0 3 0 5
desconoce

TOTAL 100 36,8 27 73

Para la determinacion de dosis génica se emplearon dos sondas: una especifica
para cada exon del gen PINK1 (marcada con FAM) y otra para el gen constitutivo
RNasaP de copia Unica para la cuantificacion de DNA total (marcada con VIC).
Dado que cada sonda esta marcada con diferente fluorocromo, se amplificaron en

un ensayo duplex.

La mezcla de reaccién de QPCR consistio en 50 ng de DNA gendmico, 2ul de 2x
TagMan® PCR Universal Master Mix (Applied Biosystems), 0.6puL de cebadores
[10punM], 0.3 pL de la sonda de prueba [5 pM] y 0.25uL de la sonda de RNAasaP
[5 uM] vy cbp para 5 pL de H2O libre de nucleasas. En el caso de la amplificacion
del exén uno se empled el doble de concentracion de cebadores y de sonda de
prueba. Cada muestra se realizd por triplicado y se comparé con controles

(individuos sanos) para cada exén de PINKL1.
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Las condiciones de PCR en tiempo real fueron las siguientes: 95°C durante 10 min

(1 ciclo), 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 min (40 ciclos).

Los calculos se hicieron considerando las eficiencias de reaccion similares para
ambos genes, curva estandar de ambos genes y se empled el método

comparativo AAcr.

Los célculos se hicieron tomando en consideracion la fase geométrica segun la
cinética de amplificacion de la reacciéon de PCR, ya que durante esta fase es

posible predecir la cinética de amplificacion, obteniendo la siguiente ecuacion:
P=Ts+(14+E)"

P= Cantidad de producto generado a n ciclos
T = cantidad de templado inicial
E= eficiencia de amplificacion

n= ndmero de ciclos

Y como en esta fase la eficiencia de amplificacion es 100% ya que todos los

reactivos se encuentran en abundancia, la ecuacion se reduce a:
P=Ta:2"

Asi es posible que aun en muestras que tienen distintas concentraciones iniciales

de templado puedan tener el mismo namero de copias al final de la reaccién.

El fundamento para calcular la cantidad de DNA radica en el ciclo umbral de
deteccion Ct (threshold cycle), el cual es un numero fraccional que indica el
namero de ciclos que le tomé a cada muestra generar cantidad suficiente de
fluorescencia para alcanzar dicho umbral. El valor de Ct es directamente

proporcional a la cantidad inicial del templado Applied Biosystems, 2008.

El método comparativo AAct obtiene el Act (Ct blanco — Ct control endégeno) para

cada uno de los puntos, y se aplica directamente la férmula 224",
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ACt = Ct gen PINK1 — Ct gen RNasaP
AACt= ACt muestra de interés - ACt muestra control
Ejemplo de célculo

En la figura 10 se observan algunos resultados de dosis génica obtenidos con el
método comparativo AAct. Donde la muestra seis (sample 6CT) es el control por lo
que la cuantificacion relativa (RQ) tiene valor de “1” y la muestra cinco

corresponde a un paciente con EP-ITE.

Asi para cada ensayo se tiene el valor de C; (en muestra 5) tanto del gen PINK1
(Ct=21.57) y el de RNasaP (Ct = 22.136), nuestro control enddgeno.

ACt = 21.57 gen PINK1 — 22.136 Ct gen RNasaP = -0.566

AACt= ACt muestra de interés - ACt control

AACt=-0.801- (-0.801) =0 para la muestra 6 CT control
AACt=-0.566 - (-0.801) = 0.235 para la muestra 5 de paciente
Calculo de RQ

2 AACl- - 0= para la muestra 6 CT control

2 ARCl- 9 -(0.23%) = g 85 para muestra 5 de paciente

Adicionalmente, el programa del equipo calcula el promedio de la RQ = la

desviacion estandar de las tres réplicas de cada muestra (RQ minima y maxima).
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Experiment: EXON PINK1 VARIO... Type: Comparative C1 (AACT) Reagents: TagMan® Reagents

» | View Technical Replica’(esI Wiew Biological Groups ]

Show In Tahle ¥
#* | Ornit Sample Target CT Mean ACT Mean | ACTSE AACT R R Min R M
1 ] Sample 1 EXOM PIMNK1 23.243 -0.623 0.022 0.178 0.884 0.829 0.942
2 Sample 1 RMazaP 23866
3 '] Sample 2 EXOMN PINK1 21.396 -0.611 0.016 018 0.877 0.836 0.9z
4 Sample 2 RMazaP 22007
5 O Sample 3CT EXOMN PINK1 20916 -0.5493 0.011 0.208 0.866 0.837 0.895
3] Sample 3CT RMasaP 21.509
7 O Sample 4 EXOMN PINK1 23.5996 -0.655 0.025 0.147 0.903 0.84 0972
8 Sample 4 RMazaP 2425
] O Sample 5§ EXOMN PINK1 21.57 -0.566 0.053 0.235 0.85 0.725 0.996
10 Sample 5 RMazaP 22136
11 Sample 6CT EXOMN PINKI1 20.981 -0.801 0.021 0 1 0.94 1.064
12 Sample BCT RMasaP 21.782

Figura 10. Ejemplo de los resultados de dosis génica obtenidos por el método
comparativo AAct empleando el programa version 2.2 del equipo STEP ONE.

El criterio para saber si se presentaba una delecion o duplicacion se resume en
latabla 8.

En el ejemplo de la muestra 5, el valor de RQ es de 0.849 y de acuerdo con la
tabla 8 cae en el rango de dosis normal, por lo que se infiere que esta muestra no

presenta delecion ni duplicacion del exén analizado de PINKL1.

Tabla 8. Rangos de dosis génica normal y alteraciones homocigotas /
heterocigotas.

Rango Criterio de dosis génica
0-0.3 Delecion homocigota (del hm)
0.31-0.65 Delecion heterocigota (del ht)
0.7-1.3 Normal
1.45-1.75 Duplicacién heterocigota (dup ht)
1.76-2 Duplicacién homocigota (dup hm)

Tomado de Toft M, Myhre R, Pielsticker L, et al. 2007
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Las muestras que presentaron delecion (del) o duplicacién (dup) se confirmaron
en un segundo andlisis en una reaccion de 20 pL. Cada muestra se realizd por

triplicado.

En la Figura 11 se muestra un grafico de dosis génica calculada por el método
comparativo AAC+ del programa del equipo STEP ONE versién 2.2. Se muestra el
control que da valor de dosis de uno, una muestra que presenta una deleciéon
heterocigota con un valor de dosis de 0.4 y una muestra con una duplicacion

homocigota exénica con valor de dosis de 2.

