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1 Introduccion

La enfermedad de Anderson-Fabry (EF, MIM#301500), histéricamente conocida como
“Angiokeratoma corporis difussum” o “Lipidosis hereditaria distopica”, es una metabolopatia de
tipo congénita ligada al cromosoma X, que se caracteriza por un defecto en el catabolismo de
glucoesfingolipidos neutros a nivel sistémico cuya consecuencia es el acimulo de éstos en el
lisosoma. La causa de este defecto metabdlico es la alteracion estructural o de los niveles de la
enzima a-galactosidasa A (a-Gal A; EC3.2.1.11), debido a la mutacidn o desregulacion del gen
GLA ubicado en el brazo largo del cromosoma X (g22.1). Esta enzima tiene la funcién de
hidrolizar los residuos a-galactosa terminales de los glucoesfingolipidos neutros (figura 1.1),

principalmente globésidos como la ceramidatrihexdsido o globotriaosilceramida (Gbs) ?

Figura 1.1. Defecto metabdlico en la enfermedad de Fabry.

1=

Globotriaosilceramida (Gb,)
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1.1 Antecedentes historicos

Desde la descripcidn de los primeros signos y sintomas de la enfermedad hasta el desarrollo de
las aproximaciones terapéuticas actuales, han transcurrido poco mas de 100 afios, dandonos
idea del vertiginoso progreso en el entendimiento de la enfermedad. La EF fue descrita por
primera vez en el siglo XIX, concretamente en 1898 por los doctores Sir William Anderson en
Inglaterra 2 y Johannes Fabry en Alemania 3> de manera independiente. Ambos describieron
sendos varones con erupciones cutaneas que refirieron como “ectasia de los capilares
cutaneos”. En 1947, Pompen et al., intuyd una alteracidon de depdsito generalizada tras la
realizacién de la autopsia a dos pacientes fallecidos de la EF 4. Pocos afios mas tarde, en el afio
1955 de Duve et al. describen por primera vez a nivel citoldgico la existencia de unas organelas
citoplasmicas diferentes a los microsomas y a las mitocondrias con una naturaleza acidica. El
hallazgo de los lisosomas les valié el premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1974 °. Una vez
establecido un depdsito generalizado y la existencia de una pequefia organela, en 1963 Sweely
and Klionsky consiguen aislar del rifién, conservado en formaldehido de un varén de veintiocho
afios fallecido de insuficiencia renal, la fraccion lipidica de este érgano e identifican a la Gbs
como el lipido mayoritario en ella é. En ese mismo afio, Hers et al. fue el primero en relacionar
un error innato del metabolismo con el acimulo de un producto sin degradar en el interior del
lisosoma. Desarrollé un método in vitro para cuantificar la actividad de la hidrolasa lisosomal a-
glucosidasa acida y la cantidad de glucdgeno presente en varios tejidos. Estudié el depédsito de
glucdgeno en cinco casos pediatricos fallecidos entre los 4,5 y 19 meses de vida, a causa de una
cardiomegalia producida por la enfermedad de Pompe, y determiné la relacidn de la ausencia
de la actividad enzimdtica con el acimulo de glucdgeno en el tejido cardiaco ’. Transcurrido unos
pocos afios, en 1967, uno de los investigadores mas relevantes en el area de las enfermedades
de depdsito lisosomal, Roscoe O. Brady, identificd el defecto enzimatico que causaba la EF a
partir del estudio bioquimico realizado en muestras de mucosa intestinal de individuos control
vs individuos Fabry (dos varones y una mujer, madre de uno de los varones) usando como
sustrato de la reaccién una molécula de Gbs marcada con isétopos radiactivos 8. Este mismo
investigador consiguié uno de los hitos mds importantes en la historia de la enfermedad: en
1973 publicé el primer trabajo de abordaje terapéutico especifico de la EF, al purificar la enzima
a-Gal A del tejido placentario humano e infundirlo a dos varones (20 y 35 afios) con sintomas
clasicos de la EF y cierta afectacion renal °. Brady et al. constataron que, tras una hora de
infusién, eran capaces de detectar actividad de a-Gal A en las células de la serie blanca y en

tejido hepatico. En la década siguiente, La biologia molecular sufriria una revolucién por el
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desarrollo en 1986 por parte de Mullis et al. de un protocolo de amplificacion in vitro de la
molécula de acido desoxirribonucleico (DNA) denominado “reaccién en cadena de la
polimerasa” . Este descubrimiento propicié que en 1989 Konreich et al. consiguieran descifrar
la secuencia genética codificante de la a-Gal A en el gen GLA . Con la aproximacién terapéutica
de Brady et al. en 1973, se ponen en marcha de proyectos de investigacién focalizados en el
desarrollo de terapias especificas para la EF en el tratamiento de la enfermedad, culminando en
el afio 2001 con el primer estudio preclinico de la primera enzima recombinante para terapia
enzimatica sustitutiva (TES) en la EF 2y la aprobacién por la Agencia Europea del Medicamento
(AEM) en ese mismo afio 34, La disponibilidad de métodos sencillos andlisis de muestras, como
supuso el uso de muestra de gota de sangre seca o “dried blood spot” (DBS) ¥y de la
disponibilidad de un tratamiento especifico para la EF, propicié la carrera investigadora y de
desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas como las chaperonas moleculares %, que
finalizarian en la aprobacion de la AEM en el afio 2016 Y. El futuro de la EF se encuentra en el
desarrollo de terapias de reduccidn de sustrato (TRS), mediante inhibicién de la enzima

glucosilceramida sintasa (GCS) %8, y en la terapia génica *° (figura 1.2).

Figura 1.2. Evolucion histérica de hitos asociados a la enfermedad de Anderson-Fabry.
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1.2 Prevalencia

La EF se trata de una patologia panétnica y considerada como una enfermedad rara. Segun la
definicidon adoptada por los paises miembros de la Unién Europea en el programa de accién de
la comunidad 1993-2003 y en la directiva europea 141/2000 para la designacion de
medicamentos huérfanos, la prevalencia de estas patologias en 5 afectos de cada 10.000

habitantes de la Unidn.

La prevalencia para la enfermedad se postuldé en 1 de cada 40.000 varones. Los estudios de

prevalencia en poblacién general (1 de cada 117.000 - 1 de cada 476.000) 22! y en poblaciones




especiales o de riesgo (ver apartados 1.2.1-1.2.3) muestran grandes discrepancias,
permitiéndonos pensar en una enfermedad cuya prevalencia real se encuentra subestimada. Las
casusas mads probables de esto las encontramos muy probablemente, por la dificultad
diagndstica y de interpretacidon, asi como la falta de correlacion genotipo-fenotipo. El
agravamiento de esas diferencias y la evidencia de que la prevalencia real estd subestimada

queda patente en el analisis de la prevalencia de la EF en poblaciones especiales o de riesgo.
1.2.1 Cribado neonatal

Los datos publicados respecto a las diferentes iniciativas de cribado neonatal, aumentan en gran
manera la prevalencia de la enfermedad respecto a los datos mostrados en poblacion general,
haciendo que la EF dejase de ser considerada como rara. Las principales publicaciones en este
grupo poblacional se recogen a continuacion en la tabla 1.1 observandose un rango de

prevalencia de 1 de cada 1.250 a 1 de cada 7.575 recién nacidos vivos 22727,

Tabla 1.1. Principales estudios de busqueda de pacientes en el cribado neonatal.

Estudio Poblacion Prevalencia® Observaciones y limitaciones del estudio

Spada et al. 2006 Italiana 1/1.500 Estudio enzimatico + molecular DBS

Hwu et al. 2009 Taiwanesa 1/1.250 86% mutacion intron 4 (NM_000169.2:¢.639+919G>A)
Mechtler et al. 2012 Austriaca 1/3.859 Estudio enz. espectrometria de masas + molecular DBS
Inoue et al. 2013 Japonesa 1/7.057 Estudio enzimatico + molecular en DBS

Hopkins et al. 2015 Americana 1/2.913 Estudio enz. microfluidica digital DBS

Colon et al. 2017 Espaiola 1/7.575 Estudio enzimatico + molecular DBS

DBS=Gota de sangre seca.
*Prevalencia referida a los recién nacidos vivos independientemente de su género, excepto en el estudio de
Colon et al. que solo hace referencia a los varones recién nacidos vivos.

1.2.2 Poblaciones de riesgo.

1. Enfermedad renal: Los estudios de prevalencia de la EF en pacientes con enfermedad renal

crénica (ERC) muestran datos similares bien en poblacién europea (Tsakiris et al. publica 1
de cada 5.309 pacientes con ERC) 28 bien en poblacién estadounidense (Thadhani et. al.
publica 1 de cada 5.906 pacientes con ERC) ?°, sin embargo los estudios de pacientes
sometidos a hemodialisis muestran una prevalencia mayor: Moiseev et al. identifica 1 de

cada 2.786 pacientes rusos en

y Frabasil et al. encuentran 1 de cada 437 pacientes
argentinos 3% Un claro ejemplo de la efectividad de estos programas de busqueda de

pacientes, es el realizado en pacientes espafioles hemodializados en el que se consiguié una
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relacidn de 1 de cada 332 pacientes, sin tener en cuenta los pacientes diagnosticados en los
estudios familiares a partir de los casos indices anteriores 32,

2. Enfermedad cardiaca: La practica totalidad de los estudios publicados de prevalencia de la

EF en sujetos con enfermedad cardiaca, se refieren a la miocardiopatia debida a la
hipertrofia del ventriculo izquierdo (MHVI) de origen desconocido. A diferencia del resto de
programas desarrollados en poblaciones de riesgo, la prevalencia de la EF en la poblacién
con MHVI de origen desconocido es muy superior, como se observa en los datos extraidos

de los diferentes estudios y plasmados en la tabla 1.2, 334

Los programas de busqueda de pacientes con MHVI de origen desconocido resultan en una

“rentabilidad” diagndstica superior a la de los otros programas orientados a poblaciones

especiales, ya que suponen entre el 0,5% y 12% de las muestras cribadas 3+,

Tabla 1.2. Principales estudios de busqueda de pacientes en poblacion con miocardiopatia hipertréfica de
ventriculo izquierdo de origen desconocido.

Estudio Prevalencia® Observaciones y limitaciones del estudio

Nakao et al. 1995 1/33 Varones; estudio enzimatico plasma + molecular

Sachdev et al. 2002 1/26 Varones; estudio enzimatico plasma + molecular

Chimenti et al. 2004 1/9 Mujeres; estudio histoldgico + enzimatico leucocito + molecular
Monserrat et al. 2007 1/54 Varones y mujeres; estudio enzimatico plasma + molecular
Elliott et al. 2011 1/198 Varones y mujeres; estudio molecular

Hagege et al. 2011 1/98 Varones y mujeres; estudio enzimatico + molecular DBS
Palecek et al. 2014 1/25 Varones; estudio enzimatico + molecular DBS

Kubo et al. 2017 1/89 Varones; estudio enzimatico plasma + molecular

Maron et al. 2018 1/293 Varones y mujeres; estudio enzimatico + molecular DBS
Newman et al. 2019 1/239 Varones y mujeres; estudio enzimatico + molecular DBS
Woo-Shik et al. 2019 1/141 Varones; estudio enzimatico plasma + molecular

DBS=Gota de sangre seca.

3. Enfermedad cerebrovascular: La mayoria de los programas de busqueda de pacientes se

han dirigido a poblacién adulta joven (principalmente entre 18-60 afios) con ictus isquémico

de causa no aclarada o criptogénico.

Los principales programas de busqueda de pacientes con ictus (muchas veces recurrente)

en poblacion menor de 60 afos se recogen en la tabla 1.3 con menor “rentabilidad”

diagndstica que los indicados en el apartado 1.2.3 4752,




Tabla 1.3. Principales estudios de busqueda de pacientes en poblacién menor de 60 afios e ictus recurrente.

Estudio Prevalencia®

Observaciones y limitaciones del estudio

Rolfs et al. 2005 1/26 Varones y mujeres; estudio enzimatico plasma + molecular

Dubuc et al. 2013 1/14 Género no especificado; estudio molecular + biomarcadores DBS

Shi et al. 2014 1/20-1/30 Meta-analisis valorando 9 estudios y n=8.302

Romani et al. 2015 1/36 Varones estudio enzimatico + molecular; Mujeres estudio molecular

Fazekas et al. 2015 1/111 Varones y mujeres; estudio enzimatico + molecular DBS

Bersano et al. 2016 1/33 Varones estudio enzimatico + molecular; Mujeres estudio molecular

Reisin et al. 2018 1/311 Varones estudio enzimatico + molecular; Mujeres estudio molecular

Lee et al. 2019 1/500 Varones y mujeres; estudio molecular

DBS=Gota de sangre seca.
1.3 Patogenia

1.3.1 Sustratos acumulados

La causa fundamental de la EF es el acumulo sistémico de lipidos neutros pertenecientes a la
familia de los esfingolipidos (figura 1.3) °. Estos lipidos derivan de la esfingosina, un
aminoalcohol de cadena alifatica (figura 1.3 H). A su vez, la esfingosina, se halla unida a un acido
graso de cadena larga mediante un enlace amida dando lugar a la ceramida (figura 1.3 G). Unida
al grupo hidroxilo 1 de la ceramida mediante enlace O-glucosidico encontramos un oligosacarido
de diferente composicién y tamaio (tabla 1.4), formando los glucoesfingolipidos (figura 1.3 A-

B-C-E-F).

Tabla 1.4.Principales oligosacaridos que conforman los glucoesfingolipidos.

Familia Estudio Oligosacarido®
GM1 Gal+NAC-Gal+NANA+Glu+Cer
Ganglidsidos GM2 NAC-Gal+NANA+Glu+Cer
GM3 NANA+Glu+Cer

Globotetraosilceramida (Gh,)

NAC-Gal+Gal+Gal+Glu+Cer

Globotriaosilceramida (Gbs)

Gal+Gal+Glu+Cer

Globésidos
Lactosilceramida (Gb;) Gal+Glu+Cer
Galabiosilceramida (Ga;) Gal+Gal+Cer
Glucosilceramida (Gb;) Glu+Cer
Cerebrésidos
Galactosilceramida (Ga) Gal+Cer

*Gal=Galactosa; Glu=Glucosa; NAC-Gal=N-Acetil Galactosamina; NANA=Acido N-Acetil Neuroaminico;

Cer=Ceramida.
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En la EF, el glucoesfingolipido que se acumula en mayor proporcién es la Gbs (figura 1.3 B). Este
glucolipido es llamado también antigeno pk de los grupos sanguineos p >*y CD77 actuando como
receptor de la toxina Shiga (Shigella dysenteriae) o semejante a Shiga también llamada
verotoxina (Escherichia coli) **°. Otras substancias acumuladas son: la globotriaosilesfingosina
(liso-Gbs, figura 1.3 D), derivado deacilado de la Gbs generado por la accion catalitica de la
ceramidasa acida *° y la galabiosilceramida (Ga,, (figura 1.3 E), presente mayoritariamente en
rifdn >,

Figura 1.3. Glucoesfingolipidos. (A) Globotetraosilceramida o Gb,; (B) Globotriaosilceramida o Gbs; (C)

Globotriaosilesfingosina o Liso-Gbs; (D) Lactosilceramida o Gb,; (E) Galabiosilceramida o Gay; (F) Glucosilceramida
o Gb;; (G) Ceramida; (H) Esfingosina; Fuente: imagen adaptada de www.matreya.com y www.avantilipids.com.
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1.3.2 Fisiopatologia general

La principal alteracién fisiopatoldgica en la EF es la disfuncidon vascular, participando de la

patogenia de ésta los siguientes factores >&:

1. Acumulo de Gbs: El origen del acimulo de Gbs bien es debido a la sintesis endégena, bien a

la autofagocitosis de las membranas celulares. En el segundo caso, cabe destacar que los
glucoesfingolipidos son moléculas que se encuentran en las membranas plasmaticas de la
mayoria de las células de todos los tejidos en el organismo. Debido a la elevada tasa de
recambio de los hematies, es esta fuente de glucolipidos la que mas contribuye al desarrollo

de la EF. Excepto en las personas con grupos sanguineos pk y p, el principal




glucoesfingolipido de la membrana del hematie es la globotetraosilceramida (Gbs, figura 1.3
A). Cuando las células rojas se vuelven senescentes son retiradas del organismo por los
macréfagos. Todos los componentes de la membrana de las células fagocitadas son
degradados enzimdaticamente en el lisosoma. Por medio de la catdlisis enzimdtica de la
Hexosaminidasa B, las moléculas de Gb, son hidrolizadas formando Gbs. En los pacientes
con la EF, puesto que la actividad de la a-Gal A estd reducida o es nula, se acumulan
cantidades patoldgicas de Gbs en todos los tejidos del organismo. La importancia de la
fuente constante de glucoesfingolipidos procedente del estroma de los hematies
senescentes fue confirmada por experimentos con el modelo en ratén de EF. En este ratén
se produce un acumulo significativo de Gbs en los érganos °.

