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Resumen

Genética molecular de Hemofilia: caracterizacion de mutaciones en hemofilia B, expresion de
hemofilia en mujeres y desarrollo de nuevos métodos de andlisis de inversiones.

RESUMEN

Las hemofilias A (HA) y B (HB) son coagulopatias hereditarias, ligadas al cromosoma X (X),
sufridas por varones (1:5000) y raramente por mujeres, causada por defectos génicos del factor
VIII (F8) y IX (F9), respectivamente. Para caracterizar el espectro de mutaciones causales de HB
en Argentina se aplic6 un esquema original de 12 amplimeros para el F9, incluyendo un
screening por CSGE (conformation sensitive gel electrophoresis), en 49 familias, y se
identificaron 29 cambios missense (60/ ), 7 nonsense (14/ ), 4 defectos de splicing (8/), 2
pequefias inserciones-deleciones (4/), 6 grandes deleciones (12/) y un cambio en regién
promotora del F9. Dos cambios missense no reportados mostraron, uno la disrupciéon de un
puente disulfuro y otro la destruccién de un sitio de y-carboxilacién condicionando el fenotipo
de HB severa. Para mejorar la estrategia de deteccién de grandes rearreglos que involucran
int22h e int1lh en el F8, causales del 50/ de las HA severas, se desarrollé un abordaje nuevo,
inverse-shifting-PCR (IS-PCR). Mediante el uso de un test diagndstico para la inversién del intron
22 (Inv22), los resultados de IS-PCR fueron validados por perfecta concordancia en 32 y 43
casos previamente estudiados por Southern blot y PCR inversa, y en 34 casos nuevos. El uso
conjunto del test diagndstico y complementario sobre las series de nuestra poblacién, no
mostrd las variantes estructurales, i.e., deleciones y duplicaciones hipotetizadas en la literatura.
El test para la inversion del intréon 1 fue validado por perfecta concordancia en 21 casos
estudiados por doble PCR y en 13 casos nuevos. Para investigar la utilidad de IS-PCR en
diagndstico prenatal, muestras de vellosidades coridénicas de una madre portadora de la Inv22 y
su feto nonato fueron diagnosticadas. Para estudiar la causa de la expresidon de HA severa en
mujeres portadoras heterocigotas se ajusté y validé el sistema del gen HUMARA para estimar el
patron de inactivacion del X (XIP). Se estudiaron 6 mujeres con HA severa: una mostrd la
mutacién c.3633delA en hemi-homocigosis, 4, mostraron la mutacién en heterocigosis y sesgo
extremo en el XIP, y un caso, heterocigota para c.4388 4391delCTTT, mostré XIP no sesgado en
leucocitos de sangre periférica (hipotetizando una inactivacidén hepatica distinta). En una serie
de 37 portadoras heterocigotas, y un grupo control de 20 no portadoras, se estudid la
correlacion XIP-FVIII:C mediante andlisis de contingencia y de errores respecto a un modelo
tedrico original (Obs.-Esp.), obteniéndose modestas diferencias significativas (p<0,05) asociadas
a una gran dispersién de FVIII:C. Este trabajo presentd la primera serie molecular de
mutaciones causales de HB en Argentina, el desarrollo de una nueva estrategia para el estudio
de las grandes inversiones causales de HA y la busqueda de causalidad de la expresidon de HA
severa en mujeres.

Palabras clave: Hemofilia A, Hemofilia B, mutaciones deletéreas, inversion del intron 22,
inversion del intron 1, inverse shifting-PCR, mujeres sintomaticas.



Abstract

Molecular genetics of hemophilia: characterization of hemophilia B mutations, expression of
hemophilia in women and development of new methods for inversion analysis.

ABSTRACT

Hemophilia A (HA) and B (HB) are X-chromosome (X) linked inherited coagulation disorders
suffered by men (1:5000) and rarely by women, which are caused by gene defects of factor VIl
(F8) and IX (F9), respectively. To characterize the spectrum of HB causative mutations in
Argentina, an original scheme of 12 amplicons for F9 including a screening by CSGE
(conformation sensitive gel electrophoresis) was applied in 49 families identifying 29 missense
mutations (60/ ), 7 nonsense (14/ ), 4 splicing defects (8/ ), 2 small insertions-deletions (4/ ), 6
large deletions (12/ ) and one change in the F9 promoter region. Two previously unreported
missense changes showed a disruption of a disulfide bridge, and the destruction of a site for y-
carboxylation by analysis in silico, both conditioning the severe HB phenotype. To improve the
genotyping strategy for large rearrangements involving int22h and intlh in the F8 that cause
50/ of severe HAs worldwide, we design and developed a new approach, inverse-shifting-PCR
(IS-PCR). Using a diagnostic test for analysis of the intron 22 inversion (Inv22), IS-PCR results
were validated by obtaining perfect agreement, in 32 and 43 cases previously studied by
Southern blot and a former inverse PCR approach; and in 34 new cases. The combined use of a
complementary and a diagnostic test over our population series showed no structural variants,
i.e., deletions and duplications hypothesized in the literature. The test for genotyping F8 intron
1 inversion was validated by perfect result agreement in 21 cases previously studied by double
PCR, and 13 new cases. To investigate the usefulness of IS-PCR in prenatal diagnosis, chorionic
villus samples from an Inv22 carrier mother and her fetus were diagnosed. To study the cause
of severe HA expression in heterozygous female carriers a system of the gene HUMARA for
estimating X-inactivation patterns (XIP) was adjusted and validated. We studied 6 women with
severe HA: one showed an hemi-homozygous mutation, c.3633delA, 4 showed heterozygous
mutations with extremely skewed XIP; and one case, heterozygous for c.4388 4391delCTTT,
showed a non skewed XIP in peripheral blood leukocytes (hypothesizing a different hepatic
inactivation). A series of 37 heterozygous carriers and a control group of 20 non-carriers were
studied for XIP-FVIII: C correlation. We analyzed contingency tables and relative errors (Obs.-
Esp.) applying an original theoretical model and found modest significant differences (p<0.05)
associated with a wide variation of FVIII:C. This work presented the first molecular series of HB
causative mutations in Argentina, the development of a new strategy for characterization of
large DNA inversions causing severe HA and investigate the causes of a full expression of severe
HA phenotype in women.

Keywords: Hemophilia A, Hemophilia B, deleterious mutations, intron 22 inversion, intron 1
inversion, inverse-shifting-PCR, symptomatic women.
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Introduccion

INTRODUCCION

La hemofilia es una enfermedad hemorragica hereditaria, ligada al cromosoma X, que afecta
principalmente a varones en todas las poblaciones humanas (McKusick, 1995), aunque también
ha sido observada en caninos, murinos, equinos y ovinos entre otras especies de mamiferos.
Ingram en 1976, publicé una reseia histdrica de hemofilia y observé que; los primeros datos
sobre hemofilia fueron aportados por rabinos en 1700, quienes observaron un excesivo
sangrado en ciertos nifos luego de la circuncisién, y en algunos casos el sangrado fue tan
severo que los llevd a la muerte. El rabino Maimodnides describiéo que si los nifios tenian
hemofilia, era la madre quien se la transmitia. Otto en 1890, observé un grupo de nifos con
sangrados prolongados con madres sin problemas de sangrado, pero que podian transmitirlo a
sus hijos y sus hijas a sus nietos. Ya en el siglo XX, varios investigadores estudiaron el proceso
de coagulacién. Sahli en 1905, encontré que el fibrinégeno era suficiente para producir la
coagulacion. Addis y Howell en 1910 y 1914, respectivamente, demostraron que la produccion
de fibrindgeno a fibrina a través de trombina no se veia alterada en los pacientes hemofilicos.
En 1928 el Dr. Hopff, describe la enfermedad como Hemofilia. En 1935 Quick y colaboradores
desarrollaron el test para medir la formacion de trombina, el tiempo de protrombina,
resultando normal en los pacientes con hemofilia. Lewis y colaboradores en 1946, describieron
la globulina antihemofilica, una pequefia fraccidon plasmatica de dadores normales que corregia
el tiempo de coagulacion de los hemofilicos, mas tarde denominado factor VIII. En 1944, el Dr.
Alfredo Pavlovsky, describié una mutua correccion del tiempo de coagulacién al mezclar sangre
de dos hemofilicos, logrando de esta manera la primera diferenciacién entre grupos de
complementacién que después resultaron en la hemofilia A y B. En 1970, se obtienen los
primeros concentrados de FVIIl y FIX, hecho que produjo un importante avance en el
tratamiento de la hemofilia. En 1982 Kurachi y Davie, aislaron y caracterizaron el gen del factor
IX causal de hemofilia B y en 1984, Gitschier y colaboradores caracterizaron el gen del factor
VIl causal de hemofilia A (datos historiados por Ingram, 1996).

La hemofilia es conocida como la enfermedad de la familia real. La reina Victoria, en 1853, tuvo
su octavo hijo, Leopold, con evidentes rasgos de hemofilia, reportados en la revista British
Medical Journal en 1868. Leopold pudo casarse y tuvo una hija, portadora obligatoria, Alice
guien tuvo un hijo hemofilico, Rupert, el al igual que su abuelo murié de una hemorragia

cerebral. Dos hijas de la reina Victoria, Alice y Beatrice transmitiendo la enfermedad a tres
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nietos y seis bisnietos de la reina; asi, la condicién fue transmitida a través de ellas a muchas
familias reales de Europa, incluyendo Espafia y Rusia. El hemofilico mas famoso de la historia
fue el hijo del Zar Nicolas Il de Rusia, Alexis. Se ha especulado que la enfermedad creé una
severa tensidn en la familia real rusa, permitiendo que Rasputin ganara una gran influencia en
la corte. Alexis y su familia fueron asesinados por la revoluciéon bolchevique en 1917. La
mutacion causal de hemofilia y el tipo de hemofilia de los descendientes de la reina Victoria, ha
sido descripta recientemente por Rogaev y colaboradores (2009), el cambio encontrado fue
reportado como una mutacién en el sitio consenso de splicing del intrén 3 (IVS3-3A>G) en el
gen del FIX. Este hallazgo indica que la familia real sufria de hemofilia B.

Actualmente es posible clasificar la hemofilia en dos tipos, indistinguibles clinicamente, la
hemofilia A (HA, MIM # 306700) , asociada a un defecto en el factor VIl de coagulacion (FVIII),
y la hemofilia B (HB, MIM # 306900) que se caracteriza por el déficit del factor IX de
coagulacion (FIX) en plasma (McKusick, 1994). La HA presenta una frecuencia de 1-2 cada
10.000 varones en cambio en HB la frecuencia es algo menor, 1-2 cada 30.000 varones.

Estas dos proteinas, FVIII y FIX, circulan como precursores inactivos, y son activados en
presencia de un cambio hemostatico, a través de la cascada de coagulacién. El FVIII es un
cofactor sin actividad enzimatica por si mismo, que circula en plasma como una gran
glicoproteina unida en complejo no-covalente al factor de von Willebrand (VWF). El vVWF es una
proteina multimérica de gran tamafio que entre otras funciones actla como transportadora del
FVIII tanto durante su secrecion como en la circulacidn general. El factor VIII activado por clivaje
proteolitico (FVIlla) es un cofactor esencial para el factor IX activo (FIXa). El FIX es una serin
proteasa con requerimiento absoluto del FVIlla como cofactor, que es activado principalmente
por el factor XI activo (FXla). El FVIlla y el FIXa forman un complejo activo, el complejo tenasa,
gue activa el factor X (FX) sobre una membrana fosfolipidica activada (la superficie plaquetaria)
y en presencia de iones calcio, en una de las reacciones mas importantes para modular el proceso
de coagulacion sanguinea; la cascada culmina con la deposiciéon de fibrina, el polimero
estructural de la coagulacién sanguinea (Bowen, 2002).

En una enfermedad recesiva ligada al cromosoma X como la hemdfilia, la condicién se manifiesta
en el varén que es descripto como hemicigota, mientras que la mujer heterocigota o portadora es
generalmente no afectada. Sin embargo, estas mujeres portadoras pueden presentar
ocasionalmente sutiles anormalidades bajo examenes clinicos rigurosos y analisis bioguimicos

especificos. Sobre base estadistica, debido al fendmeno de inactivacion del cromosoma X (Lyon,
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1961) una mujer portadora presentard aproximadamente la mitad de actividad del FVIII o FIX
respecto a un individuo de coagulacién normal.

Por la segregacion al azar de alelos ligados al cromosoma X, sabemos que, cuando una mujer es
portadora, cada uno de sus hijos varones tiene 50/ de riesgo de resultar hemofilico y cada una de
sus hijas 50/ de ser portadora. En la descendencia de un varén hemofilico, todas sus hijas seran
portadoras ya que heredaran el cromosoma X ligado al gen afectado, mientras que todos sus hijos
varones resultaran no afectados por heredar el cromosoma Y. Segun predijo genetista inglés, J. S.
B. Haldane, para una enfermedad hereditaria ligada al cromosoma X, cuyos afectados tienen una
muy reducida o nula eficacia biolégica o fitness, las mutaciones que la causan tienen una alta tasa
de aparicién de novo. Dependiendo de la eficacia reproductiva de los hemofilicos y asociada a la
severidad fenotipica un maximo de un tercio de las mutaciones que causan hemofilia aparecerian
de novo en cada generacion para compensar el tercio de mutaciones que se pierden con los
cromosomas X de los varones hemofilicos (los dos tercios restantes de los cromosomas X con los
genes afectados de la poblaciéon estarian en portadoras y éstas tienen una capacidad reproductiva
no afectada apreciablemente) (Haldane, 1935). En los ultimos afios con el advenimiento de las
eficaces terapias sustitutivas del factor defectuoso o ausente, la probabilidad de que un afectado
alcance la edad reproductiva y pueda dejar descendencia ha aumentado significativamente, sin
embargo, este cambio en hemofilicos severos alcanza a minoritarios segmentos de la poblacién
mundial y sdélo se restringe a un lapso relativamente pequefio de tiempo como para modificar
significativamente los parametros poblacionales globales.

El origen de la hemofilia, esporadica o familiar, describe la aparicion de la enfermedad en una
familia. El origen esporadico describe la apariciéon de novo de la enfermedad en un grupo familiar,
y el origen familiar, describe recurrencia de la hemofilia en la familia bajo estudio.

La gravedad de las manifestaciones clinico-hemorragicas de los pacientes con HA o HB esta en
relacion con los valores de actividad del FVIII o FIX plasmatico, respectivamente, en
comparacion con un plasma patrén de individuos de coagulacién normal.

El tratamiento especifico de la hemofilia se basa en la terapia de reemplazo o administracion
periddica en pequefias dosis del factor deficiente, desde distintas fuentes, como prevencién de
episodios clinicos severos (terapia profilactica), lo que permite una mejora significativa de la
calidad de vida de los hemofilicos severos.

El desarrollo de inhibidores (anticuerpos neutralizantes hacia el factor de coagulacién que se

administra con fines terapéuticos) se produce principalmente cuando las mutaciones causales de
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la enfermedad se asocian a la ausencia del producto génico, como grandes deleciones, grandes
rearreglos, mutaciones a no sentido (nonsense); mientras que las mutaciones asociadas a la
presencia del producto confieren un bajo riesgo de desarrollo de inhibidor. Sin embargo, no
siempre esta relacién es tan clara, y en ciertos casos con mutaciones idénticas, algunos han
desarrollado anticuerpo inhibidor y otros no (Vianello et al, 1997, Goodeve et al, 2000). El
desarrollo de inhibidor también esta relacionado con caracteristicas especificas del sistema
inmunoldgico del paciente hemofilico (antigenos HLA, etc) (Oldenburg et al, 2004), asi como con el
tipo de factor terapéutico administrado, la edad de la primera infusién, el protocolo de
administracion, entre otras causas. La prevalencia de inhibidores es mayor en HA (cerca del 10 al

20/ de los pacientes) que en HB (< 3/ de los pacientes) (Martinez-Murillo et al, 2001).

Hemofilia B.

La hemofilia B (HB) o enfermedad de Christmas se caracteriza por mutaciones de diverso tipo y
severidad a lo largo del gen del factor IX de coagulacién (F9), y al igual que en HA resulta en una
proteina plasmatica afectada o ausente.

La HB puede clasificarse segun el criterio bioguimico, en severa (<1 Ul/dl de actividad del FIX:C),
moderada (entre 1y 5 Ul/dl) y leve (entre 5y 40 Ul/dl) (Walker et al, 1995) y estas categorias
correlacionan muy bien con la severidad en las manifestaciones clinicas.

El desarrollo de inhibidores de la terapia de reemplazo en HB es infrecuente, presentandose en
el 3/ de los individuos con HB severa (Oldenburg et al, 2006). Pacientes con deleciones génicas
o rearreglos presentan un alto riesgo de desarrollo de inhibidor, aproximadamente 50/ ;
mientras que los casos de cambios en el marco de lectura (frameshifts), aparicién de codones
de terminacion prematuros y algunas mutaciones sobre secuencias de splicing; se asocian a con
riesgo intermedio (~20/ ) (Rick et al, 2003).

Actualmente, los datos de las mutaciones causales de HB, los cambios polimérficos observados
en el F9y la informacidn clinica y bioquimica asociada son computados en la base de datos de
acceso publico en internet en la pagina de haemophilia B mutation database 13 edition

(Giannelli et al, 1998), (URL: http://www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/haemBdatabase.html).
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Estructura de la proteina, el mensajero y el gen del factor IX de coagulacion humano.

El F9 fue aislado en 1982 (Kurachi y Davie, 1982) y caracterizado en 1985 (Yoshitake et al,
1985). El F9 se localiza en el brazo largo del cromosoma X, en la banda cromosémica Xg27.1,
transcribe orientado hacia el telémero, abarca una regiéon gendmica de 33 kilo bases (Kb)
incluyendo 8 exones (A-H) y codifica un ARN mensajero (ARNm) de 2,8 kb (Yoshitake et al,
1985) (Fig. 1 panel superior).

El FIX maduro consta de 415 residuos (excluyendo 46 residuos correspondientes al péptido
sefial y al propéptido), con una masa molar relativa de 55 kilo Daltons (kD), constituye una
enzima con actividad serin-proteasa dependiente de la vitamina K, sintetizada en el higado y
liberada al plasma como un zimégeno o proenzima, que es activada a través del clivaje
proteolitico mediado mayoritariamente por el FXla. El FIXa participa en un complejo junto con
el FVllla sobre la superficie plaquetaria para activar al factor X en una reaccién crucial para la
generacion de trombina y el proceso de coagulacidn sanguinea.

En la proteina se pueden distinguir principalmente 4 grandes dominios estructurales, desde el
extremo amino (Fig. 1): el dominio Gla (residuos 1-40), un pequefio segmento hidrofébico (41-
47), dos dominios que muestran homologia con el factor de crecimiento epidérmico (EGF-1vy -
2) (48-84 y 85-128, respectivamente), juntos estos 3 dominios conforman la cadena liviana del
FIX (1-145), y un dominio catalitico serin-proteasa, que corresponde a la cadena pesada (181-
415). Ambas cadenas se mantienen unidas a través de un puente disulfuro (Di Scipio et al,

1978, Anson et al, 1984).
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Figura 1. Cromosoma X humano con detalle esquematizado el gen del FIX en Xq27.1 y del gen del FVIII
de coagulacion en Xq28. En el panel superior se representa en escala la disposicion exdnica (cajas
negras A-H) e intrdnica (cajas blancas) del gen del FIX; y la proteina, fuera de escala, con el péptido sefial
(SP), el propéptido (PP), el dominio gama-carboxi-glutamico (Gla), el dominio hidrofébico (Hf) los
dominios homadlogos al factor de crecimiento epidérmico (EGF-1y -2), el péptido de activacion (P. act.) y
el dominio catalitico Serin-proteasa. En el panel inferior, se esquematiza en escala la disposicidon de
exones (cajas negras, 1-26) e intrones del gen del FVIII (cajas blancas), y el FVIII fuera de escala, con los
dominios repetidos Al, A2 y A3; y; C1 y C2, el dominio Unico B, los dominios acidicos: al, a2 y a3 y el
péptido sefial (SP). En cada caso la numeracion corresponde a los residuos de la proteina madura; Ny C,
representan los extremos amino y carboxilo, respectivamente.
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Antes de la secrecidn, la proteina sufre modificaciones post-traduccionales mediadas por la
enzima carboxilasa dependiente de vitamina K, incluyendo y-carboxilacién de los 12 residuos de
acido glutamico pertenecientes al dominio Gla, también glicosilaciones, fosforilaciones e
hidroxylaciones (Enjolras et al, 2004).

Como se menciond arriba, el F9 se organiza en 8 exones (Fig. 1, panel superior): El exén A
codifica para el péptido sefial involucrado en la secrecién desde el hepatocito, el exén B
codifica principalmente para el propéptido, los sitios de unidn de la carboxilasa dependiente de
vitamina K, y junto al exdn C codifican para completar el dominio Gla; el exén D codifica para el
primer dominio del tipo factor de crecimiento epidérmico que contiene un dominio conservado
de residuos carboxilicos incluyendo un B-hidroxiaspartico en el aminoacido 64 que une un idn
Ca'" adicional con alta afinidad. El exén E codifica para el segundo dominio del tipo factor de
crecimiento epidérmico; el exdn F codifica para el segmento llamado péptido de activacién, que
se libera del factor resultando en la cadena liviana y pesada del FIXa. Los exones G y H codifican
para el dominio catalitico con actividad serin-proteasa, responsable de la protedlisis del factor X
a Xa, esta region mantiene alta homologia con otras serin-proteasas estudiadas y es altamente
probable que la triada His221, Asp269 y Ser365 participen en el clasico mecanismo catalitico
estudiado en este grupo de proteinas como la tripsina. Estos tres residuos juntos se los

denomina triada catalitica (Giannelli et al, 1998).

Estudios posteriores a la caracterizacion completa del F9 en 1985, detectaron defectos
genéticos causales de HB, observando una alta frecuencia de mutaciones por cambio de un solo
nucledtido, ampliamente distribuidas dentro de la secuencia génica, asociadas a cambios de
falso sentido (missense), cambios a no sentido (nonsense) y cambios del marco de lectura
(frameshifts) (Tabla 1). Asimismo, existe un grupo de mutaciones que afectan al promotor del
gen del FIX, asociadas a un fenotipo inusual de HB, llamado HB Leyden, que se caracteriza por
una restitucién espontanea de los niveles de FIX:C (actividad del FIX) luego de la pubertad
(Lillicrap, 1998). En HB hay pocos estudios que muestren la relacion entre el tipo de mutacién y
el grado de severidad de la hemofilia. Sin embargo, pudo determinarse que las mutaciones de
tipo missense causan el 59 / de los casos con fenotipo severo y moderado y que
aproximadamente el 95 / de estas mutaciones son de origen independiente. En familias con
HB leve, el 97 / presenta mutaciones de tipo missense y sélo el 41 / es de origen

independiente. Esta asociacidn entre la mayor severidad del fenotipo hemofilico y el origen
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independiente de la mutacion causal (indicada por su asociacion a diferentes haplotipos de
marcadores ligados) encuentra sélido sustento tedrico en el razonamiento de J.S.B Haldane

citado mas arriba (Haldane, 1935).

Tabla 1: Principales mutaciones involucradas en HB.

Tipo de mutacién Porcentaje observado *
Falso sentido 54.6
Sin sentido 27.7
Pequefias deleciones/inserciones (< 50 bp) 11.6
Grandes deleciones (> 50 bp) 6

* Datos obtenidos de Oldenburg et al, 2004.

En este contexto, este trabajo se propone abordar, el estudio exhaustivo del gen del FIX de
coagulacion humano en busca de mutaciones causales de HB y variantes polimorficas,

polimorfismos de DNA, en el F9 en la poblacién Argentina.

Hemofilia A.

Como se indico la HA esta caracterizada por mutaciones deletéreas de distinto tipo a lo largo
del gen del factor VIII de coagulacidn (F8), resultando en una proteina plasmatica FVIII ausente
o afectada.

La HA puede también clasificarse segln un criterio bioquimico-clinico en severa (con actividad
del FVIII:C menor a 1 Ul/dl), moderada (entre 1 y 5 Ul/dl) y leve (entre 5 y 20 Ul/dl) (Hoyer,
1994). Aunque existe cierta disparidad en los datos provenientes de la literatura, se estima que
entre el 20 y el 30/ de los pacientes con fenotipo de HA severa desarrollan anticuerpos contra el

FVIII terapéutico (Schwaab et al, 1995).

Estructura de la proteina, el mensajero y el gen del factor Vil de coagulacion.

La determinacion de la secuencia nucleotidica del ADNc (ADN copia del ARNm) del FVIII, predice

una cadena polipeptidica madura de 2332 aminoacidos (excluyendo los 19 residuos del péptido

sefial, indispensables para su secrecidn) con una masa molar relativa de 265 kD (sin considerar
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carbohidratos) (Vehar et al, 1984). El FVIII es sintetizado principalmente en hepatocitos y células
endoteliales entre otros tejidos. En forma similar al F9, el F8 presenta una expresion residual muy
baja en las células nucleadas de sangre periférica, razéon que dificulta los analisis de expresion
gendmica.

La estructura primaria del FVIII muestra basicamente 3 tipos de dominios repetidos que incluyen
una regién triplicada de aproximadamente 330 residuos (dominios A), una regién uUnica de 980
residuos (dominio B) y una regién carboxi-terminal duplicada de 150 residuos (dominios C), y tres
pequenios péptidos acidos (a3, a;, as) en el orden: NH,.A;-a;-A,-a,-B-a3-A3-C;-C,.COOH (Vehar et al,
1984) (Fig. 1, panel inferior). Esta estructura presenta un alto grado de homologia con el factor V
de coagulacion (A;-A,-B-A3-C;-C,, sélo sus dominios B no estan relacionados), con la proteina
plasmatica ceruloplasmina (A;-A-Az) y con la ferroxidasa (dominio A) (Vehar et al, 1984). Sus
dominios C también presentan homologias entre si y con proteinas de otras especies, pero en
grado menor.

El gen que codifica para el factor VI, localizado en la regién Xgq28 del cromosoma X, fue uno de los
genes de mayor tamano caracterizado en humanos hasta fines de los afios 80 (186 kb) (Gitschier et
al, 1984). Contiene 26 exones con tamafios comprendidos entre 69 y 3106 pares de bases (bp) que
se transcriben a un ARNm de 9 kb. Las secuencias correspondientes a los intrones ocupan 177 kb
del gen, y entre ellos, el intrén 22 es el de mayor tamano (Gitschier et al, 1984) (Fig. 1, panel
inferior).

Después del clonado y caracterizacion del F8 (Gitschier et al, 1984; Vehar et al, 1984; Toole et al,
1984; Wood et al, 1984), numerosos estudios detectaron mutaciones causales de HA severa,
moderada y leve, incluyendo casi todo tipo de cambios: deleciones grandes (> 0,2 kb) mediadas
por eventos de recombinacion homodloga (Rossetti et al, 2004) o de recombinacién no homéloga
(Woods-Samuels et al, 1991), deleciones o inserciones pequefias (de 1 bp, en motivos repetidos, o
de pocas bases, algunas de las cuales predicen cambios en el marco de lectura o frameshifts y
otras no), inserciones grandes, como la insercion del retrotransposén LINE-1, long interspersed
nuclear elements o Alu, mutaciones puntuales que causan cambios de falso sentido (missense), o
aparicién prematura de codones de terminacion (nonsense), o que afectan las secuencias
necesarias para el proceso de maduracién del transcripto primario de ARN en ARNm (splicing)
(Gitschier et al, 1988; Kazazian et al, 1988; Kogan y Gitschier, 1990; Tuddenham et al, 1991;
Higuchi et al, 1991) (Tabla 2). Actualmente todas las mutaciones asociadas a HA se encuentran

registradas y permanentemente actualizadas en la base de datos HADB (Haemophilia A mutation
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database and factor VIl resourse site, previamente HAMSTeRS), libremente accesible en internet

en la direccion URL: http://www.hadb.org.uk (Kemball-Cook et al, 1998).

Grandes inversiones recurrentes del F8.

Las mutaciones descriptas ya referidas arriba permiten explicar la causa de la casi totalidad de las
HA moderadas y leves pero sélo algo mas de la mitad de las HA severas. Doce afios atras, dos
grupos de investigacién (Naylor et al, 1993; Lakich et al, 1993) en forma independiente vy
simultadnea demostraron que un tipo inusual de mutacion se observaba en la mitad de los casos
severos. Se trata de una disrupcion del F8, debida a una inversion (inapreciable
citogenéticamente) que separa a los exones 1-22 de los exones 23-26, aproximadamente 500-600
kb. Esta disrupcién inactivante del F8 es llamada inversion del intrén 22 (Inv22) y es la causa de
casi la mitad de las HA severas en todo el mundo (Fig. 2, Tabla 2).

La Inv22 resulta por intercambio reciproco entre secuencias homoélogas de 9,5 kb (int22h)
ubicada una de ellas dentro del intrén 22 del F8 (int22h-1) y otra que pertenece a un grupo de
al menos dos copias adicionales de int22h (int22h-2 e int22h-3), ubicadas en posicion mas
telomérica, también en Xq28, aproximadamente 400 kb rio arriba (upstream) del gen del FVIII
(Naylor et al, 1995) (Fig. 2). Como resultado de la Inv22, el gen del FVIII queda truncado a nivel
de su intrén 22 y las nuevas secuencias que quedan yuxtapuestas aportan 4 exones putativos

(llamados a, b, cy d) (Naylor et al, 1993).

10



Introduccion

Tabla 2: Mutaciones involucradas en hemofilia A severa, moderada y leve.

ol e Severa Moderada® Leve'
FVII.CL 1/ 1<FVII:CL5/ 5/ <FVII:.CL20/
Inversiones distal 35/
proximal 7/
Inv22? raros <0.5/
Inv22 total 42/
Inv1® 5/
Total a7/
Mutaciones falso sentido 19/ falso sentido > 95/ falso sentido > 98/
Puntuales sin sentido 7/
sitio splicing 4/ sitio splicing
Total 30/
Deleciones grandes (> 0,2kb) 10/ grandes (> 0,2kb)
pequenas (< 0,2kb) 4/
Total 20/
Inserciones de una bp 2/
LINE-1 <V
Total 3/

'Estimada de la informacién publicada en internet en la base de datos HADB (http://www.hadb.org.uk)
(Kemball-Cook et al, 1998). %Informacion publicada por Antonarakis, colaboradores y un Consorcio
Internacional (Antonarakis et al, 1995). *Informacion publicada por Bagnall y colaboradores (Bagnall et al,
2002).

Rossiter y colaboradores (1994), investigaron el origen de la Inv22 en un grupo de familias con
hemofilia esporadica y observaron que ocurria con muy alta probabilidad en la meiosis del
abuelo materno y no en la madre, ni en la abuela materna, demostrando que la inversion
ocurria casi exclusivamente en células germinales masculinas. Esto también fue observado por
Tizzano y colaboradores (1995), al reportar que en casos aislados de HA severa asociada a la
Inv22, sorpresivamente, todas las madres eran portadoras cuando se esperaba que cierta
proporcion de ellas no lo fuera (ya que a priori, se esperaba que las tasas de mutacién de novo
de la inversion en varones y en mujeres, fueran similares). Proyectando una explicacién para el
sesgo observado, Rossiter, propuso que la presencia de dos cromosomas X en las meiosis
femeninas inhibiria la interaccion intracromosémica entre secuencias homélogas como int22h
(Rossiter et al, 1994).

Mas recientemente en el afo 2002, fue descripta otra gran inversion recurrente del gen del
FVIII similar a la Inv22, pero que afecta al intrén 1 (Bagnall et al, 2002). Esta inversion del intrén
1 (Invl) también esta mediada por secuencias homélogas, de aproximadamente 1 kb (int1h)
opuestamente orientadas y situadas en el intrén 1y 200 kb rio arriba (upstream) del F8 hacia el

teldmero Xq (Fig. 2). Esta mutacién ha sido originalmente reportada con una frecuencia del 5/

11
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de las HA severas (Bagnall et al, 2002) (Tabla 2), pero actualmente se ha determinado que la

frecuencia es menor a la mitad de la estimacién original (Rossetti et al, 2004).
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Figura 2. Inversion del intrén 22 (Inv22) e inversion del intron 1 (Invl). Esquema de la region del cromosoma X
que contiene el gen del factor VIII de coagulacidn, y las regiones extragénica homdlogas al intrén 22, int22h
involucradas en las inversiones. A. Se esquematiza la zona telomérica Xq (circulo negro) las copias extragénica
int22h-3 y -2, rojo y naranja respectivamente; en azul la copia extragénica int1h-1, los exones del F8, en negro, se
detallan en verde los exones de gran tamafio 1, 14 y 26; dentro del gen se notan en rojo la copia intragénica
int22h-1 y en azul, int1h-1. B. Esquemas de recombinacidon entre la copia intlh-1 e intlh-2, para la Invl y
recombinacion entre las copias int22h-1 e int22h-3, para la Inv22 tipo I. C. Resultado de la recombinacién que
trunca el gen del factor VIl de coagulacion, tanto para la Invl como para la Inv22.
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Por la arquitectura de la recombinacién homdloga, las copias de int22h involucradas en las
inversiones deben estar en orientaciones invertidas. En 1993, Lakich y colaboradores
demostraron que la secuencia extragénica int22h-3 se encontraba en orientacion invertida
respecto a la copia intragénica y como la inversidn también puede ocurrir con la copia int22h-2,
en la Inv22 tipo Il, se creia que ambas secuencias extragénica se encontraban en orientacion
invertida respecto de la copia intragénica int22h-1. La caracterizacion completa de la secuencia
del cromosoma X humano indicé que sélo int22h-3, se encontraria en orientacién invertida
respecto a la copia intragénica, y que las copias extragénica forman parte de los brazos de un
gran palindromo imperfecto con una secuencia central de copia Unica de 67,3 Kb y brazos
homologos invertidos de 50,5 Kb (Ross et al, 2005).