Guantificacidn relativa vs Muestra

a1 dup hm
2.0
1.8
1.8 dup ht
1.7
1.8
1.8
w 1.4
-.2_, 1.3
X2
E o control
0 10
[T
8 0.8
!::: 0.8
5 0.7
I o8
3] del ht
0.5
o4 del hm
0.3
0.2
0.1

0.0

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Control

Muestra

Figura 11. Grafico para la representacion del célculo de dosis génica en cuatro
muestras (1-4) y un control, empleando el método comparativo AACT. Dup:
duplicacion, del: delecién, hm: homocigota, ht: heterocigota.
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DIAGRAMAS DE FLUJO DE LA METODOLOGIA EMPLEADA:

a) Busqueda de alteraciones de secuencia en PINK1

i 2 Preservacion de células .
Obtencion Extraccion de DNA
mononucleares y

muestra de m - ] gendémico
sangre periférica separacion del plasma

de muestras sanguineas

PCR de los ocho

Analisis cuantitativo del
exones de PINK1 . Andlisis cualitativo
DNA mediante
, del DNA
espectrofotometria
e s Purificacién de la
Purificacién del Reaccién de N
amplicon por secuenciacion, método |l .
columna P secuenciacion
g mediante filtracién o
precipitaciéon
Andlisis de las alcohdlica
secuencias y consulta Electroforesis capilar en
en bases de datos | G——] equipo AB3130 y
publicas Desnaturalizacion
en presencia de

formamida

Todas las muestras que en el proceso del inciso a) resultaron con 0-1 mutacion

continuaron el proceso del inciso siguiente.

b) Busqueda de alteraciones de dosis en PINK1

p Analisis de
PCR duplex en P — Los resultados
. osis de 3
tiempo real y . da (_:u 0% eI con alteracién
¢/muestra por
de c/u de los triplicadop OS'? pzr € se confirman al
exones de | ) ’ meto O_ menos 2 veces
incluyendo comparativo on ensavos
PINK1 vs RNAsaP controles AA o . 'y

independientes
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RESULTADOS

Se obtuvieron los productos de la PCR para los ocho exones del gen PINK1, a
partir de las condiciones de reaccién especificadas en la metodologia. En la figura
12 se muestra una imagen representativa de los productos de PCR de los exones
3 y 4 de PINK1 de 19 pacientes. Los productos fueron separados mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%p/v en amortiguador TBE 1X y
visualizados con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta. En el primer carril de la
izquierda se muestra el marcador de pesos moleculares, la segunda banda de
abajo arriba de este marcador corresponde a 246pb. Los siguientes 15 carriles
corresponden a la PCR del exdn 3; y los ultimos 4 carriles corresponden a la PCR
del exon 4 del gen PINK1. Los productos de PCR para el exén 3 tienen un peso
molecular de 250pb que corresponden con la segunda banda del marcador,
mientras que los productos de PCR para el exén 4 tienen un tamafio de 373pb por
lo que se ven por encima de la segunda banda del marcador. En la electroforesis
la migracion de particulas es por cargas y por tamafio; tal que, primero migran los
productos de menor tamafo, seguidos por los de tamafio medio y asi

sucesivamente.

1 i 4 (A Ch ST 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

-

369pb — — — —
24591)!-——-— R ——— et

Exén 3 Exon 4

Figura 12. Electroforesis de productos de PCR de los exones 3y 4 de PINK1 de
pacientes con EP-ITE, en gel de agarosa al 1.5%p/v en amortiguador TBE 1x.
Primer carril de la izquierda: marcador de pesos moleculares. Carriles 2 a 16,
amplificacion de exdén 3 y del carril 17 a 20 exén 4 de PINK1 de muestras de
pacientes con EP-ITE.
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Todas las muestras que amplificaron en la PCR y fueron visalizadas en el gel de
agarosa (en este ejemplo todas excepto la muestra del carril 7), se purificaron para
eliminar los posibles residuos de oligonucle6tidos y DNA no amplificado, los cuales
pueden afectar a la reaccién de secuenciacion. Asi siguendo con el ejemplo para
los exones 3 y 4, se volvié a realizar una electroforesis en gel de agarosa al
1.5%p/v en TBE 1X, pero esta vez solo se cargo en cada carril 1.5uL del purificado
de cada PCR. Este gel se observa en la figura 13 donde nuevamente en el carril
uno se colocd marcador de pesos moleculares y en el resto de los carriles los

productos purificados de la PCR de los exones 3y 4.

MPM 2 3 4 5 6 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Exdn 3 Exon 4

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x. Verificacion de los
productos purificados de PCR para los exones 3y 4 de PINK1.
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Secuenciacion

Se obtuvieron las reacciones de secuenciacion por el método de Sanger, de los
productos purificados de la PCR de los 8 exones del gen PINK1, para los 45
pacientes de EP-ITE. Las secuencias de los ocho exones (nho mostrados) se
separaron por electroforesis capilar en un equipo AB3130. Este equipo cuenta con
un laser y un sistema de deteccion de fluorescencia y traduccion de la sefal
(camara CCD) y presenta los resultados de secuenciacion en un electroferograma.
Un ejemplo de un electroferograma obtenido, se muestra en la figura 13 donde se
visualiza un segmento de veintitrés bases de la secuencia de DNA del exon 2 de
PINK1. En el electroferograma observamos el orden de las bases, las cuales
presentan diferente color: adenina (A) en color verde, timina (T) en rojo, citosina

(C) en azul y guanina (G) en negro.

FARKZ_14E2_SUT2-U0-19_EUS HISgMent base 5231, Base 231 of 513
.Pl. T T C T T T T € T € % T _C P« C A G G C .Pl. .Pl. T
T T T €C T C T C C A G

Figural3. Ejemplo de electroferograma de una secuencia parcial del exén 2 de
PINK1.

Las secuencias se analizaron mediante los programas Sequencing Analysis v5.3
de AB y Sequencher v5.0 de GeneCodes. Las variantes genéticas identificadas
en los 45 pacientes de cada exdén del gen PINK1 se muestran en la tabla 9. Los
exones uno, cinco, siete y ocho si presentaron variaciones genéticas, en los
exones restantes no se encontré variacion alguna. En la primera columna de la

tabla 9 se enumeran los 8 exones del gen.
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Tabla 9. Variantes de secuencia encontradas en los ocho exones de PINK1 en pacientes con EP-ITE (N= 45).