2. Alteracion estructural de los vasos: La pared vascular se encuentra alterada ya que existe

un engrosamiento de la intima y media de la capa muscular de la pared arterial, siendo esta
hiperplasia la que precede a la disfuncién endotelial en el devenir de los acontecimientos
que llevan a la vasculopatia %62,

3. Activacidn endotelial y estado protrombético: este fendmeno se pone de manifiesto al

estimularse en leucocitos circulantes la sintesis y liberacién de moléculas para la adhesidn
al endotelio vascular, debido a la presencia de glucoesfingolipidos; a su vez, una mayor
interaccion de los leucocitos con el endotelio estimula en los primeros una mayor sintesis
de moléculas proinflamatorias como interleucinas o factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)
62, Otro factor a tener en cuenta en la activacion endotelial y del estado protrombético, es
el exceso de produccion de especies reactivas de oxigeno y la reduccién de la actividad del
oxido nitrico, propiciando la regulacion a alza de la expresion de moléculas de adhesion en

el endotelio vascular &

. Se ha constatado que en los pacientes EF existe una menor
expresion de factores tromboliticos que propician el estado protrombdtico edades

precoces.

1.4 Estructura de la a-galactosidasa A humana

La estructura de la a-Gal A humana fue determinada mediante cristalografia de rayos X en el
afio 2004 ®* y se encuentra indizada en el repositorio publico “Protein Data Bank” del Instituto

Nacional de la Salud de EE. UU con el nimero de acceso 1R46 (ver enlaces).

La enzima comprende 429 aminodcidos y se estructura como un homodimero, en el que cada
mondmero lo forman dos dominios: el dominio 1 o N-terminal es un barril (B/a) y el dominio 2

o C-terminal es un sandwich B que contiene 8 hebras B antiparalelas (figura 1.4). El dominio N-
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terminal esta comprendido entre los residuos 32 al 328 y el dominio antiparalelo C-terminal
entre los residuos 329 al 421. El dominio N-terminal contiene el centro activo de la enzima el
cual estd colocado al final del dominio C-terminal en las hebras B (B1-B7) al lado del centro del

barril .

Figura 1.4. Vista 3D de uno de los monémeros de la a-Gal A humana. Fuente: Protein Data Bank, imagen adaptada
de Garman SC y Garboczi DN 2004.

Domain 2

Domain 1

En la superficie de la molécula se encuentran tres motivos N-glicosilados unidos a los residuos
de 4cido aspartico N139, N192 y N215. El centro activo de la molécula (figura 1.5) esta formado
por las cadenas laterales de los residuos W47, D92, D93, Y134, C142, K168, D170, C172, E203,
L206, Y207, R227, D231, D266 y M267. Los residuos C142 y C172 forman un puente disulfuro.

Los dos centros activos en el dimero estan separados a una distancia aproximada de 50 A .

Figura 1.5. Centro activo de la enzima. En azul estan representadas las interacciones de van der Waals y en rojo los
puentes de hidrégeno con el ligando de a-galactosa. Fuente: imagen adaptada de Guce A y Garman SC 2010.

E203
Y207




La a-Gal A, usa un mecanismo de reacciéon de doble desplazamiento (figura 1.6), donde se
producen dos ataques nucledfilos consecutivos en el carbono anomérico del sustrato,
rompiendo el enlace glucosidico con la retencién global del carbono anomérico del producto.
En la a-Gal A, el catalizador nucledfilo es el residuo D170 y la catalisis acido/base esta producida

por el residuo D23 1°°,

Figura 1.6. Mecanismo de reaccion. Fuente: imagen adaptada de Guce A 2010.
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1.5 Genética Molecular

El gen GLA codifica la hidrolasa acida lisosomal a-Gal A (EC.3.2.1.22) y esta localizado en el brazo
largo del cromosoma X (Xg22.1). Estda compuesto por una regidon promotora, siete exones (el
tamanfio oscila entre 92 y291 pares de bases [pb]) y por seis zonas intrdnicas (Figura 1.7.). La
region codificante comprende 1.292 pb. Como peculiaridades de este gen, es que es uno de los
qgue mas elementos Alu contiene en el genoma y que carece de zona 3’ no traducida o “UTR”;

esta Ultima peculiaridad hace que la sefial de poliadenilacidn se sitte en la regidn codificante .

Figura 1.7. Representacion grafica del gen GLA. Zonas intronicas en verde. El tamafio de exones e intrones no se
encuentra a escala.

Loci NC_000023.10 -> GRCh38.p5: 101397803 - 101407925%I]i|
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1.5.1 Patron de herencia

La localizacion del gen GLA supone que el modelo de herencia se encuentre ligado al cromosoma
X. Los varones portadores hemizigotos de las variantes causales de la enfermedad, van a
transmitir las variantes al 100% de sus hijas y a ningln vardn en la siguiente generacidn; en el
caso de las mujeres heterozigotas, la van a transmitir al 50% de sus descendientes sin importar

el género de éstos (figura 1.8).

Figura 1.8. Modelo de herencia ligado al cromosoma X. Fuente: imagen adaptada de www.google.com.
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Tradicionalmente se ha considerado que la herencia de esta enfermedad era de tipo ligada al X
recesiva. Las definiciones estandar de herencia ligada al X dominante o recesiva no tienen en
cuenta la diferente expresividad de las patologias en mujeres ni tampoco los mecanismos que
provocan esa expresion diferencial, por lo que se propone la discontinuacién de esas

definiciones y tan solo describirse las patologias como herencia ligada al X .

1.5.2 Espectro mutacional

Se han descrito 967 variantes en el gen GLA (MIM*300644) en septiembre de 2019, todas ellas
recogidas en la base de datos de variantes en genes humanos del Instituto de Genética Médica
de Cardiff (HGMD, ver enlaces) ®°. Atendiendo a la distribucidn de las mutaciones presentada en
la figura 1.9, aproximadamente, el 75% de las variantes indizadas son variaciones puntuales
(cambio de aminodcido, generacién de coddn de parada prematuro, de ayuste o polimorfismos)

y el 25 % restante corresponden a pequeiios reordenamientos (deleciones y duplicaciones).
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Figura 1.9. Diagrama de sectores de la distribucién de las mutaciones del gen GLA, indizadas en la base de datos
HGMD, segun la naturaleza de las mismas.
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No existen claros puntos calientes o “hot spots” que concentren la mayoria de mutaciones
puntuales, aunque es frecuente encontrarlas en los exones 5 y 6 siendo menos habituales en el
exon 4. Tampoco existen mutaciones recurrentes en general o para las distintas poblaciones [a
excepcion de la asiatica donde la mutacién intrénica NM_000169.2:¢.639+919G>A presenta una
gran prevalencia como vimos en el apartado 1.2.1 %3], ya que la mayoria de las mutaciones son
privativas o exclusivas de cada familia. Este hecho es frecuente en enfermedades de baja
prevalencia y obliga a estudiar la totalidad del gen cuando se sospecha la enfermedad; el 5-10%

de los casos de diagnosticados de la EF es debido a mutaciones que han surgido de novo 77

Debido a la auge de los estudios de secuenciacién masiva, Las ultimas recomendaciones de la
“American College of Medical Genetics” (ACMG) tratan de estandarizar las recomendaciones a
la hora de interpretar variantes genéticas e indican que éstas deben clasificarse atendiendo a
criterios estructurales, poblacionales, in silico etc. 72, Esta asociacion categoriza las variantes de

la siguiente manera:

e Patogénica: variante que causa la enfermedad avalada por evidencia robusta genética
y experimental, incluyendo analisis de cosegregacion familiar consistente y estudios
funcionales.

e Probablemente patogénica: variante con evidencias no definitivas, la evidencia se basa
en su similitud con variantes patogénicas conocidas, cosegregacién con familiares o
poblaciones con enfermedad y la evidencia funcional.

e Significado incierto (VUS): variante que no retne los criterios de las anteriores o cuando

hay contradicciones en cuanto a su significado patoldgico o benigno.

12
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e Probablemente benignas: variante con evidencia que apoya que no causa enfermedad
(pero no concluyente).

e Benigna: variante con evidencia concluyente de que no causa la enfermedad,
tipicamente determinada (no exclusivamente) por su presencia en la poblacién general

(sana) con una prevalencia que excede la sospechada para la enfermedad.

A la vista de esta clasificacidn, encontramos variantes genéticas detectadas solas o en conjunto,
en pacientes con sintomatologia de la EF en la EF que por lo tanto deben ser consideradas VUS
y generan amplio debate sobre su implicacién patogénica 7383, Otro grupo muy importante de
variantes (ver figura 1.10) 8, lo constituyen algunas variantes como NM_000169.2:c.-30A>G 8>%5,
NM_000169.2:¢.196G>C (p.Glu66GIn) 888 NM_000169.2: c.937G>T (p.Asp313Tyr) 8! en las
que los diferentes grupos de investigacién no unifican su criterio respecto al caracter patogénico
o benigno de las mismas y que presentan una elevada prevalencia en la poblacién. Por ultimo,
dentro del grupo de las variantes patogénicas y probablemente patogénicas, cabria resaltar
aquellas en las que estan causando la enfermedad por alteracién del patrén de ayuste fisioldgico
del acido ribonucleico mensajero (mMRNA) inmaduro; dentro de éstas, hay algunas variantes que
causan la EF por el mecanismo anterior al cambio de aminoéacido en el polipéptido % otras sin

embargo son variantes intrdnicas alejadas de la zona dadora o aceptora que también desregulan

el mecanismo de ayuste %%,

Figura 1.10. Representacion triangular de las variantes genéticas identificadas en el fenotipo clasico, tardio,
variantes de significado incierto e incluso polimorfismos en la EF. Fuente: imagen adaptada de Ortiz et al. 2018.
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1.5.3 Correlacidn genotipo-fenotipo

En la EF es dificil establecer una correlacidn entre el genotipo identificado con el fenotipo debido

% la variabilidad clinica de la EF, la elevada

a la alta proporciéon de mutaciones privadas
variabilidad fenotipica intrafamiliar, la influencia de otros factores no genéticos °® y la similar

presentacion clinica respecto a otras entidades mds prevalentes

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, es necesario afirmar que la naturaleza de las
mutaciones y su localizacién en la estructura proteica vana a condicionar la actividad enzimatica
residual y en consonancia la expresion fenotipica. Asi pues, se asocia un fenotipo “cldsico” a
mutaciones que afectan al centro activo y/o a la estabilidad conformacional de la enzima,
mientras que se asocia un fenotipo “atipico o tardio” a mutaciones alejadas del centro activo de
la enzima o bien que desregulen la expresién de ésta. En este ultimo, la actividad residual
enzimatica juega un papel importante en el retraso en la aparicidn de los sintomas de la EF. Con
el conocimiento actual sobre la historia natural de la enfermedad, se ha propuesto que resultaria
mas apropiado describir la EF como una enfermedad con amplio espectro de fenotipos clinicos

heterogéneos y progresivos.®®

Un condicionante importante en la expresién del fenotipo, ademas de la actividad residual de la
enzima, seria la presencia de factores modificadores genéticos y ambientales. Entre los primeros
se identifican variantes en genes codificantes para moléculas proinflamatorias o de la cascada
de la coagulacion como el gen de la interleucina 6, el gen de la enzima dxido nitrico sintasa
endotelial, el gen del Factor V de Leiden o del receptor de la vitamina D. Entre los segundos son
importantes factores aquellos relacionados con el riesgo vascular (hipertension arterial,

colesterolemia, tabaquismo etc.) 7.

1.5.4 LaEF en las mujeres. Bases genéticas y moleculares.

En la EF el término portador no es el mas adecuado, ya que las mujeres pueden no desarrollar
sintomatologia o bien la pueden presentarla variando desde fenotipos cldsicos a atipicos como
lo harian los varones con la salvedad que la edad de presentacion de los sintomas de la

enfermedad estd ligeramente retrasado unos diez afios respecto de los varones 3698101,

El hecho de que las mujeres no sean meras portadoras y presenten una amplia variabilidad
fenotipica podria ser explicado por los mecanismos epigenéticos de compensacién de dosis

génica durante la fase embrionaria, en los que se inactiva de forma aleatoria el cromosoma X
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paterno o materno, fendmeno conocido con el nombre de “Lyonizacion” por ser descubierto
por la Dra. Mary F. Lyon en el afio 1962 %2, Posteriormente, todas las células descendientes
mantendran el patrén de inactivacién adquirido en la fase de blastocisto de modo que las
mujeres presentan una situacion de mosaicismo somatico respecto las caracteristicas genéticas

segregadas en dicho cromosoma.

Un ejemplo visual (Figura 1.11.) de este fendmeno es la expresion del color naranja en la capa
de las hembras felinas. El color naranja en esta especie esta codificado por el locus O-o localizado
en el cromosoma X; una hembra heterozigota para ese locus (00) expresara un fenotipo mosaico
en su capa, con zonas naranjas y no naranjas. Una salvedad a este patrén, es el color blanco ya
que éste se produce por falta de expresion de los locus que controlan la coloracion de la capa.
Debido a la condicién quimérica de las células somaticas de las mujeres, cabe destacar entre
otras implicaciones a nivel fenotipico, que aproximadamente una tercera parte de la mujeres
portadores de una variante genética patogénica y que desarrollaron signos y sintomas de la EF,

no presentaban actividad enzimatica reducida %

Figura 1.11.Expresion fenotipica del mosaicismo germinal del locus O-0 en la capa de las gatas carey. Fuente:
imagen adaptada de www.google.com

Z e "
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La epigenética es un mecanismo de regulacion del DNA involucrado en la expresidn de los genes

durante el desarrollo celular. Este mecanismo no modifica la secuencia nucleotidica del DNA
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siendo estable y heredable tanto en células somaticas como gaméticas. Los principales

mecanismos de regulacién epigenética son:

a. Modificacién covalente del DNA (Metilacién): adicidn enzimatica, por medio de metil-

transferasas, de un grupo metilo a la base nitrogenada de citosinas que preceden a
guaninas (dinucledtidos Cp.) principalmente, formando 5-metilcitosina e inactivando asi
la expresion génica. Es el principal mecanismo de regulacion epigenética.

b. Modificacidn covalente de Histonas (Deacetilacién): eliminacion enzimatica, por medio

de histona-deacetilasas de los grupos acetilo unidos a residuos de Lisina del extremo
aminoterminal de alguna de las Histonas que intervienen en la formacion del
nucleosoma e inactivando asi la expresién génica.

c¢. RNAs no codificantes: este tipo de moléculas presenta tamafios que oscilan entre 20-

300 pb siendo el mejor ejemplo de este tipo de moléculas es el gen XIST dentro del locus
XIC (figura 1.12). Este locus es responsable de la regulacion de la inactivacion de uno de
los cromosomas X; se trata de un locus complejo del que participan diferentes genes
cada uno importante en el proceso de inactivacion, pero sin duda el mds importante es
el gen XIST que codifica para un RNA no codificante con funcién de modificacién

epigenética.

Figura 1.12. Organizacidn del locus XIC. Fuente: imagen adaptada de www.unav.edu.
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1.6 Signos y sintomas de la EF

Los sintomas tempranos de la EF se experimentan generalmente antes en los varones que en las
mujeres, por lo que deberemos aplicar esta premisa durante la revisién de los signos y sintomas
de la enfermedad %. En la tabla 1.5 se recogen los principales signos y sintomas de la EF

agrupados por sistema afectado %,

16



INTRODUCCION

Tabla 1.5. Principales signos y sintomas relacionados con la EF.

Sistema, organo, tejido Sintoma observado

Accidentes cerebrovasculares

Cansancio, mareo, depresion

Sistema nervioso y anejos Dolor neuropatico crénico o agudo (acroparestesia)

Opacidad corneal, tortuosidad vascular, cérnea verticillata

Tinnitus y sordera neurosensorial

Nauseas, vomitos, diarrea

Intestino
Dolor abdominal postprandial
Angioqueratomas
Piel
Dishidrosis
Obstruccion de vias areas
Pulmén Falta de aliento, fatiga
Insuficiencia respiratoria
Proteinuria, hematuria
Rifién Sindrome nefroético
Insuficiencia renal, didlisis, trasplante renal
Hipertrofia ventricular
Corazon Alteraciones en la conduccion

Valvulopatia

1.6.1 Sintomas precoces de la EF

Uno de los principales sintomas precoces en la EF es el dolor producido por las alteraciones del
sistema nervioso periférico. Este es padecido entre el 60-80% de los varones y mujeres jovenes
afectadas comenzando antes de los 10 afios 1%. Se han descrito dos tipos de dolor: las crisis
episddicas “Crisis de Fabry”, caracterizadas por dolor ardiente en brotes originado en las zonas
distales de las extremidades que se irradia hacia otras partes del cuerpo (acroparestesias) y el
dolor crénico, caracterizado por parestesias ardientes y hormigueos de menor intensidad pero
constantes 1%, Las crisis de Fabry pueden ser precipitadas por la fiebre, el ejercicio, el estrés y el

cambio dréstico de temperaturas %

. Como consecuencia del dolor, los pacientes de EF
experimentan un malestar constante y tienen una calidad de vida muy deficiente. Otros
sintomas de aparicidon temprana y que perduran en la edad adulta (56% de los varones vs 46%
de las mujeres, presentandose en la segunda década) son las manifestaciones

gastrointestinales, que, aunque son comunes, suelen pasar desapercibidas o suelen ser poco




valoradas 1%°. Los pacientes pueden presentar dolor abdominal (normalmente después de

comer), diarrea, nduseas y vomitos.