Si todos los cromosomas tuvieran la estructura descripta por Ross y colaboradores (2005), la
recombinacién que da lugar a la Inv22 sélo podria producirse entre int22h-1 e int22h-3; y la
recombinacién entre las copias en igual orientacidon, int22h-1 e int22h-2, deberian generar
deleciones y duplicaciones de las 400 Kb que separan estas secuencias, pero no inversiones. En
base a esta observacidn Bagnall y colaboradores (2005) hipotetizan que los brazos del
palindromo conteniendo int22h-2 y -3 podrian sufrir entre ellos recombinacién
intracromosémica, dando como resultado el intercambio posicional de las secuencias
extragénicas int22h-2 y -3, proyectando una explicacién natural para el evento que origina la
Inv22 de tipo Il que involucra las copias int22h-1y -2 orientadas inversamente (Fig. 3).

Para detectar la presencia de todos los posibles rearreglos que involucran int22h, inversiones
tipo | y I, duplicaciones y deleciones, Bagnall y colaboradores (2006) desarrollaron una técnica
basada en PCR de larga distancia en reemplazo del clasico método de Southern blot para el

estudio de la Inv22 (Lakich et al, 1993).

Para poner en evidencia todos los posibles rearreglos que involucran int22h, en este trabajo se
presenta el desarrollo de la estrategia inverse shifting-PCR (IS-PCR), como una variante de la
técnica PCR inversa usada para genotipificar la Inv22 (Rossetti et al, 2005), donde un cambio
definido en el tamano del amplimero, dado por el uso de primers diferentes ubicados a
distancias cortas y especificas del sitio de restriccidn, permite identificar todas las variantes que

involucran int22h, y ademas sobre el mismo sustrato, estudiar la presencia de la Inv1.
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Figura 3. Representacion esquematica de todos los posibles rearreglos que involucran int22h. Los diagramas (A-
D) muestran el cromosoma X desde la region 3'UTR del gen del F8 hasta el telémero Xq (indicado como circulo
cerrado). Las secuencias funcionales de F8 estan indicadas en verde rayado, mientras que secuencias no
funcionales de F8 se indican en rojo rayado. Dentro del F8, int22h-1 se indica como una caja-flecha en negro,
int22h-2, en gris, e int22h-3, en blanco. Los brazos centroméricos y teloméricos (50 Kb cada uno) del gran
palindromo de 168 Kb que incluye int22h-2 e int22h-3 estan indicados con flechas en azul, y la regidn de copia
Unica central (67 Kb) que separa las regiones repetidas se muestra en una gama de gris a blanco, indicando
cercania con int22h-2 e int22h-3, respectivamente. A. Variantes estructurales normales (A1) int22h-1, -2 y -3
(variante h123), (A2) int22h-1, -3 y -2 (variante h132). B. Dos ejemplos de variantes con duplicaciéon de 400 Kb,
Dup22 (De Brasi y Bowen, 2008), (B1) recombinacidn entre las copias int22h-1 y -2 entre dos variantes h123; (B2)
recombinacion entre int22h-1y -3 entre las variantes h123 y h132. C. Inversiones, (C1) Inv22-1 tipo I, (C2) Inv22-2
tipo Il. D. Variantes con delecion de 400 Kb (De Brasi y Bowen, 2008), (D1) recombinacion intracromosémica
variante h132, o intercromosdmica, variantes h132, delecidn tipo I, Del22-1, (D2) recombinacidon intracromosdmica
variante h123, o intercromosdémica, variantes h123, delecidn tipo Il, Del22-2.
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Expresion de hemofilia en mujeres.

La hemofilia es trasmitida por mujeres quienes debido a su condicién de heterocigotas no
afectadas, son denominadas portadoras. Las portadoras heterocigotas de hemofilia pueden
tener niveles de actividad normales o intermedios de factor VIII (o FIX segln sean portadoras
de HA o HB), dependiendo, entre muchos otros factores bioldgicos y experimentales, del
balance en el mosaisismo presente en sus células somaticas, donde alternativamente o el
cromosoma X ligado al gen no mutado o mutado estd activo. Usualmente las portadoras son
asintomaticas debido a que la inactivacion al azar del cromosoma X (Favier et al, 2000), en el
tejido secretor del factor asegura niveles de FVIII:C (o FIX:C) promedio de aproximadamente
50/ de la actividad del factor (50 Ul/dl).

La evidencia fenotipica de enfermedad en desordenes recesivos ligados al cromosoma X es un
fendmeno inusual. Sin embargo la literatura muestra algunos reportes de mujeres sintomaticas.
La mayoria de estos casos resultan mujeres heterocigotas para mutaciones en el F8 con
sintomas de HA (o F9 con sintomas de HB) asociada al sesgo completo en la inactivacién del
cromosoma X (Nissen et al, 1989; Kling et al, 1991; Orstavik et al, 1999; Bicocchi et al, 2005).
Entre otras causas menos frecuentes para la expresion de hemofilia en mujeres se pueden citar,
mujeres homocigotas o doble heterocigotas para mutaciones deletéreas en el locus del F8,
anormalidades cromosémicas que dejen en hemicigosis el locus afectado, o la simulacién clinica
de HA, por ejemplo con mutaciones que afecten el factor von Willebrand, gen autosémico (VW)
esencial para el transporte y estabilidad del FVIII en el plasma (i.e., vVWD 2N, Normandy, con
mutaciones en el dominio del VWF responsable de la unién con el FVIII).

La inactivacion al azar de uno de los cromosomas X en las células de las hembras de mamiferos,
es un fendmeno fisioldgico que permite compensar las dosis de los genes ligados al X con los
machos (XY). Esta inactivacién ocurre temprano en la embriogénesis (embriéon de 5-7 dias),
afecta casi todas las regiones del cromosoma X con escasas excepciones (Brown y Willard,
1990), las regiones pseudoautosémicas | y Il, y genera individuos femeninos que son mosaicos
de células conteniendo o bien el cromosoma X materno inactivo, o bien el X paterno inactivo,
con una distribucién cercana tedrica del 50:50/ en cada tejido (Lyon, 1961). Una vez ocurrida la
inactivacion del X en cada célula somatica, ésta se hereda clonalmente y permanece inalterada

durante toda la vida adulta.

15



Introduccion

La inactivacion sesgada es una marcada desviacion de la inactivaciéon 50:50/ , y puede estar
asociada a distintas causas: (1) aun por azar existen casos donde la inactivacion se ubica en los
extremos de la distribucion binomial, con escasos eventos, pues, el nimero de células
progenitoras de cada dérgano o tejido, es pequefio (e.g., 15-25); (2) por la potencial desventaja
adaptativa del clon una vez que se produjo la inactivacion, donde las células con un dado
cromosoma X activo presentan una mutacidn adicional no relacionada que afecta la eficacia
proliferativa o sobrevida del clon; (3) por un defecto en el proceso de inactivacion, por ejemplo,
mutaciones en el gen XIST (X inactivation specific transcript), responsable de la iniciacion en el
proceso de inactivacién, que bloqueen o estimulen la inactivacién de un cromosoma X
especifico en cis (Puck y Willard, 1998).

Para la inactivaciéon del cromosoma X y su eventual sesgo, el sistema HUMARA (human
androgen receptor) es un método sensible e informativo basado en la correlacién demostrada
entre el estado de metilacion del primer exdn del gen AR (androgen receptor) y el estado de
inactivacion del cromosoma X sobre el cual reside (Allen et al, 1992).

La determinacion de la inactivacion sesgada del cromosoma X tiene un importante valor para
poder explicar el estatus de portadora sintomatica en desérdenes recesivos ligados al
cromosoma X, como en HA (Puck y Willard, 1998). Sin embargo, el analisis de leucocitos de
sangre periférica como muestra sustrato a menudo no representa el mismo patrén presente en
el higado, tejido involucrado en la expresion del FVIII (o FIX).

Si bien se espera que los niveles de FVIII:C en portadoras sean de alrededor del 50/, en la
practica se observa un amplio rango, variando desde valores observados solo en pacientes
hemofilicos hasta actividades normales; variacién que ha sido atribuida a la inactivacién del
cromosoma X, y podria explicar ambos fenotipos extremos desde portadoras sintomaticas
hasta casos con niveles de factor cercanos a los normales.

Orstavik y colaboradores (2000) estudiaron la correlacidn entre los niveles de FVIII:C y FIX:C en
portadoras heterocigotas de HA y HB, respectivamente, y el patrén de inactivaciéon del
cromosoma X (XIP), mediante una tabla de contingencia por categorias, concluyendo que hay

ausencia de correlacidn por lo menos en muestras de sangre periférica.

El estudio de la causa de hemofilia en las mujeres sintomaticas de nuestra serie, se llevara a
cabo mediante primero la busqueda de la mutacion causal de hemofilia y la determinacién de

la cigosidad y el estudio del patrén de inactivacion del cromosoma X en cada caso.
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Introduccion

Para estudiar la eventual asociacién entre los niveles de FVIII:C y el patréon de inactivacién del
cromosoma X en mujeres heterocigotas, se plantea un modelo de correlacién de dos ramas que
dibuja una V (modelo V). En primera instancia esta topologia de correlacion es debida a que se
desconoce la fase entre la mutacién en el F8 y el alelo X activo o inactivo. Este modelo V tiene
como base bioldgica que valores bajos de FVIII:C, en portadoras heterocigotas sintomaticas, se
asociarian preferencialmente con sesgo extremo de inactivacidon del cromosoma X ligado al F8
no mutado, y niveles de FVIII:C esperado para portadoras, 50 Ul/dl, la inactivacién del
cromosoma X deberia tener valores cercanos al 50/, por inactivacién al azar, y finalmente
valores de FVIII:C parecidos a los niveles observados en no portadoras (e.g., 100 Ul/dl), se
asociarian con sesgo extremo en el patrén de inactivacién del cromosoma X, ligado al alelo que

lleva la mutacién del F8.

En el tratamiento de las enfermedades hereditarias monogénicas como la hemofilia, estdn en
desarrollo un nimero creciente de ensayos de terapia génica, que permitirdn mejorar la calidad
de vida de los pacientes hemofilicos. Mientras tanto, el asesoramiento genético de las familias
afectadas (diagnostico de portadoras y prenatal) adquiere un valor fundamental. La
informacién clave para este asesoramiento genético es provista por el laboratorio de genética
molecular. En la presente tesis doctoral los objetivos se encuentran orientados hacia la
busqueda de mutaciones causales de hemofilia B, el desarrollo de nuevos abordajes que
permitan estudiar grandes rearreglos, orientados a los mediados por int22h e intlh, en

hemofilia A, y por ultimo el analisis de las causas de la expresidon de hemofilia en mujeres.
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OBIJETIVOS

Capitulo I: Anadlisis del gen del FIX, caracterizacion de mutaciones causales de Hemofilia B en

Argentina.

Caracterizar el espectro de mutaciones sobre el gen del factor IX de coagulaciéon
humano, causal de hemofilia B, en pacientes Argentinos con distinto grado de
severidad.

Desarrollar, poner a punto y validar mejores abordajes de screening molecular para la
identificacion de pequefias mutaciones (mutaciones de cambio de base y pequefias
deleciones o inserciones) adecuado a nuestro pais.

Estudiar y discutir la asociacidon entre las mutaciones encontradas y la severidad de la

hemofilia B observada en cada paciente, relacién Genotipo-Fenotipo.

Capitulo II: Disefio, desarrollo y validacion del método de genotipificacion de los rearreglos

que involucran int22h e int1h en el gen del FVIII, mediante inverse shifting-PCR.

Disefiar, desarrollar y validar una estrategia de analisis rapido para detectar todos los
posibles rearreglos mediados por las secuencias int22h e intlh, responsables de la
inversion del intrén 22 e inversién del intrén 1, respectivamente.

Investigar la presencia en nuestra poblaciéon de variantes aun no reportadas en la

literatura, i.e., duplicaciones y deleciones involucrando int22h.

Capitulo Ill: Andlisis de la expresion de Hemofilia en mujeres. Inactivacion del cromosoma X.

Desarrollar y validar el método de analisis de patrones de inactivacién del cromosoma X
basado en el sistema HUMARA, adecuado a las caracteristicas de nuestro pais, y sin el
uso de radioisotopos.

Estudiar la cigosidad de mutaciones causales de hemofilia A severa caracterizadas en

mujeres relacionadas a familias afectadas.

18



Objetivos

e Estudiar la inactivacion del cromosoma X en mujeres portadoras sintomaticas, no
sintomaticas y no portadoras de Hemofilia A.

e Andlisis de causalidad de la expresion de hemofilia en mujeres sintomaticas.

e Estudiar estadisticamente la correlacién entre el patréon de inactivacion del cromosoma
X y los niveles de FVIII:C en mujeres portadoras y no portadoras de Hemofilia A, en
muestras de sangre periférica. Poniendo a prueba modelos tedricos versus hipotesis

nula.
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MATERIALES Y METODOS

Poblaciones para el estudio de los genes del FVIIl y FIX e inactivacion del cromosoma X

La poblacion para el estudio molecular del F9 incluye miembros de 51 familias no relacionadas,
distribuidas en 39 familias con HB severa, cinco con HB moderada y siete familias con HB leve.
En todos los casos, la informacion clinica asociada a cada paciente, como el desarrollo de
anticuerpo inhibidor de la terapia sustitutiva del FIX y la condicidn esporadica o familiar de la
enfermedad, fue computada en la base de datos disefiada a tal efecto.

Para el desarrollo y validacion de las nuevas técnicas de analisis para los rearreglos que
involucran a int22h, se estudiaron tres grupos de individuos. El primer grupo estuvo compuesto
por 32 individuos (18 varones y 14 mujeres) previamente genotipificados para la Inv22 por
analisis de Southern blot, e incluyd 10 varones sin la Inv22 y ocho varones con HA severa
positivos para la Inv22 (cuatro del tipo | y cuatro del tipo Il), y entre las mujeres, seis no
portadoras para la Inv22 y ocho portadoras de la Inv22 (cuatro del tipo | y cuatro del tipo Il). El
segundo grupo se compone de 43 pacientes (24 varones y 19 mujeres) previamente estudiados
para la Inv22 mediante el método de PCR inversa desarrollado en nuestro laboratorio (Rossetti
et al; 2005) incluyendo 11 varones sin la inversion, 13 positivos para la Inv22, 10 mujeres no
portadoras y nueve portadoras de la Inv22. El tercer grupo incluye 34 nuevos casos con HA
severa sin estudios moleculares previos.

Para el desarrollo y validacién de nuevos abordajes para el analisis de la Inv1 se estudiaron dos
grupos de individuos negativos para la Inv22. El primer grupo incluyé 21 casos (14 varones y
siete mujeres) previamente analizadas para la Invl por la técnica de doble PCR (Bagnall et al;
2002), y el segundo grupo que incluydé 13 nuevos casos (siete varones y seis mujeres).

Para los estudios de inactivacién de cromosoma X se han incluido 72 mujeres relacionadas a 61
familias con HA severa, con mediciones de los niveles de FVIII:C y 20 controles de la poblacidn
general Argentina sin datos de niveles de FVIII:C. La poblacién de mujeres portadoras con
niveles de FVIII:C promedio de 49,6 Ul/dl y la poblacidn de no portadoras con niveles promedio
de FVIII:C de 97,4 Ul/dI. El grupo estudiado contd con seis mujeres portadoras sintomaticas de

hemofilia A con niveles de FVIII:C entre 1y 1,5 Ul/dl.
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Tanto para el estudio molecular del F9 como para la inactivacion del cromosoma X se utilizé
una coleccion de muestras de dadores de sangre sanos, como representativa de la poblacién
general Argentina.

Los Proyectos de Investigacion que incluyen estos estudios fueron aprobados por el Comité
Cientifico del Instituto de Investigaciones Hematoldgicas Mariano R Castex, y por el Comité de
Etica de la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires. La informacién clinica y molecular
asociada a cada paciente fue manejada bajo la idea de preservar el anonimato. En todos los

casos se obtuvo el consentimiento informado correspondiente.

Muestras y métodos de purificacion de ADN genémico

Las muestras de 5-10 ml de sangre periférica fueron obtenidas por punciéon venosa usando
etilen- diamin-tetra acetato de sodio (EDTA) al 0,1/, y recogidas en tubos tipo vacutainer o
tubos coénicos de 15 ml. Las muestras de leucocitos de sangre periférica fueron obtenidas
mediante tres o cuatro lavados para lisis de eritrocitos, con un volumen de solucién hipoténica
Tris: EDTA (Tris/HCl 10 mM pH 7,8, EDTA 0,5 mM), obtencién de pellet de leucocitos. La lisis
celular se llevé a cabo mediante la incubacién a 37° C por toda la noche o a 55° C por tres
horas, en buffer PK (Tris 10 mM; EDTA 5 mM; SDS 0,5/ ) y 30-50 ul de proteinasa K (PK, 20
mg/ml).

Las muestras de DNA gendmico nuclear de leucocitos de sangre periférica fueron obtenidas por
purificacién del tipo salting-out (Lahiri y Nuremberg, 1991): el producto de la lisis celular es
desproteinizado por el agregado de 1,6 ml de NaCl (6 M) cada 4,5 ml de pellet tratado con PK e
incubado por 15 min a 4° C, o alternativamente, por el método de fenol-cloroformo (Sambrook
et al, 1989): el producto de lisis celular, desproteinizado por una extraccidon con fenol (fenol
saturado en Tris-HCI 0,1 mM, pH 7,5) y una extraccion IAC (cloroformo: alcohol isoamilico 24:1
v/v saturado en agua), precipitacion de ADN en 0,1 volumen de NaCl 3 M y precipitacién
alcohdlica en 2 volimenes de etanol frio. Las muestras de ADN gendmico nuclear de células
descamadas de la mucosa bucal fueron obtenidas por micrométodo de purificacidn del tipo
tipo salting-out (Lahiri y Nuremberg, 1991). La calidad y concentracidn de las muestras de ADN
gendmico fueron evaluadas por electroforesis en gel de agarosa (1 /) y su concentracion y

pureza, por espectrofotometria UV (260 y 280 nm).
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Ampilificacion y andlisis del gen del factor IX de coagulacion humano

Todas las secuencias exdnicas relevantes del gen del FIX (F9, promotor, ocho exones, las
secuencias asociadas a la maduracion del ARN o splicing y las sefiales de poliadenilacion) fueron
amplificadas en 12 reacciones PCR cuyos tamanos moleculares (334-583 pb), caracteristicas y
disefio estaban de acuerdo al método de screening de mutaciones elegido, CSGE (conformation
sensitive gel electroforesis) (Hink et al, 1999; Mitchell et al, 2005). La tabla 3 resume la
secuencia de los oligonucleétidos primers, las temperaturas de annealing, las concentraciones
6ptimas del i6n Mg*, asi como los tamafios de cada amplimero y la posicién o coordinacién de
bases de cada primer sobre el archivo de secuencias nucleotidicas correspondiente (GenBank
K02402). La reaccion PCR utiliza 3 pul de ADN gendmico (100 ng/ul), en un volumen total de
reaccion de 25 pl, con 200 uM de dNTP (desoxiribonucledtido trifosfato, dATP, dTTP, dGTP,
dCTP), 0,5 uM de cada primer, 0,5 U de Tag DNA Polymerase (Promega, Argentina) y buffer Taq
polymerase (Tris-HCl 50 mM pH 9,0, NaCl 50 mM, BSA, seroalbimina bovina, 0,1 mg/ml). La
identidad y el tamafio de cada amplimero fue analizada por electroforesis en gel de agarosa (1-
2 /). En este contexto las deleciones grandes (mayores 100 pb) fueron definidas como la
ausencia repetida y consistente de un exén o un grupo de amplicones exén-especificos vecinos.
En el caso de deleciones se realizé una PCR multiplex de cada amplimero del F9 y un amplimero
del gen de B-globina para descartar errores por baja concentracion de la muestras (Tabla 4).

El termo-ciclado estandar dptimo consta de: treinta ciclos de 94° C, 30 seg.; 55° C, 45 seg.; 72°

C, 1 min.; precedidos por 94° C, 3 min. y seguidos por 5 min. a 72° C.
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Tabla 3: Oligonucleétidos primers para analisis del gen del factor IX de coagulacion.

X . Tamafio Temp.Ann. MgCl, GenBank K02402
Primer Secuencia (5’ > 3’)*
(bp) (20 [mM] (nt)**
9PAF ACGAAAAAATTTCAGAAGCCA 2148-2168
9PAR CCATCAGCAATGTATGAGTGG 484 55 1.5 2611-2631
9PBF AAGCTACAGGCTGGAGACAAT 2494-2514
9PBR CCTTTGCTAGCAGATTGTGAA 499 55 1.5 2972-2992
9AF AGGCCATTGGAAATAGTCCA 2865-2884
9AR AAAGGCAAGCATACTCAATGT 260 55 1.5 3104-3124
9BF CATCACAGATTTTGGCTCCA 9146-9165
9BR TATGCTCTGCATCTGAAGGGT 347 55 1.5 9474-9494
9CF CACATAATACCCTTCAGATGC 9466-9486
9CR AATATGGGTTAGAGGGTTGG 341 55 1.5 9787-9806
9DF AAAATCAGACTCCCATCCCA 13262-13281
9DR GGTTTTGGTCACACTGAAGTT 583 55 1.5 13826-13846
9EF CCCCCAATGTATATTTGACCC 20533-20553
9ER CAAAAGGAAGCAGATTCAAGT 334 55 1.5 20846-20866
9FF AAATACTGATGGGCCTGCTT 23206-23225
9FR TGGTTAGTGCTGAAACTTGCC 459 55 1.5 23644-23664
9GF AATTCATCTGCAAAGCTCACA 32851-32871
9GR TGAAATTATGACCCTTCTGCC 401 55 1.5 33231-33251
9H1A ATGAGATCTTTAACATTGCC 33678-33697
9H1B GAACTTTGTAGATCGAAG 436 55 1.5 34095-34112
9H2A TTTGGATCTGGCTATGTAAGT 33990-34010
9H2B GAAATTCTCCCCTGTAAAG 488 55 1.5 34459-34477
Poly AF AAGAGAACCGTTCGTTTGCA 35375-35394
Poly AR AGAACTAAAGGAACTAGCAAG 510 50/55 1.5/2.0 35865-35885

* Goodeve et al; datos no publicados.
** Coordinacidn de las posiciones en el archivo K02402 con los extremos 5’ y 3’ de los oligonucledtidos.

Tabla 4: Oligonucleotidos primers para B-globina.

GenBank NC_000011.9

X . Tamaiio Temp.Ann. MgCl,
Primer Secuencia (5’ > 3’)* o 5246696-5248301
(bp) (20 [mM] *%
(nt)
L1 TCATGGCAAGAAAGTGCTCG 280 55 15 1087-1106
L4 CCCATTCTAACCTGTACCC ' 879-897
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Ampilificacion y andlisis del gen del factor VIl de coagulacion humano

Todas las secuencias exdnicas relevantes del gen del FVIII (F8, el promotor, los 26 exones vy las
secuencias consenso asociadas al splicing) fueron amplificadas en una reaccién de PCR multiple
(x4) (que incluye el analisis conjunto de 4 exones), 16 reacciones PCR multiples (x2), en las
cuales se analizan dos exones simultdneamente, y una reaccion PCR simple (x1), cuyos tamafios
moleculares (227-612 pb), caracteristicas y disefio estaban de acuerdo al método de screening
de mutaciones elegido, CSGE. La tabla 5 resume la secuencia de los oligonucleétidos primers,
las temperaturas de annealing, las concentraciones éptimas del ién Mg"", asi como los tamafios
de cada amplimero, la coordinacién de bases de cada primer sobre el archivo de secuencias
nucleotidicas correspondiente (GenBank NC_000023.9, 153617257-154004192) vy la
combinaciéon de cada uno de ellos para las reacciones de PCR multiples. Los reaccién PCR se
desarrolla con los mismos reactivos del andlisis del F9, con la diferencia que en la reaccion
multiplex X4 se agregan 5 pul de ADN (100 ng/ul) y en la multiplex X2 4 pl del ADN sustrato. La
identidad y el tamafio de cada amplimero al igual que para el F9 fue analizada por
electroforesis en gel de agarosa (1-2 / ). En este contexto las deleciones grandes (mayores a
100 pb) fueron definidas como la ausencia repetida y consistente de un exén o un grupo de
amplicones exén-especificos vecinos.

El termo-ciclado estdndar éptimo consta de: treinta y cinco ciclos de 94° C, 30 seg.; 55° C (50° C
0 58° C, seguin corresponda, descripto en tabla 5), 1 min.; 72° C, 2 min.; precedidos por 94° C, 3

min. y seguidos por 5 min. a 72°C.
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Tabla 5: Oligonucleétidos primers para analisis del gen del factor VIII de coagulacién.

GenBank NC_000023.9

X X Tamaio  Temp.Ann. MgCl,
Primer Secuencia (5' > 3') 153617257...154004192
(bp) (¢Q) [mM] (nt)
Multiplex (X4)
112 TGCGACTTTAGCTTCCACTT 446 50 25 165416-165435
11B ACTGACCTATATTGCAAACCA 165841-165861
14H, TATAGAAAGAAAATTCTGG 364 50 25 193252-193271
14H CAGGTCTGTTTGCTTCATTC 193596-193615
222 AAATAGGTTAAAATAAAGTGTTAT 280 50 25 226456-226479
22B TGGAAGCTAAGAGTGTTGTC 226716-226736
21N CAGCTTAGATTAACCTTTCTC 997 50 25 222676-222696
21B GAGTGAATGTGATACATTTCC 222882-222902
Multiplex (X2)

32 TGCTTCTCCACTGTGACCT 356 50 s 125532-125550
3B ATCTAGTAAATGTTAAGAAAT 125867-125887
52 TTCTTACTGTCAAGTAACTG 974 <0 1s 135316-135335
5B CTGAACAGTAATGTAATTTA 135570-135589
14D, AACAAAACTTCCAATAATTC 350 . s 191992-192011
14D AGAGTTCTTTCCATGAGTCC 192323-192342
14) CCCTACGGAAACTAGCAATG 503 55 15 193511-193528
14, TCTTCATTTCAACTGATATG 193992-194011
148, CCTTGGTTTGCAGACAGAAC (C) 392 5g 1s 191302-191321
148 TGTATTATCAGTACCTGCTG 191675-191694
14E CCCCATTCCACCAGATGCAC 501 58 15 192240-192259
14E, ATCTTGAAGTACTGGAGCAT 192722-192741
122 TGCCATCGCTTTCATCATAG 320 58 15 168595-168614
12B CATTCATTATCTGGACATCAC 168894-168914
14G CACGCAACGTAGTAAGAGAG 460 58 15 192912-192931
14G, GCCAACCTCTCTTTGATCAC 193352-193371
162 AGCATCCATCTTCTGTACCA 595 58 15 217548-217567
16B TCAGTAGATTCCAGAATGACA 218053-218073
182 AGAGTATATCTGTGGGAGTG 412 58 15 218525-218544
18B CTTAAGAGCATGGAGCTTGT 218918-218937
14F, TACATACAGTGACTGGCACT 381 58 15 192632-192651
14F GACCACTGGGTTGAGGTGTC 192994-193013
262 GGTTTAATCCTGGACTACTG 356 58 15 284863-284882
26A, GCACAAAGGTAGAAGGCAAG 285200-285219
12 ACTGCTCTCAGAAGTGAATG 526 55 15 99892-99911

1B GTAGCATCACAACCATCCTA 100398-100417
242 CAGTGGAAGCTGCTCAGTAT 363 55 15 260785-260804
24B CCCATAACCAAACTTCCTTG 261128-261147
42 GTACAGTGGATATAGAAAGGAC 319 55 15 129531-129552
4B GATTCAGTTGTTTGTACTTCTC 129828-129849
92 CTAACATAGCTGAGCATCAG 156443-156462
9B AGATATGTCCATTGGAGACAA 418 2> 1> 156893-156860
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62 TCCCACTTATTGTCATGGAC 422 55 15 137677-137696
6B TACAGAACTCTGGTGCTGAA 138079-138098
232 GTCTTATGTAGATGTTGGATG 349 55 1s 259370-259390
23B AGTCTCAGGATAACTAGAACA 259699-259719
172 TGTCATTCTGGAATCTACTGA 491 55 15 218053-218073
17B CACTCCCACAGATATACTCT 218525-218544
202 ACGTTGAGTACAGTTCTTGG 311 ss s 221145-221164
20B ACTAATAGAAGCATGGAGATG 221439-221459
P1A GAGCTCACCATGGCTACATTC 539 . s 98997-99017

P1B TCCTGTCACTCCTCTTCTCAG 99515-99535

252 AGTGCTGTGGTATGGTTAAG 373 cs 1s 262028-262047
25B TTGCTCTGAAAATTTGGTCATA 262378-262399
82 CCATATAGCCTGCAGAACAT 549 55 15 155914-155934
8B CTGATGCTCAGCTATGTTAG 156443-156462
14K, AGGACTGAAAGGCTGTGCTC 386 55 15 193882-193901
14K AAGAGTTTCAAGACACCTTG 194248-194267
P2A AGGTCAGGAGAAAGGGCATG 618 55 15 99409-99428

P2B CCCACTGGATTGCTCAGCAC 100006-100026
22 CCTCCTTGCTAATAGTAGAA 123023-123042
2B ATTCTCTTTGGCAGCTGCAC 332 > 1> 123335-123354
142 GACCTGTGATATAATGATAC 190923-190941
14A, GAAAAAGTCTCATAT TTGGC >18 2> 1> 191422-191441
152 AGATGAAGTGGTTAACTATGC 348 55 15 216033-216053
15B GTGGGAATACATTATAGTCAG 216361-216381
102 CTAGCCTCAAATTACTATAATG 161434-161455
108 ACTTTAGACTGGAGCTTGAG 347 > 1> 161761-161780
14C AGCAACAGAGTTGAAGAAAC 499 55 15 191592-191611
14GC, CTAATATATTTTGCCAGACT 192072-192091
72 GGCAAGAGCTGTTGGTTTG 460 . 15 153004-153022
7B TGTCCAGTAAATTTTATTAAAAGT 153440-153463
192 GCAAGCACTTTGCATTTGAG 341 55 15 220412-220431
19B AGCAACCATTCCAGAAAGGA 220734-220753

Simple (X1)

132 AACAATCTACTTTTTTGGAAGA 474 50 15 174664-174685
13B CCTCAAGCAAGAGAATGCTA 175121-175140
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Screening de mutaciones por CSGE.

Tanto los 12 amplimeros del F9 como los 37 amplimeros del F8 fueron sometidos a
electroforesis por CSGE en forma similar (descripto por Williams et al, 1998). Cinco ul de los
amplimeros de muestras clinicas y 5 pl de los amplimeros de las muestras control no mutadas
fueron mezclados para formar los heteroduplex de ADN, para lo cual fueron mantenidos a 96°
C por 5 minutos seguido de 30 minutos a 64° C, para ser luego analizados electroforéticamente
con 16-18 hs. de corrida, a una diferencia de potencial constante (400 V), en geles de
poliacrilamida al 12/ (99:1 acrilamida:bisacrilamida) en condiciones medianamente
desnaturalizantes (10/ etilen glicol, 15/ formamida deionizada) (CSGE-PAGE, polyacrylamide
gel electrophoresis) (41 x 33 x 0,08 cm.). Cuando la sefial indicativa fue facilmente distinguible,
los heteroduplex fueron resueltos en CSGE-PAGE de menor tamafio (17 x15x0,15cm, 07 x 7 x
0,1 cm). La lectura de resultados del monitoreo por CSGE se realizé por coloracién con plata. En
la tincion con plata, el gel es lavado con agua destilada, sumergido por 10 minutos en fijador
(10 / de etanol absoluto y 0,5 / acido acético), mantenido en una solucién de plata al 0,1 /
por 15 minutos en agitaciéon, lavado con agua destilada y revelado hasta la aparicién de las

sefiales con la solucién de revelado (1,5/ hidréxido de sodio, 0,28 / formaldehido).

PCR inversa para el andlisis de la inversion del intron 22 e inversion del intron 1.