Numero de
rs (dbSNP) Variante Residuo pacientes Pgtpge- Dom|n|o Referencias
nicidad proteico
exolnica proteico
hm
1 rs45530340 0.5283 Leu63Leu 2 6 NO Transito | Valente EM, 2004, Groen JL, 2004,
Schlitter AM, 2005
C>T
NR 9.5367 Gly91GlyfsX 1 0 Si Transito
delC 14
2 - - - - -
3 - - - - -
4 - - - - -
5 rs3738136 | g.2097211 | Ala340Thr 0 7 NO Cinasa Valente EM, 2004, Groen JL, 2004,
1G>A Clarimén J, 2006, Tan EK, 2006,
Wang F, 2006
6 - - - - -
7 NR g.20618 Ala443Alafs 0 1 Si Cinasa
delC X38
8 rs10434224 g.22053 Asn521Thr 6 12 NO C-terminal | Valente EM, 2004, Rohé CF, 2004,
ASC Groen JL, 2004, Schlitter AM, 2005,
Clarimén J, 2006, Tan EK, 2006,
Myhre R, 2008, Godeiro-Junior C,
2009

(NR: no reportado, hm: homocigoto, ht: heterocigoto, --: No se observd ninguna variante en estos exones). Base de datos especifica para la
enfermedad de Parkinson (http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB) (Nuyteman K 2010)
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En la segunda el registro asignado (rs de referente sequence) si ya ha sido
reportada por la base de datos publica de SNP denominada dbSNP encontrada en
la pagina electronica de NCBI (National Center for Biotechnology Information

www.ncbi.nlm.nih.gov). En este trabajo, identificamos dos variantes que no han

sido reportadas previamente (NR); una de ellas se localiza en el exon uno y la

otra, en el exdén siete.

En la tercera columna se presenta la variante exénica encontrada en cada exon
con la nomenclatura de acuerdo a HVG (por sus siglas en inglés, human genome

1] ”

variation society, http://www.hgvs.org/mutnomen/) donde la “g” indica que es a

nivel de DNA gendmico, la posicién en bases donde se encuentra y el cambio de
base que ocurre. Por ejemplo, para la variante g.5283 C>T indica que el cambio
ocurre en la posicion 5283 del gen y el cambio es una citosina por una timina. Un
cambio similar ocurre en los exones 5y 8. Pero en los exones 1y 7 no hay cambio

de base, sino una delecién de una citosina.

La siguiente columna indica el residuo proteico afectado por la variante exdnica.
Donde el cambio de una base o en su caso la delecion de una base, genera un
nuevo coddn que puede codificar para el mismo aminoacido tratandose de una
variante sindnima, tal es el caso de Leu63Leu (Leucina- Leucina), donde el cambio
de aminoéacido es en la posicion 63. En las imagenes de la figura 14 se muestra el
electroferograma representativo de estas variantes sinonimas, Leu63Leu el
cambio de base (indicado por una flecha) citosina por timina (C>T), y sus tres
genotipos: en inciso a) la variante homocigota (TT) y b) en la heterocigota CT, las
cuales con el cambio de base generan un nuevo codon -CUU-, y en c) el genotipo

silvestre —CUC-, ambos codones codifican para leucina.
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a) = PARKZ2_10E1_2011-11-20_HO01 Fragment base #260. Base 260 of 562
C G G G C T C C T AACC G T C °
G 6 C TCOGGGCTTTOCT CT ARTCLCTECGTTECI

b]' = PARKZ_14E1_2012-08-24 C03 Fragment base #94. Base 94 of 448
G &G cC T C G G G cC T “— C C T A A C C G T C
3 1) A d 3 3 3 dA H a9 d AT T d @ I A d
PN AN VA VN AA/\/\/M
Cl‘ PARKZ 3E1_2011-11-30_C01 Fﬁﬁm bsse #3157, Base 357 of 563
G G C T € G G G C T C CcC T A AC C g T C
G G C T CIGGIGTCT ’ C C T ARARCTCGT C 1

M WA

Figura 14. Electroferograma representativo de la secuencia parcial de exoén lde
PINK1. Se muestran los genotipos del polimorfismo Leu63Leu. a) Homocigoto TT,
b) heterocigoto CT y ¢) homocigoto silvestre CC.

También en las variantes exonicas p.Gly91GlyfsX y p.Ala443AlafsX38 el codon
resultante de la delecion codifica para el mismo aminoacido, en la posicion 91 y
443 respectivamente pero como se genera un corrimiento de marco de lectura y
un codon de paro a 14 y 38 posiciones, respectivamente, es evidente que hay un
cambio de aminoacido después de este coddn.

En la figura 15 I) se observa un electroferograma representativo de la secuencia
parcial del exén uno con la variante p.Gly91GlyfsX14, en inciso a) se indica con
una flecha en donde se presentd la delecion homocigota de una citosina y es
comparada con la secuencia silvestre (b). Esta misma figura en 1l) ejemplifica en
a) la secuencia silvestre con el codon — GGC- que codifica para glicina y en inciso
b) el nuevo codon generado a partir de la delecion de la cual genera el codon —
GGT- que también codifica para glicina. Sin embargo, la delecion de la citosina
genera un corrimiento de marco de lectura por lo que se genera un codén de paro

prematuro, a 14 aminoacidos después del sitio de la delecion.
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Al igual que en la figura pasada, en la figura 16 en I) se muestra la secuencia
parcial de la variante p.Ala443AlafsX38 con la delecion de una citosina en estado
heterocigoto encontrada en un paciente. La cual genera un codon de paro
prematuro a 38 aminoacidos después del sitio de la delecion (mostrado en Fig.
15-1) y por lo tanto un corrimiento del marco de lectura. Esta misma delecion
también fue identificada previamente en el grupo de trabajo (Marquez D. 2011) en
2 pacientes de un caso familiar con EP-ITE y ahora en un tercer caso no

relacionado y sin antecedentes familiares.

1))

a) Silvestre
cDNA CTGGGGTGCGCGGECCCTTGCGGCCEGGGCAGTCTTTCTGGCCTTCGGGCTAGGG
prot --W--j}--¢--2--6--p--C--G--R--A--V--F--L--A--F--G--L--G-
b) Delecién
S eileleleley oele [y  [celd  @ONe  ywNe el [ellehvNelele
prot —-W--|}----rR--B--1-§--2-B§--0--§--F----p--f--G-stop
GGC--Gly
GGT -- Gly

Figura 15. Electroferograma secuencia parcial del exdén 1 de PINK1. Se muestra
) la mutacién Gly91GlyfsX14 causada por la delecién de una citosina, en la
posicion de Glicina 91; a) delecibn homocigota, b) secuencia silvestre. II) Se
muestra el corrimiento de marco de lectura y la generacion de un codén de paro
prematuro a 14 aminoacidos del corrimiento.
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cDNA TGGGCAGTGGGAGCCAT CGCITATGAAAT CTTCGGGCT

Prot --W--A--V--G--A--I--f}--Y--E--I--F--G--L

b)  Delecidn
cDNA TGGGCAGTGGGAGCCATCGCTEAANSETCGEEET
Prot --W--A--V--G--A--I--|}--§--k--B--s--F¢
GCC - Ala

CTA -- Ala

Figura 16. Secuencia parcial del exon 7 de PINK1 donde se muestra )

mutacion g.1423delC, p.Alad443AlafsX38 causada por la delecion de una citosina
en la posicion de Alanina 443; a) Secuencia silvestre, b) delecion heterocigota. I1)
Se muestra el corrimiento en el marco de lectura generando un codén de paro

38 residuos después de la mutacion.
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Como las variantes Gly91GlyfsX en el exdn uno y Ala443AlafsX38 en el exon siete
de PINK1 generan un codon de paro prematuro, y por lo tanto una proteina trunca,
se determiné el tamafio de las proteinas empleando las herramientas de

bioinforméatica Espasy Translate (http://web.expasy.org/translate/) y Uniprot

(www.uniprot.org/uniprot/Q9BXM7). Los tamafios deducidos por estas

herramientas muestran que el tamafio de la proteina silvestre es de 58laa. La
proteina mutante, resultado de la variante Gly98GlyfsX es de 105aa, esta proteina
es muy pequefa debido a que el coddn de paro ocurrio muy cerca del sitio de la
delecion en el exon uno. Y por ultimo el tamafio de la proteina resultante de la

secuencia con la mutacién Alad443AlafsX38 es de 481aa (Figura 17).