Otro sintoma caracteristico es la ausencia de sudoracién (anhidrosis, 18% de los varones,
presentdndose antes de los diez afios) 1% o la disminucién de la misma (hipohidrosis, 49% de los
varones vs 21% de las mujeres, presentandose antes de los diez afios), !, provocando
intolerancia al calor y al ejercicio debido a la dificultad para disipar el aumento de la temperatura

corporalt?,

Un signo visible y precoz es el angioqueratoma. Estos son son lesiones vasculares caracterizadas
por dilataciones de los vasos sanguineos de la dermis papilar con cambios epidérmicos
secundarios, como acantosis y/o hiperqueratosis tipicamente encontrados en la parte baja de la
espalda, ombligo, zona de las nalgas y parte alta de los muslos (pequenias dilataciones vasculares
cutaneas) y los agrupamientos en forma de pequefias papulas de color burdeos (figura 1.13)

tipicamente ubicadas en la zona de las nalgas, zona inguinal y ombligo.

Figura 1.13. Angioqueratomas. Fuente: imagen adaptada de “National Fabry Disease Foundation” de EE. UU. (ver
enlaces).

Es frecuente encontrar cambios en la cdrnea, imagen en rueda de carro producidos por los
depdsitos de material glucolipidico no degradado dando lugar a “cornea verticillata” (figura

1.14).
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Figura 1.14. Cornea verticillata. Se observa la tipica imagen en rueda de carro debido al depésito subepitelial de
Gbs. Fuente: imagen adaptada de Germain DP 2010

También se puede ver afectado el aparato auditivo provocando hipoacusia, tinnitus y vértigo 3.

El tinnitus puede ser un sintoma temprano y ha sido descrito en nifios 14,

1.6.2 Manifestaciones renales

La afectacion renal es bastante comun en la EF produciendo a largo plazo insuficiencia renal
crénica. Los depdsitos de glucoesfingolipidos se pueden encontrar en los podocitos, mesangio,
el epitelio tubular distal, endotelio vascular y las células musculares lisas del endotelio 115116

(figura 1.15).

Figura 1.15. Acimulo renal de Gb3. Detalle 40x de la biopsia renal de un paciente de la EF donde se observa con
detalle la nefrona. Los puntos azules con textura granular son los acimulos de sustrato en el podocito (asterisco

negro), endotelio vascular (flecha amarilla) y mesangio (flecha roja) Fuente: imagen adaptada de Thurberg et al.
2002
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La fase inicial de la afectacidn renal esta caracterizada por la apariciéon de microalbuminuria, la
cual incrementa cuantitativamente con el progreso de la enfermedad siendo unos de los
principales factores desencadenantes de la progresion de la enfermedad renal en la EF. El
mesangio ensanchado, la destruccidn de los glomérulos y su reemplazo por tejido fibrético
producido por el acimulo de Gbs conducen a la glomeruloesclerosis y finalmente a la
insuficiencia renal. Si los tibulos estan afectados mayoritariamente, el andlisis urinario muestra
aminoaciduria, glucosuria y acidosis tubular renal. La evaluacidn de la funcion renal incluye la
creatinina en suero, cistatina C, la estimacién de la tasa de filtrado glomerular (GFR), proteina
total, micro o albuminuria y natriuria **’. La albuminuria o la proteinuria suele ser detectada en
varones hemizigotos en la segunda o tercera década de la vida. La degeneracidn progresiva de

la funcién renal es tipica de la cuarta y la quinta década "°.

1.6.3 Manifestaciones cardiacas

En un estudio de Linhart et al con mas de 700 pacientes afectos de la EF, se observé que el 53%
padecia afectacion cardiaca de algun tipo, siendo la edad media de presentacién en varones de
31,5 afos y en mujeres de 39,9 afios. Entre los eventos cardiacos que se registran asociados la
EF se encuentran: el infarto de miocardio (0,8% varones vs 1,6% mujeres), anormalidad de la
conduccién eléctrica (12% varones vs 7% mujeres), MHVI (33% varones vs 21% mujeres),
valvulopatias (9% varones vs 7% mujeres). Se observa que uno de los eventos cardiacos mas
frecuentes en la EF es la MHVI 18,

La MHVI no explicada por otras causas como la hipertensidn arterial (HTA), estenosis adrtica o
miocardiopatia hipertroéfica primaria debida a variantes en genes de proteinas sarcoméricas, es
la principal entidad en la afectacién cardiaca de la EF. La MHVI se observa en el 53% de los
varones vs 33% de las mujeres sin TES 3%, El patrdn hipertréfico mas habitual en la EF es el
concéntrico, aunque se detecta también un remodelado asimétrico en el 5% de los pacientes.

Entre otras consecuencias, la MHVI conlleva disnea, angina y palpitaciones 8,

119

Tras detectar signos de hipertrofia ventricular en el electrocardiograma ", el método mas

utilizado para valorar la hipertrofia es el ecocardiograma (figura 1.16). Otras técnicas utilizadas

en la valoracién de la HVI es el Doppler tisular permitiendo detectar la afectacion cardiaca previa

120

a la hipertrofia '*°, la resonancia magnética permitiendo identificar presencia de fibrosis

121

mediante el realce tardio con gadolinio **! y una técnica derivada de ésta como es el T1 mapping

en el que no se emplea contraste
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Figura 1.16. Ecocardiografia: Vista paraesternal eje corto mostrando HVI. Fuente: Imagen adaptada de Germain DP
2010

La isquemia de miocardio y el infarto pueden ser debidos al compromiso de la funcién de la red

vascular coronaria !

. Con la edad se desarrolla fibrosis intersticial que va desplazando
progresivamente al miocardio !** y en los estadios finales de la enfermedad, la fibrosis es tan
intensa que se reduce la funcién cardiaca gradualmente hasta que se produce la insuficiencia
cardiaca . Las arritmias malignas son las responsables de un gran nimero de muertes en

pacientes afectados por EF 12°,

1.6.4 Manifestacion cerebrovascular

La neuropatia periférica temprana suele estar seguida de complicaciones cerebrovasculares y
disfunciones autondmicas en la edad adulta. Algunos de los rasgos neurolégicos mas
devastadores de la EF estan causados por lesiones cerebrovasculares, resultado de la
implicacién multifocal de los pequefios vasos sanguineos %%, La afectacion cerebrovascular
puede llevar a una amplia variedad de sintomas desde un grado moderado a grave, incluyendo
cefalea, vértigos, isquemia cerebral transitoria e ictus ¥’. Segln los datos del “Fabry Registry®”,
la prevalencia de ictus en la EF estd estimada en el 6,9% de los hombres y el 4,3% en las mujeres.
Esta prevalencia es superior a la de la poblacion general de la misma edad. Datos del “Fabry
Registry®” 112 y del “Fabry Outcome Survey® (FOS) ?°, han demostrado que la mayoria de los

episodios de ictus en la EF estan producidos por eventos trombdticos en los pequefios vasos.
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1.6.5 Otras manifestaciones

Los trastornos auditivos y vestibulares son frecuentes en EF, resultando en una variedad de
sintomas como la pérdida auditiva, tinnitus y vértigo 7°. Se ha descrito una mayor incidencia de
hipoacusia y sordera subita en pacientes con fenotipo clasico de EF 18, Se ha encontrado una
correlacién entre la afectacion neuropatica y el daio vascular con la pérdida auditiva en varones
en los que la actividad residual de la a-Gal A tenia un efecto protector frente a la pérdida auditiva
129 Otra observacion importante es la pérdida vestibular progresiva en el 80% de los varones y

en el 77% de las mujeres cuando se ha evaluado mediante la prueba de potenciales evocados

130

Las opacidades corneales (visibles mediante microscopio de ldmpara de hendidura) son los
sintomas oculares mas iniciales y frecuentes. Ocurren en la mayoria de varones hemizigotos. Se
observa también una tortuosidad en los vasos retinianos y conjuntivales. Con frecuencia
aparecen también cataratas subcapsulares llamadas “Cataratas de Fabry” y representan un

sintoma ocular patognomonico en la EF “cérnea verticillata” (figura 1.14) 7°.

La afectacidon respiratoria es frecuente en ambos sexos manifestandose como disnea con el
ejercicio, tos crénicay ruidos respiratorios. Es frecuente encontrar obstruccion en los bronquios.
En los casos graves, la infiltracién de Gb3 en la barrera alvéolo capilar y la pérdida de la
elasticidad pulmonar debido a la infiltracidn intersticial, se materializa en una reduccién de la

capacidad y otros indices espirométricos 31

1.7 Diagnostico

La edad de diagndstico promedio en la EF para varones se encuentra en 25,7 + 15,3 afios
mientras que para mujeres es de 31,3 + 17,4 afos, con un retraso promedio desde la aparicion
de los sintomas hasta el diagndstico de aproximadamente 12 afios para ambos sexos *2. Una
vez que se tiene una sospecha de EF, el diagndstico definitivo en varones debe realizarse con el
andlisis de la actividad de la a-Gal A en una muestra de sangre, el cual puede ser llevado a cabo

128 5 en gota de sangre seca'®. La deficiencia

en muestras de células blancas, plasma/suero
enzimdtica puede ser demostrada en cultivo de fibroblastos, orina y otros tejidos . La
confirmacién del diagndstico es llevada a cabo por la deteccidn de la mutacidn causal en el gen
GLA. Las mujeres heterocigotas no se pueden diagnosticar de forma fidedigna mediante el

analisis de actividad enzimatica en leucocitos y plasma, debido a la inactivacidn aleatoria del
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cromosoma X, ya que pueden tener niveles de actividad normales 1%, El analisis mutacional es
imprescindible para confirmar el diagndstico de los pacientes heterocigotos 34, La deteccién y
cuantificacion de los productos de acimulo, Gbs en plasma *y orina %; liso-Gbs en plasma 7y
Ga; en orina *’, pueden ser de gran ayuda como prueba que evidencia el diagndstico y como
marcador de seguimiento de la enfermedad. El desarrollo de la TES 13813 enfatizé la importancia
del diagndstico temprano para la EF. Los métodos de cribado basados en el andlisis de la

actividad enzimatica en gota de sangre seca 33

y de acumulo de sustrato en orina recogida en
papel de filtro %% han sido disefiados para realizar el cribado masivo y en poblaciones con alto

riesgo de EF.

1.7.1 Biomarcadores

Los biomarcadores se definen como analitos que indican la presencia de un proceso bioldgico,
el cual se encuentra en estrecha relacién con las manifestaciones clinicas y el resultado de una
patologia particular. Un biomarcador idealmente, deberia proveer indirectamente de la
informacién de la carga de enfermedad a la hora del diagndstico y seguimiento de la progresion

14

de la enfermedad, asi como de la medida de la correccion terapéutica de ésta *'. Los

biomarcadores pueden ser simples metabolitos o bien moléculas complejas.

1. Gbs: Durante mucho tiempo, el acumulo primario de Gbs; ha sido considerado el
biomarcador de referencia de la EF . Los niveles anormalmente elevados de este glucolipido
no solo ocurren en el interior celular si no que se puede encontrar a elevadas
concentraciones en plasma u orina como se ha constatado en varones afectos de la EF, sin
embargo pueden encontrase niveles ligeramente elevados en orina y niveles normales en

F 1142143 | 3 utilidad de los niveles

plasma de mujeres portadoras sintomdticas de la E
urinarios en la monitorizacion de la progresion de la enfermedad no son efectivos, como lo
demuestran diferentes estudios en los que ademas hay una falta de correlacion entre niveles
urinarios y sintomatologia 3. Por otro lado, los niveles plasméaticos no muestran mejores
valores predictivos para las manifestaciones de la enfermedad . Las técnicas habituales
para medir este metabolito tanto en orina como en plasma son cromatografia liquida de alta
eficacia (CL) acoplada a un sistema de monitorizacién multiple de espectrometria de masas
(EM) 144,245

2. Liso-Gbs: se constatan unos niveles elevados en plasma en pacientes de la EF ¥, A diferencia

de la Gbs presenta cierto valor diagnéstico ya que los niveles de Liso-Gbs; se encuentran

mucho mas elevados y permiten diferenciar entre los sujetos con formas clasicas, de las
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atipicas incluso de las inciertas de la enfermedad resulta incrementado . Otra diferencia
importante respecto de la Gbses que los niveles de Liso-Gbs correlacionan con la gravedad
de los sintomas de la EF y se observa un claro descenso de sus niveles bajo la TES 147248, En
varones tratados con la TES, se produce un descenso de los niveles de Liso-Gbs de manera
rapida (3-6 meses post-inicio TES) para continuar con niveles elevados respecto a la
poblacidn control %814 Sin embargo, encontramos una serie limitaciones en el uso de la
Liso-Gbs como biomarcador de la EF: se desconoce la implicacién de las variaciones de la

148, 150

concentracion del analito en la clinica los niveles pueden verse modificados por una

serie de variables (edad, género, tipo de mutacidn etc.) *¢; la presencia de anticuerpos

antienzima exdgena provocan que se modifique la respuesta de ésta a la Liso- Gbs 1%,

3. Otros: se han publicado trabajos en los que se estudié el comportamiento de moléculas
proinflamatorias como mieloperoxidasas, metaloproteinasas, proteina C reactiva e incluso
la actividad quitotriosidasa 315 | considerada uno de los principales biomarcadores en la
EG ', Otras muchas moléculas se han descrito como potenciales biomarcadores de la EF
asociados a fenotipos cardiacos (Cistatina C y domino amino terminal del péptido

natriurético atrial) > y se contintan los esfuerzos para identificar nuevos biomarcadores

con aproximaciones protedmicas 1°®
1.7.2 Diagndstico enzimatico
La actividad de la a-Gal A habitualmente se mide en muestras de suero/plasma, en leucocitos y
DBS, mediante el uso del sustrato fluorogénico sintético, 4-metilumbeliferil-a-D-
galactopirandsido a un pH de 4,6 ¥133134 En Ig figura 1.17 se ilustra esquemdticamente la

reaccion in vitro de la medida de la actividad enzimatica utilizando el sustrato fluorogénico

mencionado anteriormente.

Figura 1.17. Esquema de la reaccion in vitro de la a-Gal A.
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Para inhibir a la a-N-acetil galactosaminidasa (llamada también a-Gal B) se afiade a la reaccion
N-acetilgalactosamina '*’. Esta enzima es la responsable de méas del 20% de la actividad total de
la a-Gal A en el plasmay entre el 5-10% en leucocitos usando el sustrato sintético. Otros factores
que afectan a la actividad son: el pH, la temperatura, los inhibidores endégenos, anticoagulantes
y contaminacidn por eritrocitos. Todos esos factores se han tenido en cuenta a la hora de
desarrollar el protocolo estdndar y establecer los rangos de referencia. La hemoglobina liberada
por los eritrocitos puede bloquear la fluorescencia emitida por el sustrato sintético. Las muestras
lipémicas presentan otro problema potencial ya que los lipidos en suspension pueden interferir
con los reactivos de la reaccion y afectar las medidas de fluorescencia. En el caso de medidas en
leucocitos, la hemdlisis en el proceso de obtencién también puede ser un problema bloqueando

la fluorescencia emitida por el sustrato.

Los pacientes varones con fenotipo cldsico, generalmente, presentan una actividad en
plasma/suero y leucocitos, baja o indetectable. El diagndstico debe confirmarse por analisis
mutacional. Los niveles de sustrato en plasma u orina estan elevados en la mayoria de los
pacientes y pueden utilizarse como soporte para el diagndstico. Algunos pacientes con fenotipo
clasico moderado tienen niveles residuales bajos de actividad enzimatica. En pacientes con las
formas atipicas de la enfermedad, que no muestran fenotipos clasicos, con sintomas tardios, se

suelen encontrar niveles de actividad residual altos %134

incluyendo las variantes cardiacas *y
renales ®. Los pacientes varones con una presentacion clinica atipica y actividad residual alta,
deben ser investigados a través de una caracterizacion de la actividad residual, secuenciacion
completa del gen GLA y medida de los productos de acimulo en orina o plasma antes de
establecer un diagnédstico definitivo. La actividad en mujeres afectadas varia desde los niveles
bajos encontrados en varones afectados hasta niveles dentro de la normalidad. Un 30% de las
mujeres portadoras tiene actividad enzimatica normal ®. Una actividad normal no tiene por qué
contradecir una sospecha clinica en mujeres. Aunque muchos heterocigotos tienen una
actividad baja en plasma/suero y leucocitos otros no se pueden detectar por métodos
enzimaticos. La identificacion de los portadores esta basada en la deteccidén de las mutaciones
causantes de enfermedad en el gen GLA. Se asume que los niveles de actividad de la a-Gal A en
los leucocitos de los heterocigotos reflejan el patron de inactivacion del cromosoma X en las
células de la muestra. La inactivacion del cromosoma X, se propone como mayor factor

determinante del desarrollo de la enfermedad en heterocigotos. Se encontraron diferencias

significativas entre los valores de la puntuacién de gravedad de la enfermedad y la inactivacidn
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del cromosoma X *® y se ha observado que en heterocigotos en edad avanzada, a veces se

encuentran valores de actividad altos dentro del rango de los heterocigotos.