Dos microgramos de ADN gendmico es tratado con 20 U de la enzima de restriccion Bcll
(Promega, USA) bajo las condiciones recomendadas, por 4 horas en 50 ul de volumen final (Tris-
HCl 10 mM pH 7,9, NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM, DTT, ditiotreitol, 1 mM, BSA 0,1 mg/ml). Los
fragmentos de ADN son extraidos una vez en fenol (saturado en Tris-HCl pH 8) y cloroformo
(1:1 v:v), una vez en IAC (cloroformo: alcohol isoamilico, 24:1 v:v), precipitado en NaCl 0,3 M
con 2 volumenes de etanol, secados al aire y resuspendidos en 100 ul de agua bidestilada. La
auto-ligacion se realizé durante toda la noche a 15° C, en un volumen total de 400 pl (alta
dilucién), con 3 U de enzima T4 ADN Ligasa; (Fermentas, Argentina) usando el buffer de ligacion
provisto por el vendedor (Tris-HCl 40 mM, pH 7,8, MgCl, 10 mM, ATP, adenosil trifosfato, 0,5
mM, DTT 10 mM, polietilen glicol, PEG 5/ ). Los fragmentos Bcll auto-ligados (circulos B) fueron

sometidos a una extracciéon en fenol-cloroformo, una extraccién con IAC y precipitacién en
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etanol, como fue descripto mas arriba. El andlisis de los circulos B se realizé en condiciones PCR
estandar, usando los primers indicados en la tabla 6. El analisis por PCR-multiplex fue realizado
con 6 ul del DNA eluido (circulos B) para la Inv22 y 3 ul eluido para la Invl, en un volumen total
de 25 ul, usando 0,5 U de Tag DNA Polymerase (Promega, Argentina), aproximadamente 200-
400 mg de ADN, 0.6 uM de cada primer, 200 uM dNTP, 1.5 mM MgCl, y buffer Taq polymerase,
para cada inversidn. Los productos IS-PCR se analizan en electroforesis en geles de agarosa (1,5-
2/) tincion con Bromuro de Etidio y fotografiados. El termo-ciclado consta de treinta ciclos de
94° C, 30 seg.; 56° C, 1 min.; 72° C, 1,5 min. precedidos por 94° C, 2 min. y seguido por 5 min. a
72° C.

Tabla 6: Oligonucleotidos primers para el analisis de la inversion del intrén 22 e intrén 1 del F8

coagulacion.
Primer Secuencia 5'a 3' NC_000023.9 Sitio Bcll*
ID ACATACGGTTTAGTCACAAGT 153758587-608 27
ED TCCAGTCACTTAGGCTCAG 154257328-47 99
154349067-86 99
1V) CCTTTCAACTCCATCTCCAT 153779730-50 460
2U ACGTGTCTTTTGGAGAAGTC 154270775-95 358
3U CTCACATTGTGTTCTTGTAGTC 154333426-48 306
11U GCCGATTGCTTATTTATATC 153899635-54 33
1-1D TCTGCAACTGGTACTCATC 153886959-77 271
1-ED GCCTTTACAATCCAACACT 154030453-71 187

* Distancia en nucledtidos desde el nucledtido 5° del primer hasta el sitio de restriccidon BCII.
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Estudio de la inactivacion del cromosoma X.

Dos microgramos de ADN gendmico son tratados (o no tratados) con 20 U de la enzima de
digestion Hpall (Fermentas, USA), las condiciones incluyen digestiéon 24 horas, en 20 ul de
volumen final 37° C, con el buffer recomendado (Tris-acetato 33 mM pH 7,9, acetato de
magnesio 10 mM, acetato de potasio 66 mM, BSA 0,1 mg/ml) e inactivacion de la enzima por
20 minutos a 65° C. Cuatro microlitros del ADN tratado o no tratado con la enzima de digestion
son sometidos por separado a la reaccién de PCR que amplifica el primer exén del gen AR
(sistema HUMARA). Los primers se muestran en la tabla 7. Para el ajuste de la reaccién PCR se
aplicaron 2 condiciones distintas: primer HUMARA F marcado radiactivamente o primers sin
marca radioactiva. Para la reaccién de marcacion del primer se incubaron por 1 hora a 37°C, 10
pmoles de primer, utilizando la enzima T4 Polinucleétido Kinasa (Fermentas), el buffer T4
Polinucleétido Kinasa (Tri-HCI 50 mM, pH 7,5, MgCl, 10 mM, DTT 5 mM, espermidina 0,1 mM) y
y-P*2-ATP. En la reaccion PCR se incluyeron 3 pl del ADN digerido o no digerido, 200 uM dNTP,
1,5 mM MgCl, 0,5 U de Tag DNA Polymerase (Promega, Argentina) y buffer Taq polymerase, en
ambas condiciones. En la reaccidon que incluia el primer marcado, dicho oligonucledtido se
agregé en relacién 4:1 con el oligonucledtido no marcado, en un volumen final de 15 pl, en el
caso de la reaccion sin marcacidn radioactiva 0,6 UM de cada primer fueron agregados para
obtener un volumen final de reaccion de 25 pul. La reaccién utilizando el oligonucledtido
marcado radiactivamente es detenida por el agregado de una solucién de stop (NaOH 10 mM,
95/ formamida, 0,2 mM EDTA pH 8, 0,05/ xilencianol, XC, 0,05/ azul de bromofenol, ABF). El
analisis de los resultados para la PCR con el primer marcado, se utilizaron geles de
poliacrilamida al 5/ (7 M urea, 29:1 acrilamida:bisacrilamida, 10X TBE - TBE 1X: Tris-HCI 89 mM,
acido borico 89 mM, EDTA 2 mM pH 8,0) las muestras se desnaturalizaron por calentamiento a
70° C durante 2 minutos en el momento y se sembraron 2 a 3 ul de cada reaccidn. Finalizada la
electroforesis, se paso el gel a papel Whatmann 3MM, se cubrid con film adherente y se secd
en un equipo secador de geles (Gibco BRL GD40/50D) durante 1 hora a 80°C. El gel seco se
expuso para impacto sobre placas radiograficas (CP-BU, Afga) y pantalla amplificadora durante
un minimo de 18 horas a temperatura ambiente. Las placas se revelaron por medio de un
proceso fotografico convencional.

En el caso de amplificacién PCR con oligonucleétidos no marcados, los resultados son primero

analizados en geles de poliacrilamida de 10 cm de largo al 11/ (29:1 acrilamida:bisacrilamida)
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en condiciones no desnaturalizantes, para ver la presencia o ausencia de sefial. Los resultados
obtenidos son analizados en geles poliacrilamida de 40 cm al 12/ (37.5:1
acrilamida:bisacrilamida), con buffer TBE 1X, en condiciones no desnaturalizantes, con 16-18 hs.
de corrida, a una diferencia de potencial constante (450 V). La lectura de resultados se realizd
por coloracién con plata, previamente descripta. Los resultados fueron fotografiados y la
densidad de las sefiales fue analizada mediante el programa GELPRO32. El analisis del patrén de
inactivacion del cromosoma X (XIP) calculado mediante XIP = 100 - 50 x (A’/A) x (A+B) / (A’+B’),
siendo Ay B las sefiales del ADN no-tratado, y A’ y B’ las correspondientes al tratamiento con la
enzima de restriccidén sensible a metilacién. Cuando fue necesario se realizaron las correcciones
de slippage en las intensidades correspondientes, donde la sefial de menor peso molecular se
ve incrementada por la sefial producida por el slippage de la polimerasa, correspondiente a la
de mayor peso molecular. La correccion indica la resta de la seial correpondiente al slippage

mediada sobre una sefial homo-hemicigota aislada.

Tabla 7: Oligonucleétidos primers para el estudio HUMARA.

. ) Tamafio Mgcl, NG_009014.1
Primer Secuencia (5’ > 3’)*
(bp) [mM] (nt)
HUMARA-F TTCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC 1184-1207

(255-324)* 1.5

HUMARA-R GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT 1448-1471

* El tamafo del amplimero dependera del nimero de repeticiones del trinucleotido CAG (255-324 pb)

Archivos del GenBank utilizados, sus fechas especificas y notacion de mutaciones.

Locus K02402 (30/04/1996): gen F9. Locus NC_000023.9: g.153500000_ 154004192
(03/03/2008): gen F8, intlh-1, int22h-1, la secuencia extragénica intlh-2 y los brazos
centromericos y telomericos correspondientes a la repeticion invertida de 168 Kb donde se
localizan int22h-2 e int22h-3.

Para la notacion de ADN gendmico (g.) y proteina (p.)de F9, se utiliza la publicada por
Yoshitake, 1985. En la proteina madura, factor IX excluye a los 46 aa correspondientes al
péptido sefial y al propéptido; y considera para la notacién nucleotidica gendmica, 30

nucledtidos que no son traducidos en el exén A (5'UTR). En la notacién para cDNA (c.) se
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considerada como nucleétido +1 el primer nucledtido traducible (base A del ATG) (den Dunnen
y Palman, 2003).

Secuencia del gen del receptor de andrégenos humano (AR) RefSeqGene NG_009014.1
Secuencia del gen de B-globina (HBB) NC_000011.9: 5246696-5248301.

Secuenciacion de ADN.

Tanto los amplimeros exdnicos con patrones o movilidad andmalos en el analisis por CSGE-
PAGE, cada uno de los productos PCR obtenidos en el analisis de la inversidén del intron 22 e
intrén 1 (Unicamente en la puesta a punto para corroborar los resultados), como los productos
de amplificaciéon del primer exén del gen AR, en el caso que fuesen homocigotas, fueron
sometidos a secuenciacion directa de ADN segun el método de terminadores de cadena (Sanger
et al, 1977). Los productos de PCR a secuenciar fueron resueltos en electroforesis en gel de
agarosa preparativa, escindidos del gel, y luego purificados usando cromatografia en
minicolumnas GFX™ Spin columns (Amersham, Argentina), cuantificados en geles de agarosa
(1,5 /) y secuenciados por el método automdtico con marcacion fluorescente (o manual.
Algunas secuencias se realizaron manualmente (secuencias del F9 y marcador de peso para
puesta a punto en analisis HUMARA) por el método de los terminadores de cadena (Sanger et
al, 1977) con el sistema comercial fmol DNA Cycle Sequencing System (Promega) con marcacion
isotopica (*2P) del oligonucledtido primer en su extremo 5°. Para la reaccién de marcacién del
primer se incubaron por 30 min. a 372 C, 10 o 5 pmoles de primer (segun la cantidad de
secuencias a realizar), utilizando la enzima T4 Polinucledtido Kinasa, el buffer T4 Polinucledtido
Kinasa (50 mM Tri-HCl, pH 7,5, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 0,1 mM espermidina) y yATP. Para la
reaccion de secuencia se utilizaron 20 fmoles de producto de amplificacién, utilizando el buffer
fmol Sequencing (50 mM Tris-HCI, pH 9, 2 mM MgCl,), una mezcla de deoxinucleétidos (ANTP) y
dideoxinucleétido (ddNTP), el oligonucledtido primer marcado y 0.5 U de Tag DNA Polymerase
(Promega, Argentina). La reaccién de secuencia es detenida por el agregado de la solucién de
stop. Previo a la siembra en el gel de poliacrilamida al 6 / (7 M wurea, 29:1
acrilamida:bisacrilamida, 10X TBE - TBE 1X: Tris-HCl 89 mM, acido bdrico 89 mM, EDTA 2 mM
pH 8,0) las muestras se desnaturalizaron por calentamiento a 70° C durante 2 minutos en el

momento y se sembraron 2 a 3 ul de cada reaccion. Finalizada la electroforesis, se procedio

31



Materiales y Métodos

como fue descripto para el estudio de los productos HUMARA. Por ultimo se procedid a la

lectura de las secuencias y su comparacion con las secuencias patrones.

Bioinformadtica.

La anotacidn de secuencias gendmicas del F9, mapas de restricciéon, alineamientos vy
manipulacion in silico de las secuencias, fueron realizados mediante el paquete de software
DNA star Lasergene (Editseq, SeqBuilder y MegAlign) (bajo sistema operativo MS Windows).

El disefio de primers se efectio bajo la asistencia del programa Oligo 4.1 (bajo el sistema
operativo MS DOS) y Primer select (DNA star Lasergene). Para acceder al algoritmo Blast (basic
local alignement search tool), se utilizé la pagina Web de acceso publica del NCBI (The National
Center for Biotechnology Information). Asimismo, se utilizd el acceso “en linea” al programa
Repeat Masker para analizar la presencia de secuencias repetidas y/o de baja complejidad en
los segmentos gendmicos de interés.

El estudio de los sitios consenso de splicing se realizé a través de los programas: NNpredict

(www.fruitfly.org/seq tools/splice.html), NetGene2 (www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2),

SoftBerry SPL (www.softberry.com/berry.html) GeneSplicer Web Interface

(www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html)

Formulas matemadticas y métodos estadisticos.

Fue utilizado el paquete estadistico provisto por el programa Graphpad prism 5.0, las tablas de
contingencia de 2 x 2 fueron analizadas mediante el test exacto de Fisher y Chi-cuadrado, el
error de los modelos de correlacion FVIII:C-XIP fue analizado mediante la prueba no

paramétrica Mann-Whitney.
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CAPITULO I

Andlisis del gen del FIX, caracterizacion de mutaciones causales de Hemofilia B en Argentina.

Resultados

Se estudiaron 51 familias con antecedentes de Hemofilia B (HB) con el objetivo de caracterizar
la mutacién causal de la enfermedad. Se encontraron 29 familias con mutaciones de falso
sentido (missense), siete con mutaciones a no sentido o de aparicion de un coddén de
terminacion prematuro de la traduccién (nonsense), cuatro con mutaciones en sitios de
procesamiento o maduracion del ARN (splicing), una en la regién promotora, dos con pequefias
deleciones e inserciones, seis con grandes deleciones y dos familias resultaron indeterminadas.
Asimismo fueron detectados dos polimorfismos de largo del fragmento de restriccion, no
causales de HB (RFLPs, Restriction Fragment Long Polimorphism) de las enzimas Msel
(polimorfismo PA) y Mnll (polimorfismo Malma). El 84 / de las variantes genéticas encontradas

en este estudio ya han sido reportadas en la base de datos de HB.

Grandes deleciones parciales o totales del F9.

Fueron estudiados en 12 amplimeros, todas las regiones relevantes del gen del Factor IX (F9): el
promotor, los ocho exones (A-H) junto a las secuencias asociadas a la procesamiento del ARN
(sitios de splicing) y las sefiales de poliadenilacion, a partir de ADN gendmico extraido de
leucocitos de sangre periférica. La identidad y el tamafio de cada amplimero fue analizada por
electroforesis en gel de agarosa (Fig. 4). Mediante este andlisis se encontraron tres casos con
ausencia consistente y repetida en todos los amplimero estudiados (delecién total del gen,
casos 47, 48, 49, Tabla 8), un caso con ausencia repetida en un grupo de amplimeros exén-
especificos vecinos (caso 44, Tabla 8), y dos casos con ausencia de un Unico amplimero (casos
45y 46, Tabla 8) (Fig. 5B).

Los seis pacientes no relacionados (11,7/ de las familias estudiadas) presentan HB severa y dos
de ellos desarrollo de anticuerpo inhibidor neutralizante contra la terapia de reemplazo. En

estos casos no se presentaron familiares para el estudio genético.
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Figura 4. Amplimeros del F9. Gel de agarosa al 1/, correspondiente a todos los amplimeros que amplifican las

regiones regulatorias (promotor, productos PA y PB), cada uno de los ocho exones y sus sitios consenso de splicing
(A, B,C,D, E, F, Gy H, este ultimo representado por dos amplimeros, H1 y H2) y regidon de poliadenilacion (Poly). La

primera y ultima calle corresponden al marcador de peso molecular (PM). El tamafio de cada amplimero se detalla

en materiales y métodos. Notese que el amplimero F presenta una sefal inespecifica sobre la sefial especifica.

Tabla 8. Caracterizacion molecular del F9 en pacientes Argentinos con HB.

Caso | Descripcién Exén/ Reportes | FIX Sev. | F/E | Obs. Poly Poly
# Nomenclatura* Dominio | Previos** | Inhibidor. PA Malmo
Cambios de falso sentido

1. 8.117G>A; c.88G>A; A/ 5 N M F - +
p.-17Val>>lle SP-PP

2. g.6364C>T; ¢.127C>T; B/ >50 N S E CpG - +
p.-4Arg>Trp SP-PP

3. 8.6365G>A; ¢.128G>A; B/ >70 N S F CpG, - -
p.-4Arg>GlIn SP-PP

4. 8.6397G>C; c.160G>C; B/ No N S E g.6709A>G + +
p.8Glu>GlIn Gla 1IVS3

5 g.10419G>T; ¢.305G>T; D/ No N S F + -
p.56Cys>Phe EGF1

6. £.10430G>A; c.316G>A D/ >60 N L E CpG - +
p.60Gly>Ser EGF1

7. g.10458A>G; c.344A>G; D/ 7 N S F - +
p.69Tyr>Cys EGF1

8. g.17699G>A; c.422G>A; E/ 5 N S E - +
p.95Cys>Tyr EGF2

9. g.20375G>A; c.533G>A; F/ 5 N S E - +
p.132Cys>Tyr P. act.

10. g.20413C>T; ¢.571C>T; F/ 54 N M E CpG - +
p.145Arg>Cys P. act.

11. g.20519G>A; c.677G>A; F/ 44 N S E CpG - +
p.180Arg>Glu P. act. g.30803insA

€.234-19insA
IVS7

12. g.30076G>A; c.761G>A; G/ 2 N S E - +
p.208Gly>Asp Cat.

13. g.30112C>T; ¢.797C>T; G/ 3 N M E - +
p.220Ala>Val Cat.

14. g.30150G>A; c.835G>A; G/ 69 N L F CpG + -
p.233Ala>Thr Cat.

15, £.30864G>A; c.881G>A; H (H1)/ >86 N/N M/ | F/F CpG -/- +/+

16. p.248Arg>GIn Cat. L NR
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Caso | Descripcion Ex6n/ Reportes | FIX Sev. | F/E | Obs. Poly Poly
# Nomenclatura* Dominio | Previos** | Inhibidor. PA Malmo

17. g.31008C>T; ¢.1025C>T; H (H1)/ >100 N L F CpG - +
p.296Thr>Met Cat. PO

18. g.31051G>T; c.1068G>T; H (H1)/ 1 N S F PO - +
p.310Trp>Cys Cat.

19. g.31112G>T ¢.1129G>T H (H2)/ 1 N S E + +
p.331Val>Phe Cat.

20, g.1119G>A; c.1136G>A; H (H2)/ >60 N L/ | E/E CpG, -/- +/+

21. p.333Arg>GlIn Cat. L NR

22, g.31176G>A; c.1193G>A; H (H2)/ 6 N/N S/ E NR -/- +/+

23. p.352Gly>Asp Cat. S

24. g.31187G>A; c.1204G>A; H (H2)/ 6 N M E - +
p.356Gly>Arg Cat.

25. g.31217G>T; ¢.1234G>T; H (H2)/ 1 N S F - +
p.366Gly>Trp Cat.

26. g.31227A>G; c.1244A>G; H (H2)/ 2 N S F - +
p.369His>Arg Cat.

27. | g31274T>A; c.1291T>A; H (H2)/ 1 N S F - -
p.385Trp>Arg Cat.

28. g.31262G>A; c.1279G>A; H (H2)/ 2 N S E - -
p.381Gly>Arg Cat.

29. g.31282A>G; c.1306G>A; H (H2)/ 7 N S E + -
p.390Ala>Thr Cat.

Cambios a no sentido

30. g.6340G>T; ¢.103G>T; B/ No + S F + -
p.-12Glu>Stop SP-PP AR

31, g.6460C>T; ¢.223C>T; B/ 50 N/ S/ E/E CpG, NR; -/- +/+

32. p.29Arg>Stop Gla +AR S

33. g.20377G>T; ¢.535G>T; F/ No N S E - +
p.133Gly>Stop P. act.

34. g.20497C>T; c.655C>T; F/ 1 N S E - +
p.173GIn>Stop P. act.

35. 8.20562G>A; c.719G>A; F/ 6 + S E - +
p.194Trp>Stop Cat. AR

36. g.31118C>T; ¢.1135C>T; H (H2)/ 46 N S F CpG - +
p.333Arg>Stop Cat.

Mutaciones en sitios consenso de procesamiento del ARN

37. g.118delGTTT; IVS1 5 N S F - +
c.88+1_4delGTTT

38. g.6491T>G; ¢.252+2T>G IVS2 No N S E Fen. M -

39. g.6676A>G; .253-2A>G IVS2 1 N S F -

40. g.10506insT; c.391+1insT IVS4 No N S F +

Mutaciones en la regién promotora
41. | g.-6G>A [ sutrR [ 29 | N [ L [E CpG - +
Pequefias Inserciones/Deleciones

42. g.105delinsAGATATCCTAAA; A/ No + S E + -
€.76delinsAGATATCCTAAA EGF2 TBR
p.-21fsX20

43. g.30845_30846delGA; H (H1)/ No N S F - -
c.862_863delGA; Cat.
p.242fsX21

Grandes deleciones

44, g.Del ExG_PolyA S N S E - +

45, g.Del ExF S N S E +

46. g.Del ExD S N S F - +

47, g.PromA_PolyAdel S N/ S/ F/

48, +/ S/ E/

49. + S E
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Tabla 8. Tabla de mutaciones del F9 en pacientes con HB. En la tabla se muestran los 49 pacientes donde se
encontrd la mutacién causal. Se detallan en cada caso el exén y el dominio donde se encontrd la mutacidn causal,
amplimeros de PA a Poly, y los dominios del F9, pro-pre-peptido, sp y pp, dominio y-carboxi-glutamico, Gla,
dominio parecido al factor de crecimiento epidérmico 1y 2, EGF1 y EGF2 respectivamente, péptido de activacion,
p act. y dominio catalitico, cat. * Numeracién (g.) correspondiente a Yoskitake et al (1985). ** Numero de reportes
en la base de datos internacional de HB (URL, http://www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/). Desarrollo de anticuerpo
inhibidor (N, sin desarrollo de inhibidor; +, con inhibidor; AR, alta respuesta; TBR, transiente de baja respuesta),
severidad del caso (S: severo, M: moderado, L: leve). Origen de la hemofilia: familiar (F) o esporadica (E). Obs,
observaciones, CpG, ocurrencia de la mutacidon sobre un sitio CpG, y las mutaciones adicionales, cuando
corresponde; NR, casos no relacionados; PO, portadora obligatoria. Se indica la presencia (+) o ausencia (-) de los
polimorfismos PA y Malmo.
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Figura 5. Distribucion de mutaciones en F9 causales de HB. (A) esquema del F9 incluyendo todos los exones (A-H),
representando el tamafio aproximado de cada uno, sobre cada exdn se muestran las mutaciones puntuales
encontradas en la serie estudiada, sustituciones nucleotidicas: cambios de falso sentido (circulos), cambios a no
sentido (cuadrados), mutaciones en sitios consenso de splicing, donor o aceptor (semi-circulo hacia la derecha o
izquierda, respectivamente), deleciones (triangulos), inserciones (tridngulos invertidos). El centro oscuro en todas
las figuras indica presencia de inhibidor neutralizante, el centro claro indica no desarrollo de inhibidor. (B)
Esquema de la proteina de FIX, con cada dominio, Pre: pre-péptido, Pro: pro-péptido, Gla: dominio gama-carboxi-
glutamico, H: dominio hidrofébico o de los aminodcidos aromaticos, EGF 1 y 2: dominio parecido al factor de
crecimiento epidérmico 1y 2 respectivamente, Act: péptido de activacion y dominio Catalitico. Se esquematizan
las deleciones con barras horizontales correspondientes a delecidn total del gen (ExA_H), delecidon de un exdn, D o
F (ExD o ExF, respectivamente) y delecion de dos exones G y H (ExG_H). En todos los casos el centro oscuro
representa presencia de inhibidor de alta respuesta en el paciente y el centro claro, ausencia o inhibidor transiente
de baja respuesta.
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En todos los casos donde se encontrd delecién total o parcial del gen, para descartar errores de
deteccion de la sefial debida a bajas concentraciones de ADN, o fallas en la amplificacion por
errores en la reacciéon PCR, se realizé una PCR multiplex con cada amplimero del F9 y la
amplificacion de una regién del gen autosémico B-Globina (HBB, cromosoma 11p15.5
NC_000011.9: 5246696-5248301, materiales y métodos), en los casos de delecién total, se
observé la amplificacion del amplimero B-Globina y ausencia de todas las sefiales de los
amplimeros correspondientes al F9 (Fig. 6). Este mismo procedimiento se realizé para todas las
deleciones encontradas (Casos 44, 45 y 46, Tabla 8), y en cada uno se observé amplificacion
positiva del amplimero B-Globina y ausencia de amplificacion en el amplimero correspondiente

a la delecién (Fig. 6).

PMPAPBAB C DE F GH1H2PaPM PMPAPBA BC D E F GH1H2PaPM

Pl Ph
[ExE GO0
500 500
400 400
300 300
200 200

Figura 6. Deteccion de grandes deleciones. Geles de agarosa al 1/, PCR multiplex para cada uno de los
amplimeros del F9 (regién promotora, PA, PB, exones y secuencias consenso de splicing, A, B, C, D, E, F, G, H1 y H2;
y sitio de polyadenilacion, Pa) y un amplimero del gen B-globina, como control de amplificacion, sefial de 200 pb.
(A). Paciente con delecidn total del F9. Se observa en el gel la ausencia de amplificacién de todos amplimeros
especificos del F9, la flecha roja indica una sefial inespecifica del amplimero F, de menor tamafio a la esperada,
como resultado del analisis por PCR multiplex se observa la amplificacion positiva del control en todas las calles.
(B) Paciente con delecién del amplimero F. Se pueden observar las sefiales de los amplimeros del F9 y B-globina,
positivos ambos para todos los amplimeros excepto para el amplimero F (flecha roja) donde se observa la
amplificacion del amplimero de B-globina y la sefal inespecifica del amplimero F. La primera y ultima calle en cada
gel corresponden al marcador de peso molecular (PM), se indica la escala del marcador de peso molecular en
pares de bases (pb) de 600 a 200 pb. El tamafio de cada amplimero se detalla en materiales y métodos.

Mutaciones pequeiias causales de HB y cambios polimorficos en el F9.

En los casos donde el analisis primario de los amplimeros mediante electroforesis en gel de
agarosa no indicéd ninguna anormalidad aparente, se realizé un analisis secundario de las

mutaciones pequefias, mediante la generacion de heteroduplex (mezcla de muestras del
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probando y control) por la técnica de screening de CSGE-PAGE seguido de secuenciacién de los
amplimeros que presentaron movilidad CSGE diferencial respecto de los heteroduplex control,
en corridas paralelas (Fig. 7A). De esta manera, fueron caracterizadas 43 mutaciones causales
de hemofilia B, en las 45 familias sin rearreglos estructurales del F9 (detalles en Tabla 8). Se
encontraron mutaciones de falso sentido en el 64/ de las familias (29/45), el 16/ (7/45)
mostré mutaciones a no sentido, el 9/, mutaciones en sitios de procesamiento del ARN (4/45),
el 2/, cambios en la regidén promotora (1/45), el 4/ (2/45), pequefias deleciones e inserciones
y sélo el 4/ (2/45) resultaron indeterminadas (Tabla 8). Los cambios polimdrficos encontrados
se asocian a variantes ya descriptas de RFLPs de la enzima de restriccién Msel en la region
promotora (amplimero PA) g.698C>T, cambio presente en el 20/ de los individuos con
amplificacion positiva (Fig. 4B) y de Mnll, en el amplimero F del F9, polimorfismo de Mdlmo (M)
(McGraw et al, 1985) g.20422G>A ¢.582G>A p.148Ala>Thr, con una frecuencia alélica del 80/

del total de los casos con amplificacion positiva (Fig. 7C).

A) B) )

Amplimero B Amplimero H2 CN- CN- CN- CN- CN+ CN+ CN+ CN+
C30 CN CN C28 C19 C29 C13 C4 CH5 C28 C7 C12 C3 (C28

uﬂ -

Figura 7. Andlisis secundario de mutaciones pequefias por CSGE-PAGE. Se muestran las sefiales especificas
observadas en algunos de los casos presentados. A) Amplimeros B y H2, los patrones de sefial correspondientes a
los heteroduplex entre muestras de pacientes y controles (C30, C28, C19, C29), se indican con flecha roja, también
se muestra en cada gel, el patrén correspondiente al homoduplex control (CN). Cualquier cambio en el patrén
respecto del control indica potencialmente la presencia de un cambio en la secuencia de la muestra probando. B)
Patrones de sefales correspondientes al amplimero PA, asociado a la presencia del polimorfismo del promotor de
F9 g.698C>T. Los heteroduplex PA, corresponden a mezclas del amplimero de cada paciente y un control negativo
para el polimorfismo, resultando los casos C13 y C5 positivos para el cambio g.698C>T (flecha roja). C) Patrones de
sefial correspondientes al polimorfismo Malmé en el amplimero F. Los heteroduplex F, corresponden a mezclas del
amplimero de cada paciente y un control positivo para el polimorfismo. Con flecha roja se indican los casos C3 y
C28 negativos para el polimorfismo Malmé g.20422G>A.
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Cambios a no sentido (nonsense)

Los siete probandos que mostraron sustituciones nucleotidicas con creacion de un codén de
terminacion prematuro presentan asociacion clinica con HB severa (Tabla 9), tres de ellos con
desarrollo de inhibidor neutralizante contra la terapia de reemplazo (p.-12Glu>Stop,
p.29Arg>Stop, p.194Trp>Stop), y uno de ellos p.29Arg>Stop asociacién con alergia. Cinco
mutaciones se encontraron reportadas en la literatura y solo dos no reportadas (p.-12Glu>Stop,
p.194Trp>Stop). De las siete mutaciones, dos corresponden a cambios en sitios CpG, ambos
reportados en la literatura (p.29Arg>Stop, p.333Arg>Stop) (Tabla 8). Las mutaciones a no
sentido encontradas se distribuyen en diferentes dominios del F9; pro-péptido (p.-12Glu>Stop),
dominio Gla (p.29Arg>Stop, en dos casos directamente no relacionados), en EGF2
(p.133Gly>Stop), péptido de activacién (p.173GIn>Stop) y dominio catalitico (p.194Trp>Stop,
p.333Arg>Stop) (Fig. 5, Tabla 8).

Tipo mutaaon/ Severa Moderada Leve Total
Severidad

Missense 18 5 6 29
Nonsense 7 - - 7
Splicing 4 - - 4
Ins/Del 2 - - 2
5'UTR - - 1 1
Grandes deleciones 6 - - 6
Total 37 5 7 49

Tabla 9. Mutaciones causales de HB en el F9 y severidad bioquimica.

Cambios de falso sentido (missense)

Se encontraron 29 casos con mutaciones de falso sentido. El 62/ de ellas presentd
caracteristicas clinicas de HB severa, el 17/ HB moderada y el 21/ HB leve (Tabla 9). Ningun
caso se encontré asociado al desarrollo anticuerpo inhibidor contra el FIX terapéutico. Sélo dos
mutaciones, p.8Glu>GlIn, p.56Cys>Phe, no han sido reportadas en la literatura, aunque si hay
reportes en estos residuos pero no corresponden al mismo cambio. Nueve de las 29
mutaciones encontradas se asocian a sitios CpG (31/ ), y todos ellos fueron reportados en la
literatura (Tabla 8). Una de las mutaciones encontradas (caso C6), a pesar de estar reportada en

la literatura, como el cambio afecta la Ultima base del exdn A, fue estudiada por los programas
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de prediccion de impacto sobre sitios de splicing, y los resultados se detallan mas abajo. El caso
C11, ademas de mostrar una mutacidon causal, p.180Arg>GlIn, reportada en la literatura,
también mostro un polimorfismo no muy frecuente (g.30803insA), con solo 4 reportes en la
base de datos de variantes polimérficas de HB (Green et al, 1992).

Las mutaciones de falso sentido encontradas se distribuyen en casi todos los dominios del F9,
excluyendo el péptido sefial y el dominio hidrofébico (o dominio de los aminoacidos
aromaticos), el 62/ (18/29) se localiza en el dominio catalitico, 10/ en EGF1 (3/29), igual
porcentaje, 10/ (3/29) se observa en el pro-péptido y en el dominio EGF2 (3/29), 3/ (1/29) se
presentaron en el dominio Gla (dominio de y-carboxilacion) e igual porcentaje, 3/ (1/29) en el
péptido de activacidn (Fig. 5, Tabla 8).