54


http://web.expasy.org/translate/

Isabel Mosqueda Tapia

a) Proteina Silvestre de PINKL.

10 20 30

MAVRQALGRG LOLGRALLLR FIGEPEHAYE

70 B0 a0
LELFNRLEFEF RQSVAGLAAR LORQEVWEAW

120 140 150
AVSACQEIGA IFTQESEPGE DELDTERLQE

150 200 210
HLEVIE3TGEL LEGREPEIIA PEEGQERAPG

250 2E0 270
LVPAIRVALAE GEYGAVIYRE JFERGFFLAF

310 220 =i}
JELHPEGLEH GRILEFLVMEN YECTLROYLC

370 280 350
ROLESDNILY ELDEDECPWL VIADEGETCLAE

430 440 450
ARPEPFRAVID YIFADAWAVE .!l.IlEl!'.E'.I PELY

450 S00 510
DVRQLVRALL QREAIFRFIA RVAARNVLHLI

550 560 570
ANRLTERCCV ETFMFMLFLA NLECETLCQA

b} Proteina mutante. Gly91Glyfsxl4

MAUVROARLGRE LOLERALLLE ETCGEPERAYE

70 BO 11]
LGLENALAEF RQSVAGLARR LQROEVVRARW

c) Proteina mutante. Alad43Alafs)38

10 20 a0
MAVAGALGAG LGLGRALLLA FTGRPGRAYG

70 BO g0
LGLENRLAEF RRSVAGLARR L@RGEVVRAW

13p 140 150
AVIACQEIQA IFTQRIEPGE DELDTERLOG

180 200 210
HLEVIE3TEL LEPGREPEFIIA PGEGRERAPGE

250 2E0 270
LVPRIEVALA GEYGAVIYRE JERGEFLAP

310 320 330
SELHPEGLEH GRILFLVMEN YECTLROYLC

a7 380 ago
RDLESDNILY ELDFDECEWL VIADFECCLA

a30 240 450
ANFGPRAVID YSRADAWAVE AIJMFSSGLS

481nm

Ti

40 20 &0
LGRPGPARGC VRAGERPGWAR GPGAECHRVG

100 110 120
Bcaceoopav FLAFGLGLGL IEERQAESHR

1&0 170 180
FELEEYLIEZR SIGRGECIAAV YEATMETLEQ
220 230 240
APAFPLATFM MWNI3AGEI33 EAILNTHSQE

280 250 200
HENIIRVLEA FT3JVPLLEF ALVDYPINLE

240 as50 2ED
VHNTPSPRLAR MMIIOLLECY DHLUVDDETRH

400 410 420
DEIIGLQLEE 33WYVDREEN ECLMAPETIT

260 470 480
WNEFYGQGRAH LESRSYQEA( LEOALEESVEE

S20 530 540
LWEEHILALE NLELDFMVEWN LLOOSAATLL

ALLLCIWRARZ L

LERPEPARGT VRGERPEWRAR GPEAEPTREVE

100 10528
Brraraacgs FWEaGs
a0 50 €0

LGREGFAAGC VRAGERFGWAA GEGAEFHRVE

100 110 120
GCAGPCGHAY FLAFGLGLEL IEERGAESAR

160 170 180
FRLEEYLIGD SIGEGCIAAT YEATMETLEQ

220 2ao 240
APAFFLATRM MWHISAG355 EATLNTHSQE

280 250 200
HENIIEVLEA FI3IVELLEE ALVDYPINLE

340 350 JE0
VNTP3PRLAR MMILOLTECY DHLVDOETEH

200 210 azn
DESIGLGLEPF SIWYVDRGEN GCLMAPEVST

260 a70 L]
IPSTARARPTL FAAATFRLEY LHCLESQCLY

Figura 17. Prediccion de las
secuencias proteicas mutantes
de PINK1. En a) secuencia de
la proteina silvestre, b) Proteina

mutante resultante de la
delecion homocigota
p.Gly91GlyfsX14 y c) Proteina
mutada por la  delecion

heterocigota p.Ala443AlafsX38.

En rojo se muestran los
aminoacidos afectados por las
mutaciones.
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En ocasiones el cambio de una base en la secuencia de un gen, puede generar un
codon que codifique para otro aminoacido diferente al silvestre. En este caso se
trata de una variante no sinénima como la observada en este trabajo: Ala340Thr
donde ocurrié el cambio de una alanina por una treonina en la posicién 340 de la
proteina PINK1. Otro caso similar fue la variante Asn521Thr; donde el cambio es
de asparagina por treonina en el residuo 521 de la proteina. La figura 18 muestra
el electroferograma de la variante Ala340Thr, donde se observa el cambio de base
(indicada con flecha) de una guanina por una adenina. En el inciso (a): se muestra
el genotipo heterocigoto GA gque genera un nuevo codén —ACC- que codifica para
treonina y en el inciso (b) se muestra el genotipo silvestre GG del codoén original —
GCC- el cual codifica para alanina.

ragment base #80. Base B0 of 264 =

-06- F
CIRBlc c A T G AT G C T G
C ARC CA TG AT G C T G

Figura 18. Electroferograma representativo del polimorfismo Ala340Thr
encontrado en el exdon 5 de PINK1. En a) genotipo heterocigoto GA, b) genotipo
silvestre GG.

En la figura 19 se presentan los tres genotipos de la variante Asn521Thr, en: a) y
b) la variante heterocigota y homocigota que generan el codén —ACU- que codifica
para treonina (Thr), y en c) el genotipo silvestre con el codon —AAU- que codifica

para asparagina (Asn).
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Figura 19. Electroferograma representativo de la secuencia parcial del exén 8 de
PINK1. Se muestran los tres genotipos para la variante Asn521Thr .a) heterocigoto
AC, b) homaocigoto CC, y ¢) homocigoto AA silvestre.

