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1. RESUMEN

La mucopolisacaridosis tipo Il (MPS Il) o Sindrome de Hunter, es una enfermedad
por atesoramiento lisosomal ligada al cromosoma X, condicionada por variantes
patogénicas en el gen IDS (Xg28,9 exones) que conllevan a la deficiencia de la
iduronato-2-sulfatasa (12S), enzima clave en el catabolismo de heparan y dermatan
sulfato. Su incidencia se calcula en 1.3/100,000 recién nacidos vivos varones,
aunque en México esta cifra se desconoce. El andlisis molecular del gen IDS
confirma el diagnéstico en varones ademas de ser la Unica opcion de diagndstico
certero en portadoras. Se ha descrito una amplia heterogeneidad alélica, con mas
de 479 variantes patogénicas en su mayoria de tipo puntual (~80%) y pequefias
deleciones/inserciones de menos de 20 pares de bases (pb). El 20-25% presentan
deleciones parciales o completas del gen y de loci aledafios, entre otros rearreglos
complejos como inversiones, generados por eventos de recombinacion debido al
alto grado de homologia entre IDS y el pseudogen aledafio IDSP1.

Se presenta el primer estudio que delimita el espectro mutacional en 25 pacientes
mexicanos no relacionados con MPS Il. Se determind el genotipo responsable en
24/25 familias (96%) y reportamos 10 variantes patogénicas nuevas: ¢.133G>C,
€.1003C>T, c¢.1025A>C, ¢.463_464delinsCCAGCTATACGG, c.754_767del,
€.1132_1133del, c.1463del, ¢.508-1G>C, c.1006+1G>T y [c.(-217_103del)]. Se
identificaron deleciones completas del gen IDS en cuatro pacientes con fenotipo
severo, las cuales fueron delineadas mediante analisis de microarreglos de
CNVI/SNP, en dos pacientes se observo pérdida completa del gen AFF2, sin
embargo sélo uno de ellos desarroll6 crisis convulsivas, lo cual ha sido referido en la

literatura en los pacientes con deleciones de genes contiguos. En nuestro estudio se



observa un aparente predominio de rearreglos complejos (inversiones génicas
IDS/IDSP1, deleciones parciales o completas del gen IDS y un alelo quimérico IDS-
IDSP1) respecto a lo descrito en otras series (36% vs 18.9-29%) aunque esto puede
atribuirse al tamafio de la muestra. La frecuencia de portadoras (80%) esté acorde a
lo reportado en la literatura (>70%) y esto permitio realizar diagndstico prenatal en 3
ocasiones. Es de llamar la atencién la identificacion de mosaicismo somatico y
germinal en una familia. Finalmente, se describen dos pacientes que presentaron
purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) y pancitopenia posterior al tratamiento con
reemplazo enzimatico con idursulfasa.

En conclusién, existe una amplia heterogeneidad alélica en pacientes mexicanos
con MPSII, mientras que el analisis de microarreglos contribuye a delinear el

fenotipo resultante para deleciones de IDS vy loci aledafios.

2. ANTECEDENTES

La mucopolisacaridosis tipo Il (MPS 1) o Sindrome de Hunter (OMIM #309900), es
una enfermedad por atesoramiento lisosomal ligada al cromosoma X recesiva,
condicionada por variantes patogénicas en el gen IDS (OMIM #300823) en Xg28
que conllevan a la deficiencia de la iduronato-2-sulfatasa (12S), enzima clave en el
catabolismo de hepardn y dermatan sulfato. Distal y telomérico al gen IDS, se
encuentra un pseudogen homdlogo (IDSP1, 1.4 kb) localizado en orientacion
invertida y considerado un “hot spot” para recombinaciones homélogas no alélicas
entre ambos loci, generando diferentes tipos de rearreglos IDS-IDSP1 y deleciones

del gen IDS (1-4).



El analisis molecular del gen IDS confirma el diagnéstico en varones ademas de ser
la dnica opcion de diagndstico certero en portadoras, lo que ademas brinda la
posibilidad de realizar diagndstico prenatal o preimplantacional. Se ha descrito una
amplia heterogeneidad alélica, con mas de 479 variantes patogénicas en su mayoria
de tipo puntual (~80%) y pequefias deleciones/inserciones de menos de 20 pb (5-7).
El 20-25% presentan rearreglos complejos como inversiones generados por eventos
de recombinacion debido al alto grado de homologia entre IDS y el pseudogen
aledafio IDSP1, asi como deleciones parciales o completas del gen y de loci
aledafios (8), los cuales se han asociado con crisis convulsivas de dificil control
debido a la pérdida de genes adyacentes AFF2 y/o FMR1 (8-9).

Desafortunadamente, la alta proporcion de mutaciones “privadas” y la ausencia de
un consenso estandarizado para delinear el espectro de severidad en MPS I,
dificulta una clara correlacion fenotipo-genotipo (5,7,10), pero se asume que los
rearreglos grandes se asocian con fenotipo severo, caracterizado por involucro

importante del sistema nervioso central (SNC) (5,7).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se busca conocer cuéles son los tipos y la frecuencia de mutaciones patogénicas en

el gen IDS en una muestra de pacientes mexicanos referidos con sospecha

diagnéstica de MPSII o sindrome de Hunter.



4. JUSTIFICACION

A pesar de que la terapia de reemplazo enzimatico (TRE) esta disponible desde el
2008, en nuestro pais, la prevalencia de sindrome de Hunter o MPS Il y su espectro
mutacional son desconocidos. El conocer el genotipo de pacientes permite brindar
un asesoramiento genético de certeza, identificaciéon de portadoras, determinar

riesgos de recurrencia y ofrecer la opcion de diagnostico prenatal en las familias.

5. OBJETIVOS

General
Caracterizar las mutaciones del gen IDS condicionantes de sindrome de Hunter o

MPSII en una muestra de pacientes de origen mexicano.