1.7.3 Analisis mutacional

Para identificar las diferentes mutaciones en el gen GLA se pueden utilizar diferentes técnicas
dependiendo de la naturaleza de la mutacién ¥4 El 90% de las mutaciones (mutaciones
puntuales, pequefios reordenamientos) pueden ser detectados amplificando mediante la
reaccion de PCR, los exones, incluyendo las regiones que lo flanquean, seguido de la deteccion
de los cambios en la secuencia por diferentes métodos. El método mas preciso es la
secuenciacién. La mejor manera de identificar variantes(nuevas y conocidas) y las pequefias
inserciones y deleciones es secuenciar toda la zona codificante y las regiones que lo flanquean
en ambas direcciones **°. Otro método para detectar mutaciones de una forma rapida y sencilla,
es el basado en la disociacidén de temperatura de dos hebras y el analisis de las curvas de fusion
160 Este método ha sido utilizado en el cribado mutacional en una poblacidn con sintomas de EF
74 Los métodos de secuenciacién masiva, en los que el gen GLA se integra en paneles de genes
agrupados por fenotipo o en exomas clinicos, son una realidad en el anélisis mutacional 61162,
Los grandes reordenamientos, que forman parte del 4-5% del total de las mutaciones, pueden
ser detectados mediante la técnica “Southern blot” utilizando el DNA codificante del gen GLA
como sonda %, Es dificil detectar deleciones en uno o varios exones especialmente en mujeres
heterocigotas. Esas mutaciones pueden ser detectadas mediante la técnica “Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification” %%, Si la mutacidn no se encuentra en la regién codificante del
gen o flanqueando a esas regiones y no es un gran reordenamiento, debe ser valorada la
posibilidad de que exista una mutacién de ayuste (aproximadamente 5% de las mutaciones
conocidas) y debe ser caracterizada mediante el andlisis del DNA codificante * o mediante la
PCR cuantitativa (qPCR) % para analizar la molécula de RNA. Es importante estudiar la expresién
del ayuste alternativo de la a-Gal A ya que el transcrito, en condiciones normales, esta
expresado entre el 1 y el 10% en tejidos. Un desbalance en el ayuste alternativo entre el
transcrito fisioldgico y el alternativo puede resultar en un déficit enzimatico. Se ha sugerido que

la qPCR deberia estar incluida en el andlisis genético de rutina en EF 3,

Schiffmann et al. realizaron un algoritmo para ayudar a evaluar las VUS (figura 1.18) y llegaron
a la conclusién que demostrar el acimulo de sustrato en el tejido implicado o en la piel, si no

fuera posible biopsiar el érgano diana, es la alternativa necesaria .
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Figura 1.18. Algoritmo para la interpretacion de las VUS en la EF. Fuente: Imagen adaptad de Schiffmann et al. 2016
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1.7.4 Otros métodos.

La observacion de biopsias mediante microscopia éptica no suele ser una gran contribucién al
diagndstico. Cuando la microscopia electrénica no es accesible, las secciones tefiidas con azul
de toluidina o tricrémico de Mason facilitan el diagndstico. Debido al elevado nimero de falsos
positivos y al ser un proceso invasivo no suele ser un procedimiento utilizado en el diagndstico.
Los estudios de la ultraestructura mediante microscopia electrénica del endomiocardio vy las
biopsias de rifion pueden mostrar acimulo lisosomal en los cardiomiocitos o diferentes tipos
celulares renales. La apariencia de las ultraestructuras de las inclusiones se presenta como capas

en espiral que alternan material denso y claro (cuerpos de cebra o figuras de mielina).

La biopsia de piel observada por microscopia electrénica puede utilizarse como apoyo al
diagndstico pero es de dificil interpretacidn . Como hemos visto en el apartado 1.7.3, la
realizacion de una biopsia dirigida al 6rgano afectado o bien a la piel si no fuese posible la

primera alternativa, puede ayudarnos a la interpretacién de un VUS %7,

1.8 Tratamiento

En los ultimos afios se han llevado a cabo muchos avances en el tratamiento de las
enfermedades lisosomales. Antes del afio 1990, no existia un tratamiento especifico para estas
enfermedades y Unicamente se podian ofrecer tratamientos paliativos para las morbilidades

asociadas a la enfermedad. La situacion cambio radicalmente desde que aparecid la primera
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enzima sustitutiva obtenida de placentas humanas para el tratamiento de la enfermedad de
Gaucher %8, que fue la primera en disponer de un tratamiento eficaz para combatir los sintomas
de la enfermedad. Posteriormente y por tecnologia recombinante se han obtenido otras
enzimas sustitutivas aplicables a otras enfermedades lisosomales. Primeramente, en Estados
Unidos y mds tarde en Europa, la regulacion para los farmacos huérfanos, ha propiciado que la
industria farmacéutica desarrolle productos para las patologias poco prevalentes a través de un
programa de beneficios como otorgarles la exclusividad en el mercado por un periodo de 10
afios. Actualmente, nuevas aproximaciones terapéuticas han sido aprobadas como las
chaperonas farmacoldgicas o se encuentran en fase de desarrollo como la terapia de reduccion

de sustrato o la terapia génica.

1.8.1 Terapia enzimatica sustitutiva

En el afo 2001 se introdujo por primera vez el uso de la enzima humana a-Gal A como TES. En
Europa, actualmente, se comercializan dos enzimas: la algasidasa alfa (Replagal®; Takeda;
Cambridge, MA, USA), producida mediante la tecnologia de activacién génica a partir de lineas

) 19y la algasidasa beta

celulares de fibrosarcoma humano (dosis: 0,2 mg/kg cada dos semanas
(Fabrazyme®; Genzyme-Sanofl, Cambridge, MA, USA) producida a partir del cDNA de la a-Gal A
en lineas celulares de ovario de hamster chino (dosis: 1 mg/kg cada dos semanas) 1’°. Aunque
los dos productos tienen la misma secuencia de aminodcidos, las dos enzimas recombinantes
difieren en la cantidad de residuos de manosa-6-fosfato y en la proporcidn de 4cido sidlico en
relacion a la galactosa. Esto influye en la interaccidn de la proteina con los receptores de
asialoglicoproteinas, mayoritariamente localizados en los hepatocitos y los receptores de
manosa-6-fosfato distribuidos por varios tejidos afectando a la biodisponibilidad "*. Otro
ambito de diferenciacion de ambos productos es el perfil de seguridad, ya que por la naturaleza

de los motivos de glicosilacion de ambos moléculas, agalsidasa alfa presenta menor porcentaje

de eventos adversos relacionados con la inmunogenicidad 16%17°

A diferencia de otras enfermedades lisosomales como la enfermedad de Gaucher (EG) en la que
el acimulo de material en el lisosoma estd mayoritariamente restringido a la linea celular
monocito-macréfago, en la EF estdn comprometidos un nimero mayor de tejidos. Por ese
motivo la accesibilidad de la enzima es menor que en la EG. Aunque el proceso patolégico en el
tejido endotelial juega un papel muy importante, no puede explicar por completo el cuadro
clinico en la EF, Unicamente con el acimulo de Gbs; en este tejido. Se han realizado varios

estudios clinicos comparando los pardmetros bioquimicos pre- y postratamiento en muestras
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de plasma vy tejidos. La TES aporta beneficios sobre érganos como el corazén, rifién y otros
tejidos como el endotelial Y2, La variedad y gravedad de los sintomas en la EF es muy grande y
no existen buenos biomarcadores para su seguimiento 371%, | a TES tiene varias limitaciones: la
primera es que la enzima recombinante, como ocurre en otras enfermedades de depdsito, no
puede atravesar la barrera hematoencefalica, con lo cual no llega a ser distribuida al sistema
nervioso central. Pueden producirse reacciones de hipersensibilidad a la administracion de la
enzima intravenosa. Los anticuerpos generados a la larga pueden decrecer la eficacia de la
terapia bloqueando la enzima 3. La terapia no tiene eficacia sobre érganos que han sido
afectados de forma irreversible como la afectacidn renal en estadio lll, sin embargo permite la
estabilizacion de la fibrosis y evita su evolucidn 7. Muchas de las limitaciones de la TES
posiblemente estén relacionadas con el momento en el que se empieza a administrar el

farmaco, por eso un diagndstico temprano es importante para el éxito terapéutico.

1.8.2 Terapia con chaperonas moleculares

En la EF un gran nimero de mutaciones son puntuales generando una proteina inestable,

6 La forma purificada de la enzima mutante es

aunque cataliticamente funcional
cataliticamente comparable a la proteina no mutada *°, sin embargo no es capaz de alcanzar el
lisosoma por un problema conformacional, haciendo que se altere el trafico intracelular. Los
estudios del trafico intracelular y degradacién de las enzimas mutadas indican que éstas quedan
retenidas en el reticulo endoplasmatico (RE) y son degradadas por el mecanismo programado
asociado al RE (ERAD) '°. Este es el fundamento para el uso de pequefias moléculas, las
chaperonas, que estabilizan las conformaciones intermedias de la proteina y asi reducir la
degradacion prematura mediante ERAD . Los inhibidores enziméticos que provienen de la

familia de los iminoazlcares pueden actuar también como chaperonas farmacoldgicas activas,

incrementando la actividad residual enzimética y estabilizdndola 7>f

Los iminoazucares mimetizan a los monosacaridos, debido al cambio de un dtomo de nitrégeno
en lugar del atomo de oxigeno presente en la estructura ciclica de los monosacéridos y pueden
actuar como potentes inhibidores de las glucosidasas. Debido a que los iminoazucares tienen
una alta afinidad por el centro activo de la enzima diana, éstos pueden actuar como chaperona

especifica de sitio activo estabilizando las formas de plegamiento intermedias 7.

Actualmente en Europa, se comercializa una Unica chaperona molecular para la EF denominada
1-deoxigalactonojirimicina (DGJ) o migalastat (Galafold®; Amicus Therapeutics; Cranbury, NJ,

USA). Se trata de la primera terapia oral para la EF, se distribuye bajo la formulacién quimica de
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hidrocloruro (150 mg/48h) y esta indicada para el tratamiento de la EF en pacientes mayores de
16 afios y que presenten una mutacidon “susceptible” 7. El término “susceptibilidad” hace
referencia al aumento de la actividad de la a-Gal A mutante en presencia de migalastat,
obteniendo en modelo celular in vitro un incremento relativo mayor o igual al 3% o un
incremento absoluto mayor o igual a 1,20 1”7, La eficacia y seguridad del producto se ha testado
en varios ensayos clinicos obteniéndose resultados de mantenimiento de la funcién renal,
disminucidn de la HVI, reduccién y mantenimiento de niveles plasmaticos de Liso-Gbs etc. 149178,
Respecto a las bondades de una terapia oral, segura y eficaz para la EF. Pueden aparecer una
serie de inconvenientes en esta terapia como una posible falta de adherencia persé al
tratamiento oral en pacientes crénicos %, la limitacién al acceso del tratamiento ya que poco
mas del 30% de las mutaciones descritas en la EF serian susceptibles 7, variabilidad inter-

laboratorio en cuanto a los ensayos de susceptibilidad .

Figura 1.19. Mecanismo propuesto para las chaperonas especificas del centro activo. A) Mecanismo para la enzima
no mutada, B) mecanismo para la enzima mutada. Imagen adaptada de Lysosomal storage research (ver enlace)
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1.8.3 Nuevas aproximaciones terapéuticas

1. Terapia de reduccidn o inhibicidén de sustrato: La inhibicion de la sintesis de sustrato es una

alternativa terapéutica para las enfermedades de acumulo lisosomal. Esta aproximacion
terapéutica en la EF lleva a la reduccidn de la sintesis de Gbs a través del descenso de la
deposicién de ceramida. La glucosilceramida sintasa es una de las dianas potenciales para
esta aproximacién terapéutica. Su inhibicion conduce a una reduccién en la sintesis de la
glucosilceramida, precursor de glucoesfingolipidos neutros y ganglidsidos. La N-
butildeoxinojirimicina (miglustat, Zavesca®; Johnson and Johnson) ha sido probada con éxito
en el tratamiento de la EG !, sin embargo el fairmaco produce efectos secundarios
reversibles como la diarrea y temblor. En la EF actualmente se esta desarrollando un nuevo
inhibidor de la glucosilceramida sintasa, llamado Lucerastat que se trata de un iminoazucar
similar a miglustat que se ensaya en pacientes de la EF tratados previamente con la TES

182,183

2. Terapia enzimatica sustitutiva pegilada: este tipo de tratamiento sigue los principios vistos

en el apartado 1.8.1, en los que se produce una enzima recombinante a partir del cDNA de
la a-Gal A en lineas celulares vegetales para posteriormente unir covalentemente sus
subunidades mediante intercalado de moléculas de polietilenglicol, de esta forma se trata
de incrementar la vida Util de la molécula en el plasma sin perjuicio del perfil de seguridad y
pudiendo espaciar las dosis sin afectarse la eficacia del tratamiento. Se estan desarrollando
tres ensayos clinicos en fase Il habiéndose publicado resultado positivos en cuanto a funcion
renal por Schiffmann et al ¥,

3. Terapia combinada: esta aproximacién pretende combinar el uso de la chaperona

farmacolégica DGJ o migalastat con la TES, para conseguir alargar la vida util de ésta sin
perjudicar a la eficacia. Los resultados en animales de laboratorio fueron positivos
consiguiendo incrementar en 2,5 veces la vida atil de la enzima exdgena en el plasma,
ademds de conseguir una reduccién aproximada del 30% del acimulo tisular de Gbs #°.
Basado en esos resultados, se estd desarrollando un ensayo clinico en fase Il en el que se
estd probando diferentes dosis de chaperona y enzima y por el momento Warnock et al. ha
comunicado un aumento de la vida media de la enzima en plasma entre 1,2 y 5,1 veces,
resultado que también constata en proporciones similares en piel y células de la serie blanca
de pacientes con la EF 18

4. Terapia génica: actualmente se esta llevando a cabo un ensayo de terapia génica en EF, que

consiste en la insercion del gen GLA corregido en el genoma celular mediante un vector
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lentiviral; las células que son transducidas con este vector con células hematopoyéticas
CD34+ del propio individuo. Los resultados obtenidos tras 6 meses del inicio del ensayo son
un incremento de la actividad enzimatica en sangre y tejidos y una disminucién del acimulo

lipidico. *°
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2 Hipotesis

Los signos y sintomas compatibles con la enfermedad de Fabry, encontrados en un grupo de
pacientes espafioles diagnosticados como afectos de miocardiopatia hipertréfica de
ventriculo izquierdo de origen desconocido, estan relacionados con la segregacion de

variantes genéticas en regiones reguladoras e intrdnicas del gen GLA.
3 Objetivos

La EF es una metabolopatia congénita ligada al cromosoma X causada por un defecto
funcional de la hidrolasa acida lisosomal a-Gal A. Este defecto conduce al depdsito progresivo
de sustratos glucolipidicos, en los lisosomas de varias estirpes celulares siendo, el depdsito
de mayor importancia fisiopatoldgica, aquel que se produce en el endotelio vascular .
Desde el punto de vista clinico, la EF se trata de una patologia multisistémica, de caracter
grave, en el que se ven comprometidos diferentes érganos (rifiones, sistema nervioso central
y/o periférico, piel etc.) entre los que se encuentra el corazén. En este drgano, el acimulo
intracelular se produce en todas las principales estructuras cardiacas desencadenando
alteraciones estructurales y/o funcionales del corazon siendo la HVI de forma mayoritaria
entre otras ”°.