La tabla 9 también indica el niumero de pacientes en estado homocigoto y
heterocigoto que se encontraron para cada variante (columna cinco). En la
variante Leu63Leu se observd en dos pacientes en estado homocigoto y seis en
estado heterocigoto. Encontrando solo un paciente en estado homocigoto para
Gly91GlyfsX14 y uno en estado heterocigoto para la variante Ala443AlafsX38, de
igual forma para la variante Ala340Thr del exdn 5 se encontro en siete pacientes
en estado heterocigoto. Finalmente en el exén 8 la variante Asn521Thr fue la de
mayor prevalencia, presentandose en dieciocho pacientes, seis en estado
homocigoto y doce heterocigotos. Las variantes Leu63Leu, Ala340Thr vy
Asn521Thr se consideran polimorfismos ya que su frecuencia en controles en

diferentes poblaciones es mayor a uno (http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB ).

De esta ultima variante Asn521Thr, nos llamé la atencién su alta prevalencia en

pacientes en este trabajo (N=45) y en un estudio previo del grupo de trabajo
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(Marguéz D. 2011), lo que nos hizo considerarlo como un posible marcador de
riesgo para desarrollar EP-ITE en poblacion mexicana. Por ello, se realizé un
estudio en cincuenta controles sanos de nuestra poblacion (Datos de reporte de
Servicio Social de Gonzélez P). En los controles se encontr6 la variante
Asn521Thr sdélo en estado heterocigoto, pero no en estado homocigoto. Por lo que
la variante en estado homocigoto podria ser un posible marcador. Después se
realiz6 el andlisis estadistico de las frecuencias alélicas y genotipicas de la
variante con prueba de Chi cuadrada y la prueba estadistica para obtener el riesgo
relativo y OR (odds ratio) mostrado en la tabla 10, para lo cual se emplearon datos
de controles y pacientes. Un OR con valor menor a uno, nos dice que se trata de
un polimorfismo de proteccion; por el contrario un OR mayor a uno, nos indica que
el polimorfismo es de riesgo y dicho polimorfismo se encontrara con mayor
frecuencia en el grupo de pacientes en comparacién con los controles. Nuestra
OR calculada fue de 4.7, lo que sugiere que el polimorfismo Asn521Thr en estado

homocigoto es de riesgo para el desarrollo de la EP.

Se obtuvo la comparacibn con la base de datos de PDGene

(http://www.pdgene.org/) la cual incluye una lista exhaustiva de todos los genes vy

sus polimorfismos para estudiar su posible asociacién con la EP. Esta base de
datos incluye una meta-analisis de esta variante, donde la asociacion es limitrofe
con un OR 0.93 (0.85-1.01) y un intervalo de confianza del 95%.

Tabla 10. Estudio de casos-controles para la frecuencia de la variante homocigota
Asn521Thr.

Parametro
OR 4.76923 (95% CI: 2.968 < OR < 7.664)
Riesgo relativo: 1.653333 (95% CI: 1.452 < RR < 1.883)

OR: odds ratio, OR> 1 el SNP es de riesgo, OR<1 el SNP es de proteccion.
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La columna seis de la tabla 9 indica la prediccion de qué tan dafiina puede ser un
cambio no sinénimo en las propiedades de la proteina estudiada. Este valor de
prediccién de patogenicidad se obtuvo con la herramienta de bioinformatica

PolyPhen ( http://genetics.bwh .harvard.edu / ppc ). Polyphen predice el posible

impacto de una sustitucion de aminoacido en la estructura y la funcion de una
proteina humana usando consideraciones fisicas y comparativas directas. El
analisis de las variantes Leu63Leu, Ala340Thr y Asn521Thr mostré que no son
perjudiciales al no presentar un impacto por la sustitucion de los aminoacidos
involucrados y por lo tanto no son patogénicas. A diferencia de las mutaciones

Gly91GlyfsX14 y Ala443AlafsX38 las cuales son predecidas como patogénicas.

En la tabla 11 se mencionan las caracteristicas de los pacientes que presentaron
las mutaciones patogénicas causadas por la delecion de una citosina. Ambos
casos son de género masculino y sin antecedentes familiares; sin embargo, se
observa que el paciente con la mutacion Gly91GlyfsX14 inicia la EP a menor edad
gue el de la mutacion Ala443AlafsX38, lo que podria sugerir que el tamafio de la

proteina influye en la edad de inicio de la enfermedad.

Tabla 11. Caracteristicas de los pacientes que presentaron mutaciones
perjudiciales que afectan la funcion de la proteina.

Caso PK Mutacioén Género Edad AF
1 394 Gly91GlyfsX14 M 19 )
2 512 Ala443AlafsX38 M 28 )

PK: namero de paciente con EP, AF: antecedentes familiares, M: masculino.

En la columna siete de la tabla 9 se indica en qué dominio de la proteina PINK1 se
encuentra la variante exonica. Las dos variantes exonicas en el exon 1 se
encuentran en la region de transito, las variantes del exon cinco y siete, en el
dominio de cinasa y la variante del exén ocho en la region carboxilo terminal de la
proteina. Y por ultimo en la dltima columna de la Tabla 7, se encuentran las
referencias donde se han descrito estos SNPs, incluyendo la base de datos

especifica para la enfermedad de Parkinson (http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB).
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Variantes intrénicas

La localizacion de los oligonucledtidos en las uniones exén-Intrén del gen PINK1,

permitié6 analizar

aproximadamente 20 nucleétidos de secuencia intronica,

incluyendo el sitio donador (57) y aceptor (3") de splicing. La tabla 12 muestra las

variantes intronicas encontradas en las secuencias obtenidas de los pacientes. Se

encontraron cuatro variantes que ya han sido reportadas y también analizadas por

nuestro grupo de trabajo utilizando

la herramienta Human splince finder

(http://www.umd.be/HSF/) como no patogénicas por no alterar el proceso de

splicing por (Marquez D. 2011).

Tabla 12. Polimorfismos intrénicos identificados en los pacientes con EP-ITE

(N=45).
Intron Variante Numero de pacientes
homocigoto | heterocigoto
1 rs2298297, 1 3
IVS1+3842C>G
rs2298298, 22 11
IVS1+3900A>G
5 rs3131713, 13 10
0.20972048
G>A
3'UTR | rs686658, 10 7
0.22274A>T

De la Figura 20 a la 23 se ilustran los genotipos de las variantes intrénicas

encontradas en esta muestra, las cuales se reportan en la tabla 12.
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muestran los genotipos de la variante rs2298297, 1IVS1+3842C>G. a) homocigoto

GG, b) heterocigoto CG y c) silvestre CC.
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Figura 21. Electroferograma representativo de la secuencia intronica, donde se

muestran los tres genotipos para el polimorfismo rs2298298, 1IVS1+3900A>G. en

a) homocigoto GG, b) heterocigoto AG y c) silvestre AA.
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%
bl' = PARKZ2_ 28E5 2012-06-14_F08 Fragment base #26_ Base 286 of TT6 -
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* PARKZ2_16E5_ 2012-01 -23 E06 Fragment base #33_. Base 22 of 284 =
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Figura 22. Electroferograma representativo de la secuencia intronica, donde se
muestran los tres genotipos para el polimorfismo rs3131713, g.20972048 G>A. en
a) homocigoto AA, b) heterocigoto GA y c) silvestre GG.