Especificos

- Caracterizacién de las variantes en el gen IDS, asi como su frecuencia en
pacientes con diagnostico confirmado de MPS 1.

- Identificar a las mujeres emparentadas al caso indice como portadoras de la
enfermedad con base en el estudio molecular del gen IDS, en aquellas familias en
quienes se haya caracterizado la mutacion.

- Determinar si las mutaciones patogénicas encontradas en pacientes con MPS I

son en su mayoria heredadas u originadas como eventos de novo.



6. MATERIAL Y METODO

a) Descripcion de la poblacion de estudio.
Se incluyeron 25 pacientes masculinos, mexicanos, no relacionados (entre 2 y 16
afos de edad, Tabla 1) con diagnéstico enzimatico (n=14), enzimatico y molecular
(n=4) o sospecha clinica de MPS Il (n=7), asi como 24 madres de los casos indice y
otros familiares en riesgo, varones (n=1), mujeres (n=16). La historia familiar positiva
de MPS Il se documenté en 7/24 pacientes (28%), en un caso no se tuvo
informacién de datos familiares. Los pacientes se clasificaron como fenotipo severo
(n=20/25), leve (n=3/25) y desconocido (2/25) con base en el involucro neuroldgico
(Tabla 1). Se realizaron tres diagnésticos moleculares prenatales en dos familias no
relacionadas cuyas madres eran portadoras obligadas (IDS1 e IDS11). El estudio

fue aprobado por los Comités de Bioética e Investigacion (22/2010).

b) Estudio molecular del gen IDS.
Las muestras de DNA gendmico se obtuvieron a partir de leucocitos de sangre
periférica 0 mucosa oral en todos los participantes (también se obtuvieron muestras
de sedimento urinario y raices del pelo en la madre del paciente IDS31). El
diagnéstico prenatal se realiz6é entre las 16 y 20 semanas de gestacion y el DNA
gendmico se obtuvo de amniocitos cultivados (n=1) y no cultivados (n=3, dos de un
embarazo gemelar). El sexo fetal se identific6 mediante amplificacion de un
fragmento del gen SRY (270 pb). Se realiz6 confirmacién del genotipo IDS mutado,
posterior a la terminacién médica del embarazo, en DNA gendmico derivado de

muestras de cord6n umbilical de dos pacientes (embarazo gemelar).

10



El genotipo IDS de cuatro casos no familiares de MPS Il (IDS31, -51, -62, y -71),
previamente reportado por un laboratorio externo, fue corroborado utilizando un
método directo con el propdsito de establecer el estado de portadora en sus
familiares femeninos. El algoritmo molecular utilizado en los 21 pacientes restantes,
en quienes el genotipo IDS no estaba previamente caracterizado, inicié con la
identificacion de la inversion IDS/IDSP1 mediante un ensayo de PCR-RFLP-Hinfl
previamente descrito (4); incluyendo como controles: un paciente con inversion
IDS/IDSP1, un femenino heterocigoto para la inversion IDS/IDSP1, un masculino
sano y un blanco. Los pacientes que mostraron un patrén normal de restriccidon con
Hinfl en por lo menos dos ensayos independientes (lo que sugiere la presencia de
una delecion grande) fueron sometidos a amplificacion por PCR y a secuenciacion
directa bidireccional automatizada de los 9 exones y bordes intrén-exén del gen IDS
(12).

En la familia del paciente IDS55, en quien el algoritmo diagnostico previo no
evidencié una mutacion a nivel gendmico, se obtuvo cDNA a partir de mRNA de
leucocitos de sangre periférica y se realizd6 RT-PCR seguido de secuenciacion
automatizada de cuatro fragmentos sobrelapados que abracan la secuencia
codificante completa de la isoforma “a” del gen IDS (NM_000202.6).

Todas las variantes identificadas de sentido erroneo nuevas fueron buscadas en las
diferentes bases de datos disponibles: dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), the
NHLBI Exome Sequencing Project en the Exome Variant Server (EVS,
http://evs.gs.washington.edu/EVS/), HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php),
LOVD (http://grenada.lumc.nl/LOVD2/MR/home.php?select_db=IDS) y en la

literatura.
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Ademas éstas fueron analizadas en 133 alelos IDS de 92 controles sanos.
Adicionalmente estas variantes fueron analizadas in silico usando los programas
PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) y Sorting Intolerant From Tolerant

(SIFT;  http://sift.jevi.org/www/SIFT enst submit.html). Todas las variantes

patogenicas pequefias y nuevas se agregaron a la base de datos LOVD.

Con el fin de excluir la posibilidad de un fracaso de amplificacion debido a
problemas técnicos en los pacientes en los que se sospechaba una delecién grande
(IDS7, -28, -58 y -76) y para delimitar los tamafios de las deleciones IDS / IDSP1, se
amplificaron tanto la secuencia con repetidos trinucleotidos GCC situada en 5’ UTR
del gen AFF2 (Xq28, ~ 335 pb; UniSTS ID: 156199, Sonda GDB: 215.331) asi como
la secuencia que contiene repetidos en el 5' UTR del gen FMR1 (Xq27.3, ~ 150 pb;
UniSTS ID: 158090, Sonda GDB: 596304). Las muestras de DNA gendémico de
estos pacientes se analizaron posteriormente con un microarreglo CytoScan™ de
alta densidad (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA, EE.UU.) (8). Los microarreglos se
realizaron de acuerdo con el protocolo estandar del fabricante. El DNA (250 ng) se
digiri6 con Nspl, se amplificé por PCR, fragmentd, y etiquetd. Los microarreglos se
hibridaron, se lavaron y se escanearon utilizando un escaner GeneChip 7G 3000 y
el software de la Consola de Comandos Affymetrix. Se generaron archivos de
intensidad de la célula (CEL), y se transportaron al software Cromosome Analysis
Suite (ChAS) ver. 2.0.1 (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA, EE.UU.). Para el calculo
de los ratios de log,, se empled un conjunto de 380 muestras de referencia del
ChAS, que incluyé 284 muestras de HapMap y 96 muestras de hombres y mujeres
sanos. El suavizado y los métodos de unién, que se emplearon para determinar
segmentos de variantes en namero de copias, se llevaron a cabo utilizando la

configuracion predeterminada.
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7. RESULTADOS