Se han descrito 967 variantes en el gen GLA a fecha de septiembre de 2019, todas ellas
recogidas en la base de datos HGMD de la Universidad de Cardiff (ver enlaces). En las
enfermedades raras (menos 5 de cada 10.000 habitantes, en la Unién Europea) como es el
caso de la EF, la frecuencia de aparicion de mutaciones privadas es muy elevada. El estudio
de las variantes genéticas es en muchas ocasiones complicado, ya que hay variantes que
implicarian cambios de aminodcido en el polipéptido, pero “in silico” e “in vitro” estan
causando la enfermedad por alteracion del patron de ayuste candnico del mRNA inmaduro
92 Otro ejemplo lo constituyen algunas variantes intrénicas (NM_000169.2:¢.639+81A>T o
NM_000169.2:¢c.640-801G>A) que al igual que las anteriores, alteran el patrén de ayuste
candnico del mRNA %3, Otro ejemplo de la complejidad lo representan la implicacién de las
variantes de cardcter polimdrfico identificadas, en pacientes con signos y sintomas
compatibles con la EF, en regiones reguladoras o intrénicas y que se segregan conformando
un haplotipo (haplotipo complejo intrénico, HCI) como por ejemplo NM_000169.2:¢c.-12G>A,
NM_000169.2:c.-10C>T, NM_000169.2:¢.370-81_370-77delCAGCC, NM_000169.2:c.548-
125C>G, NM_000169.2:¢.639+68A>G, NM_000169.2:¢.640-16A>G y NM_000169.2:¢c.1000-
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22C>T 738, Por ultimo, un caso muy representativo de la complejidad en el consenso sobre
la patogenicidad de ciertas variantes genéticas, lo constituyen algunas como
NM_000169.2:c.-30G>A 8¢ o0 NM_000169.2: c.937G>T (p.Asp313Tyr) 899,

Desde el punto de visto epidemioldgico, se desconoce la prevalencia real de la EF, debido a
la complejidad diagnéstica de la enfermedad y a la variabilidad en cuanto a criterios de
cribado, por lo que no se cuenta con un valor fiable de prevalencia en poblacién general y
menos si cabe en poblacién afecta de la EF cuyos sintomas se restringen a un Unico érgano o
sistema, como por ejemplo la MHV| 33343745,

A la luz de los precedentes anteriores, planteamos los siguientes objetivos:

1. Conocer laincidencia de la EF en pacientes (mujeres y varones) diagnosticados de MHVI
de origen desconocido.

2. Valorar la capacidad de cribado en la EF, de un método de analisis enzimatico y genético
basado en gota de sangre seca sobre papel de filtro.

3. Caracterizar funcionalmente las variantes genéticas nuevas que se identifiquen en el
gen GLA en individuos con signos y sintomas de la EF.

4. Realizar un andlisis epidemioldgico de la relacidn de las variantes genéticas identificadas
en este estudio con diversos parametros clinico-analiticos de la poblacién, y su
segregacion en forma de haplotipos.

5. Profundizar en el estudio molecular y funcional de los individuos con signos y sintomas

compatibles con la EF, en los que se haya identificado las variantes genéticas.
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4 Materiales y Metodologia

4.1 Pacientes y controles

Se reclutaron pacientes, independientemente del género: pacientes diagnosticados de MHVI
idiopdtica que se encontraban en el momento de la inclusién en seguimiento clinico en las
consultas de cardiologia de los hospitales participantes (reclutamiento retrospectivo); pacientes
evaluados en la practica clinica habitual en dichas consultas (reclutamiento prospectivo). En la

tabla 4.1 se recogen los criterios de inclusién y exclusién para los pacientes.

Tabla 4.1. Criterios de inclusién y exclusion de los pacientes.

CRITERIOS DE INCLUSION

Varones o mujeres.

Mayoria de edad en el momento del reclutamiento (>18 afios).

Pacientes con MHVI de origen desconocido (espesor del septo ventricular y/o pared ventricular izquierda posterior
(EVI)>14mm).

Pacientes no relacionados entre si (1 paciente por familia).

Firma del consentimiento informado de participacién en el estudio.

OPCIONAL (NO EXCLUYENTE):

Pacientes con estenosis adrtica ligera (gradiente medio<20 mm de Hg o area valvular adrtica>1,5 cm?).

Pacientes HTA ligera (presidn sistdlica<160 mm de Hg y/o diastdlica<95 mm de Hg).

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes con MHVI secundaria a causa organica.

Pacientes con MHVI debido a causa genética conocida.

Pacientes con MHVI de origen idiopatico cuyo patrén de herencia genética no fuese ligado al cromosoma X.

Pacientes con estenosis adrtica moderada o grave (gradiente medio>20 mm de Hg o area valvular adrtica<1,5 cm?).

Pacientes con HTA moderada o grave (presion sistélica>160 mm de Hg y/o diastdlica>95 mm de Hg).

Pacientes con coartacion adrtica.

El periodo estimado para el reclutamiento de los pacientes fue de nueve meses desde la
inclusién del primer paciente o bien hasta alcanzar el nimero de 600 pacientes entre los 8

centros participantes (tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Centros participantes en el estudio.

CENTRO PROVINCIA

Hospital General Universitario de Alicante Alicante

Hospital Universitario Puerta de Hierro Madrid

Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela A Corufia

Facultad de Medicina de la Universidad de Murcia Murcia

Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca Murcia

Hospital Universitari Son Llatzer Palma de Mallorca
Hospital General Universitario de Elche Alicante

Hospital Universitario de Donostia Guipuzcoa

Con el fin de normalizar las posibles variables preanaliticas relacionadas con la toma de la
muestra de DBS, se solicitd a cada uno de los centros anteriores, que aportasen un minimo de
20 muestras de individuos de ambos géneros sin patologia cardiaca conocida ni historia familiar
de la misma, con el fin de poder ajustar unos rangos de referencia para cada centro para todas

las determinaciones que se fuesen a realizar en DBS.

Para el resto de determinaciones en muestras diferentes al DBS, se utilizaron los excedentes del
diagndstico de individuos varones y mujeres, a los que se les descarté mediante método
enzimatico y/o genético la compatibilidad con la EF, procedentes de la coleccién de muestras de

Enfermedades Lisosomales gestionadas por el Biobanco del Sistema de Salud de Aragon.

Todos los pacientes y controles fueron informados verbalmente y por escrito, de los objetivos y
metodologia a seguir en este estudio, aceptando de manera voluntaria su participacién en el

mismo y firmando el correspondiente consentimiento informado.

Este estudio fue aprobado el 30 de marzo de 2011 por el Comité de ética de investigacién clinica
de la Comunidad Valenciana de la Agéncia Valenciana de Salut (Alicante) y categorizado el 20 de
enero de 2011 como “estudio observacional no posautorizacion (No-EPA)” por la Subdireccion
general de medicamentos de uso humano de la Agencia espafiola de medicamentos y productos
sanitarios. La investigacion fue llevada a cabo segln los principios de la Declaracién de Helsinki

de la promulgada por la Asociacién Médica Mundial en su 182 asamblea general del afio 1964
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en Helsinki (Finlandia), y enmendada por esta misma asociacidn en la 642 asamblea general del

afio 2013 celebrada en Fortaleza (Brasil) '¥.
4.2 Diseino del estudio

El estudio constd de 3 fases como se muestra en la figura 4.1: una primera fase de inclusién de
pacientes siguiendo los criterios de inclusion/exclusion (ver tabla 4.1) y toma de muestra en DBS;
una segunda fase que afecta a la totalidad de los pacientes que componen la muestra y que
consiste en cribado enzimatico en DBS y/o secuenciacion de las regiones 5’-UTR y codificantes
del gen GLA; una tercera fase de caracterizacidon de aquellos pacientes en los que se hayan

identificado variantes potencialmente causales de la EF.

Figura 4.1.Diagrama del flujo del estudio.
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 Estudios funcionales de variantes en
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* Andlisis estadistico
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4.3 Estudio ecocardiografico

Para satisfacer el criterio de inclusion relativo al espesor del septo ventricular y/o pared
ventricular izquierda posterior (EVI, ver tabla 4.1), esta determinacidn se podia obtener de
cualquier ecocardiograma que se le hubiera realizado al paciente con una antigliedad maxima
de 6 meses al momento de la inclusién en el estudio (retrospectivo). En caso de no tener ninguna
determinacidn anterior, se debia realizar una ecocardiografia previa a la inclusién que
permitiera confirmar la existencia de criterios de HVI (prospectiva). Ademas del espesor septal

y/o pared ventricular se registré el patron de distribucion de la HVI.

Los estudios ecocardiograficos se llevaron a cabo por los médicos especialistas de cada una de
las consultas externas de cardiologia de los ocho centros participantes (ver tabla 4.2), siguiendo

las recomendaciones de la Sociedad americana de ecocardiografia 2.
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4.4 Extraccion de muestras de sangre para los estudios a realizar en DBS

Las muestras de sangre destinadas a los estudios de cribado enzimatico y andlisis molecular del
gen GLA sobre muestra de DBS, se recogieron en las consultas externas de cardiologia de los

centros participantes (tabla 4.2).

La sangre se obtuvo por dos procedimientos diferentes, siguiendo las recomendaciones emitidas
por nuestro laboratorio, eligiendo uno u otro segun criterio de cada centro: En el primer
procedimiento la sangre se obtuvo mediante flebotomia de la vena cubital, utilizando una
palomilla de extraccién de sangre con activacion automatica y portatubos premontado (BD
Vacutainer® Push Button, Becton Dickinson™ o similar) para recoger un volumen variable de
sangre venosa en tubos de vacio que contenian el anticoagulante sal dipotdsica del acido
etilendiaminotetraacético (K;EDTA) a concentracidon de 1,8 mg/mL (BD Vacutainer®, Becton
Dickinson™ o similar). Una vez obtenida la sangre, se homogeneizé el contenido del tubo
mediante inversidn suave y se tomaron 35 plL del homogeneizado, depositandose de forma
continua en cada una de las areas delimitadas de las tarjetas de papel de filtro Whatman n2 903
(Whatman™, GE Healthcare™). En el segundo procedimiento la sangre se obtuvo mediante
puncién de la vena digital palmar del dedo indice, depositdndose una sola gota de sangre en
cada una de las areas delimitadas de las tarjetas de papel de filtro Whatman n2 903. (ver figura

4.2)

Figura 4.2. Tarjeta de papel de filtro utilizada en el estudio de cribado.

DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES LISOSOMALES DE DEPOSITO

an

Whatm
yynatm.

000000

Copia para el Laboratorio

Tras depositar la sangre, se codificd anonimizandose la identidad del paciente y se procedié al
posterior secado durante un minimo de cuatro horas a temperatura y humedad relativa

ambiente. Finalizado el secado, las tarjetas se conservaron dentro de una bolsa de plastico de
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cierre hermético (eliminando el aire residual) junto con un material higroscépico, a temperatura
de refrigeracién (+4 2C) durante un periodo maximo de tres dias hasta el momento del envio al
laboratorio mediante servicio de mensajeria, siguiendo las recomendaciones previamente

189,190

publicadas

4.5 Extraccion de muestras de sangre para los estudios a realizar en plasma,

concentrado de leucocitos, DNA y RNA

Las muestras de sangre destinadas a los estudios funcionales sobre muestra de plasma,
concentrado de leucocitos, DNA y RNA, se recogieron en las consultas externas de cardiologia
de los centros participantes mencionados (tabla 4.2)., siguiendo las recomendaciones emitidas

por nuestro laboratorio.

La sangre para los estudios del plasma, concentrado leucocitario y DNA se obtuvo mediante
flebotomia de la vena cubital, utilizando una palomilla de extraccion de sangre con activacion
automatica y portatubos premontado (BD Vacutainer® Push Button, Becton Dickinson™ o
similar) para recoger 10 mL de sangre venosa en tubo de vacio con anticoagulante K,EDTA (BD
Vacutainer®, Becton Dickinson™ o similar); una vez obtenida la sangre, se homogeneizé el
contenido del tubo mediante inversion. Adicionalmente, para llevar a cabo estudios sobre el
RNA se solicitaron 5 mL de sangre venosa recogida en 2 tubos (2,5 mL/tubo) PAXgene® Blood
RNA tube (PreAnalytix™, Becton Dickinson™/Quiagen™) que contenian un reactivo quimico que
permite la estabilizacién del RNA total (metodologia de extraccidon segun recomendacién del

fabricante).

Las muestras de sangre se codificaron con el mismo cddigo que se le asignd a la muestra de DBS
y se enviaron el mismo dia de la extraccidon, mediante servicio de mensajeria, manteniéndolas a

temperatura de refrigeraciéon (+4 2C) hasta la recepcidn en el laboratorio 24h post-extraccion.

Se separd el plasma de las células sanguineas, de las muestras de sangre con K;2EDTA, mediante
centrifugacion a 2.000xg durante 10 minutos a temperatura ambiente en una centrifuga
Allegra® X-15R (Beckman Coulter™). La fase superior (plasma) se alicuotd convenientemente en
microtubos de 1,5 mL (Daslab) previamente codificados. El volumen de plasma aislado fue
reconstituido afiadiendo el mismo volumen de una solucidon de suero salino NaCl 0,9% (p/v)
(PM=58,4 g/mol; Sigma-Aldrich®) estéril para evitar alterar la concentracién de elementos

celulares. De este reconstituido, se separd un volumen de 3 mL que se congeld a -202C para
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extraer el DNA a posteriori, mientras que los otros 7 mL restantes se utilizaron para obtener un

concentrado de leucocitos.
El plasma aislado se conservo a - 802C para estudios posteriores.

Los tubos PAXgene® Blood RNA se congelaron durante 24h a -20°C y posteriormente se

conservaron a -802C para procesarlos a posteriori.

4.6 Obtencion de muestra de orina para estudio de marcadores bioldgicos

subrogados a la EF

Las muestras de orina destinadas a estudios de marcadores biolégicos subrogados a la EF se
recogieron en las consultas externas de cardiologia de los centros participantes (tabla 4.2),

siguiendo las recomendaciones del laboratorio de referencia.

Se recolectd la orina durante 24 h, posteriormente se homogeneizd por inversién contenido y

se alicuoté 5 mL de este homogeneizado en tubos de polipropileno.

Se congelaron durante 24h a -202C y posteriormente se conservaron a -802C hasta el envio de

las mismas al laboratorio de referencia.
4.7 Obtencion de un concentrado de leucocitos a partir de sangre periférica

El concentrado de leucocitos se obtuvo a partir de 7 mL de sangre periférica en viales K;EDTA,

no congelada previamente y reconstituida con suero salino estéril (véase apartado 4.5).

Para proceder con la separacidn por gradiente continuo de densidad se mezcld en una jeringa
de 20 mL (Terumo®), los 7 mL de sangre reconstituida con 5 mL de una solucién de dextrano 6%
(p/v) (PM=282 g/mol; Sigma-Aldrich®) disuelto en suero salino estéril. Se homogeneizd
suavemente por inversion el contenido. Durante una hora y media se dejaron separar las
diversas fases celulares por gravimetria. Pasado ese tiempo se recogid la fase superior en un
tubo de fondo coénico de 15 mL de polipropileno (TPP®), evitando tomar contenido de la fase
inferior que contiene los hematies. La fase recogida se centrifugé a 2.000xg. durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Se decantd el sobrenadante y el precipitado se resuspendié con 1 mL
de suero salino estéril; se afiadid 5 mL de una solucion de cloruro amonico 0,83% (p/v) (PM=53,5
g/mol; Sigma-Aldrich®) disuelto en agua desionizada estéril (dH,0); se homogenizé por inversion

suave y se dejo incubar la muestra durante 10 minutos a temperatura ambiente. Pasado ese
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tiempo se centrifugé a 2.000xg durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se decantd el
sobrenadante y el precipitado se resuspendié con 5 mL de suero salino estéril, para después ser
centrifugado a 2.000xg durante 10 minutos a temperatura ambiente. El precipitado limpio de
hematies, se resuspendié en 2 mL de suero salino estéril y se dividié entre 2 microtubos de 1,5
mL. Para finalizar se centrifugaron los microtubos a temperatura ambiente en una microfuga
Spectrafuge™ 24D (Labnet) a 10.000xg durante 30 segundos a temperatura ambiente, se

decanté el sobrenadante.
EL concentrado leucocitario se conservo a - 802C para estudios posteriores.

4.8 Aislamiento del DNA genémico

4.8.1 Procedente de muestras de DBS

Mediante un troquel se obtuvo un disco de 3 mm de didmetro (@) impregnado en sangre
(“spot”), de la muestra de DBS y se depositdé en un microtubo de 1,5 mL convenientemente
codificado. Se le afiadieron 300 pL de agua ultrapura libre de DNAasas/RNasas (ddH,0) (Gibco®,
ThermoFisher Scientific), se homogeneizé con un pulso de vértice, se dio un pulso de microfuga
y se dejd incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se eliminé el
sobrenadante mediante pipeteo y se repitio la operacion 2 veces mas. Finalizado el lavado del
disco, se procedio a eluir el DNA gendmico mediante lisis alcalina con 35 L de solucién acuosa
0,1 N NaOH (PM=40 g/mol; Sigma-Aldrich®) +0,3 mM EDTA pH=13,0 (PM=292,2 g/mol; Sigma-
Aldrich®) incubandolo 5 minutos a temperatura ambiente. Finalizada la incubacién, se neutralizé
la lisis alcalina afiadiendo 65 pL de solucién acuosa 0,1 M Tris-acido clorhidrico (HCl) pH=7,0
(PM=121,1 g/mol; Sigma-Aldrich®) homogeneizando e incubandolo durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugd con una microfuga a 10.000xg durante 30 segundos a
temperatura ambiente y se recogio el sobrenadante (DNA gendmico disuelto en solucién acuosa
66mM Tris-HCl 0,1 mM EDTA) con micropipeta, para transferirlo a un microtubo de 1,5 mL

convenientemente codificado.

El DNA aislado se conservd bien a temperatura de refrigeracion (+4 2C) para periodos de
conservaciéon menores a 3 dias bien a -202C para periodos de conservacién menores a 90 dias.