Bottema y colaboradores (1991) han clasificado las mutaciones de falso sentido del F9 segun el
tipo y grado de la conservacidon de aminodcidos en: (1) sustituciones genéticas, aminoacidos
conservados tanto en el FIX de distintas especies de mamiferos (humanos, ratones, porcinos,
perros, conejos, hamsters, ratas y bovinos) como en las tres distintas serin-proteasas de la
cascada de coagulacion (FVII, FX y proteina C), (2) sustituciones parcialmente genéticas,
aminodcidos conservados en FIX de distintas especies de mamiferos y solo igual a una o dos de
las tres serin-proteasas; o (3) sustituciones especificas, sobre residuos conservados sdélo en
algunas especies de mamiferos. Usando este sistema de Bottema y colaboradores (1991) se
clasificaron las mutaciones encontradas en nuestra poblacién y se compararon con la severidad
de cada paciente (tabla 10). Dentro de las sustituciones genéticas, el 83/ se encuentra
representado por casos con HB severa (10/12), y el 17/ representa los casos moderados (1/12)
y leves (1/12) en esta clasificacion. Las sustituciones en los aminoacidos parcialmente genéticos
de los casos con HB severa indican un 57/ (8/14)y 21/ (3/14) para los casos con HB moderada
y en el 21/ para los casos con HB leve (3/14). En las sustituciones de los aminoacidos de tipo
especificos no se encontrd ningln caso con HB severa, el 67/ (2/3) de los casos corresponde a
HB leve y el 33/ a HB moderada (1/3) (Tabla 10). Sobre estos datos, se realizé la comparacion
entre el nimero de casos con HB severa versus aquellos con HB moderada/leve, para los tres
grados de conservacion de aminodcidos, y se observéd un p<0,05, test de Chi-cuadrado (Tabla

10).

40



Capitulo |

Grado de conservacion/ Severo Moderado Leve
Severidad

Genético 10 1 1
Parcialmente Genético 8 3

Especifico 0 1 2

Tabla 10. Clasificacion de las mutaciones de falso sentido encontradas en nuestra serie de pacientes con HA,

segun Bottema y colaboradores (1991).

En los casos de las mutaciones missense no reportadas en la literatura, para ser asignadas como

mutaciones causales de HB, se siguieron los siguientes criterios. Se alineo las secuencias del

aminodacido del FIX humano con FIX ortélogos y en ambos casos se observd que el cambio de

base se producia en aminoacidos altamente conservados (aminoacido tipo genético, segun

Bottema et al, 1991) (Fig. 8). Se estudiaron 200 cromosomas X de la poblacidn Argentina

general y no se observaron ninguno de los cambios de base encontrados en estos pacientes, y

por ultimo se estudiaron los cambios en la estructura 3D de la proteina mediante las

predicciones del programa SWISS pdb Viewer.
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Figura 8. Alineamiento de secuencias ortélogas al FIX. PO0740 (secuencia FIX Humano), Q95ND7 (FIX de
Pantroglodites) P19540 (Canis familiaris) PO0741 (Bovino bos taurus) P16294 (Mus musculus). Alineamiento
obtenido en el servidor de analisis de proteinas UNIPROT (disponible en URL: http://www.uniprot.org) se indican

con flecha roja, los aminoacido p.8 Glu (E) y p.56Cys (C).

En el primer caso p.8Glu>Gln, el cambio de un residuo polar con carga negativa por uno polar

sin carga, produce un cambio en la superficie electroestatica de la molécula en el dominio Gla

que podria modificar las interacciones con la superficie plaquetaria (Fig 9A). La mutacion

p.56Cys>Phe representa un cambio de un residuo polar sin carga por uno no polar. Sin embargo
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el cambio estructural mas importante esta dado por la destruccién de un puente disulfuro. La

cisteina 56, normalemente se une a la cisteina 71 mediante un puente disulfuro, la sustitucion

de Cis56Phe disrumpe el puente disulfuro, desestabilizando el dominio EGF1 (Fig 9B).

(A)

(B)

Figura 9. Andlisis por modelado de la
estructura 3D in silico de las mutaciones
missense p.8Glu>GIn y p.56Cys>Phe, no
reportadas en la literatura. (A) Cambio en
las uniones electroestdticas p.8Glu>Gln, se
muestra la estructura del FIX y la superficie
de la proteina en la regién del cambio. En
amarillo se detallan las regiones sin carga
neta y en rojo las zonas con carga neta
negativa. (B) Estructura de la proteina
mostrando el cambio p.56Cys>Phe, y la
desaparicién de un puente disulfuro Cis56-
Cis71 en presencia de la mutacidn.

WT p.Cysb56

MUT p.Cys56Fhe

Pequeiias deleciones e inserciones

En una familia con un paciente con HB severa asociada al desarrollo de anticuerpo inhibidor, se

encontré un cambio no reportado en la literatura del tipo insercién/delecion, frameshift

(2.105delinsAGATATCCTAAA) en el primer exéon del F9 que afecta el dominio EGF2 de la

proteina. La insercién de 12 pb combinada con la delecién de una base, predice la aparicién de

4 aminodcidos (Arg, Tyr, Pro, Lys), dentro del exdn A, produciendo un desfasaje del marco de
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lectura, condicionando la aparicion de un codén de terminacién de la traduccién prematuro 20
residuos rio abajo de la mutacion (Tabla 8, Fig. 5).

Otra familia con HB severa sin desarrollo de anticuerpo inhibidor mostré una deleciéon de dos
bases (g.30845 30846delGA) en el exdén H del F9, afectando el dominio catalitico de la
proteina. Este cambio tampoco ha sido reportado en la literatura. La delecidon de dos bases
predice corrimiento en el marco de lectura de la proteina generando un codén de terminacién
prematuro, 21 aminodcidos rio abajo (Tabla 8, Fig. 5).

El analisis de g.105delinsAGATATCCTAAA y g.30845 30846delGA fue realizado inicialmente en
electroforesis en geles de poliacrilamida de alta resolucion y para simplificar su deteccion
también fue aplicado con éxito en PAGE de analisis rapido (10 cm) (Fig. 10). En estos casos, solo
el probando con delecién de dos bases concurrid con cuatro familiares mujeres para
diagndstico molecular, resultando una tia materna y sus dos hijas, primas del probando,

portadoras de la mutacién, y una segunda tia materna, no portadora (Fig 10).

(A) (B)

Amplimero H1 Amplimero A

O c43 C42 CN

1L | P | Y {1 o 11

®
@ @

Figura 10. Andlisis de los pacientes C43 y C42 (Tabla 8) con pequeifias inserciones-deleciones. (A) Arbol familiar
de la familia del caso C43 con g.30845_30846del GA. (B) Se muestran las sefiales del CSGE-PAGE de baja resolucion
especificas observadas en los amplimeros H1 y A, de dos casos asociados a corrimientos en el marco de lectura:
C43 con una delecidn de dos bases y C42, con una insercion neta de 11 pares de bases. En C43, se presentaron dos
tias del probando (112 y 111) resultando una portadora y una no portadora, y dos primas (IlI1 y 1112) hijas de 112,
ambas resultando portadoras, la madre del probando (11.3) no concurrid al estudio genético. En C42, se estudio el
probando y un control negativo de la mutacidn, CN. En todos los casos se indican con una flecha roja las senales
andémalas de ADN heteroduplex.
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Mutaciones en sitios de splicing

Se encontraron en la serie cuatro pacientes (8/) con una Unica mutacidon presente sobre
secuencias consenso para el proceso de splicing. En todos los casos se tratd de pacientes con
HB severa y sin desarrollo de anticuerpo inhibidor. Tres casos mostraron cambios en el sitio
donor de splicing: una delecidn de cuatro bases en el intrén 1 del F9 (c.88+1_+4delGTTT) (C37,
Tabla 8), una transicion nucleotidica en el intrén 2 (c.252+2T>G) (P38, Tabla 8) y una insercién
de una base en el intrén 4 (c.391+1insT) (C40, Tabla 8). Otro caso (P39, Tabla 8) mostré un
cambio de base en intrén 2 (c.253-2A>G), en el sitio aceptor de splicing. Asimismo, se encontré
una sustitucién nucleotidica en la dltima base del exdn A que ademads de predecir un cambio de
falso sentido (c.88G>A, p.-17Val>lle) (C1, Tabla 8) reportado en la literatura, el cambio también
podria afectar el sitio donor de splicing del intrén 1 (Fig. 11).

Todas las mutaciones bajo sospecha de afectar secuencias involucradas en el splicing, tanto los
casos no reportados en la literatura (c.252+2T>G, ¢.391+1insT), como los reportados, fueron
sometidas a un analisis bioinformatico, a través de programas de prediccién de secuencias de
splicing en ADN gendmico. En la figura 11 se detallan los resultados obtenidos mediante este
analisis tedrico. En cada caso, primero se estudian los sitios consenso donor o aceptor para el
procesamiento del ARN esperado para la secuencia salvaje, no mutada (WT), en los casos
donde este sitio no es reconocido, o el valor de la prediccién se ubica en el limite inferior del
rango, el estudio resulta no informativo para el analisis de las secuencias con la mutacion. En el
estudio del sitio dador de splicing del exdn A/intrén 1, sélo es informativo el programa de
splicing NNsplice (Fig. 11A), en la regidn exdn B/intrén 2 y exén D/intrén 4, todos los programas
utilizados, resultan informativos: NNsplice, NetGene2, SoftBerry SPL y GeneSplicer (Fig. 11A), El
sitio aceptor de splicing del intron 2/exén C Gnicamente no es reconocido por el programa
NetGene2 (Fig 11B). Cuando se ingresan las secuencias mutadas en algunos casos los
programas muestran un score por debajo del limite inferior, indicando que la secuencia deja de
ser reconocida como sitio de splicing. En la mutacién ¢.391+3insT, el programa NNpredict indica
una excepcion, la apariciéon de un nuevo sitio dador de splicing 5 bases rio arriba de la insercién.
Si esta ultima prediccidn fuese correcta, quedarian incorporadas a la secuencia del exén D dos

residuos, glicina y un codén de terminacién prematuro.
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(A) Sitio dador de splicing
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Figura 11. Andlisis tedrico de mutaciones que afectan el splicing. (A) Sitios dador de procesamiento de ARN. (B)
sitios aceptor de procesamiento de ARN. Los scores en el limite inferior del rango en el sitio tipo salvaje (WT) es
indicado por subrayado y determina que el andlisis resulta no informativo. En cada uno de los cuatro algoritmos se
indican entre paréntesis los rangos de score, siendo el limite superior indicativo de secuencias de splicing dptimas.

Cambios en las regiones no traducibles

La serie estudiada sélo mostré un caso con una transicién nucleotidica en la regién promotora

del F9, g.-6G>A, correspondiente a un paciente de seis afios con HB leve. La mutacidn, sobre un

sitio CpG, estd reportada en la literatura, como asociada a HB Leyden (Morgan et al, 1995;

Vidaud et al, 1993, Lillicrap 1998,).
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Estudio de portadoras.

Diecisiete probandos concurrieron al diagnostico molecular con al menos una mujer
relacionada para el estudio del status de portadora, (i.e., madres, hijas, tias maternas o primas
maternas). Se estudiaron un total de 27 mujeres, resultando 21 portadoras de HB y 6 no

portadoras.

Mutaciones en sitios CpG

El 34/ (12/35) de las mutaciones puntuales descriptas en esta serie fueron transiciones
nucleotidicas en dinucledtidos CpG: 42/ C>T (5/12) y 58/ G>A (7/12). En las 26 mutaciones de
falso sentido, se observaron seis transiciones G>A y tres C>T. En los seis cambios a no sentido,
dos correspondieron a transiciones C>T, y el cambio observado en la regiéon promotora del F9

corresponde a una transicién G>A.

Desarrollo de anticuerpo inhibidor en HB

Cinco pacientes con HB severa presentaron desarrollo de anticuerpo inhibidor neutralizante
contra la terapia de reemplazo de alta respuesta. Este nimero de casos, aumentado, respecto
de otras poblaciones es debido principalmente a que nuestro laboratorio estudid pacientes con
inhibidor de HA y HB a nivel nacional para el protocolo de estudio de pacientes con inhibidor de
Argentina. El 33/ (2/6) mostré delecion total del gen, dentro de las mutaciones a codén de
terminacion prematuro, el 43/ (3/7) presentd inhibidor, en todos los casos de alta respuesta.
Un paciente con una insercion/delecion (g.105delinsAGATATCCTAAA), presentd inhibidor de
tipo transitorio, de desaparicion antes de los 6 meses, o transiente, de baja respuesta. No se
observé desarrollo de inhibidor en los pacientes con mutaciones en los sitios de splicing ni en
los casos donde los cambios generaron mutaciones sin sentido. Sin embargo, podemos analizar
las frecuencias de composiciéon del grupo de pacientes que si desarrollaron inhibidor ya que
representan el total de pacientes Argentinos con HB e inhibidor. En este grupo, dos pacientes
mostraron delecién total del F9 (40/) y tres mostraron cambios a codon de terminacion

prematuro (60/ ).

46



Capitulo |

Discusion

Se encontrd la mutacidn causal de HB en 49 de las 51 familias estudiadas (96/ ), aplicando un
algoritmo de estudio para el gen del factor IX de coagulacién humano. El algoritmo de analisis
del F9, disefado por nosotros, adaptado a las caracteristicas econdmicas de nuestro pais,
incluyé la deteccidén de grandes deleciones por ausencia repetida y consistente de un grupo de
amplimeros vecinos, usando como control de amplificacién un amplimero del gen B-globina;
aquellos amplimeros que resultaron en amplificacidn positiva fueron sometidos screening por
la estrategia de CSGE-PAGE, de alta resolucién, finalmente para la caracterizacion de la
mutacién se aplicé secuenciacion de ADN de aquellos amplimeros con movilidad CSGE

diferencial respecto de los controles.

La serie estudiada mostré un doce por ciento de grandes deleciones (6/49), lo que representa
una alta frecuencia respecto de otros datos publicados en la literatura, con un promedio del 3/
(Lilicrap, 1998; Mitchell et al, 2005) u 8/ (Ljung et al, 2001). Este amplio porcentaje en la serie
de pacientes presentados es debido principalmente al sesgo introducido por la participacién del
laboratorio en el protocolo de estudio de pacientes con inhibidor a nivel nacional, lo que
incrementé el nimero de familias con grandes deleciones, fenotipo severo y desarrollo de
anticuerpo inhibidor en nuestra serie.

Como perspectivas en estos casos se espera poder estudiar las deleciones en heterocigosis,
mediante dos estrategias; medicién de dosis génica y estudio de los puntos de ruptura de la

delecion para investigar ademas el mecanismo molecular que le dio origen.

El método de screening utilizado para la deteccion de mutaciones puntuales se basa en la
estrategia de CSGE que ha mostrado ser robusta con una eficiencia superior al 85/ (Ganguly et
al, 1993; Korkko et al, 1998; Hinks et al, 1999), con productos PCR entre las 200 y 800 pb para
mutaciones ubicadas a mds de 50 pb de los extremos del amplimero. Nuestro sistema de
analisis por CSGE mostré una eficiencia del 96/ en la deteccién de mutaciones pequeiias en
nuestra serie (43/45).

Las sefiales CSGE asociadas a la mutacién ya caracterizada, permitieron realizar el estudio de

portadoras a 27 mujeres en las familias afectadas.
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En todos los casos, el algoritmo de andlisis de mutaciones se completa con la asignacion del
genotipo obtenido al fenotipo observado.

Los criterios de asignacion de causalidad aceptados internacionalmente de las mutaciones
asociadas a HB se basan en los siguientes puntos. El reporte de la mutacién en la base de datos
de HB. Los criterios de genética molecular recabada en la experiencia de otras enfermedades
monogénicas en base a la asociacién entre cambios genéticos especificos y sus cambios
proteicos derivados. No encontrar la variante genética bajo analisis en una serie de varones de
la poblacion general (tipicamente mds de 200 alelos). Para mutaciones missense, el
alineamiento de secuencias aminoacidicas de proteinas ortélogas. El cambio de un residuo
conservado seria mas indicativo de afectacion de la funciéon que en residuos no conservados.
Modelado y prediccidn in silico de los potenciales cambios en la estructura secundaria y

tridimensional de la proteina mutada afectando su funcién.

La explicacion clasica indica que la aparicidon de un codén de terminacién prematuro, predice
una proteina truncada que se degrada en el citoplasma y es tipicamente asociada a HB severa,
como en los casos presentados. Esta predicciéon también se ve reflejada en la base de datos
donde estas mutaciones se encuentran asociadas a fenotipo severo. Una explicaciéon alternativa
a la asignaciéon de mutaciones nonsense al fenotipo severo es la del fendmeno de Nonsense
Mediated Decay que asocia la degradacidon rapida de ARN mensajero con codones de
terminacidon prematuro (Frischmeyer et al, 1999). Aunque ninguno de estos mecanismos fue
investigado en hemofilia ambos coinciden en su asociacion con el fenotipo severo.

Las mutaciones a no sentido representan el 14/ de los casos de esta serie, este porcentaje es
similar a lo observado en distintas series reportadas en la literatura, 13 y 14,4/ en paciente
con hemofilia B (Lilicrap, 1998; Belvini et al, 2005), aunque debemos recordar el sesgo

introducido por el protocolo de estudio de pacientes con inhibidor.

Las mutaciones de falso sentido encontradas se distribuyen a lo largo de casi todo F9,
excluyendo el péptido sefial y el dominio hidrofdbico. Se observaron cambios en la secuencia
nucleotidica que afectan al pro-péptido, entre las que se pueden destacar p.-4Arg>Trp y p.-
4Arg>Gln, dos casos muy estudiados en la literatura. El pro-péptido del FIX es responsable de
direccionar las y-carboxilaciones de los 12 residuos de acido glutdmico de la proteina madura

para dar lugar a los residuos de acido y-carboxiglutamico en el dominio Gla y es removido luego

48



Capitulo |

de la secrecién del FIX al torrente sanguineo. Ambos cambios en el aminoacido arginina -4 no
afectan la y-carboxilacion, pero si impiden que se clive el pro-péptido, lo que afectaria a su vez
la conformacion inducida por calcio, haciendo menos estable la proteina madura (Green et al,
1989; Woijcik et al, 1997). Otra mutacion encontrada en el pro-péptido es el cambio de base
c.88G>A, que se produce en la ultima base del exdn Ay se encuentra reportado en la literatura
como una mutacion de falso sentido, (p.-17Val>lle), asociada a HB severa en el 100 / de los
casos reportados, en cambio el paciente estudiado en esta serie presenta un fenotipo de HB
moderada. La presencia de este cambio en la proximidad del sitio de procesamiento del ARN
podria afectar ademas el sitio consenso donor de splicing del intrén 1. El andlisis de esta
mutacién mediante los programas de prediccién de secuencias consenso de splicing resulté en
una disminucién en los pardmetros normales de prediccion registrados por estos programas,
indicando una posible disrupcidon del correcto procesamiento del ARN en este caso. Esta
ambigliedad en la descripcién de los resultados obtenidos por este cambio de base permitiria
explicar la diferencia entre los fenotipos reportados y el caso estudiado en esta serie, el estudio

a nivel de ARN seria determinante para explicar la causa del fenotipo.

La Unica mutacidon encontrada en el dominio Gla es un cambio de base no reportado en la
literatura, c.160G>C, correspondiente a la sustitucion p.8Glu>GlIn, en cambio si se encuentra
ampliamente reportada cuando el acido glutamico cambia por acido aspartico, indistintamente
cual fuera el cambio la sustitucidon del aminoacido glutamico impide la y-carboxilacién lo que
interrumpe la interaccién del FIX con la membrana fosfolipidica (Freedman et al, 1996). Este
cambio fue estudiado por el programa SWISS pdb view, los resultados mostraron una
modificacién de la superficie electroestatica de la molécula.

En el dominio EGF1 se encontraron tres mutaciones, dos de las cuales presentan reportes en la
base de datos de HB, p.60Gly>Ser y p.69Tyr>Cys, asociados a HB leve y severa respectivamente
tanto en la base de datos como en los casos estudiados. El dominio EGF1 del FIX participa en la
interaccidn con el FVllla y con el FX, y seria indispensable para activacion del FIX por el FVIlla 'y
el factor tisular (Lenting et al, 1996). El mantenimiento de la estructura de este dominio se ve
afectada por los cambios de base observados en los casos reportados, en la sustituciéon glicina
por serina, un residuo hidrofébico cambia por uno hidrofilico, y en la sustitucidn tirosina por
cisteina, cambia un residuo aromadtico polar por uno hidrofilico pequefio, en consecuencia en

cada caso se producirian cambios en la estructura terciaria de la proteina modificando las
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interacciones de esta con el FVllla y el factor tisular. En el caso del cambio no reportado,
p.56Cys>Phe, es alin mas evidente la modificacion de la estructura de la proteina, debido a que
la sustitucidon cisteina por fenilamina disrumpe un puente disulfuro, esencial para el

mantenimiento del loop 1y 2 dentro del dominio EGF1.

El loop 1 y 2 del dominio EFG2 es esencial para la normal interaccidon con la superficie
plaguetaria y producir el correcto ensamblado del complejo tenasa en la activacién del FX, y
estdn especialmente involucrados los residuos del 88 al 109, excepto el 94 (Yang et al, 2004). La
arginina 94 junto al acido glutdmico 78, serian necesarios para la interaccién del dominio EGF2
con la cadena liviana del FVllla (Christophe et al, 1998). En la serie presentada el cambio de
base en EGF2, p.95Cys>Tyr, estd reportado en la literatura y también disrumpe un puente

disulfuro (Mukherjee et al, 2004).

Entre el dominio EGF2 y el péptido de activacion hay 17 aminoacidos que forman parte de la
cadena liviana en la proteina activa del FIX, entre ellos la cisteina 132 mediante un puente
disulfuro se une a la cisteina 289 del dominio catalitico, este puente disulfuro mantiene unida la
cadena liviana y la pesada en el FIXa. La mutacién en la cisteina 132, no permite la formacién de
este puente disulfuro alterando severamente la estructura y, en consecuencia, todos los
pacientes reportados en la base de datos con cambios en el residuo 132 igual que el paciente
de nuestra serie estan asociados a HB severa. Otro cambio reportado en la ultima base de esta
region es p.145Arg>Cys, este cambio impide el clivaje de la cadena liviana y produce una
disminucién en los niveles de activacion del FIX (Braustein et al, 1981).

En cambio, una disminucidn en los niveles de clivaje del péptido de activacién fue observada
cuando el cambio se produce en el ultimo aminoacido del péptido de activaciéon, p.180Arg>GlIn

(Huang et al, 1989).

El dominio catalitico contiene la estructura caracteristica de las serin proteasas, la triada
catalitica, His221, Asp269 y Ser365, residuos relacionados con el sistema de sitio activo y el sitio
de unién al sustrato, Asp359 (Green et al, 1989). En este dominio se encontraron en nuestra
serie 15 mutaciones distintas, todas reportadas en la literatura. Las primeras dos mutaciones,
p.208Gly>Asp y p.220Ala>Val, forman parte del sitio activo delimitado por las cisteina 206 y

cisteina 222, que contiene la histidina 221. Modificaciones en este sitio podrian modificar la
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orientacidon de la histidina 221 en la triada catalitica. En el caso del cambio Glicina 208, no
cargado muy pequefio, por acido aspartico, introduce un aminodcido con carga negativo. Este
cambio tan significativo se ve reflejado en la severidad fenotipica del paciente estudiado asi
como en todos los reportes en la literatura asociado a HB severa. Asimismo, este cambio afecta
en un aminodcido clasificado como parcialmente genético (Bottema et al, 1991). El cambio de
Alanina por Valina, se produce en un aminoacido genéticamente conservado, no modifica la
carga en la superficie, pudiendo ser esta caracteristica, una de las causas de la heterogenea
severidad observada en la base de datos para este cambio especifico. El defecto p.233Ala>Thr,
involucra un aminoacido clasificado como especifico del FIX, segin Bottema y colaboradores
(1991) y tanto en el caso reportado en nuestra serie como en la mayoria (95/ ) de los reportes
de la literatura estd asociado a HB leve. Ha sido propuesto que este aminoacido, alanina 233,
forma parte del loop que une calcio en el dominio catalitico y esto seria esencial para la
eficiencia catalitica y la unidn al FVllla (Mathur et al, 1997), por lo que al no verse afectada la
actividad del FIX, pero si la eficiencia, podria ser asociado a HB leve.

Lillicrap (1998) ha descripto, en poblacién caucasica, cuatro cambios missense (i.e.,
p.60Gly>Ser, p.248Arg>GIn, p.296Thr>Met y p.397lle>Thr) todos asociados a HB leve. En
nuestra serie fueron encontrados tres de ellos (p.60Gly>Ser, p.248Arg>GIn y p.296Thr>Met).
Segun Lilicrap (1998) estos cambios serian responsables de un tercio de todas las HB leves en
caucasicos. En acuerdo a esta observacién en nuestra serie este grupo de mutaciones
representan el 50/ (3/6) de los casos con HB leve.

Los cambios observados en las posiciones 352, 366, 381, 385 corresponden a sustituciones
genéticas en aminoacidos conservados, por lo que en todos los casos se prevé una asociacion
con fenotipos severos. En este sentido excepto el cambio en el aminodcido 381 que se
encuentra reportado tanto en casos moderados como severos, todos los reportes
corresponden a HB severa.

Los cambios en los residuos 310, 331, 333, 356, 369 y 390, afectan aminoacidos parcialmente
genéticos. Las mutaciones p.310Trp>Cys, p.331Val>Thr, p.369His>Arg y p.390Ala>Thr, son
cambios asociados a fenotipos severos tanto en la literatura como en nuestra serie. Las
sustituciones triptéfano por cisteina, valina por treonina y alanina por treonina, son cambios de
aminodcidos hidrofobicos por hidrofilicos, estos cambios alterarian la estructura de la proteina,
lo que podria explicar la severidad observada. En el caso del cambio histidina por arginina el

cambio de aminoacido no introduce cambios en la cargas de la superficie molecular, porque
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ambos son polares con carga positiva, a pesar de lo cual tanto en los reportes como en el caso
estudiado ambos estdn asociados a HB severa.

En cambio, en las mutaciones p.333Arg>GIn y p.356Gly>Arg se observa una discordancia entre
los datos de severidad de la literatura y aquellos de nuestra serie, mostrando en el primer caso
fenotipo leve y en el segundo moderado en nuestra serie, respectivamente, sin embargo
prevalecen en la base de datos fenotipos moderados (68/ ) y leves (75/ ), respectivamente. En
el cambio p.333Arg>GIn se alteraria la unién del FIXa con el FVllla lo que reduciria la actividad
enzimatica, sin perderla completamente, lo que permite explicar la diversidad de fenotipos

(KolKman et al, 1999).

Tanto la delecion de dos bases como la delecidn-insercion con inserciéon neta de 11 bases,
reportadas en esta serie modifican el marco de lectura de la proteina e incluyen en el exén un
coddn de terminacion prematuro. Las deleciones inserciones con cambios del marco de lectura
suelen estar asociadas a HB severa (Bowen, 2002), como ocurre en los pacientes reportados de

nuestra serie.

La bibliografia provee de herramientas computacionales, libremente disponibles en la internet,
gue a través de matrices, incluyendo informacién tedrica permiten estudiar el impacto de
sustituciones nucleotidicas en el ADN gendmico sobre secuencias implicadas en el proceso de
splicing. Estos programas utilizan informacidn codificada local, general o sefales especificas de
splicing, por eso cada uno mide scores diferentes y en algunos casos en igual secuencia se
reconocen sefales de splicing en distintos puntos (Pertea et al, 2001; Vorechovsky, 2006;
Buratti et al, 2007). El uso de estas herramientas bioinformaticas permite predecir si la
sustitucion nucleotidica, muestra algin efecto sobre las secuencias de splicing, si bien esta
predicciéon no explica el efecto sobre la molécula del factor IX, proveen un andlisis tedrico
comprehensivo para establecer los posibles efectos del splicing cuando no es posible evaluar el
ARN mensajero por el muy bajo nivel de expresion del FIX (y FVIII) en leucocitos de sangre
periferica, técnica de eleccion para el estudio de este tipo de mutaciones. El analisis de las
mutaciones no reportadas en los sitios de splicing, mostraron en la mayoria de los programas
(4/4 programas para la mutacion c.252+2T>G y 3/4 en el caso ¢.391+1insT) un valor de score
por debajo del limite inferior, prediciendo la desaparicidon del sitio de splicing, en el caso

€.252+2T>G, la sustitucidon indica un cambio en la secuencia conservada GT del sitio donor de
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splicing, este tipo de sustitucién afecta la mayoria de los casos reportados en la literatura con

defectos en el sitio de splicing (Buratti et al, 2007).

Un caso de interés en esta serie es el que presenta un cambio de base en la regién 5
regulatoria del gen. La regién regulatoria, desde el sitio -40 al sitio +18, es denominada regién
especifica regulatoria Leyden (James et al, 2008). Las mutaciones en esta region estdn
asociadas a un inusual fenotipo, Hemofilia B Leyden, en donde los niveles de factor IX
aumentan luego de la pubertad (Heit et al, 1999). Este aumento de la expresidn del FIX también
ocurre en personas de la poblacién general de ambos sexos y el nivel de factor en estos casos
aumenta hasta casi un 25/ luego de la adolescencia, ya que desde la pubertad en adelante,
factores de transcripcidon dependientes de testosterona, median la union al promotor del F9, de
elementos respondedores de andrégenos (ARE) y facilitan la unién de proteinas de unién al
sitio D (DBP- D binding protein), en regiones rio arriba del promotor (James et al, 2008), lo que
aumenta la expresidn génica. Se reportaron regiones, desde -27 a -22, donde las mutaciones no
provocan este aumento en los niveles de FIX luego de la pubertad. Esta ausencia de la
respuesta puberal en los niveles de FIX se asocia a que esta region es responsable de la unién
de dos factores de transcripcidén en la regidon ARE (Heit et al, 1999). El cambio g.-6G>A esta
reportado como el de mayor aumento en los niveles de factor respecto de otras mutaciones en
la region promotora (Lillicrap 1998). El caso presentado en esta serie corresponde a un nifio de
seis afos con HB leve, sin antecedentes de hemofilia en la familia. Bajo la evidencia de otros
casos reportados en la literatura, se espera un aumento en los niveles de factor IX luego de la
pubertad, llegando a niveles normales o casi normales que reduzcan o pierdan el fenotipo

hemofilico.

Las mutaciones puntuales pueden ser agrupadas segln sean recurrentes o no. La
hipermutabilidad del dinucleétido CpG apoya la recurrencia de mutaciones de origen
independiente en estos sitios. Los sitios CpG, pueden dar lugar a las transiciones C>T o G>A, con
mayor frecuencia que las transversiones C>A, C>G, G>T o G>C, diferencias en la frecuencias de
transiciones/ transversiones, en el caso de C>T, estaria dada por la desaminacion de la 5’ metil
citosina, produciendo timidina (Ketterling et al, 1994). En hemofilia B los datos de la literatura,
muestran los mismos porcentajes que en nuestra serie, el 30/ de las mutaciones puntuales

estdn asociadas a sitios CpG mientras que el resto se distribuye en cualquiera de los otros
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dinucleétidos (Bowen, 2002). La serie presentada aqui muestra un 34/ de mutaciones
puntuales sobre sitios CpG.

Hay raros ejemplos de mutaciones recurrentes en sitios no CpG, generalmente explicados por
efecto fundador asociado a fenotipo de HB moderada o leve, aunque no se observaron en
nuestra serie.

El F9 contiene 20 sitios CpG en el marco abierto de lectura, seis de los cuales se encuentran en
el triplete CGA. Las transiciones C>T en el triplete CGA, arginina, resultan siempre en la

aparicién de un codén de terminacion prematuro.

La identificacion de la mutacidn causal de hemofilia B, permite estimar el riesgo de desarrollo
de anticuerpo inhibidor neutralizante contra la terapia de reemplazo con FIX, indicando la
frecuencia de pacientes con inhibidor sobre el total de pacientes con esa mutacién en
poblaciones no sesgadas. Existen variados reportes de la incidencia de desarrollo de inhibidor,
en HB. Tagariello y colaboradores (2010) estiman una incidencia que varia entre 3 y 10/,
dependiendo del grupo estudiado, mientras que Oldenburg y colaboradores (2006), reportan
una incidencia de solo el 3/ y Belvini y colaboradores (2005), un 4,7/ . En todos los casos
citados el desarrollo de inhibidor contra el FIX exdgeno estd asociado a pacientes con HB
severa. Se ha reportado que la formacidn de inhibidor se presenta como un rasgo
multifactoriales entre ellos: el tipo de mutacién y elementos del sistema inmune. Dos tipos de
mutaciones causales de HB severa se asocian al desarrollo de inhibidor: mutaciones de punto,
que incluyen: mutaciones a no sentido e ins/del con corrimiento del marco de lectura, y
grandes deleciones totales o parciales del F9 o rearreglos. Cuando el defecto molecular es
conocido, la probabilidad de desarrollo de inhibidor varia segun el tipo de cambio, en
mutaciones de falso sentido la probabilidad de desarrollo de inhibidor es del 0/, en ins/del que
producen corrimiento del marco de lectura, al igual que la aparicion de un coddn de
terminacion, la probabilidad es del 20/, y los grandes rearreglos presentan una probabilidad
del 50/ (Lillicrap, 1998).