Se identificaron variantes patogénicas en 24/25 (96%) pacientes. (Tabla 1). Se
caracterizaron un total de 15 mutaciones puntuales y mutaciones pequefias de
corrimiento de marco de lectura (60%), cada una en una familia diferente, 9 de ellas
(c.133G>C, ¢.1003C>T, c.1025A>C, €.463_464delinsCCAGCTATACGG,
c.754 _767del, ¢.1132 1133del, c.1463del, c¢.508-1G>C and ¢.1006+1G>T),
incluyendo una delecién del exén 1 [c.(-217_103del)] fueron “de novo”. Las tres
mutaciones de sentido erréneo nuevas ¢.133G>C (p.Asp45His), c.1003C>T
(p.His335Tyr) y ¢.1025A>C (p.His342Pro) alteran la cadena de 42KDa (a.a. 34-455)
del transcrito maduro 12S y afectan residuos altamente conservados en el dominio
de la superfamilia de homdlogos de fosfatasa alcalina (a.a 38-416); el andlisis in
silico de estas mutaciones las predicen como dafiinas con altos intervalos de
confianza y no se observaron en controles sanos (Tabla 1). Las transiciones C>T y
G>A se encontraron en 6 de 10 mutaciones puntuales, donde c.253G>A
(p.Ala85Thr), ¢.262C>T (p.Arg88Cys), €.1265G>A (p.Cys422Tyr) y c.1403G>A
(p.Arg468GiIn) se encontraban en dinucleétidos CpG.

Las Unicas variantes patogénicas recurrentes fueron la inversion IDS-IDSP1 (n=3
pacientes, 12%) y las deleciones extensas delineadas mediante el estudio de
microarreglos de CNV/SNP (n=4 pacientes, 16% Tabla 1). El tamafio de las
deleciones grandes fue extremadamente variable desde 157kb (paciente IDS28) a
1.8Mb (IDS7). La region deletada en el paciente IDS28, que incluia a IDSy a IDSP1,
también se encontraba deletada en otros 3 pacientes (Figura 1). Los pacientes IDS7
y IDS76 presentaban las deleciones mas grandes en el andlisis de microarreglos

(1.8Mb y 1.3Mb respectivamente) e incluia a el gen AFF2 (tabla 1 y Figura 1) , lo

13



qgue va acorde con los resultados obtenidos en la PCR donde existia ausencia de
amplicon para la sonda GDB 215331. Por otro lado, todos los pacientes conservaron
el gen FMR1, lo que esta a acorde con la presencia de amplicon para la sonda GDB
596304.

Se observo un patrdn heterocigoto para la inversion IDS/IDSP1 en el ensayo de
restriccion con Hinfl, mostrando una delecién parcial de los exones 4 al 7 del gen
IDS en el paciente IDS11 y su madre, identificada como portadora obligada. Estos
hallazgos sugerian la presencia de un rearreglo complejo involucrando una insercién
IDSP1 (alelo IDS-IDSP1 quimérico) (2), para confirmarlo se generd el fragmento
quimérico de 3682pb mediante PCR utilizando los primers 2F (exén 2 Forward) y 8R
(exon 8 Reverse), el cual posteriormente fue secuenciado, de acuerdo a lo descrito

previamente (13).

La secuenciacion del fragmento de PCR especifico 2F/8R del paciente IDS11, su
madre identificada como portadora, y un hermano gemelo afectado confirmé la
presencia del alelo quimérico IDS-IDSP1 (2,5,13).

El estado de portadora se identificé en 20/24 (80%) madres, mediante historia
familiar (la madre del caso familiar IDS78 no se encontro disponible para el estudio
molecular) y mediante andlisis molecular en las familias con historia familiar
desconocida (1/25), positiva (6/25) o negativa (12/25).

A pesar de no identificar de manera precisa la alteraciéon en el genotipo del
probando IDS5, se confirmd el estado de portadora de un defecto de “splicing” (corte
y empalme) en la madre (portadora obligada), al observar en ella, por medio de RT-
PCR en mRNA obtenido de sangre periférica, el transcrito aberrante ( 461 pb, con

ausencia de las 175 pb de | exdn 8) y el transcrito normal (635 pb, ¢.880-¢.1523).
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Dos madres portadoras obligadas (pacientes IDS1 e IDS11) solicitaron tres
diagndsticos prenatales, en los cuales se identific6 cuatro fetos masculinos
afectados basado en los resultados de la amplificacion del gen SRY vy la
identificacion del alelo quimérico IDS-IDSP1 (IDS11) en ambos gemelos, asi como
la presencia de la mutaciéon hemicigota ¢.1003C>T (IDS1) en el gen IDS en dos
fetos (Tabla 1). Posterior al asesoramiento genético, se realizd terminacion médica
de gestacion por solicitud de las familias y sélo se contdé con muestras de cordon
umbilical en el embarazo gemelar, en las cuales se corrobor6 el resultado molecular

anormal.

8. DISCUSION

El espectro mutacional de la MPS Il en poblacion Latino-Americana ha sido
recientemente reportado (7); sin embargo, no se incluyeron pacientes mexicanos.
En nuestro estudio describimos por primera vez el espectro mutacional del gen IDS
en una muestra de pacientes mexicanos con MPS |l en 25 familias no relacionadas.

Es de llamar la atencién, que a pesar del tamafio de la muestra (n=25), se observé
una la gran heterogeneidad alélica, pues se identificaron la mayoria de mutaciones
descritas en otras grandes series (5-7), nueve mutaciones puntuales nuevas, una
delecién en el exén 1 nueva, una mutacién no conocida de “splicing”, un alelo
quimérico IDS-IDSP1 (2,5) y cuatro deleciones completas IDS/IDSP1 delineadas
mediante microarreglos de CNV/SNP (Tabla 1).