El archivado de la muestra se realiz6 a -80°C.
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4.8.2 Procedente de muestras de sangre venosa

El DNA gendmico se obtuvo de sangre venosa reconstituida con suero salino estéril (véase
apartado 4.4.) tras descongelacién a temperatura de refrigeracién (+4 2C). Se utilizé la bateria
de reactivos Nucleon Bacc 3 Genomic DNA extraction Kit® (lllustra™, GE Healthcare™),
adaptando el protocolo indicado por el fabricante. Los Unicos reactivos no incluidos en este
bateria fueron: Triclorometano (TCM) estabilizado con etanol (EtOH, Panreac, ITW Reagents),
EtOH absoluto (Panreac, ITW Reagents) y EtOH al 70% (v/v) diluido en dH,0. Brevemente, se
afiadieron 3 mL de sangre venosa reconstituida con suero salino estéril en un tubo de fondo
conico de 50 mL de polipropileno (TPP®) junto con 5,5 volumenes del reactivo A cuyo objeto es
lisar la sangre mediante un choque hipotdnico. El reactivo A se abrié a la llama para poder
trabajar en condiciones de esterilidad. La mezcla se homogeneizd en un agitador orbital vertical
Falc F200, a velocidad constante de 9 rpm durante 10 minutos, y posteriormente se centrifugo
a 1.500xg durante 15 minutos. Después el sobrenadante se decantd, quedandonos con el
precipitado. Se aifiadieron 800 pL del reactivo B y se aplico vortice a una intensidad media para
lisar las células. Este lisado se transfirid a un tubo cdnico de 15 mL. Se afiadieron 200 uL de
perclorato sédico, para producir arrastre osmético de proteinas, y se homogeneizé la mezcla
por inversidn. A continuacion, se anadieron 800 pL de TCM y se homogeneizd de nuevo por
inversion. La mezcla anterior se dejo incubar a temperatura ambiente hasta la formacidn,
mediante gravimetria, de 2 fases (fase organica inferior y fase acuosa superior). Se afiadié 300
UL de resina de manera cuidadosa para no perturbar las fases, y se centrifugd a 1.300xg durante
3 minutos. La fase superior, se transfirié a un tubo de fondo cénico de 10 mL de poliestireno y
se afiadié el mismo volumen de etanol absoluto conservado a -202C, para producir la
precipitacién del DNA presente cuando ambas fases se homogeneizaron cuidadosamente por
inversion. Mediante el uso de una pipeta “Pasteur” de vidrio, por adhesidn, se aislé el DNAy se
introdujo durante 5 segundos en EtOH al 70% (v/v) para eliminar las sales. Seguidamente, el
DNA se transfiriéd a un microtubo de 1,5 mL (convenientemente codificado) donde se rehidrato
con 300 pL de tampon Tris-HCI 10,0 mM + EDTA 1,0 mM pH=8,0 (Sigma-Aldrich®) (TE) 1x en un

agitador orbital vertical a temperatura ambiente durante 24 horas.

El DNA aislado se conservd bien a temperatura de refrigeracion (+4 2C) para periodos de
conservacién menores a 3 dias bien a -202C para periodos de conservacién menores a 90 dias.

El archivado de la muestra se realizo a -80°C.
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4.9 Aislamiento del RNA total

El RNA total se obtuvo a partir de sangre periférica conservada en un tubo PAXgene® Blood RNA,
tras descongelacién a temperatura ambiente durante toda la noche. Se utilizé la bateria de
reactivos PAXgene® Blood RNA Kit (PreAnalytix™, Becton Dickinson™/Quiagen™), adaptando el
protocolo indicado por el fabricante. Brevemente, una vez descongelados las muestras, se
homogeneizaron por inversién y se centrifugaron a temperatura ambiente en una centrifuga
5810R (Eppendorf™) a 4.000xg durante 11 minutos. Se decantd el sobrenadante y sin voltear el
tubo a la posicidn inicial, se limpié el borde del mismo con papel secante. Se cerrd con un tapén
nuevo y se homogeneizé mediante un vdrtice consiguiendo la disgregacion del precipitado. En
este punto, se continud con el protocolo especificado por el fabricante utilizando una microfuga
refrigerada Digicen21R (Ortoalresa). Finalmente, para eluir el RNA se descarté el microtubo
colector, se introdujo la columna en un microtubo de 1,5 mLy se afiadieron 40 pL de tampdn de
elucién directamente sobre la membrana de la columna. Se incubaron las muestras durante 2
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 10.000xg durante un minuto a temperatura
ambiente. Este paso de elucidn se repitié una vez mas y el eluato obtenido en estos dos pasos

se unificé.

Una vez eluida la columna, se procedid a la digestién de las moléculas de DNA gendmico que
pudieran persistir tras el aislamiento del RNA de la muestra. Para ello, se tratd 1 ug de RNA total
(completando con ddH,0 hasta volumen final de 8 uL) con una mezcla de reaccidn que contenia
1 uL de tampdn 10x de acondicionamiento para la exonucleasa DNAasa | y 1 Ul de dicha enzima
(Ambion®, ThermoFisher Scientific), la muestra se incubd a 372C durante 30 minutos en un
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®, ThermoFisher Scientific);
finalizado el periodo de incubacién, se inactivé la enzima adicionando 1 L de solucién de EDTA
50,0 mM e incubando la mezcla en el termociclador anterior a 652C durante 10 minutos. El RNA
resultante estaba listo para determinar su concentracién y pureza, asi como a la purificacion del

RNA si fue preciso, manteniendo siempre las muestras sumergidas en bafio de hielo.

El RNA total se conservo a -802C para estudios posteriores.

47



MATERIALES Y METODOLOGIA

4.10 Analisis de concentracion, pureza y purificacidon de los acidos nucleicos

aislados (DNA gendmico y RNA total)

Los 4cidos nucleicos, debido a las estructuras aromaticas de sus bases nitrogenadas, absorben
radiacion electromagnética en el espectro del ultra-violeta cercano (UV) (maximo de absorcion

A=260 nm) lo que permite determinar su concentracién.

Las proteinas, debido a la presencia de residuos aromaticos en su estructura, absorben en la
radiacion electromagnética en el espectro del UV cercano, a una longitud de onda diferente que

los acidos nucleicos (maximo de absorcion A=280 nm).

Para valorar el uso en ensayos moleculares los dacidos nucleicos aislados, segun los
procedimientos descritos en los apartados 4.8.2. y 4.9., se aceptd como criterio de idoneidad

cuando el resultado de la ecuacién 4.1 se encontraba en el rango (1,8-2,0).

Ecuacidn 4.1. Calculo de pureza de los acidos nucleicos.

Pureza=Abs A260 nm/AbS A280 nm

Si no se superaban los criterios de pureza se procedié a su purificacion.

4.10.1 Concentracion y pureza del DNA gendmico aislado de sangre venosa

El DNA gendmico aislado de muestra de sangre venosa liquida (véase apartado 4.8.2.) se
cuantificd su concentracion y determiné su pureza mediante espectrofotometria de absorcion
UV con el espectrofotometro NanoDrop™ 2000C (Thermo Electron, ThermoFisher Scientific) a

A=260 nm y A=280 nm.

4.10.2 Purificacion del DNA gendmico aislado de sangre venosa

Las muestras de DNA gendmico, cuyo valor de la ecuacién 4.1. no estuviese incluido en el rango
de idoneidad anteriormente mencionado, necesitaron ser purificadas. Para ello, se afadié en un
microtubo de volumen adecuado una alicuota del DNA gendémico, 0,1 volimenes de acetato
sodico 3 M pH=5,2 (Sigma-Aldrich®) y 2,5 volumenes de EtOH absoluto a -202C (Panreac, ITW
Reagents); se homogeneizd mediante agitacion mecanica y se dejo precipitar durante 1 hora a -
202C. Pasado ese tiempo se centrifugaron los microtubos en una microfuga a 16.300xg durante
20 minutos, eliminando posteriormente el sobrenadante por decantacidn. A continuacién, se

procedid a lavar el precipitado con 500 pL de EtOH al 70 % (v/v) frio, homogeneizandose por
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inversion suave. Se centrifugaron los microtubos a 16.300xg durante 20 minutos, eliminando el
sobrenadante por decantacion. Esta operacion de lavado se repitié y el precipitado se desecé al
aire hasta que se evaporé el etanol residual. El precipitado se resuspendié en 100 pL de TE 1xy
se dejo hidratar durante toda la noche en un agitador orbital vertical a velocidad constante de
9 rpm. Al dia siguiente se procedid a cuantificar y determinar su pureza segun lo especificado en

el apartado 4.10.1.

4.10.3 Concentracion y pureza del RNA total:

El RNA total aislado (véase apartado 4.9.) se cuantificd su concentracién y determind su pureza
mediante espectrofotometria de absorcion UV con el espectrofotometro NanoDrop™ 2000C a

A=260 nm y A=280 nm.

4.10.4 Purificacion del RNA total

Las muestras de RNA total, cuyo valor de la ecuacién 4.1. no fuese el tolerado, necesitaron ser
purificadas segun el protocolo descrito en el apartado 4.10.2 para DNA gendmico, a excepcion
de la resuspension del material ultimo purificado en el que en el caso del RNA se emplearon
30uL de ddH20 y se homogeneizd6 mediante pipeteo suave; Posteriormente se colocd este
resuspendido en bafo de hielo y se procedié a cuantificar y determinar su pureza de nuevo

segln lo especificado en el apartado 4.10.3.

4.10.5 Determinacion de la integridad del RNA total

La determinacion de la integridad del RNA total aislado se llevd a cabo mediante procedimiento
electroforético. Brevemente, se prepard un gel de agarosa al 1% (m/v) (Ecogen) utilizando Tris-
Acetato 40 mM + EDTA 1 mM pH=8,0 (TAE) 1x como disolvente y que contenia 0,5 ug/mL de
Bromuro de Etidio (Br-Et, Sigma-Aldrich®) como agente revelador de los acidos nucleicos. En
este gel se afiadié en cada pocillo la mezcla de 500 ng de RNA total (ver apartado 4.9) y 2 pL azul
de bromofenol-glicerol como tampdn de carga; también se afiadié en un pocillo independiente
1 puL de marcador de alto PM (1.000-10.000 pb) “High DNA Mass Ladder” (Invitrogen®,
ThermoFisher Scientific). La electroforesis tuvo lugar en tampdn TAE 1x durante 30 minutos a
90V en una célula horizontal Wide mini-sub® cell GT (Bio-Rad) y una fuente de alimentacidn

Power Pac™ 300 (Bio-Rad).

El resultado se visualizg, irradiando con luz UV el gel en un transiluminador Gel Doc™ 2000 (Bio-

Rad) y capturando la imagen con el programa Multi-Analyst® v1.0 (Bio-Rad).

49



MATERIALES Y METODOLOGIA

Para valorar el uso en ensayos moleculares del RNA total aislado y/o purificado, se acepté como
criterio de idoneidad la observacién de una banda de tamafio 1,9 kb (RNA ribosomal 18S) y otra

banda de tamafio 5 kb (RNA ribosomal 28S).
4.11 Determinaciéon de marcadores biolégicos subrogados a la EF

En este estudio como marcadores bioldgicos analizamos en muestra de orina y plasma K,EDTA
conservada a -809C, la concentracion de la Gbs (ver apartado 4.5.) y la concentracidn de la Liso-
Gbs (ver apartado 4.4.) respectivamente. Ambos metabolitos fueron enviados mediante
transporte especial en nieve carbdnica y analizados en sendos laboratorio de referencia: La Gbs
fue analizada por el Dr. Kai Bruns en el Instituto de Quimica Clinica y Laboratorio de Medicina
del Centro de Médico de la Universidad Johannes Gutenberg de Mainz (Alemania) y la Liso-Gbs
fue analizada por los doctores José Maria Hernandez Pérez y Lourdes Fluvida Cams en la Unidad
de Protedmica y Metabolémica del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona,

Barcelona (Espafia).

4.11.1 Determinacion de la concentracion de Gbs en orina

La cuantificacion de la Gbs se realizd de acuerdo a la metodologia previamente publicada por
Krugér et al. 2010 °, Brevemente, se tomaron 200 uL de orina descongelada (ver apartado 4.5.)
y se le afiadieron 1.200 pL de una mezcla 2:1 de TCM:metanol (MeOH) (v/v) y 20 L de una
solucion de estandar interno (El) de concentracion 0,5 mg/L de Gbs modificada covalentemente
(N-heptadecanoil-Gbs, ver figura 4.3) (Matreya LLC) en una mezcla 2:1 de TCM:MeOH (v/v) como
disolvente. La mezcla anterior se sonicd durante 5 minutos, se homogeneizd mediante vortice y
se centrifugd 2.800xg durante 10 minutos. Finalizado este periodo, se secd el sobrenadante
mediante el uso de una centrifuga de vacio y se resuspendié el precipitado con 1.000 pL de TCM
para ser sonicado de nuevo, homogeneizado y centrifugado a 13.000xg durante 10 minutos. La
Gbs se separd del producto anterior mediante extraccion en fase sélida, utilizando como fase
estacionaria perlas de silica (100 mg/mL) altamente retentivas para compuesto apolares
equilibradas con MeOH y TCM; una vez el producto interacciond con la fase estacionaria se lavd
con MeOH y etil-acetato y se eluyd el metabolito con una mezcla 8:2 de acetona:MeOH (v/v). El
eluato se secd con una centrifuga de vacio y se resuspendié el precipitado con 100 uL de MeOH
para ser sonicado de nuevo, homogeneizado y centrifugado a 13.000xg durante 10 minutos. El
sobrenadante obtenido fue transferido a viales de cristal y estaba listo para ser analizado por

CL.

50



MATERIALES Y METODOLOGIA

Se generaron los calibradores de la Gbs a partir de conjuntos de orinas recolectadas durante 24
horas de individuos no afectos de la EF. Estos conjuntos de orinas se procesaron de la misma
manera que las muestras de los pacientes. El precipitado obtenido mediante secado a vacio se
resuspendid con una solucidn de la Gbs de porcino (estandar externo, EE) de concentracion
conocida en la mezcla 2:1 de TCM:MeOH (v/v) como disolvente. Los calibradores obtenidos

abarcaban el rango (0,0-7,2) mg/L.

Se procedidé con la EM: la fragmentacion y cuantificacion del metabolito se realizé en modo
electroespray con un instrumento triple-cuadrupolo (TSQ Quantum Discovery, ThermoFisher

Scientific).

La concentracion de la Gbs en las muestras de orina de los pacientes se normalizd con la
concentracion de la creatinina de las mismas y el resultado se expresé como mg de Gbs por
mmol de creatinina. El valor de referencia del laboratorio fue menor de 0,03 mg Gbs/mmol

creatinina para ambos géneros

Figura 4.3. Ismeros conformacionales empleados como estandar externo (A) e interno (B) en el proceso de
cromatografia liquida-espectrometria de masas para la cuantificacion de la Gb; en muestra de orina. Fuente:
imagen adaptada de www.matreya.com.
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4.11.2 Determinacion de la concentracion de Liso-Gbs en plasma

La cuantificacién de la Liso-Gbs se realizd, con ligeras modificaciones sobre el método publicado
por Boutin et al. 2012 2, Brevemente, las alicuotas de plasma K,EDTA (ver apartado 4.4.) se
descongelaron a +42C y se homogeneizaron mediante agitacion con vértice y sonicacion. Como
paso previo al aislamiento del metabolito en la muestra de plasma, fue necesario acondicionar
el cartucho de extraccién en fase sdlida (Oasis®MCX, Waters Corp.) mediante la adicidon
secuencial de 1.200 pL de MeOH y 1.200 uL HCl 1,0 mol/L en H,0 de grado apto para CL como
disolvente. Una vez acondicionado el cartucho, se cargaron con una mezcla de 200 pL de plasma
sonicado, 500 pL de una solucidn de El de concentracion 4,0 nmol/L de 1-B-D-glucosilesfingosina

de origen vegetal (ver figura 4.4, Matreya LLC) en MeOH como disolvente y 100 pL de una
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diluciéon de HCI 1,0 mol/L en H,0 de grado apto para CL como disolvente. Tras finalizar la carga
de la mezcla anterior, se procedié al lavado secuencial del cartucho con una solucién al 2,0% de
acido formico (AF; m/v) en H,O de grado apto para CLy con otra solucién al 0,2% de AF (m/v) en
MeOH. Los metabolitos retenidos fueron eluidos mediante la adicion al cartucho de 4,0 mL de
una solucidn al 5,0% de amoniaco (v/v) en MeOH. El eluato se recogio en tubos de cristal y se
secé con una centrifuga de vacio; el precipitado obtenido se resuspendid con una mezcla
50:28,8:0,2 de acetonitrilo:AF:H,O de grado CL (v/v) y se transfirid a viales de cristal aptos para
la CL.