Figura 23. Electroferograma representativo de la secuencia intronica. Se
muestran los tres genotipos para el polimorfismo rs686658, g.22274 A>T. En a)
homocigoto GG, b) heterocigoto AG.
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Dosis génica

Se incluyeron 55 muestras de pacientes con EP-ITE de secuencias ya analizadas
y las 45 muestras analizadas en este trabajo (N=100). La determinacion de dosis
génica se realiz6 mediante PCR en tiempo real en un equipo STEP ONE (Applied
Biosystems). Obtuvimos las amplificaciones para todos los exones de PINK1 (no
mostradas), en la figura 24 se muestra un ejemplo de la amplificacion para el exén
6 de PINK1 y el control endogeno RNasaP. Donde ARn indica la intensidad de la
emisién de la fluorescencia del reportero dividida entre la intensidad de la emision

de fluorescencia del gen de referencia.

£ L e
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2.50 4
2.25 1
2.00
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Figura 24. Grafica representativa de amplificacion. ARn vs ciclos del exén 6 de
PINK1. PINK1 (azul) y RNasaP (rosa).
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Se analiz6 la dosis génica de los 8 exones del gen PINK1 de 100 pacientes. La
muestra estuvo constituida por 38 mujeres y 61 hombres, con una edad promedio
de 36.8 afos, de los cuales 27 casos presentaban antecedentes familiares
positivos. La tabla 13 muestra las variaciones estructurales encontradas en el gen
PINK1, de los 100 pacientes con EP-ITE. Se identificaron diferentes variaciones
estructurales en nueve casos. Siete pacientes mostraron alteracion de dosis en el
exon 1; seis de éstos presentaron delecién (heterocigota y homocigota) y un caso
mostré una duplicacion en estado homocigoto. La muestra PK220 presento
duplicacién heterocigota; en los exones 2 y 5 (heterocigoto compuesto) y en la

muestra PK57 se identificé una duplicacién homocigota en el exon 7.

Tabla 13. Variaciones estructurales de los ocho exones de PINK1.

PK | Género Edad AF
L
8 F

40 NO del n n n n n n n

1
ht

2 20 F 22 Sl del n n n n n n n
ht

3 57 M 31 NO n n n n n n [dup| n

hm
4 220 M 34 NO n dup n n dup | n n n
ht ht

5 332 F 40 NO del n n n n n n n
hm

6 363 F 33 SI dup n n n n n n n
hm

7 472 M 42 NO del n n n n n n n
ht

8 543 F 45 NO del n n n n n n n
ht

9 635 F 20 Sli del n n n n n n n
ht

PK: registro de paciente con EP, F: femenino, M: masculino, AF: antecedentes familiares, del:

delecion, dup: duplicacién, hm: homocigota, ht: heterocigota, n: normal
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De los 100 pacientes analizados para dosis génica se encontrdo 9% de casos con
variacion estructural génica. De éstas, 66.7% correspondieron a deleciones y

33.3% a duplicaciones.

En la figura 25 se muestra un caso familiar de dos hermanas con EP-ITE caso 2 y
9 de la tabla 13 (casos Il.1 y 11.8 del arbol genealdgico figura 25b), quienes
presentaron una delecion heterocigota en el exdn uno de PINK1 con un valor de
dosis génica de 0.62 que se compara con la dosis de un control que tiene un valor
igual a uno (25a). El criterio para determinar la variante estructural se tomé de la
tabla 8 descrita en la metodologia. En el arbol genealdgico de este caso familiar
de EP-ITE, el caso indice esta marcado con una flecha (individuo 11.1), y a cada
lado de las pacientes estudiadas, se indica la edad de inicio de la EP. En el arbol
se observa que el individuo 1.7 también esta afectado por la EP, sin embargo no

se contd con su muestra para su estudio.
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a) 2
2.,
PK20 Control
b)
1.8 1.7 1.6 I.5 1.4 1.1
22 anos 20 anos

D O O 1 O © C

Figura 25. a) Dosis génica de delecion heterocigota del paciente PK20 y la dosis
de un control. b) Genealogia familiar de los casos 2 y 9 que presenta la delecién
heterocigota (individuos 11.1 y 11.8) y sus edades de inicio.
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DISCUSION

Hasta la fecha se han reportado 138 diferentes tipos de mutaciones en el gen
PINK1 como son: mutaciones puntuales, deleciones de uno o varios exones que
provocan la terminacion prematura en la traduccion o bien deleciones que
conservan el marco de lectura, inserciones o deleciones de uno o mas pares de
bases ocasionando mutaciones con cambio en el marco de lectura, y mutaciones
en las regiones intrénicas que afecten el sitio donador de splicing (Tan E, et al
2006, Myhre R, et al 2008; PDmutDB). Este trabajo amplia el espectro de
mutaciones de PINK1 en la EP-ITE con la identificacion de 2 nuevas mutaciones
ambas deleciones de una citosina y 9 variaciones estructurales o CNVs del gen: 6

deleciones y 3 duplicaciones.

El interés de identificar la prevalencia de mutaciones y alteraciones estructurales
(CNVs) en el gen PINK1 de poblacion mexicana es el de identificar posibles
marcadores genéticos de la poblacion, los cuales pueden ser factores de riesgo
para el desarrollo de la EP, ya que se ha observado en muchos casos que el
efecto de una determinada variacion genética depende del grupo étnico del
paciente. A modo de ejemplo Li C, et al encontraron la variante Gly2385Arg de
gen LRRK2 en poblacién asiatica incrementando la susceptibilidad de dos a tres
veces de padecer EP en las poblaciones de China, Jap6n y Corea, sin embargo la
variante no se ha encontrado en otras poblaciones como en la europea. En este
trabajo se reportan mutaciones y CNVs que no han sido reportadas en ninguna

otra region.

También es de interés saber el posible riesgo o efecto atribuible a las variantes
encontradas. Xiong H, et al investigaron en células de neuroblastoma la
ubicuitinacion de Parkina en presencia de PINK1 silvestre y una mutante
patogénica de este, observando que la ubicuitinacion se reduce notablemente

con PINK1 mutada y con ello la disfuncion mitocondrial.
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La base de datos de la EP (PDmutDB) reporta que la mayoria de las mutaciones
caen en el dominio cinasa de la proteina PINK1 en un 71%, un 28% en C-terminal
y solo 7% en el dominio transito. Entonces como la mayoria de las mutaciones
asociada a la EP se asignan a las regiones conservadas del dominio catalitico
cinasa de PINK1, es posible que la pérdida de actividad catalitica de este dominio

sea la causa comun de EP (Cookson M, 2012).