Las cuatro mutaciones puntuales identificadas en este estudio que ocurren en
dinucléotidos CpG (4/10;40%) , son transiciones altamente recurrentes C>T o0 G>A,

por lo que podrian considerarse como “hot spots” y estan referidas en LOVD, HGMD
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y en la literatura (6-7, 13-14); Estas representan el 40% (4/10 mutaciones
puntuales), lo cual estd acorde a lo referido en la literatura (47%) (14). Respecto a
las cinco mutaciones de corrimiento de marco de lectura identificadas, sélo
c.596_599delAACA es recurrente, por un mecanismo de apareamiento erroneo
durante la replicacion del DNA (13) favorecido por dos secuencias repetidas directas
que la flanquean (14), lo cual se ha descrito en diferentes poblaciones (13,15-16).
Para definir precisamente el defecto “splicing” en IDS5, se requiere un analisis
detallado los intrones 7 y 8, sin embargo predice una delecion en marco de 58
residuos (p.Trp337_Gly394del), causada por un salto aberrante del exén 8. Esto
imposibilita la generacion de cantidades identificables de transcrito de IDS normal
en la muestra de mRNA obtenida de sangre periférica en el masculino afectado, por
lo menos por la tecniva utilizada de RT-PCR, electroforesis en gel y secuenciacion
automatizada. Este defecto puede alterar el dominio de la superfamilia de las
Arisulfatasas A y enzimas relacionadas (AslA, a.a. 33-544). Este transcrito alterado
es muy diferente al precursor I12S isoforma “b” normal, el cual contiene un dominio
C-terminal diferente por la utilizacion de un exon 3’ terminal alterno y no presenta
toda la secuencia derivada del ex6n 9. Estos hallazgos correlacionan con la
actividad muy baja 12S encontrada (1.2 nmol/hr/mL, rango normal: 12-23
nmol/hr/mL), con la presencia de visceromegalias, disostosis multiple, involucro
cardiaco, retraso psicomotor severo asi como con las muertes a temprana edad de
dos tios por rama materna (18 y 7 afios) de los cuales se refiere un fenotipo
altamente sugestivo de enfermedad lisosomal.

El algoritmo molecular empleado permitié determinar el genotipo responsable de
MPS Il en el 96% de nuestros pacientes, una proporcion comparable a estrategias

similares utilizadas en otras grandes series de pacientes: Caucasicos (100% de 155
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pacientes) (5), Latino-Americanos (100% de 103 pacientes) (7) y Coreanos (98.5%,
69 de 70 pacientes) (16). El espectro mutacional identificado sugiere que las
alteraciones génicas grandes consistentes en inversiones IDS-IDSP1 (n=3),
deleciones grandes del gen IDS (n=4) y parciales (n=1), asi como el alelo quimérico
IDS-IDSP1 (n=1) son mas frecuentes en nuestra poblacién (9/25, 36%) que lo
descrito en Caucasicos (27/155, 17.4%) (5), Latino-Americanos (20/103, 19.4%) (7),
Chinos (11/38, 29%) (15) y Coreanos (14/74, 18.9%) (16). El alelo quimérico IDS-
IDSP1, poco comun en MPS Il (1/155 (5) a 1/18 (13)), es caracterizado por el
reemplazo de los exones 4 al 7 del gen IDS con parte de la secuencia del
pseudogen IDSP1 (2). Sin embargo es importante recalcar que la frecuencia real de
este alelo complejo puede estar subestimada, ya que el analisis de amplificacion de
los 9 exones del gen IDS mediante PCR, so6lo mostraria la delecion de los exones 4
al 7, lo cual sin el ensayo de PCR-RFLP con Hinfl, no identificaria el rearreglo del
alelo quimérico. Debido a esto, sugerimos que cuando se identifican estos exones
deletados por PCR (16), Southern blot (18) o mediante amplificacién del cDNA por
RT-PCR (13), debe realizarse el ensayo de restriccion con la finalidad de identificar
adecuadamente estas mutaciones. Un ejemplo de lo anterior, es ilustrado por los
pacientes Coreanos KH-14, KH-15 y KH-16 quienes inicialmente fueron clasificados
como deleciones parciales del gen IDS (exones 4 o 6 al 8) mediante estudio por
Southern blot (18), sin embargo tuvieron que ser reclasificados con un genotipo de
recombinacién (16) al realizarse el ensayo de PCR-RFLP (4).

Grandes series han estimado que las deleciones completas del gen IDS son
responsables del 3-4.5% de los pacientes con MPS II, usualmente confiriendo un
fenotipo severo (5,7,19). Estos pacientes en los que ademas se demuestra la

pérdida de los genes contiguos FMR1 y AFF2, muestran un retraso psicomotor
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grave yl/o déficit intelectual (8,20), hidrocefalia (8,21), hipotonia (22) y crisis
convulsivas (8,9). La delecion de genes contiguos IDS-IDSP1-AFF2 identificada en
los pacientes IDS7 e IDS76 (Tabla 1, Figura 1) es similar a aquellos descritos
previamente. Las manifestaciones clinicas predominantes en ellos consisten en
hipotonia, crisis convulsivas y déficit intelectual grave en congruencia con un
fenotipo severo de MPS 1l (9,22). Con excepcion de la hipotonia, el paciente IDS7
presenta un fenotipo severo, lo cual llevé a un diagndstico definitivo de MPS 1l al
afo de edad, se inici6 TRE con idursulfatasa al afio 11 meses de edad pero a los 4
afos y 5 meses presentd un cuadro de deterioro cerebral con hemiparesia derecha,
la resonancia magnética (IRM) y la tomografia axial computarizada (TAC) mostraron
hidrocefalia  comunicante  que requiri6  derivacion  ventriculo-peritoneal.
Desafortunadamente, a pesar del procedimiento presentd pérdida bilateral de la
vision, audicién, locomocién y comunicacién verbal, asi como crisis convulsivas de
dificil control (aproximadamente 15 episodios al dia).