Los calibradores de la Liso-Gbs; se generaron mediante conjuntos de plasmas K;EDTA de
individuos no afectos de la EF a los que se les depleciond la Liso-Gbs; enddégena mediante
tratamiento de los mismos con carbdn dextrano durante 12 horas a +49C; una vez se eliminé el
metabolito enddgeno se procesaron de la misma manera que las muestras de plasma de los
pacientes. El precipitado obtenido mediante secado a vacio se resuspendié con una solucién de
la Liso-Gbs (EE) de concentracion conocida en la mezcla 50:28,8:0,2 de acetonitrilo:AF:H,0 de
grado CL (v/v) como disolvente. Los calibradores obtenidos abarcaban el rango (0,0-400,0)

nmol/L.

La fragmentacién y cuantificacién del metabolito asociada al proceso de EM, se realiz6 en modo
electroespray positivo con un instrumento triple-cuadrupolo (Agilent 6410 Triple Quadrupole

LC/MS, Agilent Technologies).

La concentracién de la Liso-Gbs en las muestras de plasma K;EDTA de los pacientes se expreso
como nmol Liso-Gbs por litro de plasma. El valor de referencia del laboratorio fue menor de 1,0

nmol Liso-Gbs/L para ambos géneros.

Figura 4.4. Ismeros conformacionales empleados como estandar externo (A) e interno (B) en el proceso de
cromatografia liquida-espectrometria de masas para la cuantificacion de la Liso-Gb3 en muestra de plasma K,EDTA.
Fuente: imagen adaptada de www.matreya.com.
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4.12 Medida de la actividad de la enzima a-galactosidasa A

4.12.1 Medida de la actividad enzimatica en muestras de gota de sangre seca

El ensayo de la actividad de la a-Gal A en DBS se realizé por triplicado y fue llevado a cabo segun
el método descrito por Chamoles et al 2001 3, Brevemente, mediante un troquel se obtuvo un
disco de 3 mm @ de la muestra de DBS, se deposité en un microtubo de 1,5 mL
convenientemente codificado y se incubd a temperatura ambiente con una soluciéon de 0,25 M
de N-Acetil-D-galactosamina preparada en dH,0 (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EE. UU.), como
inhibidor de especifico de la enzima a-galactosidasa B. A este producto se le afiadié una solucidn
de 5 mM del sustrato fluorogénico 4-metilumbeliferil-a-D-galactopiranésido (4-MU-Gal) (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, EE. UU.) preparado en tampdn 0,07 M citrato / 0,15 M fosfato (Panreac)
a pH=4,6. Las muestras se incubaron a 372C durante 20 horas en un bafio termostdtico seco con
agitacién de 550 rpm (Thermomixer®, Eppendorf™). Finalizado este periodo, se pard la reaccidn
mediante tampodn alcalino 0,1 M de etilendiamina diluida en dH,0 a pH=11,4 (Sigma-Aldrich®).
El producto fluorescente 4-metilumbelifereona (4-MU) obtenido se midié con una cubeta de
cuarzo de 10,0 x 4,0 mm de paso dptico (Hellma®) en un fluorimetro PerkinElmer LS-45

(PerkinElmer®), empleando Aexcitacisn=366 NM Y Aemisisn=445 nm.

Las medidas de fluorescencia se interpolaron en una recta de calibrado construida con
calibradores de diferente concentracion de 4-MU, abarcando el rango (0,00-0,50) nmol (figura

4.5).

Figura 4.5. Recta de calibrado de la 4-metilumbeliferona para los ensayos de actividad enzimatica en DBS.
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El resultado se expresé como micromoles de sustrato procesado por hora y por “spot” y se
normalizé relativizandolo respecto al valor medio de un conjunto de controles del mismo género

obtenidos en el mismo centro que el probando.
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4.12.2 Medida de la actividad enzimatica en muestras de plasma K2EDTA

El ensayo de la actividad de la a-Gal A en plasma K,EDTA se realizo por triplicado y fue llevado a
cabo segun el método modificado descrito por Mayes et al 1981 4, Brevemente, se afiadieron
a microtubos de 1,5 mL el plasma diluido con dH,0 y una mezcla en proporcion 1:1 de solucidn
8,75 mM del sustrato 4-MU-Gal en dH,0 y tampdn 0,2 M citrato / 0,4 M fosfato (v/v) a pH=4,6.
Las muestras se incubaron a 372C durante 2 horas en termostato de bloque seco (Selecta P®).
Finalizado este periodo, se paré la reaccién mediante tampdn alcalino 0,2 M de glicina/hidréxido
de sodio (NaOH) en dH,0 a pH=11,0 (Sigma-Aldrich®). La 4-MU se midié con una cubeta de

cuarzo de 10,0 x 10,0 mm de paso 6ptico (ver apartado 4.12.1).

Las medidas de fluorescencia se interpolaron en una recta de calibrado construida con
calibradores de 4-MU, abarcando el rango (0,0-2,0) nmol. El resultado se expresé como

nanomoles de sustrato procesado por horay por mL de plasma K,EDTA.

4.12.3 Medida de la actividad enzimatica en concentrado de leucocitos

El ensayo de la actividad de la a-Gal A en muestra de concentrado de leucocitos se realizd por
triplicado y fue llevado a cabo seglin el método modificado descrito por Mayes et al 1981 %4,
Brevemente, los concentrados de leucocitos obtenidos segun el apartado 4.7, fueron lisados
mediante resuspensién en tampon de taurocolato sédico al 1% (m/v) (Sigma-Aldrich®) y
sonicacién (B. Braun Labsonic®U, B. Braun Biotech. International) de acuerdo con el esquema
indicado en la figura 4.6; a continuacion, se centrifugaron a 2.000xg. durante 10 minutos a +42C
y el sobrenadante obtenido se transfirié a un nuevo microtubo de 1,5 mL inmerso en baio de
hielo. La concentracién de proteina total presente en el extracto celular se cuantificé mediante
espectrofotometria de absorcién UV con el espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000C a A=280 nm
y se diluyeron a concentracion de trabajo 0,0013 mg proteina/uL utilizando taurocolato sddico

al 1% como diluyente.
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Figura 4.6. Esquema del proceso de lisado del concentrado de leucocitos. El color rojo indica aplicacion de pulso de
ultrasonido y el color azul no aplicacion del pulso.

20 seg. 15 seg. 10 seg.
40W 40W 40W
HIELO HIELO HIELO
® ® ®© ®© o o
30 seg. 30 seg.
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HIELO HIELO

Una vez se obtuvo el extracto leucocitario a la concentracion de ensayo, se afiadieron a
microtubos de 1,5 mL una mezcla en proporcién equivolumétrica de este extracto, solucién 14,0
mM del sustrato 4-MU-Gal en dH0, solucién 0,4 M de N-Acetil-D-galactosamina preparada en
dH>0 y tampdn 0,4 M citrato / 0,8 M fosfato (v/v) a pH=4,6. Las muestras se incubaron a 372C
durante 1 hora en termostato de bloque seco. Finalizado este periodo, se pard la reaccion
mediante tampdn alcalino 0,3 M de glicina/NaOH en dH,0 a pH=10,6. La 4-MU se midid con una

cubeta de cuarzo de 10,0 x 10,0 mm de paso dptico (ver apartado 4.12.1).

Las medidas de fluorescencia se interpolaron en una recta de calibrado construida con
calibradores de 4-MU, abarcando el rango (0,0-3,0) nmol. El resultado se expresé como

nanomoles de sustrato procesado por hora y por mg de proteina total celular.

4.13 Analisis molecular del gen GLA. Secuenciacidn capilar.

Para realizar el anadlisis de la secuencia nucleotidica del gen GLA, se realizaron amplificaciones
especificas de dicho gen mediante PCR y posterior aplicacién de técnicas de secuenciacion de

primera generacidon (método Sanger o de los di-deoxi-nucledtidos-tri-fosfato [ddNTPs].

Para ello disefiamos parejas de cebadores especificos mediante el programa Oligo v.7
(Molecular Biology Insights Inc., CO, EE. UU.) que cubriesen todas las regiones codificantes (la
region 5’-UTR y exones, tabla 4.3) asi como las regiones no codificantes (promotor del gen y
todos los intrones, tabla 4.4). Para el disefio de los cebadores, tomamos como referencia la
secuencia gendmica de dicho gen (NG_007119.1), depositada en el repositorio publico del

centro nacional de informacién biotecnoldgica de Estados Unidos (NCBI, ver enlaces).
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Tabla 4.3. Cebadores especificos para la amplificacion de las regiones codificantes del gen GLA.

CEBADOR 5’ - SECUENCIA - 3’ Ta (2€) AMPLICON (pb)
CCCACACACCAACCTCTAACGATAC

5’-UTR 54,0 424
GGTGACCGGACAGCATAAAT
TAGGGCGGGTCAATATCAAG

Ex6n 1 54,0 596
TCACACAGAGAAAGTTTAGG
GTGAAATCCCAAGGTGCCTA

Exdn 2 54,0 345
GCCATGAGGGCTGTTTCTAA
CCCCAATACCTGGTGAAGTAA

Ex6n 3 54,0 407
TTTCCAGTATTGTGACAGGGTATTT
GGAAGCTGAGACAGAAGAGT

Ex6n 4 54,0 494
AGACACAAGGATGACTTTCC
GTAAACTCAAGAGAAGGCTACA

Exoén 5 54,0 430
AAAGTTACCTAGATGACCCATA
AGCCAAAGCTCTCCTTCAGGATAAG

Exon 6 54,0 349
GGGAAGCAACTGCGATGGTATAAGA
CCAAACTAACAGGGCCACTT

Ex6n 7 57,5 434
ATGAGCCACCTAGCCTTGAG

Ta=Temperatura de anillamiento o hibridacién; UTR=Region no traducida (“Untraslated region”).
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Tabla 4.4. Cebadores especificos para la amplificacion de las regiones no codificantes del gen GLA.

CEBADOR 5’ - SECUENCIA - 3’ Ta (2C) AMPLICON (pb)
AACCCGTCCCATTTAATTCC

Promotor 59,0 862
CTCGCTATAGCCGTTTGAGG
CCCTTTGCTTTTCCATGTGT

Intrén 1 frag. A 59,0 825
TTGCTCTGTAAGCGCAGTTG
GGAAGGTTGACATGGAGGAA

Intrén 1 frag. B 59,0 809
TTGCCATTAGCCAAACATGA
CCAGAAATAATCATGGTTTAAATGTT

Intrén 1 frag. C 59,0 960
GTATTATCTTCAGGTAGGAAAGGACTT
AATACAGTGGTTCTTCCTATGTGTTGG

Intrén 1 frag. D 59,0 845
GGTTTTGCATTTTGGCTAGGCTA
TTTGTAATGTTGTGCCAAGTTCC

Intrén 1 frag. E 54,0 871
ACCTCCCATTTATTAGGCACCTT
TACAGAAGCTTGTTTAGAAACAGC

Intrén 2 frag. A 59,0 870
AAGGTTATATGGAAATACATGCAC
ATGTTTTGTAATAGCTCTTGAGGC

Intrén 2 frag. B 59,0 634
AATCTGCTCATTGGCTATAAATCT
CTTGTAATCCGCCCACCTT

Intrén 2 frag. C 59,0 767
CCCTAGCTTCAGTCCTTTGCT
CCAGAGATTTAGCCACAAAGG

Intrén 3 59,0 822
GAATTTCCAGCTGGGGCTAT
CCCAGGTTCCAACCACTTCTC

Intrén 4 frag. A 59,0 826
CCCTGCCCTCATGAAACTTA
AGCCCTCTGTCCATTCATTCT

Intrén 4 frag. B 59,0 916
TAATTGGGCTGTGAAAACAGA
AAGGCTACAAGTGCCTCCTTT

EX6n 5 + Intréon 5 57,5 521
GGGCCATCTGAGTTACTTGC
CTCCTTGTTCAAGACCCTGCGGTAG

Ex6n 6 + Intrén 6 57,5 785

GGGAAGCAACTGCGATGGTATAAGA

4.13.1 Amplificacion mediante PCR de las regiones codificantes del gen GLA

Las amplificaciones mediante PCR se llevaron a cabo en microtubos de 0,2 mL (4titude® Ltd, UK)

incorporando en este el DNA aislado (ver apartado 4.8) y todos los reactivos necesarios: enzima
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polimerasa del DNA termoestable “Taq”, tampdn de reaccidn de la misma, cloruro de magnesio
(Mg,Cl), deoxi-nucleétidos-tri-fosfato (dNTPs), cebadores especificos (tabla 4.3) y ddH,0. Las
proporciones de cada uno de los reactivos empleados para la reaccién de PCR, fueron diferente
bien si el DNA de partida se aislo a partir de DBS (ver 4.8.1, tabla 4.5) bien si fue aislado de sangre
EDTA liquida (ver 4.8.2, tabla 4.6).

Tabla 4.5. Estequeometria para la amplificacion de las regiones codificantes del gen GLA a partir de DNA de DBS.

REACTIVO CANTIDAD (L) CONCENTRACION FINAL
ddH,0 libre DNAasa/RNAasa 11,45

Tampdn 10x, Bioline® 2,00 1x

dNTPs (2mM), Invitrogen® 2,00 200,000 uM

Mg,Cl (50mM), Bioline® 0,60 1,500 mM

Cebador Directo (10 uM) 0,40 200,000 nM

Cebador Reverso (10 uM) 0,40 200,000 nM

BIOTAQ™ DNA polimerasa 5 Ul/uL, Bioline® 0,15 0,038 Ul/uL

DNA gendmico de DBS 3,00

Volumen final de reaccién=20 pL/amplicdn

Tabla 4.6. Estequeometria para la amplificacion de las regiones codificantes del gen GLA a partir de DNA de sangre

EDTA liquida.
REACTIVO CANTIDAD (pL) CONCENTRACION FINAL
ddH,0 libre DNAasa/RNAasa 6,20
Tampdn 10x, Bioline® 1,00 1x
dNTPs (2mM), Invitrogen® 1,00 200,00 uM
MgCl (50mM), Bioline® 0,30 1,50 mM
Cebador Directo (10 uM) 0,20 200,00 nM
Cebador Reverso (10 uM) 0,20 200,00 nM
BIOTAQ™ DNA polimerasa 5 Ul/pL, Bioline® 0,10 0,05 Ul/uL
DNA gendmico de sangre EDTA liquida (50 ng/uL) 1,00 5,00 ng/uL

Volumen final de reaccién=10 pL/amplicén

La reaccion se llevé a cabo en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 segun el programa
térmico indicado en la tabla 4.7. El producto de la reaccidon (amplicén) se comprobé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% (m/v) con tincién de Br-Et utilizando como tampdon TAE
1X (30 minutos 90V). El resultado se documentd con el equipo descrito en el apartado 4.9. Los
amplicones se conservaron bien a +4 2C para periodos de conservacién menores a 3 dias bien a

-209C para periodos de conservacion superiores.
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Tabla 4.7. Programas térmicos empleados para la amplificacién de las regiones codificantes del gen GLA.

PROGRAMA REGIONES PROGRAMA TERMICO

Desnaturalizacion inicial: 942C 2’

Ciclo: 45 x (942C 30” 54,0°C 30" 72°C 30”)

GLACDS 1 Resto

Elongacion final: 72 2C 7’

Conservacién: 42C oo

Desnaturalizacion inicial: 942C 2’

Ciclo: 40 x (94eC 30" 57,52C 30" 72°C 30”)
GLA CDS 2 Exén 7

Elongacion final: 72 2C 7’

Conservacion: 42C oo

Nota: se emplearon los mismos programas térmicos indistintamente del origen del DNA aislado.

4.13.2 Amplificacion mediante PCR de las regiones no codificantes del gen GLA

La amplificacion de las regiones no codificantes del gen GLA se realizd exclusivamente a partir
de muestras de DNA aislado de sangre EDTA liquida (apartado 4.8.2) de manera idéntica a lo
descrito en el apartado 4.13.1, utilizandose los cebadores indicados en la tabla 4.4. Hubo
modificaciones en cuanto a la estequeometria de la reaccion (tabla 4.8) y el programa térmico

(tabla 4.9).

Tabla 4.8. Estequeometria para la amplificacion de las regiones no codificantes del gen GLA.