En la serie presentada se observaron 5 casos con HB severa y desarrollo de anticuerpo inhibidor
de alta respuesta (13/ ), dos casos corresponden a delecion total del gen, y tres a cambios a no
sentido. Mientras que no se encontrd ningln paciente con desarrollo de inhibidor con HB
moderada o leve, ya que todos estos pacientes mostraron cambios de falso sentido. Sin

embargo se encontraron discordancias en el desarrollo de inhibidor en dos pacientes con la
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misma mutacion sin sentido (p.29Arg>Stop), y en tres pacientes con delecion total del gen
(casos 47, 48 y 49). La respuesta al porque pacientes con la misma mutacién no desarrollan
inhibidor estd asociada a los factores de riesgo adicionales ya mencionados y que la presencia,
tipo y localizacién de la mutacion representa un factor de riesgo muy importante pero no es
por si sola determinante para que el paciente desarrolle inhibidor. Ha sido observado que un
subgrupo de pacientes con HB severa con desarrollo de inhibidor, en general debida a delecién
completa del F9, expresan ademas signos clinicos de alergia a la administracién exdgena del FIX
terapéutico (Warrier et al, 1997; Tagariello et al, 2007), caracteristica observada en uno de los
casos de la serie estudiada (caso 31), pero asociado a una mutacién de coddn de terminacion

prematuro.

El estudio de la serie presentada se realizdé sobre muestras de ADN gendmico de leucocitos de
sangre periférica y no se investigd la presencia cuali-cuantitativa del FIX:Ag en el plasma de los
pacientes, por lo cual, y no se ha podido determinar de qué manera, o si ha sido secretado el
factor IX de coagulacién, mas allad de la determinacién bioquimica de los niveles de actividad. A
pesar de esta limitacidn, en este trabajo se evalud, desde una perspectiva tedrica, el probable
impacto de las mutaciones de falso sentido no reportadas en la literatura, mediante el estudio
de la estructura 3D de la proteina mutada, y se compilé la informacién bibliografica de cada
una. En conclusién estimamos que si es posible asociar el fenotipo observado con el tipo y
localizacion de la mutacion encontrada; y que la poblacidon de pacientes argentinos estudiados
muestra una estrecha asociacion fenotipo-genotipo en la mayoria de los casos, igual o similar a

la reportada en la base de datos internacional de HB.

Si bien los estudios meramente genéticos no permiten establecer con certeza que los cambios
asociados a las mutaciones de falso sentido produzcan cambios en la estructura de terciaria de
la proteina, se pueden citar otros mecanismos por los que un cambio tipo missense puede
impactar el fenotipo resultante. Entre ellas mencionamos: (1) incorrecto procesamiento del
ARN o splicing, por cambios en las secuencias exdnicas de elementos enhancer de splicing
(ESE), (2) inestabilidad del ARN mensajero por reduccién de su vida media, de los mismos,
resultando en una produccion reducida o nula de la proteina, (3) inestabilidad propia de la
proteina secretada, o (4) la pérdida de interaccion fisica directa con otras proteinas o la pérdida

de la actividad catalitica que le impida cumplir su funcién en la cascada de coagulacion.
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De acuerdo a datos del afio 2008 de la WFH (World Federation of Hemophilia) (2009), la
Argentina sobre una poblacién de 40.913.584 personas, tiene registrados 1.777 pacientes con
HA y 254 con HB. Esto significa que la presente serie estudiada de 51 familias constituye mas
del 20/ del total de pacientes con HB de argentina. Asimismo, con cinco pacientes con HB e
inhibidor nuestra serie estima sobre el total de pacientes inscriptos con HB (254) una frecuencia

aproximada del 2/ .
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CAPITULO Il

Diseno, desarrollo y validacion del método de genotipificacion de los rearreglos que

involucran int22h e int1h en el gen del FVIII, mediante inverse shifting-PCR.

Resultados

La estrategia de inverse shifting-PCR (IS-PCR) se basa en la amplificacién especifica diferencial
de fragmentos de restriccion circularizados que presentan cambios de secuencia asociados a
determinados rearreglos genéticos y que resultan en tamanos de producto definidos vy
pequefios indicativos de la presencia de cada fragmento de restriccidon individual. Conociendo
la secuencia de ADN de cada fragmento estudiado, el abordaje de IS-PCR nos da similar
informacién que el andlisis de Southern blot correspondiente. Esta estrategia de IS-PCR ha sido
aplicada para investigar todos los posibles rearreglos mediados por las secuencias int22h e
int1h. Estos rearreglos incluyen: la inversion molecular del intrén 22 (Inv22) y la inversion del
intrén 1 (Invl) del gen del FVIII (F8), y las duplicaciones y deleciones mediadas por int22h que
son variantes estructurales aun no confirmadas en casos clinicos. La obtencién de amplimeros
de distintos tamafios mediante la estrategia de IS-PCR, se basa en la ubicacién diferencial de
primers a cortas distancias definidas de los sitios de restriccion (Bcll) en cada uno de los
fragmentos involucrados. De esta manera, el tamafo molecular de cada amplimero formado
resulta diagndstico de la presencia de cada fragmento (Bcll) circularizado especifico en la
muestra del paciente analizado. Este abordaje evita la amplificacién directa a través de las
secuencias int22h (9,5 kb) por PCR de larga distancia, permite detectar los patrones tipo | y tipo
Il de la Inv22 y también estudiar la presencia de la Invl, simultdneamente, sobre el mismo
sustrato obtenido (ADN gendmico fragmentado por Bcll y circularizado por autoligacion).
Asimismo, el estudio de estos fragmentos de restriccion permite estudiar la eventual presencia
de todas las variantes genémicas que involucran int22h (i.e., duplicaciones y deleciones).

Si bien el método de IS-PCR también involucra los procedimientos de restriccién del ADN,
autoligacién de terminales y andlisis por PCR como la estrategia de PCR inversa cldsica, difiere
de ésta en que el tamafio de los amplimeros es pequefio, conocido a priori por disefio
(permitiendo un fino ajuste de condiciones de amplificacidn) e indicativo. Estas diferencias con

el abordaje de PCR inversa clasico, caracterizado por tamafos de productos PCR desconocidos
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(a menudo obtenidos por condiciones de PCR de larga distancia o PCR anidadas), implican
mejoras significativas en la robustez y confiabilidad diagndstica a favor de la estrategia de IS-

PCR.

Disefio del abordaje de IS-PCR para estudiar todos los rearreglos del int22h.

El disefio de la estrategia de IS-PCR para genotipificar los rearreglos que involucran int22h, fue
elaborado sobre los archivos de ADN gendmico humano, ubicando las secuencias nucleotidicas
correspondientes a los fragmentos de restriccion Bcll para el analisis de Southern blot clasico de
la Inv22 segun Lakich y colaboradores (1993): 21,6 Kb para la secuencia intragénica normal, 14
y 16 Kb para las secuencias extragénicas normales, 20 Kb para una de las copias rearregladas y
17,5 o 15,5 Kb para las copias reciprocas rearregladas (tipo | o tipo Il respectivamente). La
secuencia nucleotidica correspondiente al F8 y la region telomérica del cromosoma X,
conteniendo las secuencias extragénicas int22h-2 y -3, fueron anotadas en el archivo de
GenBank NC_000023.10 desde la base 154064063 incluyendo la region 3 UTR del F8 a la base
155270560 correspondiente a la region telomerica Xq. (Fig. 12, diagrama 1)

El estudio de las secuencias nucleotidicas de los fragmentos de restriccidon Bcll que involucran
int22h permitid el disefio un set de primers orientados hacia los sitios de restricciéon Bcll
(divergentes) para determinar su convergencia por la autoligacion y producir una sefnal de
amplificacién diferencial reconocible, especifica de cada fragmento. Para evitar la obtencién de
productos de amplificacién no especificos, las secuencias gendmicas de los fragmentos Bcll
relevantes (secuencia relevante de cada circulo armada in silico con una Kb rio arriba y rio abajo
del sitio Bcll ya ligado) fueron “enmascaradas’ para evitar secuencias repetidas (LINE y SINE,
long y short interspersed nuclear elements y LTR, long terminal repeats) en el disefio de primers.
Se encontraron SINEs como ALU y MIR, un LTR (MaLR) y LINEs (L1, CR1), por lo que los
potenciales sitios especificos de los primers se vieron restringidos a regiones libres de ADN

repetitivo.
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Figura 12. Sistema basado en IS-PCR para la genotipificacion de los fragmentos Bcll que involucran int22h. Los
diagramas (1 a 9) muestran esquemas del cromosoma X desde la region 3°UTR del gen del F8 hasta el telomero Xq
(indicado como circulo cerrado). El sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Bcll se indica como B. Las
posiciones nucleotidicas relevantes son indicadas respecto del archivo GenBank NC_000023.10 (diagrama 1). Los
diagramas muestran los alelos normales (N) variante estructural eventualmente polimérfica h123 y h132
(diagramas 2 y 3, respectivamente), la Inv22 tipo I, la Inv22 tipo Il (diagramas 6 y 7, respectivamente), la
duplicacidn en tandem (Dup22) variantes [1-2/1-2-3] y [1-3/1-2-3] (diagramas 4 y 5, respectivamente) y la delecion
del exdn 1-22 del F8 (Del22) semejante a la inversidn de tipo | (Del22-1) o del tipo Il (Del22-2) (diagramas 8 y 9,
respectivamente). Las secuencias funcionales de F8 estan indicadas en verde, mientras que secuencias no
funcionales de F8 se indican en rojo. La gama de color indica secuencias oscuras mas cercanas al promotor, y las
claras, mas cercanas a la region 3’ del F8. Dentro del F8, int22h-1 se indica como una caja-flecha en negro, int22h-
2, en gris, e int22h-3, en blanco. Los brazos centroméricos y teloméricos del gran palindromo de 168 Kb que
incluye int22h-2 e int22h-3 estan indicadas con flechas en violeta, y la region de copia Unica central que separa las
regiones repetidas se muestra en una gama de gris a blanco, indicando cercania con int22h-2 e int22h-3,
respectivamente. Los sitios especificos de los primers para la Inv22 por IS-PCR, IU, 2U, 3U, ID y ED; son indicados
con tridngulos sélidos orientados hacia el sitio Bcll relevante en cada caso.

Es importante indicar que la notacidén de la orientacion de las secuencias int22h que fue
utilizada en este trabajo corresponde a la direccidn de transcripcion del F8: las regiones vecinas
rio arriba (upstream) del homélogo intragénico int22h-1 corresponden a secuencias mas
cercanas al promotor del F8; y en el caso de las secuencias extragénicas (int22h-2 y —-3), se
aparean con sus homologos intragénicos y se aplica la misma notacidn que para int22h-1.

El fragmento de restriccion Bcll de 21,6 Kb correspondiente a la secuencia normal e involucra
los primers U (Intragénico Upstream) e ID (Intragénico Downstream) ubicados a 460 y 27 pb
respectivamente del sitio Bcll, generando una sefial de 487 pb (Fig. 12 diagramas 2 y 3, Tabla 6).
Los fragmentos de 14 y 16 Kb de las secuencias normales extragénicas muestran secuencias
virtualmente idénticas rio abajo, por fuera de int22h, indicando que la homologia de estos loci
extragénicos se extiende mas alla de los limites de int22h. El segmento homdlogo se extiende
mas de 2,2 Kb por fuera de int22h y por ello incluye el sitio Bcll extragénico rio abajo. A 99 pb
de este sitio Bcll se ubica el primer ED (Extragénico Downstream). En cambio la secuencia que
incluye los sitios de restriccion Bcll rio arriba de las secuencias int22h extragénicas estan
ubicados sobre una regién de copia Unica, de 67 Kb que separa y diferencia las copias int22h-2 y
-3. En esta region de copia Unica se ubicd, a 306 pb del sitio de restriccidon Bcll rio arriba de la
copia int22h-3, el primer 3U (int22h-3 Upstream) y rio arriba de la copia int22h-2, el primer 2U
(int22h-2 Upstream) a 358 pb del sitio Bcll, generando las sefiales de 405 y 457 pb

respectivamente (Fig. 12 diagramas 2 y 3, Tabla 6).
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El entrecruzamiento reciproco de int22h-1 puede darse con cualquiera de las dos copias
extragénicas int22h-2 o -3 (mas cercana al telémero Xq) y se asocian a dos fragmentos de
restriccion distintos: 17,6 Kb, que contiene la quimera entre int22h-3 rio arriba (3U) e int22h-1
rio abajo (ID) en la Inv22 tipo | y de 15,5 Kb, con la quimera entre int22h-2 rio arriba (2U) e
int22h-1 rio abajo (ID) en la Inv22 tipo Il. En ambos tipos de Inv22 también se produce una
copia reciproca a las nombradas, de 20 Kb, que contiene la quimera entre int22h-1 rio arriba
(IU) y rio abajo, el segmento extragénico de secuencias compartidas entre int22h-2 o -3 (ED). El
entrecruzamiento reciproco que genera la inversion se producira con la copia que se encuentre
en orientacion invertida respecto de la copia intragénica (Fig. 12 diagrama 6 y 7). Sobre la
variante estructural h123 de la hipdtesis de Bagnall y colaboradores (2005) (NC_000023.10
secuencia de referencia) la recombinacion entre int22h-1 e int22h-3 genera la Inv22 tipo |, y
sobre variante h132 (NC_000023.10: g.154616372_154683640inv), la recombinacién entre
int22h-1 e int22h-2 genera la Inv22 tipo Il. En ambos casos, la copia no involucrada en la
inversion queda intacta, circulo Bcll de 14 Kb en la Inv22 tipo | y el circulo Bcll de 16 Kb en la
Inv22 tipo Il (Fig. 12 diagrama 6y 7).

La hipotética recombinacion entre copias de int22h de igual orientacién genera
potencialmente: (a) una duplicacidon que abarca un segmento de 0,5 Mb definido desde int22h-
1 hasta la copia mas centromérica de int22h en cada variante estructural asociada a un
fragmento de restriccion adicional de 20 Kb (Dup22) no asociado a hemofilia (Fig. 12 esquema 4
y 5), y (b) una delecién del mismo fragmento de 0,5 Mb asociado o similar al patrén de tipo | o
Il segln el caso (15,5 y 14 Kb, respectivamente) pero con la desaparicién del fragmento de 20
Kb (Del22-1 y Del22-2 (Fig 12 diagramas 8 y 9).

La aplicacion de la técnica de IS-PCR con el uso de primers (Tabla 6, Materiales y Métodos)
especificos de cada fragmento Bcll (Fig. 12) organizados en dos reacciones separadas de PCR
multiplex (test diagndstico y test complementario) permite discriminar todas las variantes
estructurales mencionadas arriba generadas por recombinacion mediada por int22h, i.e., la

Inv22 tipo |, Inv22 tipo Il, Del 22-1, Del22-2, Dup22 y las estructuras normales (N, h123 o h132).
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Test diagndstico

El test diagndstico para los rearreglos de int22h permite identificar un patrén diferencial para la
Inv22 del tipo |, tipo Il y el alelo normal del F8 (variantes polimérficas hipotéticas h123 y h132)
(Fig. 12 diagramas 6, 7, 2 y 3, respectivamente). El test utiliza cuatro primers: 1U, 2U, 3U e ID
(Fig. 12). Este grupo de primers genera productos PCR de 487 (ID + I1U), 333 (ID + 3U) y 385 pb
(ID + 2U), correspondiendo al alelo normal, inversién tipo | e inversién tipo Il, respectivamente

(Tabla 11).

M1 2 3 4 45 Figura 13: Test Diagnostico para el estudio de la Inv22. La tabla
muestra los primers y la longitud de los amplimeros, en pares de
bases (pb) para el test diagndstico de IS-PCR. La imagen muestra los
productos del analisis en una electroforesis en gel de agarosa y
tincion con BrEt, Calle (1) caso negativo para la Inv22; (2) hemofilico

Inv22 tipo I; (3) portadora Inv22 tipo I; (4) hemofilico Inv22 tipo Il
g‘g; positivo; y (5) portadora Inv22 tipo Il. M indica marcador de tamafio
33 molecular (escalera de 100 pb).

Inu22 Primer & 20 3
Test Diagnostico Inv22 Test Diagnostico D 457 385 333

En la primera reaccion PCR ensayada en condiciones estdndar (materiales y métodos), los
resultados mostraron un sistema de sefiales netas, especificas e intensas (Fig. 13). Por lo tanto
no fueron necesarios refinamientos adicionales en las condiciones de tratamiento ni

amplificacidn, para mejorar la claridad y confiabilidad del sistema de andlisis.

Para la validacion del test diagndstico, se estudiaron tres grupos de pacientes:

El primer grupo compuesto por 32 individuos, representando 46 cromosomas X previamente
analizados por Southern blot, fueron estudiados a ciegas mediante la estrategia de IS-PCR, y se
obtuvo una perfecta concordancia entre ambos métodos tanto para los 18 pacientes con
hemofilia A severa (10 pacientes sin la Inv22, cuatro con la Inv22 tipo | y cuatro con la Inv22
tipo 1), como para las 14 mujeres relacionadas a familias afectadas por HA severa (seis sin la

Inv22, cuatro portadoras tipo | y cuatro portadoras tipo Il).

62



Capitulo Il

El segundo grupo compuesto por 43 pacientes previamente estudiados para la Inv22 por el
método de PCR inversa desarrollado en nuestro laboratorio (Rossetti et al, 2005), fue
reanalizado a ciegas mediante la estrategia de IS-PCR. En este caso ademas de confirmarse el
diagndstico molecular de todos los pacientes estudiados, se especificaron los patrones del tipo
de inversion: 11 varones y 10 mujeres fueron correctamente diagnosticados como negativos
para la Inv22, y 13 hemofilicos con la Inv22 y nueve portadoras fueron clasificados segun el tipo
de Inv22, 18 de ellos como Inv22 tipo | y cuatro Inv22 tipo Il

El tercer grupo incluyé 34 nuevos casos con HA severa sin estudios moleculares previos, que
fueron estudiados por IS-PCR. En este tercer grupo, 15 probandos fueron encontrados
negativos para la Inv22 y cinco presentaron la Inv22 tipo |, once mujeres de familias afectadas

por HA severa resultaron negativas para la Inv22 y tres resultaron portadoras de la Inv22 tipo I.

Test complementario

El andlisis tedrico de las variantes que involucran recombinacién homadloga sobre int22h indica
dos rearreglos gendmicos posibles: las deleciones (Del22), potencialmente causales de HA, que
muestran patrones parecidos al tipo | o al tipo Il segln la copia extragénica involucrada; y las
duplicaciones eventualmente no deletéreas (Dup22) potencialmente no causales de hemofilia
(Bagnall et al, 2006). La apariciéon de estas duplicaciones o deleciones estarian asociadas al
entrecruzamiento reciproco entre la copia int22h-1 y la copia extragénica de posicion mas
centromérica e igual orientacién (int22h-2 o -3, a partir de las variantes estructurales normales
h123 o h132, respectivamente) generaron la necesidad para desarrollar un test
complementario al diagnéstico, que permitiera su caracterizacién rapida y confiable (Fig. 12
diagramas 4, 5,8y 9).

El test complementario al igual que el diagnéstico utiliza cuatro primers (IU, 2U, 3U y ED).
Nétese que sélo uno de los primers del grupo de cuatro cambia, ID por ED, y esto permite
discriminar los fragmentos asociados a los rearreglos que no podian ser diferenciados por el
test diagnéstico: (1) el alelo normal y la Dup22, con amplimeros de 457 (ED + 2U) y 405 pb (3U
+ ED) en ambos rearreglos, y un amplimero extra especifico de la duplicacién de 559 pb (IU +
ED); (2) la Inv22 tipo | y la Del22 parecida al tipo I, con amplimeros de 559 (IU + ED) y 457 pb
(ED + 2U) para la Inv22-1 y sélo el amplimero de 457 pb (ED + 2U) en la Del22 tipo I; y (3) la
Inv22 tipo Il y la Del22 similar al tipo Il, con amplimeros de 559 (IU + ED) y 405 pb (3U + ED)
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para la Inv22-Il y solo el amplimero de 405 pb (3U + ED) en la Del22 tipo Il (tabla 11). Al igual

gue en el test diagndstico, los resultados mostraron un sistema de sefiales netas, especificas e

intensas (Fig. 14). Por estos resultados tampoco fueron necesarios ajustes técnicos adicionales.

405

M indica marcador de tamafio molecular (escalera de 100 pb).

2ls] Figura 14. Test Complementario para la caracterizacion de todos
los posibles rearreglos que involucran int22h. La longitud de los
amplimeros, en pares de bases (pb) para el test complementario
esta determinada en funcion de un grupo especifico de primers
ccg  (tabla). La imagen muestra los productos del analisis IS-PCR en una
437 electroforesis en gel de agarosa y tincién con BrEt, para el test
complementario en las mismas muestras que en la figura 2A (1-5).
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Para validacion practica del test complementario, se estudiaron las mismas muestras que para

el test diagndstico confirmandose sdlo la presencia de los patrones normales y los asociados a

la Inv22 del tipo | y Il, y sus combinaciones correspondientes, en mujeres portadoras; no

encontrandose casos de patrén compatible a las duplicaciones y deleciones asociadas a int22h,

descriptas en los parrafos precedentes.

La identidad de todos los amplimeros especificos del sistema de analisis IS-PCR (i.e., 487, 333,

385, 457, 405 y 559 bp) fue determinada por secuenciacion de ADN. En todos los casos, se

confirmaron las secuencias de ADN esperadas por el armado realizado in silico a partir de los

archivos indicados en el disefo.

En resumen, la Tabla 11 muestra como el uso conjunto del test diagndstico y complementario

permite la caracterizacion completa de todos los posibles rearreglos que involucran int22h

tanto en varones (cromosoma X hemicigota), como en mujeres (complemento cromosémico

sexual XX).
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Tabla 11: Sistema de genotipificacion de los rearreglos de int22h.

Test diagnostico Test complentario
Alelos

ID+IU+3U+2U ED+IU +3U +2U
Varones (46;XY) Pb pb
Normal (N) 487 457, 405
Inv22 tipo | (Inv22-1) 333 559, 457
Inv22 tipo Il (Inv22-2) 385 559, 405
Duplicacion F8 1-22 (Dup1-22) 487 559, 457, 405
Delecion tipo | (Del22-1) 333 457
Delecidn tipo Il (Del22-2) 385 405
Mujeres (46;XX) pb pb
N/N 487 457, 405
N/Inv22-1 487,333 559, 457, 405
N/Inv22-2 487, 385 559, 457, 405
N/Dup1-22 487 559, 457, 405
N/Del22-1 487, 333 457, 405
N/Del22-2 487, 385 457, 405

Disefio del abordaje de IS-PCR para estudiar la inversion del intron 1.

El disefio de la estrategia de IS-PCR para genotipificar la Invl, fue elaborado sobre el archivo de
GenBank NC_000023.10, donde fueron ubicados los fragmentos de restriccion Bcll que
contenian intlh, el fragmento de restriccion Bcll de 13 kb incluye la secuencia intragénica
normal  (intlh-1)  (g.154233508 154246469) vy el fragmento de 9,6 kb
(g.154367779_154377441), correspondiente a la copia extragénica normal (intlh-2). El
entrecruzamiento reciproco entre las copias alineadas de intlh asociado al origen de la
inversion del intron 1 y realizado in silico genera dos fragmentos Bcll quiméricos: el que
contiene a intlh-1/-2 de 12,4 kb y el reciproco que contiene a int1h-2/-1 de 10,2 Kb (Fig. 15).

De manera similar al estudio de los rearreglos que involucran int22h el estudio de los rearreglos
de intlh se basd en los mapas de restriccion Bcll de la regién gendmica involucrada que
permitié un disefio de primers con parecidas caracteristicas experimentales (e.g., temperaturas
de hibridacién) y tamafios distinguibles de amplimeros especificos compatibles para un

eventual montaje de analisis IS-PCR multiplex para ambas inversiones recurrentes. Como se
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realizd para el sistema de andlisis de los rearreglos de int22h por IS-PCR, las secuencias
cercanas a los sitios de restriccion Bcll relevantes, fueron “enmascaradas’” para evitar
secuencias repetidas y se disefid un sistema de tres primers, 1-ID (Invl- Intragénico
Downstream), 1-1U (Invl-Intragénico Upstream) y 1-ED (Inv1-Extragénico Downstream) que

permitié la genotipificacion de la Inv1 (Fig. 15).

MC_000023.10

154064063
154233508
154746463
154250995
154367774
154377441
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Figura 15. Sistema basado en IS-PCR para la genotipificacion de los fragmentos Bcll que involucran int1h-. Los
diagramas de 1 a 3 muestran esquemas del cromosoma X desde la region 3°UTR del F8 hasta el teléméro Xq
(circulo cerrado). Los sitios de reconocimiento de la enzima de restriccidon Bcll relevantes se indican con B. Las
posiciones nucleotidicas relevantes son indicadas respecto del archivo GenBank nimero NC_000023.10 (diagrama
1). El diagrama 2 muestra el alelo normal y el diagrama 3, la Inv1. Las secuencias funcionales de F8 estan indicadas
en verde, mientras que secuencias no funcionales del F8 se indican en rojo; la gama de color oscuro-claro
representa la direccion desde secuencias cercanas al promotor hasta la regidon 3’ del F8. Dentro de F8, int1h-1 se
indica como pequeia flecha negra e int1h-2, en blanco. Los sitios aproximados de los primers para deteccién de la
Inv1 por IS-PCR, 1-1U, 1-ID y 1-ED, son indicados con tridngulos sélidos orientados hacia cada sitio Bcll relevante.

Test unico para la Invl

En cada muestra, los circulos Bcll ya obtenidos para genotipificar la inversion del intrén 22 por
IS-PCR, fueron reutilizados para detectar la presencia de la inversion del intrén 1. El test Unico
para el estudio de la Inv1 utiliza tres primers, 1-ID, 1-1U y 1-ED, que generan amplimeros de 304
(1-1D + 1-1U) y de 224 pb (1-ED + 1-1U) asociado al alelo normal e Inv1, respectivamente (Fig. 15,

esquemas 2y 3).
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Al igual que en todos los ensayos IS-PCR disefiados hasta el presente la primera reaccion PCR
ensayada en condiciones estandar (materiales y métodos) mostrd sefiales claras, especificas e
intensas (Fig. 16), por lo que no fueron necesarios ajustes adicionales en las condiciones de

tratamiento y amplificacion utilizadas.

Mm 1 2z 3

Bk Figura 16. Test Gnico para el estudio de la Inv1. La tabla muestra la longitud de
los amplimeros IS-PCR en pares de bases (pb) determinado por los pares de
primers indicados. La imagen muestra los productos del analisis I1S-PCR en
electroforesis en gel de agarosa y tincion con BrEt. Calle (1) caso negativo para

sp4  la Invl, (2) hemofilico con la Inv1, (3) portadora de la Invl. M indica marcador

224 de tamafio molecular (escalera de de 100 pb).

Inw Primer 1-1D 1-ED

Test (nico 1-1L 304 224

Test anicoe lnvl

El método de IS-PCR para la genotipificar la Invl fue validado en un estudio a ciegas de 21
individuos previamente genotipificados por el método de doble PCR descripto por Bagnall y
colaboradores (2002), incluyendo dos probandos de hemofilia A severa con la Invl, una
portadora heterocigota de la Invl y 18 individuos negativos. En todos los casos se encontrd
perfecta concordancia entre ambas técnicas. Asimismo, hasta el presente el analisis de la Invl
por IS-PCR se aplicé a 13 nuevos casos no informativos para la Inv22, y no fueron encontrados

mas muestras con la Inv1.

Respuesta de la técnica de IS-PCR a la cantidad y calidad del sustrato de ADN.

En la rutina del diagnéstico molecular donde se utilizan muestras de pacientes de distinta edad,
procedencia y condicion fisica, y no siempre son extraidas y enviadas inmediatamente al
laboratorio, la extraccién de ADN resulta en un variado rango de calidades y cantidades. En
consecuencia, la implementacién de una técnica aplicable a laboratorios de diagndstico
molecular internacionales de alta, mediana y baja complejidad, debe incluir ensayos de
robustez como para poder ser aplicada a muestras de ADN de distinta calidad. Para estimar la
habilidad de la estrategia de IS-PCR para la obtencion de resultados confiables en muestras de

variada calidad (y cantidad) de ADN, se realizd la comparacién de los resultados del test
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diagnodstico de la Inv22 con el analisis electroforético de las mismas muestras de ADN sustrato
reflejando sus caracteristicas (Fig. 17). La comparacion indica que a pesar de que la integridad
de las muestras de ADN impacta la intensidad de las sefiales de IS-PCR que se obtienen en
muestras extremadamente degradadas, los resultados son netos y confiables en un amplio

espectro de calidades y concentraciones de ADN.

Figura 17. Evaluacion de la técnica de IS-PCR en muestras clinicas de ADN
~50 con diferentes calidades. Panel superior, andlisis en electroforesis en gel
~20 de agarosa 1/ EtBr de ocho muestras de ADN mostrando diferentes
=10 calidades y concentraciones. La cantidad de muestra sembrada es igual a
la utilizada como sustrato para la técnica de IS-PCR. El panel inferior
muestra los resultados de la aplicacién de técnica de IS-PCR para la Inv22,
alineados verticalmente con las muestras de ADN del panel superior (1-8).
Las regiones de tamafio molecular relevante estan indicadas. Corridas 1y
3 corresponden a portadoras de la Inv22 tipo I; 2 y 7, portadoras Inv22
tipo Il; 4 y 6, hemofilicos con la Inv22 tipo II; 5, hemofilico Inv22 tipo I; y 8
mujer con patrén normal.

487

333

Deteccion de eventuales mosaicos

Oldenburg y colaboradores (2000) describieron el caso de una mujer portadora en mosaico de
la Inv22 tipo I. Este caso fue detectado por analisis de Southern blot con marcacion isotdpica y
cuantificacién de sefiales. Debido a este hallazgo se realizé un experimento para estimar la
capacidad de la estrategia de IS-PCR para detectar eventuales portadoras en mosaico de la
Inv22 e Invl. El experimento fue disefiado usando diluciones seriadas de muestras de ADNs de
pacientes con la Inv22 e Invl, en muestras de ADNs control negativo (Fig. 18); previa
determinacién del punto de equivalencia de templados en ambas muestras mediante una
amplificacion PCR independiente. Sobre estas diluciones se desarrolld la estrategia de I1S-PCR
utilizando el test diagnéstico de la Inv22 y el test Unico de la Invl. La capacidad de detectar y

analizar portadoras en mosaico del método se estimé a partir de las mediciones de densidad de
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la sefial fotografica digital generada por la emision de fluorescencia del BrEt en el analisis
electroforético y su correlacién con las mezclas simuladoras del mosaico (Fig. 18A). Las sefiales
relativas del amplimero de 487 pb en el caso de la Inv22 y del amplimero de 304 pb en la Inv1,
fueron calculadas segin la formula [(sefial normal) / (sefial normal + sefial de inversién)] para
cada proporcidn del eventual mosaico (Fig. 18A, 18B). Los pardmetros de la regresién lineal
(pendiente y R?) indican que la intensidad relativa de la sefial de la Inv22 y de la Inv1) puede
reflejar la composicidon porcentual del mosaico, porcentaje de células heterocigotas para la
mutacion sobre el total de células de la muestra analizada (Fig. 18A, 18B). La sefial especifica de
la Inv22, ha sido detectada hasta que la composicion del ADN mutado representaba un 2,5/,
correspondiendo ésto a un 5 / de células heterocigotas para la Inv22 en una eventual
portadora en mosaico (Fig. 18A). En el caso de la sefal especifica de la Invl, se ha detectado en
una composicion del mosaico del 10 / de células heterocigotas en una eventual portadora en

mosaico (Fig. 18B).
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Figura 18. Estimacion de la habilidad de I1S-PCR para detectar y evaluar eventuales portadoras en mosaico de la
Inv22 (A) y la Invl (B). Las imagenes de la izquierda muestran el andlisis electroforético (agarosa 2/ EtBr) de
amplimeros multiplex a partir de muestras creadas artificialmente simulando portadoras en mosaico para Inv22
tipo | e Invl (A y B, respectivamente). El porcentaje de células de las portadoras en mosaico indica la cantidad
relativa de las células portadoras de la inversion (100/ representa una portadora tipica y 0/, una mujer no
portadora o un mosaico bajo el limite de deteccion). Las flechas indican la minima sefial en mosaico que puede ser
reconocida (aproximadamente 5y 10/ de las células en mosaico, para la Inv22 y la Invl, respectivamente). Los
graficos de la derecha muestran la regresion lineal entre la intensidad relativa de la sefial de la inversion a la suma
ambas sefiales vs la composicién del mosaico (/) para las portadoras en mosaico simuladas de la Inv22 tipo | (A) e
Inv1 (B). Los parametros de la regresion lineal (R2 y pendiente) se muestran en cada grafico.
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IS-PCR y diagndstico prenatal.