El segundo paciente con la delecion IDS-IDSP1-AFF2 (IDS76, Tabla 1, Figura 1),
fue referido para este estudio a los 10 afios de edad con discapacidad intelectual
grave, sin presencia de crisis convulsivas ni hidrocefalia. La ausencia de las crisis
convulsivas en este paciente podria sugerir que la delecién contigua de los genes
AFF2 y/o FMR1, no implica en todos los casos la presencia de crisis convulsivas
(20,23). Honda y cols., 2007 reportaron un paciente con el mismo genotipo (22)
quien a la edad de 23 meses no presentaba crisis convulsivas ni hidrocefalia, sin
embargo, asi como en nuestro paciente IDS7, debe ofrecerse un seguimiento
estrecho con imagen cerebral.

El porcentaje de identificacibn de portadoras observado (20%) es similar a lo

descrito en la literatura en otras series (15.6-24%) (5-7). Ademas, la identificacion de
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mosaicismo somatico y germinal (1/20 de las portadoras) sugiere que esta condicion
debe considerarse dentro del asesoramiento genético de estas familias. Existen
reportadas Unicamente otras dos familias con MPS Il (2/155, 1.29%) en quienes se
ha descrito un mosaicismo somético y germinal; sin embargo, ain no se han
reportado casos con mosaico germianal “puro” (5).

La variante patogénica c.463_464delinsCCAGCTATACGG fue identificada
Gnicamente en DNA gendmico a partir de una muestra de sedimento urinario de la
madre del paciente IDS31 (Figura 2), sin embargo la presencia de un mosaico
somatico bajo en leucocitos de sangre periférica, mucosa oral, o raiz del pelo no se
puede descartar debido a que el ensayo de secuenciacion automatizada utilizado no
es cuantitativo. De hecho, la prevalencia real del mosaicismo somatico y/o germinal
en MPS Il sin historia familiar podria estar subestimado, ya que generalmente se
consideran casos de novo, ya que el alelo mutado es raramente cuantificado en
DNA gendmico de diferentes tejidos maternos, asi como tampoco se realizan
estudios moleculares en otros miembros de la familia. Por lo anterior, sugerimos
extender el estudio molecular a otros familiares en riesgo a pesar de documentar un
genotipo IDS normal en la madre.

Los tres procedimientos prenatales que se realizaron en este estudio ejemplifican
una estrategia preventiva real que se puede ofrecer a las familias Mexicanas con
MPS Il. Esto es relevante dado que la experiencia en diagnéstico prenatal en Latino-
América es limitad; soélo se ha identificado un caso de MPS Il prenatal en Latino-
América mediante estudio molecular y analisis enzimatico 12S (24). Ademas, la
caracterizacion del genotipo responsable de MPSII en parejas en riesgo abre la
posibilidad de ofrecer diagndstico preimplantacional; sin embargo, este método aun

no esta disponible en nuestro pais.
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Por otra parte, es de llamar la atencién que aunque no se ha reportado una
correlaciéon entre efectos adversos por Terapia de remplazo enzimatico TRE y y el
genotipo IDS, los hermanos gemelos de IDS33 afectados (con genotipo inversion
IDS/IDSP), desarrollaron purpura trombocitopenica idiopatica PTI y pancitopenia
posterior a la suspensién de la TRE (0.5mg/kg/semana). El tratamiento con
Idursulfasa se inicié a los 7 afios de edad, después de 6 sesiones, uno de los
gemelos desarrollé rash, urticaria y edema de glotis por lo que se suspendio la TRE.
Dieciséis meses después presenté hemorragia gingival y plaquetopenia (2x10%/L).
Basado en estudios de biometria hematica y biopsia de médula 6sea, se diagnosticd
PTI, se inici6 manejo con metilprednisolona oral e inmunoglobulina intravenosa con
poca respuesta por lo que se realizé esplenectomia a los 8 afios y medio de edad, lo
cual mejoré el conteo plaquetario (37x10%L). Un afio después el paciente desarrollé
una infeccién de vias respiratorias bajas y sangrado de tubo digestivo alto,
falleciendo a los 9 afios 6 meses de edad. El segundo gemelo afectado recibié 25
sesiones de TRE, sus padres decidieron la suspension de la misma a los 9 afios y
medio debido a una mala progresion clinica y aumento de infecciones respiratorias.
Cuatro meses después, fue hospitalizado por bronconeumonia severa, edema
generalizado y petequias diseminadas; se identifico leucopenia (0.5x10%L) y
trombocitopenia  (25x10%L) requiriendo transfusién plaquetaria y manejo
farmacolégico con metilprednisolona, a las 24 horas la respuesta en el conteo
plaquetario fue discreta (42x10%/L). Se diagnosticé PTI por hallazgos observados en
biopsia de médula ésea (hipocelularidad, disminucion de megacariocitos y linea
eritroide) asi como por el antecedente de misma patologia en su hermano gemelo.
Como consecuencia de choque séptico, bronconeumonia y pancitopenia el paciente

fallecid un dia después de su ingreso. El paciente IDS33 (hermano menor de los
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gemelos) ha tenido un tratamiento con TRE ininterrumpido por 7 afios y nunca ha
presentado signos clinicos ni de laboratorio sugestivos de PTI o algun otro efecto
adverso relacionado con idursulfasa.