Hung S, et al emplearon sistemas de células de insecto infectadas con baculovirus
para expresar la proteina recombinante que consiste en el dominio cinasa de
PINK1 ya sea solo [PINK1 (CD)] o con el cola C-termina PINK1. [PINK1 (CD + T)],
la introduccién de las mutaciones asociada a la EP con patrén de herencia
autosdmica resesiva, Gly386Ala y Gly409Val reduce significativamente la actividad
de cinasa PINK1 (KD). También demuestran que PINK1 (KD + T) es ~ 6 veces
mas activo que PINK1 (KD) por lo que se deduce que C-terminal tiene motivos
gue mejoran la actividad cinasa, en la selectividad de los sustratos. Dicho lo
anterior se explica la afectacion de las mutaciones predecidas como patogénica
por la herramienta Polyphen: p.Gly91GlyfsX14 y p.Ala443AlafsX38.

La delecion homocigota p.Gly91GlyfsX14 que se encontré6 en el exon 1 se
identifico en un caso de 19 afios de edad, sin antecedentes familiares, originario
del estado de Oaxaca. Esta mutacion no esta reportada en las bases de datos.
Sin embargo, en un trabajo anterior del grupo de trabajo (Marquez D. 2011), se
reporto la delecién en estado heterocigoto en otro caso esporadico no relacionado,
proveniente del Estado de México. Esta delecion no genera cambio de
aminoacido, esto ocurre a partir del siguiente residuo, generando un nuevo marco
de lectura con un codon de paro prematuro. Originando una proteina de 105 aa
(figura 17 b), por lo que pierde todo el dominio de cinasa asi como la regién C-

terminal, dejandola sin actividad catalitica.

Con respecto a la delecidon heterocigota p.Ala443AlafsX38 en el exén 7. La cual
también conlleva a una proteina trunca de 481aa, perdiendo solo parte del dominio

cinasa y toda la region C-terminal, lo que podria afectar el sitio catalitico y por lo
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tanto no ejercer su actividad, causando asi la disfuncién mitocondrial ( Nuytemans
K. et al 2010). La edad de inicio de la EP del paciente con la mutacion es de 28
afios, no tiene antecedentes familiares y es originario del estado de Veracruz. De
manera interesante, en el estudio previo del grupo de trabajo, esta mutacion
también se identifico en una familia de San Luis Potosi (Marquez D 2011). Seria
importante realizar un estudio mas amplio en familiares de este paciente.
Desafortunadamente, las muestras de los progenitores de los pacientes no

estuvieron disponibles para analizar la segregacion.

Estas dos deleciones son consideradas patogénicas y representan el 2% de la
pequefia muestra analizada (n=100), lo que coincide con la literatura puesto que
estas mutaciones solo pueden explicar una pequefia fraccion de la EP
(Puschmann A 2011).

Llama la atencion que ambas mutaciones fueron descritas en otros pacientes no
relacionados y de diferente lugar de origen previamente estudiados por nuestro
grupo. Ademas la edad de inicio es mas temprana en la delecion homocigota del
exdn 1 que en la delecion heterocigota del exén 7, lo que explicaria que hay mayor
efecto de una proteina trunca de menor tamafio que pierde todo el dominio cinasa
a la de una de mayor tamafo que aun tiene parte del dominio catalitico (figura 17).
Seria necesario realizar un estudio méas detallado para determinar el origen de las

mismas asi como el mismo comportamiento con la edad de inicio de la EP-ITE.

La tabla 9 muestra los polimorfismos tipo SNP encontrados en los 8 exones del
gen PINK1 de los 45 pacientes con EP-ITE. Estos SNPs (Leu63Leu, Ala340Thr,
Asn521Thr) ya han sido reportados y estudios funcionales en cultivos celulares
han demostrado que no son patogénicos (Valente E, et al, 2004

http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB). Sin embargo, se observdé una gran

prevalencia de la variante Asn521Thr, en estado homocigoto y heterocigoto
(Figura 19). En la literatura se sugiere que esta variante puede funcionar como
factor de riesgo e incrementar el riesgo de la EP, aunque es controversial por su

variacion en las distintas poblaciones (Groen J, 2004, Clarimén J, 2006). Por lo
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anterior, el grupo de trabajo (datos servicio social Gonzéalez P) determiné la
frecuencia de este polimorfismo en controles mayores de 50 afios y que no
padecian de algun desorden neurodegenerativo. El genotipo heterocigoto estuvo
presente en pacientes y controles. De manera interesante, ningun control
presento el genotipo homocigoto de esta variante. Esto ultimo llamo la atencion y
se pens6 como posible factor de riesgo para la EP-ITE en poblacion mexicana, por
lo que se realizé un analisis estadistico, el cual al dar un valor de OR mayor a
uno, sugiere que este genotipo podria influir en la susceptibilidad para el desarrollo
de la EP-ITE; sin embargo, seria necesario ampliar el tamafio de muestra para

confirmarlo (tabla 10).

Las variantes intrénicas aqui reportadas (tabla 12) ya fueron identificadas en
estudios anteriores incluyendo nuestro grupo de trabajo (dbSNP

www.ncbi.nlm.nih.gov ; Marquéz D, 2011), y mediante la herramienta de

bioinforméatica Human Splince finder (estudio in silico) se analizaron los posibles
cambios que afectan los sitos donadores y aceptores del proceso splicing, la

variante no altera la funcion por lo que no tienen asociacion con la EP-ITE.

En relaciéon a las alteraciones estructurales, CNVs identificadas en los 100

pacientes, identificamos tanto deleciones como duplicaciones.

Las deleciones se encontraron en el exon 1 de PINK1, siendo las deleciones
heterocigotas las de mayor prevalencia con 5 casos y solo un caso presenté
delecién homocigota al presentar una dosis de cero, Yy un ultimo caso presento
una duplicacion homocigota. Sin embargo, no se ha reportado duplicacion en
dosis génica para este exdn. Resulta interesante investigar como esta duplicacion

ejerce una disfuncion en PINK1 para generar la EP.

Las duplicaciones ya se han descrito en los otros genes recesivos causantes de
EP-ITE (PARK2 y DJ-1) En general, las duplicaciones de exones en un gen
multiexénico llevan a pérdida de funcién a través un proceso de splicing alterado,
un corrimiento del marco de lectura o una traduccion trunca por terminacion
prematura (Djarmati A, et al 2004; Pankratz N, et al 2011).
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En el arbol genealogico de la Figura 25 se presenta el caso familiar de tres
afectadas. Solo pudimos estudiar a dos de ellas (Il.1 y 11.8). Ambas hermanas
presentaron delecién heterocigota en el exén 1. El caso Il.1 presentd las
manifestaciones clinicas a los 20 afios y el caso 1.8 presenté manifestaciones
leves a los 20 afios. Tienen una tercera hermana (11.7) con EP y es de suponer

gue también presenta delecion heterocigota, aunque es necesario confirmarlo.