Para estudiar la habilidad de la estrategia de IS-PCR para ser aplicada al diagndstico prenatal en
hemofilia, este método fue aplicado a muestras de ADN extraido a partir de vellosidades
coridnicas. El diagndstico prenatal fue aplicado a un grupo familiar compuesto por una mujer,
portadora de HA severa embarazada y su hijo vardon hemofilico positivo para la Inv22. Se
obtuvieron muestras de sangre periférica en el probando y en su madre, y, en la madre
embarazada también una muestra de las vellosidades coridonicas (VC) en la semana 20 de
gestacion del feto propdsito del estudio. La muestra de vellosidades coridnicas fue estudiada
citogenéticamente indicando un feto femenino de cariotipo normal 46;XX. Cuando se tomaron
las muestras (afio 2002) se realizd la deteccidon molecular de la Inv22 por Southern blot en las
muestras de ADN de leucocitos de sangre periférica pero no se obtuvieron sefiales en la
muestra de VC debido a la calidad y/o cantidad del ADN extraido. Las muestras de ADN
extraidas a partir de VC del feto femenino y de un feto masculino sin antecedentes de hemofilia
(utilizado como control negativo de las inversiones) y muestras obtenidas a partir de sangre
periférica representando todos los posibles genotipos control fueron estudiadas por la
estrategia de IS-PCR para la Inv22 e Inv1. Previendo problemas debidos a la calidad y cantidad
en este tipo de muestras de VC en estos ensayos se aumentd la cantidad de ADN circularizado
sustrato de PCR (de 3 a 6 pl) y el nimero de ciclos en el programa de amplificacion (de 25 a 30).
Los resultados mostraron sefiales netas inequivocas aunque no intensas en ambas muestras
obtenidas a partir de VC y fue posible asignar el diagndstico de portadora heterocigota de la
Inv22 tipo | a la muestra del propdsito y de negativo para ambas inversiones al feto masculino

utilizado como control (Fig. 19) (Radic et al, 2009).
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Inv22 Primer U 2U 3U Invl Primer 1-1D 1-ED
Test diagnéstico ID 487 385 333 Test Unico ID 304 224
Normal Tipo Il Tipo | Normal Invl +
M1234567 M12345
bp bp
487
385 304
333 224
Inv 22 Test diagndstico Inv 1 Test Unico

Figura 19. Diagndstico prenatal mediante la estrategia de IS-PCR. En el panel superior se muestran las tablas
indicando la estrategia de genotipificacion en cada caso, Inv22 (izquierda) e Invl (derecha). En las imagenes del
panel inferior se muestra el analisis de productos IS-PCR en electroforesis en gel de agarosa y tincidn con BrEt. Test
diagndstico Inv22, calle (1) caso negativo para la Inv22; (2) hemofilico con la Inv22 tipo II; (3) portadora de la Inv22
tipo II; (4) hemofilico con la Inv22 tipo I; (5) portadora de la Inv22 tipo I; (6) muestra de vellosidades coridnicas (VC)
del feto femenino (propdsito), que resulta en portadora heterocigota de la Inv22 tipo I; y (7) muestra de VC de un
feto varén negativo para la Inv22. Test Unico para la Invl, calle (1) caso negativo para la Inv1; (2) hemofilico Invl
positivo; (3) portadora Invl; (4) muestra de VC del feto propdsito, negativo para la Invl; y (5) muestra de VC del
feto vardn negativo para la Invl. M indica marcador de tamafio molecular, escalera de 100 pares de bases.

Estimacion de la eficiencia de formacion de circulos de ADN.

Como la formacidn de circulos (fragmentos de ADN autoligado) es el paso clave para todos los
protocolos de PCR inversa, fue disefiado un experimento para estimar la eficiencia de
circularizaciéon en muestras clinicas (Fig. 20). La eficiencia de circularizaciéon es inversamente
estimada en unidades de Templados Por Circulo (TPC). TPC indica el nimero promedio de
templados de ADN originales que son necesarios para formar un circulo de ADN. Las unidades
TPC en cada muestra fueron obtenidas por interpolaciéon de las intensidades relativas de las
sefales de un sistema PCR multiplex, con la cuantificaciéon de dos templados: uno obtenido
cuando se genera efectivamente el circulo Bcll (templado dependiente de circularizacion, TDC),

y corresponden en un caso a la amplificacién del circulo del alelo normal de 21,6 Kb, mediante
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los primers IU e ID (TDC1) senal de 487 pb y en otro caso a la amplificacion del alelo
circularizado del fragmento de la inversion de 20 Kb mediante los primers ID y ED (TDC2), seial
de 559 pb; y el otro templado independiente de circularizacion y restriccion Bcll, (TIC), produce
una amplificacion positiva tanto en los casos donde se produce la circularizacién como en los
fragmentos de ADN no circularizados, con amplificacidn del exdn 22 del F8, con primers 22A 'y
22B y una sefial de 228 pb. Para poder calcular la eficiencia de circularizacién en muestras
clinicas, fue creada artificialmente una curva de calibracién, partiendo de mezclas de dos
constructos: (#1) definido por la estructura TDC1-ADN espaciador-TIC y (#2), TDC2-ADN
espaciador-TIC, donde TDC1, TDC2 y TIC son los templados indicados mas arriba. Cada
constructo representa una relacién uno a uno de los templados que lo componen. Para la curva
de calibracion se realizaron diluciones seriadas del constructo #1 en el #2 manteniendo
constante la concentracion total y se desarrolld una PCR multiplex con los primers IU+ID (que
amplifica TDC1) y 22A+22B (TIC); y se evaluaron las densidades relativas de ambas sefiales en
cada mezcla (punto de la curva). Entonces, a partir de una muestra que contiene constante el
constructo #1, mezclado con diluciones del constructo #2, se obtienen las relaciones de
templados TDC:TIC, de 1:1, 1:2, 1:6, 1:26, 1:126, 1:626 y 1:3126 que representan las unidades
de 1, 2, 6, 26, 126, 626 y 3126 TPC, respectivamente. Las intensidades relativas de las sefiales
fueron estimadas sobre los productos finales de la reaccion en gel de agarosa teiido con Br Et,
y graficadas respecto de las unidades TPC, relativa eficiencia en la formacién de 21,6 kb (Fig.
20). En un experimento independiente, para poder estimar la eficiencia de la formacion del
circulo de 20 kb, se realizaron las mezclas reciprocas, en este caso usando el constructo #2
como constante mezclado con diluciones del constructo #1. Los resultados, similares en ambos

casos, se muestran en la Figura 20 C.
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Figura 20. Estimacion de la eficiencia de circularizacion en muestras clinicas de ADN. (A) Se muestran los
resultados del analisis elecroforético (en gel de agarosa al 1/ y tincidn con Br Et), de la curva de calibracion (8
calles) y 7 muestras clinicas (4 varones sin la Inv22 y 3 mujeres, una de ellas portadora heterocigota de la Inv22).
TDC es Templado Dependiente de Circularizacion, y TIC, Templado Independiente de Circularizacion. El esquema a
la derecha los constructor #1 y #2, con los tamafios relativos de cada producto PCR. La intensidad relativa de sefial
fue calculada como TDC/(TDC+TIC) y graficada respecto a las unidades TPC (Templados Por Circulo). El error en la
intensidad relativa de sefiales fue arbitrariamente estimado por el valor correspondiente a la mezcla de templados
1:626 y el error de los TPC fue propagado a partir de este error usando el método de derivadas parciales
(ey=ex.6y/6x) en la curva de regresion. (B) Estimacion de la eficiencia de circularizacién para los fragmentos de
21,6 Kb (circulos verdes), 7 casos y de 20 Kb (circulos rojos), 6 casos. (C) Evaluacién de la calidad y la concentracion
de las muestras utilizadas en los ensayos de eficiencia de circularizacion en el protocolo de IS-PCR (electroforesis
en gel de agarosa de 12 muestras de ADN gendmico).

En resumen, este procedimiento asocia altas eficiencias de circularizacién a bajos valores de

TPC y menores eficiencias a mayor nimero de unidades TPC.
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La eficiencia de formacion del circulo Bcll de 21,6 Kb fue estimada en siete muestras mostrando
un promedio de 4 TPC (rango 1,8-8,7) (Fig 20 B). Para el circulo Bcll de 20 Kb fueron evaluadas
seis muestras resultando un promedio de 7 TPC (rango de 2-11,7). Una muestra
correspondiente a una mujer portadora heterocigota de la Inv22, pudo ser evaluada para
estimar la eficiencia de formacién de los dos circulos (i.e., 21,6 y 20 Kb) resultando en
eficiencias muy similares (2 y 1,9 TPC, respectivamente) (Fig. 20B). Esta evidencia en ensayos
independientes sobre la misma muestra es confirmatoria de la cantidad de la estimacién de
eficiencias. A pesar que, en base tedrica, el principal factor que podria influir en la eficiencia de
circularizacion es la calidad (integridad) del ADN sustrato, los resultados indican como factor
mds importante la cantidad de la muestra de ADN. Bajas o moderadas cantidades iniciales de
ADN sustrato se asocian con mayores eficiencias (2-3 TPC) mientras que altas cantidades de

ADN resultan inadecuadas para completar eficientemente la circularizacién (Fig. 20C)

Discusion

Se presentd un nuevo método de genotipificacion para la inversion del intrén 22 e inversion del
intron 1, basado en la estrategia de inverse shifting-PCR. El abordaje basado en PCR inversa en
su variante multiplex ha sido aplicado en este caso para estudiar la presencia de rearreglos
gendmicos reales o potenciales especificos definidos por recombinacion homdloga
involucrando a los duplicones int22h e int1h.

El disefio del sistema de analisis por IS-PCR fue inspirado en el cambio de las sefiales observado
en las autorradiografias del andlisis de Southern blot clasico de Lakich y colaboradores (1993)
gue permite distinguir los distintos tipos de la inversién del intron 22, un patrén de 21,6, 14 y
16 Kb corresponde al alelo normal; uno de 17,5, 14 y 20 kb a la Inv22 del tipo |, y el de 15,5 16 y
20 kb, a la Inv22 del tipo Il

El desarrollo de la estrategia de IS-PCR representa una mejora respecto del método
previamente desarrollado en nuestro laboratorio también basado en PCR inversa (Rossetti et al,
2005). Este nuevo abordaje permite discriminar, mediante el test diagndstico, el tipo de
inversion del intron 22 (tipo | o Il), sin cometer errores al asignar las Del22 en el grupo de las
Inv22, ya que ambas son mutaciones deletéreas para el F8 y causales de HA severa; y a las

Dup22 en el grupo de las variantes no asociadas a hemofilia por contar con una copia del F8
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intacta, no involucrada en el rearreglo. En el laboratorio de Genética Molecular de la Hemofilia,
el uso del test diagndstico para genotipificar tanto la Inv22 como la Invl sobre el mismo
sustrato, los fragmentos de restriccion Bcll autoligados, en iguales condiciones de PCR vy
termociclado, y electroforesis analitica en el mismo gel de agarosa de manera simultdnea,
permite ahorrar recursos y acortar los tiempos de genotipificacion de ambos rearreglos.

El test complementario fue desarrollado para permitir el estudio de las variantes tedricas que
involucran int22h aun no reportadas en la literatura en casos clinicos bien caracterizados.
Bagnall y colaboradores (2005) revisando la literatura, encontraron el caso de una mujer
afectada por recurrentes abortos espontaneos, mostrando sesgo extremo en la inactivacién del
cromosoma X asociado a una gran delecion en heterocigosis en Xq28 (Pegoraro et al, 1997). Los
autores sugirieron que esta gran delecién en heterocigosis no completamente definida podria
corresponder a la Del22 (Fig. 12). Si éste fuera el caso, la Del22 podria ser encontrada
exclusivamente en mujeres heterocigotas con alglin grado de compromiso en su fertilidad, sin
sintomas de sangrado, porque los niveles normales de FVIII:C serian imputados al sesgo
extremo en la inactivacién sobre el cromosoma X portador de la delecion.

Es interesante razonar que si la Inv22 tipo | y la Inv22 tipo Il presentan frecuencias relativas
determinadas por la abundancia relativa de las variantes normales h123 y h132 (4:1) (hipotesis
de la inversion polimorfica de Bagnall et al, 2005), la Del22 del tipo Il que ocurriria sobre la
variante h123, es esperada como, aproximadamente cuatro veces mas frecuente que Del22
tipo | que ocurriria sobre cromosomas normales con la variante h132. En resumen, la relacidn
de frecuencias de los tipos de Inv22, Inv22-l/Inv22-Il seria reflejo de la relacidén entre las
variantes h123/h132 y seria también encontrada en las eventuales deleciones Del22-11/Del 22-|
(Fig. 12).

Una reciente comunicacion de la organizacion de Centros Médicos de Hemofilia del Reino
Unido de Gran Bretana (UKCDO) (Green et al, 2007) discute como las duplicaciones
involucrando int22h del F8 pueden ser una causa de preocupacién para el diagndstico
molecular de la inversién del intrén 22 y el asesoramiento genético en HA. A partir de la
experiencia de los laboratorios de genética diagndstica en hemofilia, ellos dedujeron que estas
duplicaciones aludidas o bien no existirian, o que, si existieran, serian extremadamente raras.
Aun asi, para evitar potenciales falsos positivos, este grupo recomienda que en los casos con
resultados de Inv22 positivos en mujeres diagnosticadas mediante el método de PCR de larga

distancia descripto por Liu y colaboradores (1998), éstos sean validados con analisis cualitativos
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(usando por ejemplo el polimorfismo de repeticion del motivo CA en el intron 13 del F8) y
cuantitativos (por medicion de dosis génica del segmento eventualmente duplicado dentro del
F8 entre los exones 1 al 22, Fig. 12, Dup22). El uso combinado del test diagndstico y
complementario de la Inv22 presenta una alternativa rapida y efectiva para discriminar estas
eventuales duplicaciones y deleciones por recombinacidn entre copias de int22h que pueden
causar confusion en el diagndstico molecular de la HA.

En un analisis retrospectivo de la literatura, encontramos que Peretz y colaboradores (1994)
reportaron un entrecruzamiento desigual entre una copia de estructura normal del F8 y una
invertida, ligando ambas copias en el mismo cromosoma X en la hermana de un paciente con
hemofilia A severa. La re-evaluacidon de las caracteristicas asociadas al caso reportado por
Peretz y colaboradores sugieren que la duplicacién de las secuencias F8 que complicaron el
analisis de portadora de la Inv22 en la paciente, podria haber correspondido a un caso de
Dup22 heterocigota donde ambos cromosomas X son portadores de una copia intacta del F8 'y
por lo tanto no estarian asociados al desarrollo de hemofilia cuando segregaran hacia un varén
en hemicigosis. En conclusion, consideramos que las duplicaciones mediadas por int22h,
Dup22, aunque de presencia no bien caracterizada en casos clinicos reportados, aun
representan un riesgo de diagnéstico falso positivo de la Inv22 cuando no son especificamente
asignadas. La estrategia de IS-PCR, mediante la aplicacion combinada de los test diagndstico y
complementario, permite distinguir entre cada una de las variantes estructurales que
involucran int22h sean éstas causales o no de HA, y en consecuencia, evitan potenciales errores
diagndsticos.

En conclusion, la aplicacion de la estrategia de IS-PCR mediante el test diagndstico vy
complementario, representa una mejora significativa respecto al método previo de PCR inversa
(Rossetti et al, 2005) y al método original basado en PCR de larga distancia (Liu et al, 1998)
porque evita posibles errores diagndsticos; y también respecto a las técnicas que si detectan
todos los posibles rearreglos de int22h, la técnica de Southern blot (Lakich et al, 1993) vy el
nuevo sistema basado en PCR de larga distancia (Bagnall et al, 2006), debido a que relne las
virtudes de ambas, pues es tan rapida como los métodos de LD-PCR y tan robusta como el de
Southern blot pero reduce largos y trabajosos procedimientos y evita el uso de material
radioactivo que debe ser manejado por personal entrenado y habilitado.

La estrategia de IS-PCR fue evaluada en su habilidad de detectar portadoras en mosaico de la

Inv22 o Invl de manera semicuantitativa, dando un resultado confiable en eventuales
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portadoras con una composicion limite estimada del 5/ y 10/ de células heterocigoras para la
Inv22 e Invl, respectivamente. Esta caracteristica del abordaje de IS-PCR permitira detectar
mosaicos de la Inv22 como antes sélo ha podido lograrlo el analisis de Southern blot (Lakich et
al, 1993) y no las técnicas basadas en PCR de larga distancia, y provee una herramienta para
investigar eventuales mosaicos en portadoras de la Invl donde la técnica de deteccion
asequible hasta el presente, doble PCR multiplex desarrollada por Bagnall y colaboradores
(2002), no lo permite.

El diagnédstico prenatal para la deteccién de la Inv22 actualmente puede resolverse mediante la
estrategia de Southern blot (Lakich et al, 1993) o por PCR de larga distancia (Liu et al, 1998;
Belvini et al, 2001) cuando la calidad del ADN extraido de las muestras de vellosidades
coridnicas supera ciertos estandares requeridos. En el caso de la deteccién prenatal de la Inv1,
la estrategia desarrollada por Bagnall y colaboradores (2002) de doble PCR ha sido utilizada en
otros laboratorios con resultados satisfactorios (Salviato et al., 2007; Liang et al., 2008). El
método de IS-PCR propuesto mostrd ser efectivo en la deteccion prenatal de la Inv22 a partir
de muestras de vellosidades coridnicas, mostrando sefiales netas tanto para el test diagndstico
de la Inv22 como para el test Unico de la Inv1.

El resultado de los experimentos conducidos para la estimacion de la eficiencia de
circularizacidn, procedimiento clave en los protocolos de PCR inversa, indica la importancia de
mantener grandes voliumenes de ligacién y poco DNA sustrato, esenciales para asegurar
grandes distancias intermoleculares promedio entre los fragmentos de restriccién, de modo de
favorecer la ligacién de los extremos de una misma molécula y la formacidn de circulos de ADN,
por sobre la ligacién entre distintas moléculas (ligacidn lineal). En los mismos experimentos se
pudo estimar que, entre los rangos estandar de las extracciones de rutina en los laboratorios de
genética molecular diagndstica, la calidad del ADN sustrato del método de IS-PCR no constituye
un factor limitante para la eficiencia en la formacién de circulos. Este ultimo hallazgo parece

contrastar con especulaciones realizadas desde el analisis tedrico.
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CAPITULO Il

Andlisis de la expresion de Hemofilia en mujeres. Inactivacion del cromosoma X.

Resultados

En hemofilia, como en otros desordenes recesivos ligados al cromosoma X, los varones resultan
afectados y las mujeres portadoras. La expresién fenotipica de estos desordenes en mujeres es
un fenédmeno inusual, sin embargo se han observado algunos casos tanto en nuestra poblacion,
como en numerosos reportes de la literatura.

Para estudiar la causa de la expresion fenotipica de hemofilia A severa en mujeres de nuestra
poblacién, se determind en primer lugar, el tipo de mutacién y la cigosidad asociada en seis
mujeres con desarrollo de sintomas de HA severa para determinar el nimero de alelos
mutados involucrados.

En segundo lugar, en mujeres con genotipo heterocigota para mutaciones causales de HA
severa, se determind el patron de inactivacion del cromosoma X (XIP) mediante el sistema
HUMARA (human androgen receptor), con el objetivo de explicar la expresidon fenotipica,
esperando en principio una asociacion directa entre desarrollo de sintomas de HA vy la
observacion de sesgo completo en la inactivacién del cromosoma X.

Asimismo, se estudio la correlacion entre el estado de inactivacion del cromosoma X en células
nucleadas de sangre periférica y los niveles de FVIII:C en mujeres portadoras heterocigotas para
mutaciones asociadas a HA severa, sintomaticas y no sintomaticas y también en mujeres no
portadoras como control indicativo de la dispersidon de datos del nivel de FVIII:C. Para este
estudio se presentaron distintos modelos de correlacién, el modelo V y dos modelos
alternativos sin base biolégica, modelo A y modelo promedio de portadoras, estos modelos
fueron comparados con el modelo promedio de no portadoras donde estd asegurada la
independencia entre el nivel de FVIII:C y XIP. Los resultados del estudio en muestras de sangre
periférica indican que no puede ser descartado el modelo V de correlacion entre el nivel del
FVIII:C y XIP en portadoras heterocigotas de HA severa. En algunos casos se estudio en paralelo
el XIP en células descamadas de mucosa bucal para explorar potenciales diferencias en el

estado de inactivacién del cromosoma X en distintos tejidos.
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Estudio de mutaciones del F8 y cigosidad en mujeres.

En la serie de 72 mujeres relacionadas con hemofilicos A severos incluidas en el estudio, 21
correspondian a la serie histérica del laboratorio, quienes al momento de inicio del trabajo ya
presentaban diagndstico molecular de la mutacién causal: 15 portadoras (dos de ellas con
sintomas de hemofilia A) y 6 no portadoras. En las 51 mujeres restantes, en los casos donde
habia sido estudiada la mutacién en el probando, directamente se buscé el cambio especifico
en las mujeres de la familia. En los casos donde el probando no tenia estudiada la mutacién o
no se tuvo acceso a su muestra, se aplico el algoritmo de analisis para el F8 sobre la eventual

portadora (materiales y métodos) (Tabla 12 y Tabla 13).

Status Numero de casos
Inv22 13
Invl 1
Pequefias deleciones inserciones 10
Sustituciones nucleotidicas 18
Portadoras obligatorias (mutac. no det.) 2
Total portadoras 44
Total indeterminadas 4
Total no portadoras 24

Tabla 12. Status de las mujeres estudiadas en la serie. Se detallan el nimero de casos y las mutaciones
encontradas en las portadoras de HA severa. Las portadoras obligatorias corresponden a hijas de hemofilicos en
las cuales no pudo ser determinada la mutacién, al igual que en los casos de mujeres indeterminadas, también se
muestra el nimero de mujeres no portadoras encontradas en la serie estudiada.

La serie estudiada mostré 44 mujeres portadoras de HA severa, 4 indeterminadas y 24 no
portadoras. El espectro de mutaciones encontradas en las mujeres del estudio se muestra en la
tabla 13. En los casos donde no se pudo establecer el status de portadora de hemofilia, dichas

mujeres no formaron parte del estudio final de inactivaciéon del cromosoma X.
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Ajuste y validacion de distintos abordajes para el andlisis de los patrones de inactivacion del

cromosoma X mediante el sistema HUMARA.

Para estudiar patrén de inactivacion del cromosoma X (XIP), primero se ajusté el método de
andlisis del sistema HUMARA en comparacién al método de referencia descripto por Allen y
colaboradores (1992, materiales y métodos), en muestras de ADN genémico humano control,
extraidos mediante la técnica de salting out a partir de leucocitos de sangre periférica. En
primera instancia se ajustd un esquema de amplificacion por PCR touch down, utilizando
distintos ciclados hasta obtener una sefial especifica neta en geles de poliacridamida no
desnaturalizante de baja resolucion (10 cm y tincidn con plata). Para determinar la identidad de
los amplimeros observados en las placas autorradiograficas, fue sometido a secuenciacion
automatica-fluorescente de ADN un producto PCR correspondiente a una muestra que mostré
un Unico alelo (P39). El patrén de la secuencia obtenido fue comparado in silico con el archivo
de GenBank correspondiente a la secuencia HUMARA (materiales y métodos) confirmd el
numero de repeticiones estimado por comparaciéon con la secuenciacion manual de un
producto PCR de tamafio y secuencia conocida, corrido en paralelo (Fig. 21). La muestra (P39)

mostré un producto de 285 pares de bases, con 22 repeticiones del trinucledtido CAG.

T C A G P4 P7 P39 P10 P8 ND1P15P16 CN14 Figura 21. Autorradiografia de electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante de alta resolucién. Se
muestra un segmento de la autorradiografia

- conteniendo la secuenciacion manual del un producto
—

* de 500 pares de bases de secuencia conocida (T, C, A,
.' - -

y - G) y muestras sin el tratamiento con la enzima de

- “v restriccion sensible a metilacion de siete portadoras

e (P4, P7, P39, P10, P8, P15, P16), un caso no
— determinado (ND1) y un control normal (CN14); la

"’—-’ sefial de P39 muestra un uUnico alelo, y las sefiales de
- las otras muestras se presentan en heterocigosis.
28 25 22 26 23 26 29 27 25 Abajo, se detalla el numero de repeticiones del

5 oy 45 o NS EE 55 A trinucledtido CAG para cada alelo HUMARA.

En este ajuste también fueron incluidas muestras de 5 mujeres que tenian confirmado status de

portadora (casos P5, P6, P7, P8, P10), y un caso que presentaba sintomas moderados de
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hemofilia aunque resulté indeterminado y fue excluido de la serie para el estudio de

inactivacion del cromosoma X (caso ND1) (Fig. 22).

P7 P10 ND2 ND1 CNS5 CN15 CN8

SdD Sd DSdD Sd D Sd D Sd SdD Figura 22. Andlisis del STR-HUMARA mediante
_Ef' autorradiografia. Se indican los patrones de sefial
; obtenidos con (D) y sin (Sd) el tratamiento con la
enzima de restriccion sensible a metilacion Hpall.
Abajo, se detallan los alelos HUMARA obtenidos
indicando el nimero de repeticiones del trinucleétido
(CAG), en las muestras de dos portadoras (P7, P10),
dos casos no determinados (ND2, ND1) y tres
controles normales (CN5, CN15, CN8).

25 26 23 26 26 25 25
24 23 22 15 24 23

Con el objetivo de evitar el uso de radioisétopos, se desarrollaron tres métodos alternativos
para el andlisis del XIP. Catorce casos; tres casos de la poblacién control (CN7, CN9, CN12),
cinco casos de mujeres portadoras confirmadas (P5, P6, P7, P8, P10) (Fig. 22), cuatro casos de
mujeres no portadoras confirmadas (NP2, NP3, NP6, NP7) y dos casos indeterminados (ND1,
ND2), fueron estudiados simultdneamente mediante el abordaje clasico con uso de marcacién
radioisotdpica y desarrollo de autorradiografias por exposicion (Allen et al, 1992) y tres
métodos alternativos para resolucién electroforética del producto obtenido por PCR-
touchdown no radiactiva.

Los métodos alternativos utilizados fueron: (1) electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante, de alta resolucion (en las mismas condiciones que los geles para
secuenciacion de ADN descriptos por Allen et al, 1992, sin el uso de material radiactivo)
(Naumova et al, 1995), (2) electroforesis en gel de poliacrilamida medianamente
desnaturalizantes de alta y baja resolucién (CSGE-PAGE), y (3) electroforesis en gel de
poliacrilamida no desnaturalizantes de alta resolucién (materiales y métodos). En todos los
casos el revelado fue por tincidon con sales de plata. Para la eleccidon del método éptimo se
determind la capacidad de discriminacion de dos alelos contiguos (e.g., 24-25 repeticiones del
motivo CAG del STR-HUMARA) y la reproducibilidad del método. EI método (3) presentd un
mayor poder se discriminacion alélica y mejor reproducibilidad en tres experimentos

independientes.
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El andlisis preliminar de amplimeros mediante el sistema (3) de baja resolucién fue realizado
para identificar la presencia y abundancia relativa de la/s sefiales especificas. En algunos casos
fue posible determinar la presencia de sefiales en heterocigosis (Fig. 23). Los geles de alta
resolucién permitieron resolver los alelos de todas las muestras heterocigotas, validando los

resultados obtenidos mediante autorradiografias del método de referencia (Fig. 24, Tabla 13).

P3 Pa P11 P16

Figura 23. Analisis preliminares del STR-HUMARA mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante de
baja resolucion. Se muestran las sefiales obtenidas a través de
un gel de poliacrilamida de baja resolucion para cuatro
muestras, casos P3, P9, P11 y P16, en cada caso se detallan el
tratamiento (D) o no (Sd) con la enzima de restriccion sensible
a metilacidn Hpall. Notese que a pesar de la resolucion
limitada en algunos casos muestran dos sefiales indicando la
condicidon heterocigota para el polimorfismo de repeticion
(CAG)n, caso P3 y P9. Esta instancia de analisis se aplica para
evidenciar el éxito de la amplificacion PCR y para ajuste de
intensidades para la siembra del analisis de alta resolucidn.

En la poblacion control de ajuste técnico sin datos de factor (Tabla 13, CN), 14 de los 20 casos
(70 /) resultaron heterocigotas para el polimorfismo (CAG)n de HUMARA. En la poblacién de
portadoras de HA severa, 38 de las 44 mujeres estudiadas (86/ ) resultaron informativas para el
STR-HUMARA y de las 24 no portadoras de HA, 21 (88/ ) también mostraron heterocigosis para
el polimorfismo (CAG)n del sistema HUMARA (Tabla 13), al igual que las cuatro mujeres
indeterminadas (datos no incluidos en la tabla 13). En resumen, 15 del total de 92 mujeres
estudiadas (16/ ) resultaron no informativos para el STR-HUMARA, usando el sistema de
electroforesis en gel no desnaturalizante de alta resolucién (sistema 3) y fueron excluidos del
estudio de la inactivacion del cromosoma X y la eventual asociacién entre el patron de

inactivacion y el nivel de FVIII:C.
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A) B)

NDZ  MPB NPT P12 P19 P20 P23 P16
SdD SdD Sd D Sd D M Sd D M Sd D Sd D SdD M
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‘ d DS Sexh " [ v ek ‘ kﬂ
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22 21 24 20 19 21 19 oy,

Figura 24. Deteccion sefiales del STR-HUMARA mediante geles de poliacrilamida no desnaturalizante de alta
resolucion. Se muestran las sefiales obtenidas en dos geles de poliacrilamida de alta resolucién, con (D) y sin (Sd)
aplicaciéon del tratamiento con la enzima Hpall. Nétese que pueden distinguirse dos sefales contiguas
correspondientes a un Unico trinucleétido CAG de diferencia. A) Resultados de una muestra indeterminada (ND2),
dos casos de no portadoras (NP6 y NP7) y una portadora (P13). El caso P13, muestra sesgo completo, i.e., el
tratamiento con la enzima de restriccion sensible a metilacién solo el alelo 20 es amplificado. B) Se muestran
cuatro portadoras de HA severa (P19, P20, P23 y P16) y dos muestras control de un unico alelo: 21 y 22
repeticiones del trinucledtido CAG. M1y M2, respectivamente.

Estimacion cuantitativa del patrén de inactivacion del cromosoma X (XIP).

La evaluacién densitométrica cuantitativa de las sefales de las autoradiografias y geles tefiidos
con plata coloidal capturadas por fotografia digital fue realizada con asistencia de Sofware
especializado (Fig. 25). El patrén de inactivacion del cromosoma X (XIP: X-chomosome
Inactivation Pattern), calculado mediante la férmula XIP = 100 — 50 x (A’/A) x (A+B) / (A’+B’)
(siendo Ay B las sefiales de amplificacion del ADN no-tratado, y A’ y B’ las correspondientes al
pretratamiento del ADN sustrato de amplificacién por PCR con la enzima Hpall), es un
porcentaje asimétrico cuyos limites inferior 50/ y superior 100/ indican ausencia de sesgo y
sesgo completo, respectivamente. En los casos de muestras con sefiales alélicas contiguas (e.g.,
23-24 repeticiones CAG) se realizaron correcciones por slippage (materiales y métodos)
estimando y restando el aporte del alelo de mayor tamaino sobre el menor. En la tabla 13 se
detallan los resultados de XIP obtenidos para todas las muestras 82 casos (se excluyen cuatro
casos indeterminados para el F8 y seis casos de la poblacidon general con un Unico alelo
HUMARA). Los datos del XIP fueron obtenidos como un promedio entre tres mediciones

densitométricas de geles con muestras digeridas, amplificacion PCR vy electroforesis
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independientes para asegurar reproducibilidad del ensayo. Los resultados de la evaluacion

individual del XIP por el sistema HUMARA y su composicion alélica se muestran en la tabla 13.

A)

B)

P10
NDD

280+

P10nodigerido
=0y

e 1

70 80 90 1

Mol. Weight in Ri
11 2 P10no digerido
.30
m -
T T T T T T T T T 1
0 0 20 30 40 50 80 70 80 90 1
40 2 0
F10 digestion Hpall
30 ()]
204 l ] [
T T T T T T T T T 1
1] 10 20 30 40 50 60 70 80 30 1

Figura 25. Densitometria de senales del STR-HUMARA y comparacion de métodos. A. Analisis de

placa

autoradiografica de la muestra P10. Sefiales obtenidas con (D) y sin (SD) el tratamiento con la enzima Hpall
sensible a metilacién, XIP 97,6/ . B. Analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante tefido
con plata de la muestra P10, XIP 97,9/ . Igual que en (A) panel superior muestra las sefiales sin digestion (SD), y

panel inferior, las sefiales obtenidas después del tratamiento con Hpall (D).

Tabla 13. Tabla integrada de la serie de mujeres analizada con datos clinicos individuales, de

inactivacion del cromosoma X, de caracterizacion molecular y cigosidad de mutaciones en el F8.