Existe en la literatura al menos otro reporte de un paciente con MPS Il quien
desarroll6 PTI después de 8 meses de tratamiento con idursulfasa, dicho paciente,
Caucédsico de 20 afios de edad respondi6 adecuadamente al tratamiento
intravenoso con inmunoglobulina. En este reporte la TRE fue considerada la
principal etiologia de la PTI (25). Sin embargo, no se describe PTI ni otros efectos
adversos hematoldgicos serios en el reciente estudio multicéntrico publicado de
idursulfasa en nifilos con MPS IlI, aunque, uno de los 28 pacientes tratados
desarroll6 eosinofilia (26). Ciertamente existen explicaciones alternativas para las
anormalidades hematologicas observadas en nuestros pacientes, por ejemplo,
infecciones virales 0 bacterianas, pero es de llamar la atencibn que la
trombocitopenia ha sido descrita en pacientes con tratamiento con galsulfasa en
MPS VI (27), por lo que es posible que las alteraciones hematolégicas en los
pacientes gemelos descritos en este trabajo puedan ser originadas por un reaccion
adversa tardia idiosincratica a la TRE.

9. CONCLUSION

Los resultados apoyan la existencia de una amplia heterogeneidad alélica en
pacientes mexicanos con MPSII , en el que los rearreglos complejos se encuentran
con mayor frecuencia que lo reportado previamente en otras poblaciones (36% vs
19.9-29%). El andlisis por microarreglos permite delinear el fenotipo resultante para

deleciones extensas de IDS y loci vecinos pues apoya que la perdida de IDS y AFF2
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no resulta en un genotipo con penetrancia completa para el desarrollo de crisis
convulsivas. Adicionalmente, la identificacion de mosaicismo somatico y germinal en
esta muestra relativamente pequefia (1/25 familias, 4%) enfatiza la necesidad de
considerar este fenomeno al brindar asesoramiento genético. Por otro lado, se
necesita tomar atencién al desarrollo de PTI y pancitopenia en 2 hermanos

afectados con MPSII tras tratamiento con idursulfatasa.
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Le

TABLA 1. Datos clinicos, familiares y genotipo /DS en 25 pacientes Mexicanos no relacionados con MPS Il

Paciente/ | Ensayo | HGMD Compromiso | Historia | Estado de portadora Comentarios

edadala 128 o Ref. neurolégico familiar | en la madre
Mutaciones de sentido
erréneo y sin sentido. (n=8, 32%)
c.133G>C IDS9 / ND Este Discapacidad Ausente | Portadora obligada Variante ausente en 133 alelos
(p.Asp45His) 12 afos de estudio. intelectual y crisis (secuenciacion del exén | /DS normales (restriccién con
Exén 2 edad convulsivas. No 2 y restriccion con enzima Mwol).

hidrocefalia. enzima Mwol). Polyphen/SIFT prediccién in
silico:

Probablemente patogénica
(HumDiv score 1.0)
c2230>T Ins47 | POS CMN5G339 | Reirasn piscomotor | Ausente | Portadora ohligada Lina harmana nn partadora.
{p.GIn75") 2 afios de leve. No crisis (secuenciacion del exén
Exdn 2 edad convulsivas. No 2)
hidrocefalia.
c.253G>A 1DS38/ ND CM960855 | Desconocido. Desco- Portadora obligada Dos tias femeninas analizadas
(p.AlaB5Thr) ND nocido (ensayo de restriccion (portadora y no portadora
Ex6n 3 con Hhal, exon 3) respectivamente) |
c.262C>T iDSB2 / POS CMO60857 | Discapacidad Ausente | No portadora.
(p-ArgB8Cys)* 9 afios de intelectual. No (secuenciacion del exén
Ex6n 3 edad crisis convulsivas. 3)
No hidrocefalia.
c.1003C>T IDS1/ POS Este Discapacidad Ausente | Portadora obligada Variante ausente en 133 alelos
(p.His335Tyr) 12 anos de estudio. intelectual. No (secuenciacion del exdn | /DS normales (restriccién con
Exén7 edad crisis convulsivas. 7) enzima Mwol).

No hidrocefalia. Diagnostico prenatal: 2 fetos
masculinos afectados.
Polyphen/SIFT prediccién in
silico: Probablemente
patogénica  (HumDiv score
0.999)

c.1025A>C 1Ds22/ ND Este Discapacidad Presente | Portadora obligada Variante ausente en 133 alelos
(p.His342Pro) 8 anos de estudio. intelectual. No (confirmatorio). IDS normales (secuenciacion
Exén 8 edad crisis convulsivas. (secuenciacién del exén | automatizada).

No hidrocefalia. 8) Polyphen/SIFT prediccién in |
silico: Probablemente |
patogénica (score 1.0) |

c.1265G>A 1DS45 / POS | CM983874 | Discapacidad Presente | Portadora obligada Genotipo mutado identificado |

(p.Cys422Tyr) 8 afios de intelectual. No (confirmatorio). en 1 tio varén afectado, una |

Ex6n 9 edad crisis convulsivas. (secuenciacion del exén | madre portadora obligada,

9) abuela y 2 tias mujeres.

Genotipo mutado excluido en
una tia y su hija.

c.1403G>A IDS71/ POS | CM930422 | Discapacidad Ausente | Portadora obligada

(p.Arg468GIn) ° 6 afios de intelectual. No (secuenciacion del exén

Exon 9 edad crisis convulsivas. 9)