Las deleciones y la duplicacion en el exén uno se encuentran en el dominio de N-
terminal mitocondrial de PINK1 lo que puede perturbar la translocacién
mitocondrial. PINK1 es reclutado a la mitocondria por el receptor TOMZ20
(translocasa de membrana externa), cuando la membrana mitocondrial se
encuentra despolarizada, dejando hacia el citosol el extremo C-terminal del
dominio cinasa de PINK1 (Hung C, et al 2012), pero esto depende del potencial de
membrana mitocondrial, si PINK1 se incorpora a la membrana externa (OM) y
forma complejo con TOM20 o se importa en la mitocondria por un canal contiguo
formado por el complejo TOM y TIM23. Por lo que estas variaciones estructurales
en el dominio N-terminal podrian afectar el reconocimiento al receptor TOMZ20,
impidiendo su anclaje a la membrana externa mitocondrial y dar como resultado
una disfuncion mitocondrial. Esta situacion atraeria a parkina a la mitocondria
para su reclutamiento; se cree que junto a PINK1 participan en la misma via “rio
arriba” de la maquinaria de fision/fusion mitocondrial (Berger A, et al 2009;
Weihofen A, et al 2009; Perier C and Vila M 2012). De hecho, Kawajiri et al 2011y
Narendra D, et al 2008, 2009 se han demostrado que las mutaciones en ambos
genes resultan en un aumento de la fisibn mitocondrial en células de mamifero.
Ademads, parkina ha demostrado ser reclutada a las mitocondrias disfuncionales,
apuntando hacia un posible papel en la induccion de mitofagia ya que la
mitocondria es desprovista de mitofusinas, haciendo que ya no pueda ser
fusionada con otra sana, convirtiéndola en un blanco para la degradacion via

mitofagia.

El caso 3 (PK 57) muestra una duplicacion heterocigota en el exén 7 de PINK1, lo

gue supone una pérdida de funcion para causar la EP. Ahora bien, no sabemos
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cual es el tamafo de la region duplicada, puede ser todo el exdn e incluso
involucrar parte intrénica. Si pensamos que la alteracion se encuentra en el sitio
de cinasa, nuevamente hay pérdida del sitio catalitico. Kondopalli et al, sugirieron
qgue las mutaciones con pérdida de funcion en PINK1 darian lugar a la supresion
de la ligasa E3 y reduccion de la ubicuitinacion de los blancos de parkina llevando

asi a la degradacion via proteosoma.

El caso 4 (muestra PK220) es interesante ya que presenta dos duplicaciones
heterocigotas en el exén 2 y 5, por lo que hace pensar que en la segregacion cada
padre probablemente doné un alelo mutado, aunque seria necesario tomar
muestras de sus progenitores para analizar la segregacion. Y nuevamente las

mutaciones estan dentro del dominio cinasa, afectando se funcion.

De manera interesante, el 66.7% de los casos con variacion estructural no tuvieron
antecedentes familiares de la EP, por lo que se tratan de casos esporadicos. El
66.7% de las variaciones se presentaron en mujeres, dato que llama la atencion
pues existe una prevalencia mundial de EP mayor en los hombres (Searles N, et
al 2013). En relacion a la edad de inicio y la presencia de alteraciones en PINK1,
se observd que las deleciones se presentaron en casos con edad de inicio
alrededor de los 40 afios (ninguno tiene antecedentes familiares); excepto en el
casos 2 y 9 que presentaron edades de inicio de 20 y 22 afios (siendo el caso
familiar), y las duplicaciones se asociaron con edades de inicio alrededor de los 30
afos. El tamafio de muestras positivas con alteracion estructural en PINK1 es
pequefio, pero se observa una tendencia de una menor edad de inicio en
presencia de duplicaciones y en el caso familiar de delecion heterocigota. Seria
interesante ampliar la muestra y ver si se confirma esta tendencia para buscar una

explicacion bioldgica.

Los primeros estudios de mutaciones de PINK1 se enfocaban exclusivamente en
las mutaciones de secuencia. Debido a estos, la frecuencia de mutaciones podria
estar subestimada ya que no existen muchos estudios de variaciones estructurales

en el gen PINK1. En un estudio de pacientes brasilefios, se reporté una delecién
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heterocigota en el exén 1 (Vasconcelos K, 2012) o bien de exones completos
como es el caso de Li Y, et al. (2005) que identificaron una delecién homocigética
de los exones 6 a 8 del gen en un paciente Japonés. El caso de una familia
sudanesa donde 3 hermanos presentaron delecibn homocigota de los exones 4-8
(Cazeneuve C, et al 2009). En poblacién china donde se reporta una frecuencia

de 3.1% deleciones de los exones 3-8 (Guo J, et al 2010).

En este trabajo se reporta una elevada frecuencia de alteraciones estructurales
del gen PINKL1. La frecuencia identificada coincide con lo descrito en la literatura,
donde las mutaciones y alteraciones estructurales en este gen explican el 9% de
los casos de EP-ITE (Nuytemans K, et al 2010). Y al igual que el trabajo de
Pankratz N, et al apoya los datos que sugieren que las CNVs juegan un papel

como factor de riesgo, para el desarrollo de EP.

En resumen, el cambio en la secuencia nucleotidica de un gen (SNP) o en su
namero de copias (CNV) puede conducir a cambios en su estructura, en la
secuencia de sus aminoacidos o en el tamafio de la proteina resultante y en
consecuencia, alterar su accién enzimética, su estabilidad o su capacidad de

unién a otras moléculas.

Finalmente, es importante mencionar que los casos que no presentaron mutacion
0 solo presentaron un alelo mutado de PINK1, son buenos candidatos para la

busqueda de mutaciones en otros genes recesivos, causantes de EP-ITE.
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CONCLUSIONES

Se encontraron dos mutaciones nuevas p.Gly91GlyfsX14 en el exbn 1 y en el
exon 7 p.Ala443AlafsX38.

Se encontraron 9% de casos con variacion estructural en el gen PINK1 en 100
casos de EP-ITE.

Este es el primer estudio en México que describe duplicaciones en PINK1 como
causa de EP-ITE.

Las mutaciones de PINK1 explican 11% de los casos EP-ITE en la muestra

estudiada, similar a lo descrito en la literatura.

En aquellos casos con cero o una mutacion en PINK1 no puede descartarse la

presencia de mutaciones en otro(s) gen(es) recesivo(s).

PERSPECTIVA

La continuidad de este estudio, permitira la deteccibn de un perfil de
susceptibilidad y causal en la EP-ITE.
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