Sistema HUMARA

Caso S EcJad # # Longitud XIP (/) Mutacién
ul/dl | (afios)
Alelos | Rep. | fragmento
Portadoras heterocigotas

P1 40 35 2 23/21 | 288/282 93.2 €.6919_6920delGA Ex 26

P2 44 - 2 26/19 297/276 72 Inv22

P3 25 - 2 26/23 297/288 82.4 Inv22

P4 30 - 2 28/26 303/297 89.5 ¢.6769A>G Ex 25 p.2238Met>Val Do C2

P5 40 33 2 25/23 294/288 67.6 70.6 Inv22+/-

P6 80 35 2 24/20 | 291/279 59.8 55 €.1754T>C Ex12 p.566lle>Thr Do A2

P7 <1 14 2 25/24 | 294/291 79.5 75.1 c.4388_4391delCTTT Ex 14

P8 40 25 2 23/22 288/285 54.4 58 €.6544C>T Ex21 p.2163 Arg>Cys Do C1

P9 38 34 2 29/22 306/285 58 ¢.1909A>G Ex13 p.618Asn>Asp Do A2
P10 <1 56 2 26/23 297/288 97.6 97.9 ¢.578G>C Ex 4 p.174Gly>Ala Do Al
P11 91 35 2 25/21 | 294/282 77 €.3061delAAGA Ex 14

P12 79 28 2 25/19 | 294/276 74 €.6671G>A Ex 24 p.2209Arg>GIn Do C2
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Sistema HUMARA
Caso S Egad # # Longitud XIP (/) Mutacién
ul/dl | (afios)
Alelos | Rep. | fragmento
P13 65 30 2 26/20 | 297/279 97.4 Inv22
P14 34 28 2 32/26 315/288 55.6 Inv22
P15 1.5 22 2 29/27 306/300 99.2 c.4241C>A Ex14 p.1395Ser>Stop Do B
P17 76 15 2 24/21 291/282 74 Invl
P18 107 35 2 27/18 | 300/273 51.3 ¢.1815C>A Ex 14 p.586Tyr>Stop Do A2
P19 103 41 2 19/22 | 276/285 91 c.1633delA Ex14 p.1192delA Do B
P20 16 20 2 21/22 283/285 87 c.1633delA Ex14 p.1192delA Do B
P21 46 - 2 24/21 291/283 68,8 Inv22
P22 32 37 2 23/22 288/285 54 €.2320C>T Ex 14 p.755GIn>Stop Do B
P23 17 22 2 21/19 | 283/276 56.5 c.3633delA Ex14 p.1192delA Do B
P24 57 32 2 24/23 | 291/288 55,9 €.1718G>C Ex 11 p.554Cys>Ser Do A2
P25 78 19 2 25/23 294/288 56,3 ¢.6118T>C Ex 20 p.2021Cys>Arg Do C1
P26 55 9 2 25/21 294/283 57,1 ¢.6118T>C Ex 20 p.2021Cys>Arg Do C1
P27 42 35 2 25/16 294/267 57,6 c.3756delG Ex 14
P28 20 30 2 27/22 300/285 73,8 ¢.5130delT Ex 14
P29 46 - 2 26/25 | 297/294 85 Inv22
P30 70 28 2 25/21 | 294/283 66,6 €.6474T>C Ex 23 p.2139lle>lle Do C1
P31 1,2 - 2 23/19 288/276 92.8 P.O
P32 17 - 2 24/23 291/288 88,3 P.O
P33 110 18 2 24/22 291/285 61.6 Inv22
P34 <1 1 2 29/25 306/294 99,9 €.325A>G Ex 3 p.90Asn>Asp Do Al
P35 58 35 2 29/22 | 306/285 97,8 ¢.325A>G Ex 3 p.90Asn>Asp Do Al
P36 93 37 2 29/25 | 306/294 85,8 €.325A>G Ex 3 p.90Asn>Asp Do Al
P37 58 32 2 29/25 306/294 97,9 ¢.325A>G Ex 3 p.90Asn>Asp Do Al
P38 50 54 2 25/22 294/285 56,6 ¢.325A>G Ex 3 p.90Asn>Asp Do Al
Portadoras homo-hemicigota
P16 | 15 24 | 2 [27/22] 300/285 | 81.4 | c.3633delA Ex14 **
Portadoras no informativas para el patrén de inactivacion del cromosoma X
P39 62 13 1 - - - Inv22
P40 126 - 1 - - - ¢.2014_2016delTTC Ex13
P41 48 15 1 - - - Inv22
P42 40 18 1 - - - Inv22
P43 20 20 1 - - - Inv22
P44 65 - 1 - - - Inv22
No Portadoras
NP1 57 35 2 25/19 294/276 53.4 NP
NP2 72 34 2 27/25 300/294 62.8 64.7 NP
NP3 117 25 2 35/30 | 324/309 61.5 55.6 NP
NP4 110 31 2 27/26 300/297 66.2 NP
NP5 77 27 2 25/23 294/288 61.8 NP
NP6 99 21 2 22/21 | 285/282 60.5 61.3 NP
NP7 97 28 2 30/24 | 309/291 61.4 61.6 NP
NP8 92 - 2 24/21 291/282 67.9 NP
NP9 81 - 2 26/21 297/282 53.4 NP
NP10 168 18 2 28/25 303/294 91.6 NP
NP11 88 35 2 25/17 | 294/270 65.2 NP
NP12 135 21 2 20/19 279/276 57 NP
NP13 92 24 2 20/19 279/276 67 NP
NP14 120 24 2 27/22 300/285 78 NP
NP15 298 - 2 25/24 | 294/291 65.5 NP*
NP16 102 26 2 26/23 297/288 71.3 NP
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Sistema HUMARA
Caso S Etﬂad # # Longitud XIP (/) Mutacién
ul/dl | (afios)
Alelos | Rep. | fragmento

NP17 47 17 2 26/23 | 297/288 80.2 NP
NP18 87 17 2 22/21 | 285/282 70,5 NP
NP19 33 13 2 22/20 | 285/279 73,9 NP
NP20 102 - 2 70.6 NP
NP21 71 - 2 95.7 NP

No portadoras no informativas para el patrén de inactivacién del cromosoma X
NP22 121 27 1 - - - NP
NP23 174 64 1 - - - NP
NP24 98 17 1 - - - NP

Controles

CN1 58 2 27/22 | 300/285 55.9 -
CN2 20 2 22/19 | 285/276 67.2 -
CN3 50 2 24/22 | 291/285 71.4 -
CN4 51 2 29/22 | 306/285 64.1 -
CN5 41 2 26/24 | 297/291 56.4 -
CN6 74 2 29/25 | 306/294 51.3 -
CN7 - 2 | 26/23| 297/288 | 605 | 64.5 -
CN8 40 2 25/23 | 294/288 75.3 -
CN9 - 2 24/22 | 291/285 79.4 | 82,3 -
CN10 - 2 22/11 | 285/255 71.2 -
CN11 34 2 20/19 | 279/276 80.1 -
CN12 - 2 30/23 | 309/288 78.1 | 85.5 -
CN13 69 2 25/22 | 294/285 79.9 -
CN14 - 2 25/21 | 294/282 96.9 -

Tabla 13. Analisis de inactivacion del cromosoma X en mujeres de la poblacidn Argentina. En la tabla se detallan,
el nimero de caso asociado al estado de portadora (P), no portadora (NP) o a los casos control de la poblacion
Argentina general (CN). El nivel de factor VIII (FVII:C) en Ul/dl, se indica sélo en los casos que corresponde (los
casos CN no tienen mediciones de FVIII:C), la edad, el numero de alelos HUMARA, el nimero de repeticiones del
trinucledtido (CAG)n, el tamafio de cada fragmento de amplificacion y el patrén de inactivacion del alelo HUMARA
(XIP): para Portadoras y No Portadoras obtenidos a partir de mediciones en geles nativos de poliacrilamida y
tincidon con plata; en los controles, mediciones de las sefiales en placa autorradiografica. En los casos que se
muestran dos valores en la columna del XIP, el primero corresponde al resultado obtenido por mediciones de las
sefiales en placa autorradiogrifica, y el segundo a mediciones en geles de poliacrilamida y tincién con plata. En la
ultima columna se detalla el tipo de mutacion en heterocigosis, en las portadoras. P.O indica portadora obligada y
NP no portadora. Ex indica exén del F8, y Do, dominio involucrado en la mutacidn. * Embarazada. ** Indica la
presencia de la mutacion en homo-hemicigosis.

Mujeres con sintomas clinicos de HA.

Seis mujeres de la serie estudiada presentaron sintomas clinicos de hemofilia A severa
(sintomaticas), y niveles de actividad de FVIII:C de 1,5 (P15 y P16), 1,2 (P31) y menor a 1 Ul/dI

(P7, P10, P34), en cercana correlacion con la severidad clinica.
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En esta serie, un Unico caso, P16, mostré un patrén hemicigota u homocigota. En cinco de las
seis mujeres sintomaticas (83/ ) se confirmd su estatus de portadora heterocigota de una Unica
mutacion deletérea en el F8. En cuatro de ellas (casos P10, P15, P31 y P34), el XIP mostré sesgo
superior al 90/ (sesgo extremo > 90/ ) y un solo caso (P7) de los cinco heterocigotas (20/ )

mostré ausencia de sesgo (XIP < 85/ ) con XIP del 75/ (Tabla 13).

Fenotipo de HA severa asociado a homo/hemicigosis.

El caso P16, resultd singular pues, se observd una delecidon de una base (c.3633delA) con un
patrén hemicigota (doble heterocigota: delecion de una base y una gran delecion total o parcial
del F8) u homocigota (posiblemente asociado a consanguineidad) (Tabla 13). Habiéndose
descartado anomalias cromosémicas del par sexual por analisis citogenético, hasta el momento
no se ha determinado fehacientemente la hemi u homocigocidad molecular en esta paciente
con HA severa, aunque resultados preliminares de dosis génica indicarian la presencia de dos
dosis del alelo que porta la mutacién (homocigosis). Estos datos y la imposibilidad de descartar
consanguineidad en la familia, permitirian encontrar una explicacion para la expresion
fenotipica severa de la enfermedad. Este caso fue excluido para los estudios de correlacion ya
que un eventual XIP sesgado afectaria alelos del F8 iguales (homocigosis) o equivalentes
(hemicigosis molecular). En la figura 26 se muestra el grupo familiar de P16 (familia A) vy los

resultados en cada caso.

? . ) Muestra :'S'I\‘;IZRA 8 ?\i};ﬁl:c () XPCO)
l T _ [ D 1.1 P19 19/22 P. heterocigota 103 91
1.2 - 21 No hemofilico
| 11 P16 22/27 th::::;sta 15 81
Il 1 D—|—©2 @3 O4 . 5 .2 P23 19/21 P. heterocigota 17 56
1.3 P20 21/22 P. heterocigota 16 87
\ ‘ 1.4 NP19 19/21 No portadora 33 74
| 1.5 - 22 Hemofilico <1
m . 1 i - 19 Hemofilico <1

Figura 26. Analisis de la familia A, caso P16. La causa de los sintomas de hemofilia en la paciente 1.1 (P16), flecha
roja, caso indice, se asocia a un estado hemi-homocigota de la mutacidn c.3633delA, encontrada también en un
medio hermano (11.5) y un medio sobrino (l1l.1) y en la madre, 1.1 (P19) y dos medias hermanas I1.2, 1.3 (P20 y P23,
respectivamente) en heterocigosis. El patrén de inactivacion del cromosoma X (XIP), mostré sesgo extremo en I.1
(P19), y moderado en I1.3 (P20), tabla panel derecho.
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En familia A, una mujer, P20, portadora heterocigota de una unica mutaciéon en el F8
(c.3633delA), media hermana de P16, presentd un nivel de FVIII:C del 16 Ul/dl, con sintomas
moderados o leves de HA (sangrado en el parto y extraccidén dental), el XIP en leucocitos de
sangre periférica (SP) mostrd sesgo de 87/, lo que proveeria una posible explicacion para el

desarrollo de sintomas clinicos e indicadores bioquimicos leves (Fig. 26, 11.3).

Fenotipo de HA severa asociado a sesgo en el XIP

En la familia B, el caso P34 mostré sintomas de HA severa (FVIII:C <1 Ul/dl) y una unica
mutacion en heterocigosis (c.325A>G) en el exdén 3 del F8 asociada al defecto missense
p.90Asn>Asp en el dominio A1, mostré dos alelos del polimorfismo del STR-HUMARA (25y 29) y
un patrén de inactivacién del cromosoma X con sesgo extremo, XIP de 99/, tanto en muestras
de leucocitos de sangre periférica (XIPsp) como en muestra descamadas de mucosa bucal
(XIPpmp). En ambos tejidos el alelo del gen HUMARA activo correspondid al de 29 repeticiones
CAG (IIl.1, Fig. 27).

El padre de P34 (ll.1, Fig. 27), no hemofilico, presentd el alelo (CAG) 25 del STR-HUMARA y la
madre, P35 (II.2 Fig. 27), portadora no sintomatica de HA (FVIII:C 58 UI/dl), resultdé heterocigota
para la mutacién en el F8 (c.325A>G) y heterocigota para el polimorfismo (CAG) (22/29). Es
interesante observar que el XIP mostré discrepancias entre los dos tejidos analizados,
observandose un XIP sesgado extremo del 99/ en muestras de leucocitos de sangre periférica,
con el alelo 29 activo, y un XIP del 60/ en muestras de mucosa bucal.

Estos hallazgos observados de XIPsp y XIPyp concordantes en P34, permiten razonar como
probable el mismo resultado para el tejido productor del FVIII (i.e., hepatocitos) y proveer una
explicacidon para la expresion de sintomas de HA severa. Asimismo la determinacién del
haplotipo del padre no afectado de hemofilia permitié determinar la fase entre el cromosoma X
gue porta la mutacién del F8y el alelo HUMARA (CAG) 29 en P34 (lll.1, Fig. 27).

Las tias de P34, P36y P37 (Il.3 y Il.4, Fig. 27), portadoras heterocigotas para la mutacion del F8
(c.325A>G) ambas no sintomaticas (FVIII:C 93 UI/dl y 58 Ul/dl, respectivamente), mostraron el
polimorfismo (CAG) del STR-HUMARA en heterocigosis con los alelos 25 y 29. El XIPsp mostré
sesgo extremo en P38 (XIPsp 97,9/ ) y moderado en P36 (XIPsp 85,8/ ); el XIPys en P36 mostré
los mismos resultados que XIPsp. En el caso de P37 la cantidad de muestra de ADN de mucosa

bucal no permitié realizar el estudio (Fig. 27).

89



Capitulo 11l

La abuela de P34, P38 (I.1, Fig. 27) no sintomatica (FVIII:C 50 Ul/dl), mostré también un patrén
heterocigota para la mutacidon ¢.325A>G en el F8, y heterocigota para el polimorfismo HUMARA
con los alelos (CAG) 22 y 25, con XIPsp no sesgado tipico de 56/ . En este caso tampoco se
obtuvo muestra de ADN de mucosa bucal para estudiar el XIP. Estos hallazgos permitieron
inferir el haplotipo del abuelo materno de la paciente P34 no hemofilico y determinar la fase
entre el cromosoma X ligado al F8 no mutado y el alelo HUMARA (CAG) 29 (1.2, Fig. 27). En
resumen, en la madre y las tias de P34, la fase del X paterno indica que el alelo (CAG) 29, alelo
compartido en los tres casos, esta ligado al alelo no mutado del F8.

Los resultados observados en la madre de P34, P35, portadora asintomatica, permiten indicar
gue se produjo un cambio de fase por recombinacion entre el alelo F8 que porta la mutacién y
el alelo HUMARA 29, en la gameta gestante de su hija P34 con sintomas de HA severa.
Asimismo los resultados discordantes entre el XIP medido en sangre periférica y el observado
en mucosa bucal, en P35, permitirian interpretar que posiblemente en el higado el patrén de
inactivacion del cromosoma X sea independiente y al azar, como el que mostré en mucosa
bucal. En la tia, P37, se esperarian los mismos resultados que en P35, debido a la ausencia de
sintomas y el nivel de FVIII:C que presenta, pero esto no se puede asegurar porque la muestra
de ADN de mucosa bucal resultd insuficiente para realizar el estudio.

La abuela de P34, P38 muestra los resultados mas tipicamente observados en portadoras
heterocigotas para la mutacién en el F8, i.e. ausencia de sintomas y XIP del 56/, indicando
inactivacion al azar, no sesgada del cromosoma X. La tia de P34, P36, con FVIII:C del 93 Ul/dl y
concordancia en los niveles de XIP con sesgo moderado (86/ ), en las muestras de ADN
extraidas de leucocitos sangre periférica y mucosa bucal permiten inferir que el tejido
productor de FVIII:C también presentaria XIP sesgado. Asimismo en el caso P36, debido a que
se conoce la fase y que el alelo preferentemente activo en ambos tejidos corresponde al alelo
paterno ligado al F8 no mutado (l.2, Fig. 27), se justifica plenamente tanto la ausencia de

sintomas como el elevado nivel de factor, parecido al de una no portadora.
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1.1 P38 22/25 P. heterocigota 50 56,6 -
1.2 - 29 No hemofilico - - -
1.1 - 25 No hemofilico - - -
1.2 P35 22/29 P. heterocigota 58 99 60
1.3 P37 25/29 P. heterocigota 58 97,9 -
1.4 P36 25/29 P. heterocigota 93 85,8 86
1.1 P34 25/29 P. heterocigota <1 99 99

Figura 27. Anadlisis de la familia B con una paciente afectada por HA severa. La causa de los sintomas de hemofilia
en IlIl.1 (P34) se asocian a la presencia del cambio p.90Asn>Asp en heterocigosis y sesgo completo en la
inactivacion del cromosoma X. La mutacidn se presenta en heterocigosis en todas las mujeres de la familia que
concurrieron al asesoramiento genético: la madre, 11.2 (P35) y la tia, 1.3 (P37), mostraron sesgo extremo en la
inactivacion del cromosoma X, en muestras de ADN de sangre periférica mientras que P35 no mostré sesgo en
mucosa bucal. En las tablas se detallan los resultados de cada familia, los alelos subrayados indican el alelo activo
en los casos de sesgo extremo en la inactivacion del X. Nétese que la imposibilidad de inactivar el cromosoma X en
cis segrega ligado al alelo HUMARA (CAG) 29 en el arbol familiar B.

En la presentacion tipica de mujeres sintomaticas afectadas de hemofilia, tres casos sin un
grupo familiar asociado (P10, P15 y P31) mostraron niveles de FVIIl:C de 1, 1,2 y 1,5 Ul/dl y
sesgo extremo en el XIP: 97,9/, 99,2/ y 92,8/, respectivamente, en muestras de leucocitos de
sangre periférica. Este hallazgo conjunto en portadoras heterocigotas confirmadas por el
estudio molecular (Tabla 13) nos permite estimar como probable el hecho que también el
higado este afectado por el mismo patrén XIP sesgado explicando asi la expresién se sintomas

de HA severa en este grupo.
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Fenotipo de HA severa no asociado a sesgo en el XIP ni mutacion del F8 en homo/hemicigosis

En una presentacién con caracteristicas singulares, el caso P7 mostré el cambio
c.4388 4389delCTTT en heterocigosis asociado a un patrén de inactivacion no sesgado del
cromosoma X (XIP 75/ ) en sangre periférica. Estos resultados no permiten explicar la expresion
clinica de la enfermedad en esta mujer. La expresion de hemofilia en esta paciente podria ser
causada por un patrén de inactivacién del X independiente y sesgado en el higado. Para
explorar esta posibilidad (XIP independiente en distintos tejidos) se solicito muestra de mucosa
bucal. Lamentablemente la paciente P7 no reside en Buenos Aires y no ha podido ser
entrevistada hasta el presente. A propdsito de P7 y de la potencial disparidad (independencia)
del XIP en hepatocitos es interesante destacar el caso de P13, una portadora heterocigota no
sintomatica que presentd niveles de FVIII:C de 65 Ul/dl y un XIPsp de 97,4/ en contraste con un
XIPyg del 69/, demostrando que el sesgo extremo en un tejido no implica necesariamente el
mismo resultado en otros tejidos si no subyace un defecto comun que lo propulse en todas las

células del organismo.

Correlacion entre los niveles de FVIII:C y XIP.

El objetivo de correlacionar el FVIII:C con XIPsp es explorar la utilidad de estudiar el patron de
inactivacion en muestras de leucocitos de sangre periférica para estimar su magnitud en higado
(XIPy) como tejido secretor del FVIII, y su asociacidn ultima con los niveles de actividad FVIII:C
resultante en mujeres portadoras heterocigotas confirmadas de mutaciones causales de HA
severa.

Aln hoy, en la literatura médica internacional se utiliza el mero hecho de observar un patrén
de XIP sesgado extremo en sangre periférica para caracterizar la causa del desarrollo de
sintomas de HA severa en una portadora heterocigota sin que esta correlacion haya sido
probada con datos experimentales.

En nuestra serie, los niveles del FVIII:C muestran marcadas diferencias entre las mujeres
portadoras heterocigotas (43 casos, excluyendo el caso P16 homo-hemicigota) y no portadoras
de hemofilia (23 casos, excluyendo el caso NP15, embarazada) (ambos casos caracterizados por
analisis molecular, Tabla 13), con un promedio de 49,6 Ul/dl y 97,4 Ul/dI, respectivamente (Fig.
28A).
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En promedio los niveles de XIP, medido en muestras de sangre periférica, en mujeres no
portadoras presentan una distribucién en torno a un promedio de 68/ y del 75/ para las
portadoras (se incluyen 37 portadoras y 20 no portadoras por resultar informativas para la
medicion del XIP). En ambas poblaciones se observan casos con valores sesgados extremos de
XIP (>90/ ) aunque la proporcién es mayor en las mujeres portadoras (Fig. 28B), debido a la
inclusidn en esta serie de un nimero mayor de mujeres sintomdticas de HA que en una serie de

portadoras elegidas al azar.

A) B)
Distribucion de frecuencias de FVIII:C Patrones de inactivacion del cromosoma X
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Figura 28. Distribucion de FVIII:C y XIP. A) Distribucion de los niveles de FVIII:C en mujeres portadoras
heterocigotas de mutaciones causales de HA severa (rojo) y no portadoras (azul), se muestran los promedios en
cada caso B) Distribucion del patrén de inactivacion del cromosoma X en muestras de sangre periférica (XIPsp) en
mujeres portadoras heterocigotas (rojo) y no portadoras (azul) de mutaciones del F8 causales de hemofilia A
severa.

En la figura 29 se muestra la distribucién del nivel de FVIII:C en portadoras y no portadoras de

HA severa versus el XIP, en muestras de leucocitos de sangre periférica.
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Figura 29. Distribucion de los niveles de FVIII:C en relacidn al XIP. A) Portadoras heterocigotas de hemofilia A
severa. B) No portadoras.

En base tedrica, en el tejido productor principal del FVIII (i.e, células hepaticas) la poblacién de
mujeres portadoras debiera correlacionar niveles extremos de FVIII:C (e.g., >90 Ul/dl y <10
Ul/dl) con patrones de inactivacion del cromosoma X sesgado (e.g., XIP>90/ ). Mediante una
tabla de contingencia y el uso del test exacto de Fisher, se analizaron los datos de las
portadoras, categorizando FVIII:C como extremo con valores >90/ o <10/ de los valores de
referencia, el promedio de no portadoras (100/ ) o el doble del promedio de portadoras (50/ ),
versus sesgo extremo en la inactivaciéon del cromosoma X, XIP 290/ . En estudios paralelos
siendo menos estrictos en la definicion de los limites también se analizaron los datos
computando el 85/ y el 15/ de los promedios de FVIII:C en ambas poblaciones, versus valores
XIP mayores o menores al 85/ . Teniendo en cuenta las diversas fuentes de variacion de los
niveles de FVIII:C en portadoras y no portadoras (ver discusion), fue tomado como valor de
referencia para el calculo de los limites de FVIII:C, dos veces el valor promedio de FVIII:C de
portadoras, tanto para la correlacién estricta (90/ ) como para la menos estricta (85/ ) (Tabla
14Ay 14B). Sin embargo, atendiendo a que la muestra de portadoras esta sesgada con casos de
familias con mujeres sintomaticas, entonces consideramos mas correcto tomar como valor de
referencia para el cdlculo de los limites de las categorias de la contingencia el promedio del
nivel de FVIII:C de no portadoras (Tabla 14C y14 D).

Este andlisis en la poblacion de portadoras indicé ausencia de correlacion entre el FVIII:.C y el
XIP (Tabla 14B y 14D) en la correlacion menos estricta (85/ ), tanto cuando se utilizaron los

valores de referencia del promedio de no portadoras como dos veces el promedio de
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portadoras, igual a lo reportado en la literatura por Orstavik y colaboradores (2000) en un
estudio de mujeres portadoras de hemofilia A y B asociadas a probandos con distinto grado de
severidad. En cambio, cuando se utilizaron limites de categoria mas estrictos (90/ ), tanto
tomando como valor de referencia de actividad normal el promedio de no portadoras como el
doble del promedio de portadoras, los niveles de FVIII:C extremos y el XIP extremo (>90/ ) en
sangre periférica mostraron una modesta correlacién significativa (Test exacto de Fisher p

=0,0408) (Tabla 14A, 14C).

Valor de referencia 2x promedio FVIII:C portadoras
A) Correlacidn estricta B) Correlacidn menos estricta
XIP 290/ XIP <90/ XIP 285/ XIP <85/
FVIII:C extremo FVIII:C extremo
(=86,2, <9,6 UI/dI) > > (=81,4, <14,4 Ui/dl) ° 4
FVIII:C intermedio 4 23 FVIII:C intermedio 8 19
(86,2-9,6 UI/dI) (81,4-14,4 UI/dl)
Fisher p= 0,0408* Fisher p=0,1322 ns
Valor de referencia promedio FVIII:C no portadoras
C) Correlacion estricta D) Correlacién menos estricta
XIP 290/ XIP <90/ XIP 285/ XIP <85/
FVIII:C extremo FVIII:C extremo
(>83,1, 9,2 UI/dl) > > (278,5, <13,9 UI/dl) ® ®
FVIII:C intermedio FVIII:C intermedio
(83,1-9,2 UI/dl) 4 23 (78,5-13,9 UI/dl) 8 17
Fisher p= 0,0408* Fisher p=0,4701 ns

Tabla 14. Tablas de contingencia para el analisis de correlacién FVIII:C extremo vs XIP extremo. Tomando como
valor de referencia dos veces el promedio de FVIII:C de portadoras en A) Analisis de correlacidn con valores de XIP
extremos y FVIII:C extremo e intermedio, en la correlacién estricta, resultando en una modesta diferencia
significativa, OR (Odds ratio)=5,7 (IC (intervalo de confianza) =1,1-29,4). B) Analisis de correlacidn con valores de
XIP extremo y FVIII:C extremo e intermedio, correlacion menos estricta, resultando no significativa, OR =3,5 (IC
=0,7-16,1). Tomando como valor de referencia el promedio de FVIIl:C de no portadoras en C) Analisis de
correlacion con valores de XIP extremos y FVIII:C extremo e intermedio, correlacidn estricta, resultando en una
modesta diferencia significativa, OR =5,7 (IC =1,1-29,4). D) Andlisis de correlacion con valores de XIP extremo y
FVIII:C extremo e intermedio, correlacion menos estricta, resultando no significativa, OR =2,1 (IC =0,5-8,7).

Con el objetivo de analizar esta correlacion entre los niveles de FVIII:C y el XIP en mujeres
portadoras de mutaciones severas del F8 bajo otra perspectiva, se planteé un modelo
matematico de correlacion lineal entre los niveles de FVIII:C y el patrdn de inactivacidon

presente en el higado sobre elementos meramente tedricos.
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Si se conociera la fase entre el cromosoma X activo o inactivo y el alelo mutado para el F8, se
esperaria una correlacién directa entre los valores de FVIII:C altos y valores de XIP altos, con
inactivacion preferencial del alelo F8 mutado. Como en esta serie de portadoras no se conoce la
fase, la correlacion no puede comprender todo el rango de niveles de XIP. Con fase desconocida
entonces, los valores de XIP correspondientes al intervalo 0-50/ son transformados en espejo
hacia el cuadrante superior, resultando en el rango 50-100/ y una correlacion lineal en
portadoras que grafica una V (modelo V, Fig. 30). Nétese que la forma V corresponde a una
correlacién lineal que fue arbitrariamente elegida por simplicidad por sobre otras funciones
similares que relacionen XIP y FVIII:C también posibles (e.g., forma U con correlacion
sigmoidea). Debido a que nuestra serie de portadoras esta sesgada por inclusion de mujeres
sintomaticas es mas correcto que el modelo V (y los modelos alternativos) tome como valor de
referencia (100/ de actividad) el nivel de FVIII:C promedio del grupo de no portadoras.

Para poner a prueba este modelo V de correlacién FVIII:C versus XIP en sangre periférica de
portadoras se analizd la magnitud y dispersién del valor absoluto del promedio de los errores
entre los niveles de FVIII:C observados y los esperados de acuerdo a lo predicho por el modelo

tedrico para cada valor de XIP de sangre periférica especifico.

Portadoras de Hemofilia A severa

Figura 30. Hipotesis de correlacion FVIII:C-XIP

modelo V. Se muestra la distribucion de los

L niveles de FVII:C y XIP en la poblacién de
mujeres portadoras heterocigotas de HA severa.
En linea continua violeta, linea de tendencia de
. la primera rama del modelo V, valores bajos de
FVIII:C con valores altos de XIP. En linea

= continua rosa, linea de tendencia de la segunda

XIP (%)

'I rama del modelo V, partiendo de valores
intermedios para el FVIII:C y el XIP y llegando a
L valores extremos altos de XIP asociados a
. valores extremos de FVIII:C. Con linea punteada
se grafica el modelo alternativo, el modelo A
para contraste de la hipdtesis de correlacidn con

T T el modelo V.

N
o
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El promedio de los errores absolutos de los datos al modelo V (valor absoluto de datos
observados menos datos esperados para el modelo V) fue comparado con el promedio de los
errores absolutos de los datos de no portadoras respecto su valor promedio (modelo donde el
nivel de XIP es independiente de los niveles de FVIII:C) y con los valores promedio de los errores
en dos modelos alternativos, sin base bioldgica, modelo A (Fig. 30) y promedio de portadoras,
donde el nivel de XIP es considerado independiente de los niveles de FVIII:C, modelos que

constituyen hipétesis nulas con ausencia de correlacién entre los valores de XIP y FVIII:C.

El test estadistico utilizado, test no paramétrico Mann Whitney, no indicé diferencias
significativas cuando se analizé el modelo V comparado con los errores al promedio en no
portadoras indicando que el error respecto al modelo es de magnitud similar a la dispersion
natural de los valores del FVIII:C sin influencia de la inactivacién del cromosoma X (Fig. 31). En
cambio, los resultados mostraron modestas diferencias significativas al comparar el modelo
promedio de no portadoras con los modelos A y promedio de portadoras (Fig 31); al igual que

al comparar el modelo V con el modelo Ay el promedio de portadoras (Fig 31).
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Figura 31. Modelos de correlacién FVIII:C-XIP. Se muestran los valores de los errores absolutos para cada modelo
y el valor promedio en cada caso. Modelo promedio no portadoras, en negro, modelo V de portadoras de HA
severa, en verde, modelo A de portadoras de HA severa, en rojo; modelo promedio de portadora de HA severa, en
marron. Sobre el grafico se muestran los niveles de significacidn de las diferencias: * (p<0,05), ** (p<0,01) y ns, no
significativas. La tabla insertada muestra en primera fila los resultados de comparar el promedio de no portadoras
con los distintos modelos, resultando no significativo con el modelo V de portadoras (P =0,26), y diferencias
significativas con los modelos A y promedio de portadoras (P =0,0023 y P =0,0039, respectivamente), y en la
segunda fila, se muestran los resultados entre el modelo V de portadoras, y los distintos modelos, resultando no
significativa la diferencia con el modelo promedio de no portadoras (P =0,26) y diferencias significativas con los
modelos A y promedio de portadoras (P =0,021 y P =0,026, respectivamente).

Estos resultados mostrados en la figura 31, aunque de magnitud modesta, indican que el
modelo V de correlacion FVIII:C/XIP en portadoras es el Unico que no puede ser descartado. Las
modestas diferencias significativas obtenidas aplicando los modelos alternativos propuestos sin
base bioldgica, i.e., modelo A y modelo promedio de portadoras contra el modelo V y promedio
de no portadoras, sugieren que el modelo V de correlacién XIP/FVIII:C, podria explicar la fuente

de variacion adicional del FVIII:C de portadoras en muestras de sangre periférica.

Concordancia y discordancia. Andlisis XIPyg.

Como anomalias dos casos, P35 y P13 que muestran un nivel de FVIII:C del 58 y 65 Ul/dI
respectivamente, mostraron sesgo extremo en muestras de sangre periférica, “escapando” del
modelo V. Mediciones de XIP en muestras de ADN extraido de mucosa bucal mostraron valores
de 60y 69/ .

En contraste dos portadoras heterocigotas con valores extremos en el nivel de FVIII:C de 1 Ul/dI
(P34) y P36 con 93 Ul/dl, el XIP en los dos tejidos estudiados mostrd sesgo extremo y moderado
respectivamente, observando una perfecta correlacién con el modelo V. Las discrepancias del
XIP entre tejidos en los dos primeros casos, y la concordancia en los ultimos dos, permiten
razonar que la estimacion de los patrones de inactivacion del X presentes en higado se indicara
independiente con mediciones XIP discordantes en sangre periférica y mucosa bucal, y similar a

la obtenida en casos concordantes.
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Discusion

Este capitulo presenta el analisis de las causas de la expresion fenotipica de hemofilia en
mujeres portadoras de HA severa, e investiga la relacion entre los niveles de actividad
plasmatica de FVIII:C en mujeres portadoras heterocigotas y controles y el patrén de
inactivacion del cromosoma X en muestras de sangre periférica.