SYdNOId A Sv1gavl 0T



8¢

Mutaciones pequefas de
corrimiento de marco de lectura

(n=5, 20%)
c.463_464delinsCCA IDS31 ¢/ POS Este Discapacidad Ausente | Portadora obligada Mutacion ausente en DNA de
GCTATACGG 7 afios de estudio. intelectual. No debido a mosaicismo sangre periférica y mucosa oral
(p.Phe155Profs*12)" edad crisis convulsivas. germinal {secuenciacion | de la madre del caso indice, se
Exon 4 Mo hidrocefalia. del exon 4 y restriccion | indentifico estado de
con Avall). heterocigotas en dos
hermanas. (Figura 2).
Maternidad confirmada por
perfii de DMNA (datos no
LE—— B I IS — | I | mostrados).
c.596_599de! IDS24 { POS CD941708 | Discapacidad Ausente | No portadora.
(p.Lys199Argfs*13) 16 afos de intelectual con {secuenciacion del exan
ExonS | edad ) crisis convulsivas. o 5)
c.754_T67del IDS37 / ND Este Discapacidad Ausente | No portadora.
(p.Asp252*) 10 afos de estudio. intelectual. No (restriccién con Mbaol,
Exon 6 edad crisis convulsivas. exon &)
Mo hidrocefalia.
c.1132_1133del IDS43 / ND Este Discapacidad Presente | Portadora obligada
(p.Phe378Profs*7) 8 afos de estudio. intelectual. No {confirmatorio).
Exén B edad crisis convulsivas, (restriccién con Xmnl,
Mo hidrocefalia. exdon 8)
c.1463del IDSEB4 / POS Este Discapacidad Ausente | Portadora obligada Una hermana portadora.
(p-Met488Argfs*8) 8 afios de estudio. intelectual. No {secuenciacion del exan
Exén 9 edad crisis convulsivas. 9)

MNo hidrocefalia.




6¢

Mutaciones de splicing (n=2, 8%)

c.508-1G>C 1DS13/ POS Este Discapacidad Ausente | Portadora obligada
Sitio aceptor 9 afios de estudio. intelectual. No (secuenciacion intron
intrén 4 edad crisis convulsivas. 4-exdn 5)

Mo hidrocefalia.
c.1006+1G>T" IDS51 / POS Este Discapacidad Ausente Portadora obligada
Sitio donador 7 afios de estudio. intelectual. No (secuenciacion intran
intréan T edad crisis convulsivas. T-exon T)

No hidrocefalia.




0€

Deleciones parciales o completas

(c.(?_-199)_(*3979_?)del)

{n=5,20%)
c.(-217_103del) IDST8/ POS Este Discapacidad Presente | Mo disponible.
Delecion Exan 1° B afos de estudio. | intelectual. No

edad crisis convulsivas.

No hidrocefalia.

Delecién completa 1DS28 / MND Este Discapacidad Ausente | Portadora obligada Una hermana pertadora y una
IDS/AIDSPT (157 kb)." 7 afnos de estudio. | intelectual. No (dosis génica IDS)" hermana no portadora.
arr Xg28(148,467,083- edad crisis convulsivas.
148,624,248)x0 mat
AFF2 y FMR1 presentes
Delecién completa IDS58, POS Este Retraso Ausente | Portadora obligada
IDS/DSF1 (562 kb).” 2 afos de esfudio. | psicomotor. No (dosis génica /DS)®
arr Xq28(148,176,414- edad crisis convulsivas.
148,738,845)x0 mat Mo hidrocefalia.
AFF2 y FMR1 presentes
Delecién completa IDSTE / POS Este Discapacidad Ausente | Portadora obligada
IDS/IDSP1 (1.39 Mb)." 10 afios estudio. | intelectual. No (dosis génica IDS)*
arr Xq28(147,340,291- de edad crisis convulsivas.
148,731,884)x0 No hidrocefalia.
AFF2 deletado. FMR1
presente.
Delecién completa IDST / POS Este Retraso psicomotor | Ausente | Portadora obligada Pérdida de funciones
IDS/IDSP1 (1.83 Mb).” 2 afos de estudio. | / Discapacidad (dosis génica IDS)* locomotoras, visuales y
arrxg28(147,392,284- edad intelectual (6 afios), auditivas.
149,225,384)x0. Hidrocefalia Una Hermana ne portadora.

AFF2 deletado. FMR1
presente.

hipertensiva y crisis
convulsivas (4 anos
5 meses).




1€

Inversion IDS-IDSP1
(c.(?_-199)_1006+?inv)
(n= 3, 12%)

1DS3/ POS Discapacidad Ausente | Portadora obligada Una Hermana no portadora.
9 afios de intellectual con (ensayo de restriccion
edad crisis convulsivas. PCR-RFLP Hinfi).
No hidrocefalia.
IDS33/ ND Discapacidad Presente | Portadora obligada Dos hermanos  gemelos
12 afos de intelectual. No {confirmatorio). afectados, finados.
edad crisis convulsivas. (ensayo de restriccion | Desarrollaron PTI y
Mo hidrocefalia. PCR-RFLP Hinff). pancitopenia respectivamente
posterior a la suspension de la
TRE.
1DS60 / POS Retraso Ausente | Portadora obligada
4 afios de psicomotor. No (ensayo de restriccidn
edad crisis convulsivas., PCR-RFLP Hinff).




[43

Otros rearreglos complejos
(n=1, 4%)

Alelo guimérico [DS- IDS11!/ POS 2 Discapacidad Presente | Portadora obligada Diagndstico  prenatal que
IDSP1 6 afos de intelectual. No {confirmatorio). identificé dos fetos masculinos
c.(419- edad crisis convulsivas. (ensayo de restriccion | afectados en un embarazo
?)_(1006+7)delinsNC_00 No hidrocefalia. PCR-RFLF Hinfly gemelar.

0023.11 dosis génica)®

Unknown (n=1, 4%)

r.1007_1180del IDSS / POS 17" Discapacidad Presente | Portadora obligada Mutacion desconocida a nivel
(p.Trp337_Gly394del) 4 afos de intelectual. No {confirmatorio). de DNA genomico. (patrdn de
Salto del Exdn 8 (c.?) edad crisis convulsivas. Analisis del mMRNA de | restriccion normal con Hinfl y

MNo hidrocefalia.

IDS
(RT-PCRYy
secuenciacion)

secuenciacion de los 9 exones
con sus bordes intronicos).