En hemofilia como en toda enfermedad recesiva ligada al cromosoma X, los varones resultan
afectados y las mujeres debido a que su condicién de portadoras heterocigotas, resultan en su
gran mayoria asintomaticas.

Sin embargo, la rara presencia de mujeres con sintomas de hemofilia A puede asociarse a
distintas causas: dos alelos mutados (homocigota o doble heterocigota para la mutacidn),
homocigosidad casi siempre debida a consanguineidad; un alelo mutado e inactivacién sesgada
o extrema; un alelo mutado en hemicigosis asociado a fenotipo femenino (e.g., Sindrome 46; XY
con feminizacidn testicular, sindrome 45;X0 en mosaico o no, delecién parcial sobre la region
del gen relevante); condicién autosdmica hemorragica mal asignada como hemofilia (e.g.,
enfermedad de von Willebrand, vWD severa tipo 3, vWD tipo 2N, deficiencia combinada FV y
FVII, los dos ultimos casos muestran fenotipo similar a HA leve-moderada), condicién
autosdmica hemorragica mas el status de portadora de hemofilia (Favier et al, 2000; Bicocchi et
al 2005; Kasper y Buzin, 2009).

La literatura muestra numerosos reportes de mujeres sintomaticas de hemofilia asociada a
sesgo extremo en el patrén de inactivacion del cromosoma X en sangre periférica y una
mutacion causal de hemofilia en heterocigosis (Nissen et al, 1989; Kling et al, 1991; Orstavik et
al, 1999; Bicocchi et al, 2005).

En este trabajo se presentaron seis mujeres con fenotipo de HA severa, de ellas cinco
resultaron heterocigotas para la mutacién causal de hemofilia, y entre ellas cuatro mostraron
sesgo completo en la inactivacién del cromosoma X, proveyendo una explicacién directa para la
expresion clinica de hemofilia en estas cuatro mujeres (inactivacién preferencial del X ligado al
F8 mutado).

En un caso singular donde se caracterizé un fenotipo con patréon homo u hemicigota (Tabla 13)
la expresion de sintomas de HA severa estaria relacionada a la cigosidad de la mutacién y seria
completamente independiente del patron de inactivacion del cromosoma X presente. En la

familia de esta paciente homo/hemicigota como caso indice (familia A), los sintomas
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moderados de HA (sangrados esporadicos) presentes en otra paciente (P20, media hermana)
con una Unica mutaciéon en heterocigosis en el F8 permitirian ser explicados por un patrén
sesgado de inactivacion del X del 87/ .

En esta serie se presenta la primera observacion de un caso singular donde se ha podido
asociar el desarrollo de sintomas de HA severa a un cambio de fase del F8 mutado. En esta
familia B los resultados permitieron detectar el cambio de fase por recombinacién, la fase entre
el cromosoma X que porta la mutacidn en el F8 (Xg28) y el alelo HUMARA (Xg11.3), en la nifia
sintomdtica (P34) respecto de su madre (P35) y gracias al andlisis del arbol familiar extendido
incluyendo a sus tias y su abuela materna. Asimismo, se detecté la causa de los sintomas de HA
en P34, portadora heterocigota y sesgo extremo en la inactivaciéon del cromosoma X, en los dos
tejidos estudiados. En la madre del caso indice (P35) la discrepancia entre los resultados
obtenidos para el XIP entre la muestra de sangre periférica y mucosa bucal, permiten inferir
como posible que en el tejido productor del FVIII:C (i.e, células hepaticas) muestre un XIP
balanceado, no sesgado, explicando tanto la ausencia de sintomas y el nivel de factor FVIII:C. En
la tia materna del caso indice (P37), los resultados niveles de FVIII:C intermedio y XIP sesgado
en sangre periférica podrian indicar lo mismo que en el caso de la madre discutido arriba (P35)

pero no se conté con muestra suficiente de mucosa bucal para realizar el estudio.

Si bien el sesgo extremo de inactivacion del cromosoma X (>90/ ), puede explicar la expresién
de hemofilia en la mayoria de las mujeres heterocigotas sintomaticas estudiadas, 4/5 (80/ ),
también permitiria explicar los casos en que las portadoras presentan un nivel de FVIII:C
parecido al de las mujeres no portadoras. En este andlisis, en primera instancia tedrico, supone
iguales patrones de XIP en sangre periférica e higado. En estos de portadoras hetrocigotas con
altos niveles de FVIII:C (e.g., mayor al doble del valor promedio de portadoras), si se pudiese
determinar la fase entre la mutacidn y el cromosoma X activo, se esperaria que el F8 mutado
esté ligado al X inactivo. En la familia A la madre del caso indice (P16), P19, portadora
heterocigota, sin sintomas de HA severa con FVIII:C de 103 Ul/dl y XIP de 91/, podria
ejemplificar este caso. También mostraria la misma condicién las tias maternas del caso indice
de la familia B, P36, con niveles sesgados y coincidentes de XIP del 86/ y 87/ en muestras de
mucosa bucal y sangre periférica, respectivamente y FVIII de 93 Ul/dl. En este Gltimo caso (P36)

al haberse deducido la fase de la hemofilia por andlisis del arbol familiar B, hemos podido
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determinar que era el alelo F8 mutado, el preferentemente inactivado en estos dos tejidos
estudiados.

En contraste dos casos de la poblaciéon de portadoras no muestran esta asociacién con las
mediciones de XIP en sangre periferica, P18 y P33, mostrando en ambos, patrones de
inactivacion entre 50 y 60/ y niveles de FVIII:.C de 107 y 110 Ul/dl, respectivamente, valores
esperados para no portadoras.

En los casos donde los niveles de XIP no permiten explicar los sintomas de sangrado en las
mujeres portadoras heterocigotas de HA, o los altos niveles de FVIII:C, cercanos al valor medio
esperado para no portadoras; se debe tener en cuenta que el estudio de XIP en muestra de
sangre periférica es independiente y no puede reflejar el estado de inactivacion del higado,
productor de FVIII:C. Por lo que seria ideal contar con muestras proveniente de tejidos distintos

para inferir el estado del higado.

Integracion del modelo de produccion de la actividad del FVIII:C en portadoras.

La inactivacion de uno de los cromosomas X (i.e., X paterno o X materno) ocurre durante el dia
5-6 postcigdtico de un embrion femenino (46;XX), en cada una de sus células en forma
independiente. En este estadio embrionario, blastocisto, el nimero de células que dan origen a
cada drgano o tejido estd estimado en 10-30 (n). La inactivacién ocurre como un proceso
estocastico que resulta en una distribucién binomial donde intervienen dos variables, la
probabilidad de inactivar el X paterno (o materno) y el nimero de eventos (células precursoras,
n). Esta inactivacién primaria se ve influida genéticamente por la maquinaria molecular
asociada a la expresién del gen XIST, la capacidad para prevalecer en la competencia e inactivar
en cis el cromosoma X ligado al alelo. El rasgo genético de eficiencias asociadas a cada alelo
XIST abarca desde la completa incapacidad hasta una capacidad aumentada para inactivar, en
ambos extremos, pasando por la situacion mas frecuente donde compiten maquinarias de
inactivacion con secuencias salvajes y capacidades idénticas asegurando una base estocastica
simétrica (i.e., p =0,5). Una vez ocurrida en cada célula del embrién temprano la inactivacion
del X, esta se hereda clonalmente durante toda la vida adulta de la mujer. Sin embargo, tanto
este proceso de expansion clonal histo-organogénico como el recambio celular en los tejidos
adultos se ven influidos por la presencia eventual de mutaciones heterocigotas en genes
ligados al X letales, subletales o leves en distinto grado que impacten la supervivencia celular de

los clones donde se inactiva el X libre de mutacién, generando un sesgo (secundario) que,
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cuando leve, puede crecer a lo largo de los afios. Asimismo cada érgano o tejido tiene asociado
parametros fisioldgicos especificos. Por ejemplo, la mucosa bucal tiene un alto recambio
celular, en el higado el recambio celular es de magnitud menor; y en los leucocitos de sangre
periférica, no sdélo existe un alto recambio celular sino que éstos se ven sometidos a eventos de
activaciéon y seleccién de clones por estar involucrados en los procesos inmunolégicos
(infeccidn, alergias, etc) durante toda la vida de la mujer con el consecuente riesgo de impactar
el sesgo medido en sangre periférica, crecientemente en mujeres de edad avanzada.

En resumen la predisposicién genética a inactivar sesgado, sea ésta primaria (e.g., mutaciones
en el gen XIST) o secundaria, i.e., mutaciones severas o leves en genes de la fisiologia celular
ligados al X operard igualmente en todos los tejidos u érganos condicionando la base
estocastica en todas las células de la economia por igual, mientras que el proceso de
inactivacion en si (condicionado o no) es siempre al azar y opera en cada célula
independientemente. Ndtese que en las colas de la distribuciéon binomial, ain en un proceso
estocastico con p= 1/2, el limitado ndmero de eventos involucrados (n =20) condiciona la
apariciéon de un 5 a un 10/ de poblaciones celulares que originan dérganos o tejidos con

inactivacion sesgada (e.g, >80/ ).

Las diferencias observadas en el nivel de FVIII:C entre las portadoras y no portadoras de HA
severa, se distribuyen en nuestra poblacién de acuerdo a reportes internacionales (Kamphuisen
et al, 1998; Plug et al, 2006; Ay et al, 2010). La gran dispersién observada en los niveles de
FVIII:C en las mujeres no portadoras y portadoras de HA severa, ha sido objeto de estudio por
distintos grupos de investigacién. En no portadoras se ha observado que varios factores como
el indice de masa corporal, la edad, el sexo, la toma de anticonceptivos orales, el estado de
fumador, la diabetes mellitus, el grupo sanguineo del sistema ABO, los niveles de colesterol
total, los triglicéridos, el factor Von Willebrand y la actividad el FIX (Morange et al, 2005; Plug et

al, 2006; Viel et al, 2009) influyen o estan asociados con los niveles plasmaticos de FVIII:C.

El grupo de Orstavik (2000) en un esfuerzo por explicar la gran variacién observada en los
niveles de FVIII:C en la poblacién de mujeres portadoras de HA familiares de hemofilicos con
distintos grados de severidad, compard los niveles de FVIII:C con el patron de inactivacion del
cromosoma X, en sangre periférica. Sus resultados mostraron ausencia de correlacion. Con el

mismo tipo de analisis, sobre tablas de contingencia de FVIII:C extremo o intermedio versus XIP
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sesgado o no sesgado, la poblacién Argentina de portadoras heterocigotas para mutaciones
causales de HA severa confirmadas por andlisis molecular, serie quizas sesgada por inclusién de
numerosas portadoras sintomaticas, nosotros obtuvimos modestas diferencias indicando
correlacion.

Dado que Orstavik y colaboradores (2002) encontraron diferencias significativas entre la edad y
el XIP en sangre periférica, nosotros, con el objetivo de tomar precauciones en la comparacion
entre portadoras y no portadoras con respecto a la edad, se estimo la edad promedio en cada
grupo y se observo que en ambos casos la edad promedio se encontraba entre los 30 afios (las
mujeres concurren a realizarse el estudio genético en la edad reproductiva).

El modelo propuesto, modelo V, plantea la existencia de una correlacion lineal directa entre el
nivel de FVIII:C y XIP en mujeres potadoras de mutaciones severas del F8, teniendo en cuenta
que no se conoce la fase entre el alelo F8 mutado y el alelo HUMARA activo o inactivo.

En este trabajo, la dispersidn en el nivel de FVIII:C normalizado en las no portadoras fue
tomado como medida bioldgica y experimental de la dispersidon del FVIII:C en portadoras, no
relacionado a los patrones de inactivacion del X en los distintos tejidos u drganos. Esta medida
de variacion no fue utilizada de Orstavik y colaboradores (2000). Asimismo en nuestro trabajo
en contraste con el trabajo de Orstavik solo son incluidas las mujeres portadoras heterocigotas

confirmadas de mutaciones severas del F8 causales de HA.

En resumen, mediante los analisis comparativos usando el modelo V se concluye que si bien
nosotros observamos una modesta correlacion entre XIP y el FVIII:C en sangre periférica; esto
quizas pueda relacionarse al sesgo de nuestra serie con casos mostrando XIP sesgado en
general condicionado genéticamente y por lo tanto, concordante en distintos tejidos.

Existen varios trabajos donde indican que el XIP presenta distinta magnitud de variaciones en
los distintos tejidos (Tan et al, 1993; Gale et al, 1994; Carrel et al, 1996). Orstavik y
colaboradores (2000) en el trabajo donde no encuentran correlacidén entre el XIP medido en
sangre periférica y el FVIII:C, proponen estudiar distintos tejidos para obtener una correlacion
entre estos dos pardmetros. En base a esta observacion, fueron incluidas en nuestro estudio
muestras de mucosa bucal: en dos casos el XIPyg fue consistente con el XIPsp (P34 y P36, Fig.
27), una portadora heterocigota con XIP sesgado y sintomas de HA severa; y una segunda
portadora heterocigota con niveles de FVIII:C parecidos a una no portadora (93 Ul/dl) y sesgo

extremo en XIP. Otros dos casos (P35 y P13) mostraron inconsistencias entre las mediciones de
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XIP en estos tejidos. Ambos casos, portadoras heterocigotas, con niveles de FVIII:C tipicos de
portadoras asintomaticas (50 y 65 Ul/dl, respectivamente) pero sesgo extremo en XlIPsp, la
discrepancia permite inferir que en el higado el nivel de FVIII:C es independiente y quizas
parecido al observado en mucosa bucal (XIPys 60y 69/, repectivamente).

Dos grupos de investigacion estudiaron las diferencias encontradas entre las variaciones en los
niveles de FVIII:C en no portadoras y portadoras de HA. Ay y colaboradores (2010) encontraron
asociaciones entre el FVIII:C y el indice de masa corporal, la proteina C reactiva, los niveles de
fibrinégeno y el grupo 0 (como asociacién secundaria), no asi en el grupo de portadoras de HA.
Concluyendo que el status de portadora es el mayor determinante de los niveles de FVIII:C en
este grupo. El grupo de Viel y colaboradores (2007) estudiaron variantes comunes polimérficas
asi como las variantes raras dentro del F8 y observaron que ambas contribuyen de manera
sustancial en la variabilidad observada en los niveles de FVIII:C en la poblacién general. Se
desprenderia de estos estudios que los errores que afectan la medicidon del FVII:C en
portadoras y no portadoras posiblemente no estén relacionados, y no se pueda trasladar la
dispersidn en los niveles observados para no portadoras al modelo de portadoras. Sin embargo
ninguno de estos trabajos tomaron en cuenta la fuente de error mayor que implica la
inactivacion del X contra el F8 no mutado, lo cual constituye una contribucion probada tanto en
la literatura (casos de portadoras heterocigotas sintomaticas de HA o HB asociados a XIP

sesgado extremo medido en sangre periférica), como en nuestra serie.

En este capitulo se presentd la primera serie de mujeres sintomaticas de HA severa, de la
poblacion Argentina. Los resultados moleculares permitieron explicar el 83/ (5/6) de estos
Casos.

El andlisis de XIP en muestras de sangre periférica mostré una modesta correlacion con el nivel
de FVIII:C en nuestra poblaciéon. En contraste las anomalias (casos discordantes) podrian
relacionarse principalmente al tejido en estudio, sangre periférica, por imposibilidad de
estudiar el drgano secretor de FVIII:C. Como perspectiva, para una mejor estimacion de los
patrones de inactivacidon del cromosoma X, presentes en el higado, seria Gtil estudiar siempre el

par sangre periférica-mucosa bucal.

Como conclusién, en un analisis tedrico sustentado por la evidencia tomada en conjunto es

dable esperar que cuando exista una causa sistémica (predisposicién genética) para que se
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inactive preferencialmente un cromosoma X en todo el organismo, el XIP medido en sangre
periférica sesgado extremo sera consistente con aquel presente en otros tejidos (e.g., higado,
mucosa bucal, etc) y que por el contrario no existiera esta predisposicion el XIP medido en
sangre periférica resultard independiente del existente en otros tejidos y eventualmente

distinto del tejido probadamente relacionado a los niveles de FVIII:C.
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DISCUSION GENERAL

En el area de la genética molecular diagndstica en humanos, el desarrollo de nuevas estrategias
mds rdpidas y econdmicas adaptadas a las caracteristicas de nuestro pais, permiten la
caracterizacion de genotipos asociados a enfermedad, e impactan en primer lugar sobre la
posibilidad de extender estos analisis a todos los segmentos de la sociedad aun en paises con
recursos limitados como el nuestro. Por otro lado, ayuda a los investigadores clinicos y bdsicos
mejorando la performance de sus protocolos de trabajo.

En este contexto, la utilidad de interponer un método de screening primario de mutaciones
como el CSGE, tiene como principal objetivo, evitar la secuenciacion directa de cada uno de los
amplimeros especificos del gen bajo estudio en cada muestra individual. Si bien la
secuenciacion automatica directa del gen produce un resultado rapido, su empleo masivo
insume altos costos econdmicos ya que en nuestro caso, debieran ser secuenciados 12
amplimeros para analisis de las regiones mas importantes del F9 (HB) y 37 amplimeros para el
F8 (HA) en pacientes y controles. Como fue mostrado en este estudio mediante la aplicacion de
monitoreo por CSGE, sélo es necesario caracterizar la secuencia de ADN del amplimero que
resultdé andmalo, mostrando un patron de sefial distinto, comparado con el control,
redundando este procedimiento en un abaratamiento de costos.

Los reportes de mutaciones utilizando CSGE indican una eficiencia que no supera el 90/ de las
mutaciones puntuales estudiadas (Belvini et al, 2005). Esta limitacion estaria relacionada
principalmente a la extrema dificultad de detectar bases mal apareadas en dominios muy ricos
en GC (high melting domains) del amplimero analizado. Los otros factores que afectan
negativamente la eficiencia de la técnica de CSGE pueden superarse o al menos disminuirse
significativamente mediante un adecuado disefio del amplimero sustrato: el método de CSGE
detecta pobremente cambios proximos a los extremos del producto de PCR (<50 bp), y
amplimeros de tamafnos moleculares fuera del rango 200-450 bp (Hinks et al, 1999).

Nuestro esquema de diagnostico molecular en hemofilia presentado y mejorado en este
trabajo esta siendo aplicado a casos enviados desde otros paises de Latinoamérica en el
contexto del grupo Hispanoamericano de Genética en Hemofilia (GH,). Por ejemplo el
algoritmo de andlisis para HA y HB, ha permitido caracterizar muestras provenientes del
Uruguay (Hospital Pereyra Rossel, Montevideo) y de México (CIBO, Centro de Investigaciones

Biomédicas de Occidente, Guadalajara). Asimismo, el laboratorio de Genética molecular de la
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Hemofilia formd parte de un protocolo de estudio de pacientes argentinos con inhibidor
(GADEI, Grupo Argentino de Estudio de Inhibidores en Hemofilia).

En algunos trabajos se emplea una estrategia de multiplex PCR, y analisis de heteroduplex
resueltos por CSGE-PAGE (Jayandharan et al, 2003), sin embargo en la mayoria de los
laboratorios de paises desarrollados los productos de PCR correspondientes a las regiones clave
del F9 (y F8) son directamente secuenciados con equipos automdticos de secuenciacién de ADN
de alto rendimiento (Drost et al, 2000; Ljung et al, 2001; Mukherjee et al, 2004). Como
perspectiva en este punto, seria de gran utilidad aplicar un andlisis de CSGE mediante
amplificacion PCR multiplex incluyendo 2, 3 o 4 regiones por corrida singular para abaratar
costos y sobre todo para reducir los tiempos de screening de las mutaciones del F9, ya que para

el F8 ya fue desarrollado y validado, un esquema con esta mejora.

La estrategia de IS-PCR presentada para el estudio de la Inv22 constituye una herramienta util y
confiable para incluir en primera linea en el andlisis de familias afectadas con HA severa. Esta
estrategia permite caracterizar en paralelo, sobre la misma muestra sustrato la inversién del
intrén 22 y la inversién del intrén 1. Asimismo, permite caracterizar el tipo de inversién 22 (tipo
| o tipo Il) mostrando asi una mejora en la estrategia de PCR inversa también desarrollada en
nuestro laboratorio (Rossetti et al, 2005). Aunque hasta el presente no hayan sido
caracterizadas en muestras clinicas por Bagnall y colaboradores (2005) las variantes tedricas,
hipotetizadas, duplicaciones y deleciones mediadas por int22h, podrian ser resueltas por la
aplicacion conjunta de los dos test, diagndstico y complementario, en la estrategia I1S-PCR
presentada aqui, si bien estas variantes también pueden ser puestas en evidencia mediante la
técnica de Southern blot (Lakich et al, 1993) y por el nuevo sistema basado en PCR de larga
distancia desarrollado por Bagnall y colaboradores (2006). Sin embargo, el método de IS-PCR
evita el uso de material radiactivo, y la amplificacion a través de int22h, secuencias de ADN muy
ricas en CG. A causa de los inconvenientes mencionados y riesgos de cometer errores
diagnodsticos asociados a las estrategias empleadas para genotipificar la inversion del intrén 22
e intrén 1 del F8 en el presente, consideramos que la estrategia presentada en este estudio
puede ser muy bien recibida e incorporada por otros laboratorios de genética molecular de la
hemofilia en el mundo, como ya ocurre con la estrategia de PCR inversa (Rossetti et al, 2005)

(e.g., Viel et al, 2009). También desarrollada en nuestro laboratorio.
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La presencia de mujeres portadoras sintomaticas de HA en nuestra poblacién, permitié

establecer en nuestro laboratorio la estrategia de analisis del patron de inactivacién del
cromosoma X mediante el sistema HUMARA. Cuando existe un claro patrdn sesgado en la
metilacion del cromosoma X y la mujer padece de sintomas de HA severa, dado que la
inactivacion del cromosoma X ocurre temprano en el desarrollo, es razonable esperar que tanto
las células sanguineas como los hepatocitos productores del FIX y FVIII exhiban idénticos
patrones de inactivacién. Esta informacion sugiere que el patrén de inactivacidon no es al azar
presentando una tendencia a sesgar constitutiva en todos los tejidos. En consecuencia la
inactivacion sesgada por predisposicién genética provee una explicacién tanto para mujeres
sintomaticas con muy bajos niveles de factor, como, en el otro extremo, con la mutacion de
hemofilia en fase contraria, niveles de factor propios de una mujer no portadora.

Ademas de estudiar las mujeres presentadas en este estudio, la aplicacién de esta estrategia
permitié realizar colaboraciones con otros grupos de investigacién estudiando el patrén de
inactivacion del cromosoma X en portadoras sintomaticas de Duchenne y en mujeres con
deleciones en el cromosoma X y falla ovarica, verificando en ambos casos la inactivacion
sesgada extrema.

Los resultados en el estudio de correlacidén nos permiten sugerir la incorporacion sistematica en
el laboratorio de diagndstico molecular en hemofilia de dos tipos de muestras de acceso
minimamente invasivo para utilizar en el estudio del XIP, i.e., muestras de ADN proveniente de
descamacion de mucosa bucal y células nucleadas de sangre periférica.

Asimismo, como perspectiva se estudiaran las variantes genéticas del gen XIST responsables del
inicio y eficiencia del proceso de inactivacion del cromosoma X, en pos de encontrar una causa

sistémica y heredable para el proceso de inactivacion no al azar o sesgada.

En el tratamiento de enfermedades hereditarias monogénicas como la hemofilia, estan en
desarrollo un nimero creciente de ensayos de terapia génica, a partir de avances tecnoldgicos
que permitan abaratar costos para extender su potencialidad a sectores no alcanzados
satisfactoriamente por terapias profilacticas en el presente. Mientras tanto, el asesoramiento
genético de las familias afectadas (diagndstico de portadoras y prenatal) es un recurso
particularmente valioso. La informacion clave para este asesoramiento genético, ofrecido a la
familia afectada idealmente por el medico genetista, es provista por el laboratorio de genética

molecular.
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En vista de los resultados de este trabajo, creemos que la inclusién de los procedimientos
presentados en la rutina del analisis molecular del F9, en el estudio de pacientes con HB, asi
como también la utilizacién de la estrategia de IS-PCR para la genotipificacién de los rearreglos
gue involucran int22h e intlh en los casos de HA severa, mejorard y acelerard la provisién de
informacidén segura para el asesoramiento genético de familias afectadas. Ademads, la
caracterizacion precisa del defecto genético causal del fenotipo en cada caso servird de ayuda
al médico hematodlogo tratante, proveyéndole informacion de naturaleza estadistica acerca de
las probabilidades de formacidon de inhibidor contra la terapia de reemplazo del factor

defectuoso o ausente.
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CONCLUSIONES

Capitulo |

Se disefio y desarrollé un abordaje global para el estudio exhaustivo de mutaciones causales y
variantes polimodrficas de HB en el F9 de coagulacion humano. El nUmero de casos presentados
representa mas del 20/ del total de pacientes argentinos con HB y el 100/ de los pacientes con
HB e inhibidor por la inclusién en un protocolo de estudio especifico (2008-2010). Este algoritmo
termina con un analisis para la asignaciéon de causalidad: analisis de la relacidon genotipo-

fenotipo.

Se estudiaron 49 pacientes con HB y se obtuvieron 29 cambios missense (60/ ), 7 cambios
nonsense (14/ ), 4 defectos en los sitios de splicing (8/ ), 2 pequeiias inserciones-deleciones (4/ )
con corrimiento del marco de lectura, 6 grandes deleciones (12/) y un cambio en region
promotora. La serie también incluyé mujeres relacionadas a probandos, se estudiaron un total

de 27 mujeres, resultando 21 portadoras de HB y 6 no portadoras.

Ocho de las mutaciones causales presentadas no se encontraron reportadas en la literatura,
dos de ellas afectarian el sitio dador de splicing en el intrén 2 y 4, ¢.252+2T>G y ¢.391+1insT,
respectivamente, dos corresponden a inserciones-deleciones que modifican el marco de lectura
(p.-21fsX20 y p.242fsX21), dos casos asociados a aparicion de un coddn de terminacion
prematuro (p.-12Glu>Stop y p.133Gly>Stop) y dos casos predicen cambios missense. El caso,
p.8Glu>GIn indica la disrupcion de un puente bisulfuro, fundamental para mantener la
estructura del dominio EGF1 del F9, y en el segundo caso, p.56Cys>Phe, afecta la y-
carboxilacion de los residuos Gla de la proteina, y modifica la superficie electroestatica de la
molécula, fundamental para la uniéon del FIX a la superficie plaquetaria activada. La serie
mostro un caso interesante con la presencia de una mutacién en la regiéon promotora del gen
(g.-6G>A), denominada HB Leyden, el analisis de la literatura indica una recuperacién de los

niveles de FIX luego de la pubertad y eventualmente la desaparicion del fenotipo.

Capitulo Il
Se disefio y desarrollo un nuevo abordaje para la genotipificaciéon de la inversién del intrén 22

(Inv22) e inversion del intrén 1 (Invl) a través de la estrategia de inverse shifting-PCR (1S-PCR). El

110



Conclusiones

uso de este nuevo abordaje basado en IS-PCR (test diagndstico y complementario) permite la
genotipificacion del tipo de inversién del intrén 22 (i.e., tipo | y tipo Il), todos los posibles
rearreglos, hipotetizados tedéricamente, mediados por recombinacién homologa entre las copias
del duplicon int22h (i.e., duplicaciones, dup22 y deleciones, del22 tipo | y tipo Il) y sobre el

mismo sustrato estudiar la presencia de la inversion del intrén 1.

El abordaje fue validado para el estudio de la inversion del intrén 22 por: 32 casos (18 pacientes
con HA severa y 14 mujeres relacionadas) previamente estudiados por Southern blot y 43 casos
(24 pacientes con HA severa y 19 mujeres relacionadas) previamente estudiados por PCR
inversa, obteniéndose perfecta concordancia con la técnica de IS-PCR. Asimismo se estudiaron
34 casos nuevos (20 pacientes con HA severa y 14 mujeres relacionadas). En el uso conjunto del
test diagndstico y complementario no se observaron de patrones compatibles a las
duplicaciones y deleciones mediadas por int22h. La validaciéon de IS-PCR para el estudio de la
inversion del intron 1 incluyd: 21 individuos previamente estudiados por doble PCR, que incluian
dos probandos con la inversion del intrén 1, una portadora y 18 casos negativos, en todos los

casos se encontro perfecta concordancia con la IS-PCR. Asimismo se aplicé a 13 nuevos casos.

Se estudio la eficiencia de circularizacidn, la deteccién de eventuales portadoras en mosaico y la
utilidad en diagnostico prenatal. La eficiencia de circularizacidon para el circulo Bcl | mostrd un
promedio de 4 templados necesarios para la formacién de un circulo y para el circulo de 20 Kb
un promedio de 7 templados por circulo, en este estudio, también se observo que bajas o
moderadas cantidades de ADN sustrato se asocian a mayores eficiencias en la formacion de
circulos. La capacidad de la estrategia de IS-PCR de detectar eventuales portadoras en mosaico
mostrd la deteccion de portadoras heterocigotas con un 5/ y un 10/ de células en mosaico
para la Inv22 e Invl respectivamente. La habilidad de IS-PCR en diagnostico prenatal fue
estudiada mediante la aplicacion de esta estrategia a muestras de vellosidades cridnicas a un
feto femenino, propdsito, resultando positivo para el Inv22 y una muestra control negativa para

la Inv22.

Capitulo Ill
Se analizo el primer grupo de casos de mujeres portadoras sintomaticas de HA severa (FVIII:C

<1,5), se estudio la cigosidad de la mutacion causal, mediante el screening total del F8, y el
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patrén de inactivacion del cromosoma X (XIP), a través de la puesta a punto del sistema

HUMARA por métodos no radiactivos y validacion de este andlisis.

Se encontraron seis mujeres portadoras sintomaticas de HA severa. Un caso mostré la mutacion
causal, c.3633delA, en homo-hemicigosis, cuatro casos mostraron la mutacién causal en
heterocigosis y sesgo extremo en el patrén de inactivaciéon del cromosoma X (XIP 290/ ) y un
caso mostro la mutacion, c.4388 4391delCTTT, en heterocigosis sin observarse sesgo en el

patrén de inactivacién del cromosoma X.

En la familia B dos casos mostraron concordancia en los niveles de XIP en sangre periférica
(XIPsp) y mucosa bucal (XIPyg). El caso indice (P34) heterocigota para el cambio c.325A>G,
presentd XIP sesgado extremo, 99/, y niveles de FVIII:C <1Ul/dl y su tia materna (P36)
heterocigota para el mismo cambio, presenté XIP del 86 / y nivel de FVIII:C de 50 Ul/dl. La
deteccion de la fase permitié asociar en el caso indice el cromosoma X activo ligado al alelo F8
gue porta la mutacién y en su tia el cromosoma X activo al alelo F8 que no porta la mutacion.
Estos hallazgos indicarian que el higado presentaria el mismo sesgo que los tejidos estudiados.
En cambio es esta misma familia la madre del caso indice (P35) presentd niveles de XIP
discordantes en sangre periférica (XIPsp 99/ ) y mucosa bucal (XIPyg 60/ ) y la tia materna (P37)
presentd un unico XIPsp del 97/, Ambos casos mostraron la mutacién familiar en heterocigosis y
niveles de FVIII:C de 58 Ul/dI. El estudio de fase en estos casos indica que el cromosoma X activo
estd ligado el alelo F8 no mutado. En consecuencia los valores observados de FVIII:C tipicos de
portadoras asintomaticas, indicarian junto al hallazgo de discordancia del XIP en SP y MB, que el

higado, presentaria un estado de inactivacién distinto e independiente del medido en SP.

Los estudios de correlacion XIP-FVII:C en sangre periférica mostraron modestas diferencias
significativas (p <0,05) tanto en tablas de contingencia considerando FVIII:C extremo/intermedio

versus XIP sesgado extremo/no sesgado, planteando un contraste con la literatura.

En otro analisis de la misma serie se aplica un modelo de correlacién teérico, modelo V,
asumiendo que no se conoce la fase entre el F8 mutado y el X inactivo, indicé en concordancia

con el analisis de contingencia una modesta correlacion significativa (p <0,05) comparado con
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modelos alternativos en portadoras (modelo A y promedio de portadoras) y no significativos

tomando la dispersion del promedio de la serie de no portadoras normalizado.

Estos hallazgos de correlacion XIP-FVIII:C en sangre periférica, en contraste con lo reportado en
la literatura, pueden asociarse a un sesgo en nuestra serie con exceso de portadoras
sintomdticas, casos usualmente asociados a inactivacidon sesgada con predisposicion genética,

sea primaria o secundaria, a presentar sesgo en todos los érganos y tejidos de la economia.

La concordancia o discordancia de los valores de XIP en sangre periférica y mucosa bucal
estarian estimando el grado de predisposicion genética a presentar inactivacién sesgada en toda

la economia o mostrar segregacion distinta e independiente en cada tejido, respectivamente.
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