Las varants nuevas se encuentran en negritas v la nomenclatura escrita acorde a _011800.3 RefSeqGene and NM_000202.6.
Estudio molecular previo realizado por el “Dr. Adreas Gahl, Institute for Human Genetics, University Medical Center Hamburg-Eppendorf, Hamburg, Germany o a
través de "CENTOGENE GmBh, Rostack, Germany. Todos ellos fueron confirmados mediante secuenciacion automatizada.
 Ausencia de producto identificado mediante PCR en al menos dos ensayos de PCR independientes. Los puntos de ruptura precisos no fusron secuenciados,

* Las deleciones grandes fueron definidas por ausencia en la amplificacion del locus IDSP1T en el ensayo PCR-RFLP Hinf1, asi como en los 9 exones del gen IDS
yio region 5’'UTR GCC del gen AFFZ2 vy corroborada v delineada por microarreglos de CNVISNP (CytoScanTM HD Array, Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA, USA)

" A través de ensayo de PCR semicuantitativo para determinar la dosis génica de los exones 4 y 8; &l exdn 3 del gen DMD sa utilizd como control intemao no deletado

12).

El mismo salto del exon 8 del gen /D3, identificado mediante RT-PCR fue descrito en una paciente ltaliano con MPS |l con una delecion de 3kb en el intron 7
mediada por secuencias Alu. Sin embargo un andlisis detallado del intron 7 en el pacients D35 adn no se ha realizado.
Abreviaturas: TRE: Terapia de reemplazo enzimatico. PTI: Pirpura Trombocitopénica Idiopatica. ND: No disponible. POS: evaluacion de lduronato-2-sulfatasa
(125) para diagnostico de Sindrome de Hunter. RT-PCR: transcripcion-reversa del mRNA seguido de reaccion en cadena de la polimerasa.
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Figura 1. Representacién de las deleciones en Xg28 identificadas en los
cuatro pacientes estudiados mediante andlisis de microarreglos
Affimetrix CytoScan™ de alta densidad. Los puntos representan la
intensidad ponderada de sefales de los pacientes comparada con DNA control
expresada en proporcion log, en escala de -1.5 a 1.5 (eje - Y). Las barras
indican las deleciones encontradas en la regidn Xq28 e igual a cero copias. Las
lineas segmentadas horizontales muestran los genes presentes en la regiéon
Xg28. El eje — X muestra el ideograma del cromosoma X con las posiciones
gendmicas (hgl9) expresadas en kilobases (kb). Los rectangulos sombreados
verticales indican la region minima comudn (MCR) entre los cuatro pacientes.
Descripcion de coordenadas : Paciente: IDS28: delecion completa IDS/IDSP1 (
157 kb ) . AFF2 y FMR1 se conservan. arr Xq28 ( 148,467,083-148,624,248 )x0
mat. Paciente IDS58: delecién completa IDS/IDSP1 ( 562 kb ) . AFF2 y FMR1
se conservan. arr Xq28 ( 148,176,414-148,738,845 ) xO mat. Paciente IDS76:
delecién completa IDS/IDSP1 ( 1,39 Mb) . Delecion de AFF2 . FMRL1 se
conserva. arr Xq28 ( 147,340,291- 148731894 ) x0 . Paciente IDS7: Delecion
completa ( 1.83 Mb) . Delecion de AFF2 . FMR1 se conserva. arr Xg28 (

147,392,284-149,225,394 ) x0 .
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11

Portadora obligada debido a
mosaicismo germinal/somatico

CTL: genotipo IDS hemicigoto normal (exon 4)

Hebra

Hebra
<Reverse>

o g

ot i

——

Posiciones ¢

463 y c.464

Paciente 11-3 (IDS31): genotipo /DS hemicigoto
c.463_464delinsCCGTATAGCTGG

Secuencia

insertada /_\

Hebra

<Forward> -,N\ Q “ T |"| (_" f ﬁ n {:.Ni {!{ MW

Hebra
<Reverse>

t

c.448

c.459|/ |/

\

-l

¢.463_464delinsCCGTATAGCTGG
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I-1
Muestras
de DNA
Genomico

—
Leucocitos de sangre periférica:

Genotipo /DS homocigoto normal

ik X Hebra

<Reverse>

Posiciones c.463 y c.464

Células de mucosa oral: Genotipo /DS homocigoto normal

Hebra

<Reverse>

Raices de pelo: Genotipo /DS homocigoto normal

I L LR L

Sedimento Urinario: Portadora de MPSII con genotipo IDS
c.[463_464delinsCCGTATAGCTGG];[="

Hebra

<Reverse>

II-1: Portadora de MPSII con genotipo IDS
c.[463_464delinsCCGTATAGCTGG];[=]

Hebra
i <Reverse>

lI-2: Portadora de MPSII con genotipo IDS
c.[463_464delinsCCGTATAGCTGG];[=]

Hebra
<Reverse>
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Figura 2. Electroferogramas parciales del exén 4 de IDS en familiares del
paciente IDS31 (II- 3 ) y un control masculino sano (CTL) para la
identificacion de la variante novel c.463_464delinsCCGTATAGCTGG o p.
(Phel55Profs * 12). En II- 3 la secuencia insertada es idéntica a la de las
posiciones c.448 - ¢.459. Se analizaron las hebras <Reverse> (inversas) para
facilitar la lectura debido a la presencia de un tracto homopolimérico de timinas
en el extremo 3 'del intrén 3. II- 1 y 1I- 2 fueron portadores heterocig6ticos para
€.463_464delinsCCGTATAGCTGG ( las flechas indican el punto de inicio del
indel). Inesperadamente, el alelo mutado era indetectable en tres ( leucocitos
de sangre periférica , células bucales y las raices del pelo ) de cuatro muestras
de DNA gendmico que fueron derivados de diferentes tejidos somaticos a partir
de I-1. Ademas, se confirmo6 |- 1 como la madre de los tres hermanos por
perfiles de DNA con los 13 marcadores STR CODIS (datos no mostrados). Por
lo tanto, se asume que la variante indel patogénica esta presente tanto en

células somaticas ( del tracto urinario) como en células germinales de I- 1.
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