REACTIVO CANTIDAD (L) CONCENTRACION FINAL
ddH,0 libre DNAasa/RNAasa 5,80

Tampdn 10x, Bioline® 1,00 1x

dNTPs (2mM), Invitrogen® 1,00 200,00 uM

Mg.Cl (50mM), Bioline® 0,30 1,50 mM

Cebador Directo (10 uM) 0,40 400,00 nM

Cebador Reverso (10 uM) 0,40 400,00 nM

BIOTAQ™ DNA polimerasa 5 Ul/uL, Bioline® 0,10 0,05 Ul

DNA gendmico de sangre EDTA liquida (50 ng/uL) 1,00 5,00 ng/uL

Volumen final de reaccion=10 pL/amplicén
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Tabla 4.9. Programas térmicos empleados para la amplificacion de las regiones no codificantes del gen GLA

PROGRAMA REGIONES

Promotor
GLAIVS 1
Intrén 1 frag. E

PROGRAMA TERMICO

Desnaturalizacion inicial: 942C 2’

Ciclo: 40 x (942C 45" 54,02C 45”

Elongacidn final: 72 2C 7’

Conservacion: 42C oo

720C 45")

Exdn 5 + Intron 5
GLAIVS 2
Ex6n 6 + Intrén 6

GLAIVS 3 Resto

Desnaturalizacion inicial: 942C 2’

Ciclo: 40 x (94°C 45" 57,5°C 45”

Elongacion final: 72 2C 7’

Conservacion: 42C oo

Desnaturalizacidn inicial: 942C 2’

Ciclo: 40 x (942C 45" 59,02C 45"

Elongacidn final: 72 2C 7’

Conservacion: 42C oo

72°C 45”)

720C 45")

4.13.3 Purificacion del producto de PCR

Como etapa preparativa para la secuenciacidon de los amplicones del gen GLA, utilizamos
conjuntamente 2 enzimas: Exo | (Exonucleasa I) (USB®, Affymetrix™) que degrada el DNA

monocatenario subproducto de PCR, y SAP (Fosfatasa alcalina de gamba) (USB®, Affymetrix™)

que hidroliza el exceso dNTPs no incorporados al producto de PCR.

Para preformar la reaccidn, a microtubos de 0,2 mL se dispensaron 5 uL del producto de PCR
obtenido (apartado 4.13.1 0 4.13.2), 1 puL de Exo | de concentracion 10 Ul/uL y 1 uL de SAP de
concentracién 10 Ul/uL. Las muestras se incubaron en un termociclador GeneAmp® PCR System
9700 a 37°C durante 15 minutos seguido de una etapa de inactivaciéon enzimatica de 802C
durante 15 minutos y se mantuvo a 42C. El producto purificado se conservé bien a +4 2C para

periodos de conservacion menores a 3 dias bien a -202C para periodos de conservacion

superiores.
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4.13.4 Reaccion de secuenciacion de Sanger, electroforesis capilar y analisis de

secuencias

Para la secuenciacidn tipo Sanger, basada en ddNTPs terminadores marcados con un
fluorocromo, se utilizé la bateria de reactivos BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems®, ThermoFisher Scientific). Estos reactivos consisten en una mezcla de
enzima DNA polimerasa (DNAp) termoestable que carece de actividad exonucleasa 5’ (tipo
“secuenasa”), dNTPs y ddNTPs marcados con fluorocromos (un fluorocromo diferente para cada
ddNTP); se establecerd una reaccién convencional de PCR con la salvedad que cuando se
polimerice un determinado ddNTP en la posicidn 3’ de la hebra naciente, se detendrd la reaccion
pues la secuenasa no tendra disponible un grupo hidroxilo (R-OH) libre en 3’en la hebra naciente
para transferirlo al grupo fosfato (R-3P04) de otro dNTP o ddNTP; se generaran amplicones que
diferirdan 1 nucleétido y con el marcaje diferencial de los ddNTPs se podra elucidar la secuencia
del mismo. En la tabla 4.10 se recogen las proporciones de los reactivos y producto de PCR

purificado (4.13.3):

Tabla 4.10. Estequeometria para la reaccion de secuenciacion de Sanger.

REACTIVO CANTIDAD (L) CONCENTRACION FINAL
ddH,0 libre DNAasa/RNAasa 4,75

BigDye® Terminator 5X Sequencing Buffer 1,75 1x

Producto de PCR purificado 1,50 1,5mM

Cebador Directo o Reverso (2,1 uM) 1,50 315,0 nM

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 0,50

Volumen final de reaccién=10 pL/hebra/amplicén

Para preformar la reaccién se utilizaron placas de 96 pocillos precortadas en columnas (4titude®
Ltd, UK) selladas con una ldmina de aluminio (Applied Biosystems’, ThermoFisher Scientific). La
reaccion tuvo lugar en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 siguiendo el programa

térmico especificado por el fabricante.

Una vez finalizada la reaccion se procedié con la purificacidon del producto de secuenciacion
mediante un protocolo de precipitacidén alcohdlica: a cada pocillo se le afiadié 4 uL de una
solucion de EDTA 62,5 mM pH=8,0 en ddH,0 y 60 pL de una mezcla de precipitacion alcohdlica
mantenida en un bafo de hielo (tabla 4.11). Se sell6 la placa y se homogeneizé suavemente por
inversion, se centrifugd brevemente a 150xg durante 30 segundos a +42C Allegra™ 25R

(Beckman Coulter®) y se incubé a temperatura ambiente durante 15 minutos protegida de la luz.
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Finalizada la incubacion se centrifugd a 2.100xg durante 30 minutos a +42C. Pasado ese tiempo
se eliminé el sobrenadante mediante centrifugacion inversa a 150xg durante 1 minuto a +4°C.
Seguidamente se afiadié a cada pocillo 70 pL de Et-OH 70 % (v/v), se sellé de nuevo la placa y se
sometid a una nueva centrifugacion 2.100xg durante 15 minutos a +42C. Pasado ese tiempo se
elimind el sobrenadante mediante centrifugacion inversa a 150xg durante 1 minuto a +49C.
Finalmente, los precipitados se resuspendieron en 10 pL de una soluciéon de formamida apta
para electroforesis capilar (Applied Biosystems®, ThermoFisher Scientific) y se aplicé un
programa térmico de desnaturalizacion (949C 2 minutos) con objeto de desnaturalizar los
productos de la reaccién y eliminar estructuras secundarias. La electroforesis capilar tuvo lugar
en secuenciador automatico de DNA ABI-3500 XL Genetic Analyzer for Resequencing and

Fragment Analysis (Applied Biosystems®, ThermoFisher Scientific).

Tabla 4.11. Estequeometria de la mezcla alcohélica para la eliminacion de terminadores.

REACTIVO CANTIDAD (pL)

Etanol 96% (v/v), Panreac™ (calidad PA) 50,0
ddH,0 libre DNAasa/RNAasa 7,5
Acetato de sodio 3 M pH=5,2, Sigma — Aldrich ® 2,5

Volumen final de precipitacién=60 pL/hebra/amplicon

Para la normalizacién, alineamiento automatico y analisis de las secuencias obtenidas, se

empled el programa Variant Reporter v1.1 (Applied Biosystems®, ThermoFisher Scientific).

Todas las variantes genéticas diferentes de su alelo salvaje, se describieron de acuerdo con las
ultimas recomendaciones de la “Human Genetic Variation Society” (ver enlaces) *° utilizando
como secuencias de referencia para el cONA NM_000169.2 y para la proteina NP_000160.1

(NCBI, ver enlaces).

4.14  Analisis molecular del gen GLA. Estudios de reordenamientos.

Para realizar el analisis de reordenamientos del gen GLA, se utilizd la técnica de “Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification” (MLPA®). Esta técnica consiste en una combinacién de
hibridacién de sondas nucleotidicas especificas de las regiones codificantes del gen GLA y otros
genes cuyo numero de copias es constante en el genoma, ligacion termoestable, amplificacion

mediante PCR y electroforesis capilar (figura 4.7)
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Figura 4.7. Diagrama de la reaccion de MLPA® (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).
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(A) Se ilustra un fragmento del genoma o regién diana al que se quiere interrogar la existencia de reordenamientos
andmalos (rayas diagonales); Sonda izquierda (SI) compuesta por parte de la secuencia complementaria a la region diana
(azul) y un cebador universal directo de PCR (negro) marcado con un fluorocromo (amarillo); Sonda derecha (SD)
compuesta por otra parte de la secuencia complementaria a la region diana (azul), una secuencia de relleno que no
hibrida con el genoma (verde) y un cebador universal reverso de PCR (rojo). (B) Fase de hibridacion de las regiones
complementarias a la diana de Sl 'y SD. (C) Si se ha producido hibridacién complementaria de Sl y SD con la regién diana,

una ligasa termoestable une el -0 en 3’ dela Sl con el HZPOA_ en 5’ de la SD. (D) PCR utilizando cebadores directo y

reverso universales para todos los productos ligados en (C). (E) Electroferograma resultante del proceso de electroforesis
capilar de los productos de PCR marcados generados en (D).
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Se emplearon muestras de DNA gendmico diluido hasta concentracién de 20 ng/ulL en tampdn
TE con menor concentracion de EDTA que el utilizado en los apartados 4.8.2 y 4.10.2 (Tris-HCl
10,0 mM + EDTA 0,1 mM pH=8,0), para evitar la quelacion de Magnesio y otros cofactores
esenciales para las enzimas que se utilizaran en el proceso. En cada experimento se utilizaron 4
muestras de 4 individuos heterozigotos sanos sin ninguna variante puntual, a los que
previamente se les habia genotipado el gen GLA segun procedimiento descrito en el apartado
4.13. La técnica se llevd a cabo utilizando la bateria de reactivos SALSA®MLPA® EK1 con marcaje
fluorescente FAM™ (Aexcitacisn=495 NM Y Aemisisn=517 nm) y la mezcla de sondas SALSA®MLPA®
probemix P159-A4 GLA, segun especificaciones del fabricante ° (MRC-Holland, ver enlaces), en
un termociclador GeneAmp® PCR System 9700. Una vez finalizado el experimento, el producto
de la reaccidn se diluyé con ddH,0 y se mezcld en proporcion 19:0,8:0,2 obteniendo una mezcla
de formamida apta para electroforesis capilar:Fragmentos diluidos:Marcador de pesos
molecular fluorescente GeneScan™-600 LIZ® Size Standard (Applied Biosystems’, ThermoFisher
Scientific). Se aplicé un programa térmico de desnaturalizacion (942C 2 minutos) y se realizé la
electroforesis capilar en secuenciador automatico de DNA ABI-3500 XL Genetic Analyzer for

Resequencing and Fragment Analysis.

Para la cuantificacion de la sefial de cada fragmento generado se empled el programa
GeneMapper® v4.0 (Applied Biosystems®, ThermoFisher Scientific). Los datos se analizaron
mediante hojas de cdlculo de disefio propio en los que se realizd en primer lugar una
normalizacién intramuestra, en el que se comparan en cada muestra las sefiales de los
fragmentos de las sondas especificas del gen GLA con las seiales de los fragmentos de las sondas
del resto de genes de referencia; en segundo lugar una normalizacion intermuestra en el que se
compara la seial normalizada intramuestra para todas las sondas (GLA y genes de referencia)
de la muestra de un individuo con la sefial normalizada intramuestra para todas las sondas de

las muestras de los 4 individuos heterozigotos sanos.

Se consideraron resultados andmalos cuando el valor normalizado para cada sonda del gen GLA

era menor a 0,5 (delecién) o mayor a 1,5 (duplicacién).
4.15 Estudios bioinformaticos de las variantes genéticas identificadas

Se evalué la patogenicidad de las variantes genéticas identificadas en el apartado 4.13 y 4.14,
en un primer momento mediante andlisis con el predictor MutationTaster (ver enlaces) '*’; las

variantes cuya probabilidad era cercana a 1, indicaron elevada probabilidad de ser causantes de
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enfermedad. A continuacién, se comprobd su indizacién en los repositorios de variantes
patogénicas (HGMD, ClinVar y Leiden Open Variation Database [LOVD]) %1981 (ver enlaces) o
de variantes polimdrficas o “SNP” (dbSNP) (ver enlaces). Aquellas que no hubieran sido indizadas
previamente en los repositorios anteriores se clasificaron segln las recomendaciones de la
ACMG "%se consideraron como VUS; en funcidn de la naturaleza de la VUS y del potencial cambio
sobre la proteina, se evaluaron los predictores Splice Site Prediction Program by Neural Network
(SSPPNN) y Human Splicing Finder (HSF) en el caso de ayuste alternativo del RNA mensajero
(mRNA, ver enlaces) 2992 'y se evalué PROMO y Matlnspector para las variantes que pudieran
afectar a la interaccidn de la region 5’-UTR de GLA y los elementos reguladores tipo Trans (ver

enlaces) 202293,
4.16 Analisis de variantes en region reguladora 5’-UTR

El estudio “in vitro” de las posibles interacciones de los elementos reguladores tipo Trans con el
promotor del gen GLA, se realizé mediante geles de retardo o Electrophoretic Mobility Shift
Assay (EMSA); esta técnica consiste comprobar el diferente patrén electroforético del producto
de incubacién de un extracto de proteinas nucleares con un oligonucledtido sintético que
contenga el alelo silvestre y otro oligonucledtido sintético que contenga el alelo mutado. Estos
experimentos fueron realizados por el grupo de investigacion del profesor José Carlos Rodriguez

Rey en la Universidad de Cantabria (Santander).

Brevemente, por cada variante genética en la regidon promotora del gen GLA que se quiso
estudiar, se sintetizaron dos parejas de oligonucledtidos con marcaje fluorescente IRDye®680
(Aexcitacien=680 NM Y Aemisisn=694 nm) (LI-COR® Biosciences, Lincoln, NE, EE. UU.). Los extractos
nucleares se prepararon a partir del lisado de una linea celular Hep-G2 cultivada hasta el 90%
de confluencia en medio de cultivo “Dubelco’s Modified Eagle’s Medium” (DMEM)
suplementado con una mezcla de 20% (v/v) suero fetal bovino (SFB), 1% (v/v) penicilina-
estreptomicina y 0,5% (v/v) B-anfotericina. Los extractos nucleares y los oligonucledtidos
marcados se incubaron y posteriormente los complejos DNA-proteina se sometieron a
electroforesis en gel de poliacrilamida 5,0% (PAGE) no desnaturalizante utilizando tampdn Tris-
Borato 0,089 M + EDTA 20,0 mM pH=8,0 (TBE) 0,25x. Los geles fueron revelados mediante un

transiluminador de infrarrojos Odyssey® (LI-COR® Biosciences).

La afinidad relativa de cada alelo por el extracto nuclear se consideré mediante competencia

con una cantidad creciente de sonda sin marcaje del alelo mutado (“sonda fria”); se cuantificé
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la sefial en el gel de cada una de las condiciones de competitividad y se calculd la variaciéon en la
afinidad representando la recta que relaciona los valores inversos de las intensidades de cada
condicién vs el exceso de “sonda fria”. La relacidn de la pendiente de la recta y la afinidad relativa

de cada alelo por el extracto nuclear es inversamente proporcional.
4.17  Analisis de variantes en region no codificante (intrones)

Para comprobar que ciertas variantes en region no codificante (intrones) identificadas en el
analisis molecular del gen GLA (apartado 4.13), pudieran alterar el normal mecanismo normal
de ayuste del pre-RNA mensajero (mRNA), se estudié la molécula complementaria (cDNA) del

mMRNA del gen GLA.

4.17.1 Sintesis de cDNA total

Para la sintesis de cDNA mediante retrotranscripcién del mRNA a partir del RNA total aislado en
el apartado 4.9, se tomd 1 pg de RNA total en un volumen final de 20 pL. Se utilizé la bateria de
reactivos PrimeScript™ 1st strand cDNA Synthesis Kit (Takara Bio INC.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. E n un primer paso se llevd a cabo la hibridacion de OligodT a las
colas de poli-Adenilacidn del extremo 3’ de todas las moléculas mRNA presente en el RNA total
aislado; para este paso se adiciond a 1 ug de RNA total, una mezcla de reaccién que contiene
por cada muestra: 1 pL de cebador OligodT 50 uM, 1 uL de la mezcla de dNTPs (10 mM de cada
dNTP) y cantidad suficiente de ddH,O para volumen final de 10 pL. Se incubdé en un
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 a 652C durante 10 minutos y después se mantuvo a
+42C. En un segundo lugar se llevé a cabo una reaccidn de PCR de retrotranscripcion (RT-PCR),
en la que por cada molécula de mRNA que haya hibridado la cola OligodT, se generard una
molécula de cDNA (relacion 1:1). Al producto de hibridacién OligodT-mRNA se le afiadié una
mezcla de RT-PCR que contenia por cada muestra: 5 uL de tampdn PrimeScript 5x, 0,5 L de
inhibidor de RNAasas (40 Ul/uL), 1 pL de PrimeScript retrotranscriptasa (200Ul/uL) y cantidad
suficiente de ddH,0 para 10 puL de volumen final de reaccidn. Se incubd en un termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 a 42 2C 60minutos, seguido de 952C 5 minutos y después se
mantuvo a 42C. El producto de RT-PCR se conservd, bien a +4 2C para periodos de conservacion

menores a 3 dias bien a -202C para periodos de conservacidn superiores.

La comprobacidn de la correcta sintesis de cDNA se realizd mediante amplificacion de un
fragmento del gen constitutivo B-Actina (ACTB, MIM*102630), utilizando como molde la

molécula de cDNA sintetizada a partir del mRNA total.
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Para el disefio de los cebadores, tomamos como referencia la secuencia del transcrito de mRNA

maduro del gen ACBT (NM_001101.5, NCBI) y se empleé el programa Oligo v.7 (tabla 4.12).

Tabla 4.12. Cebadores especificos para la amplificacion de una region del cDNA complementario al mRNA del gen
ACTB.

CEBADOR 5’ - SECUENCIA - 3’ Ta (2C) AMPLICON (pb)

ACACTGTGCCCATCTACGAGG
Ex6n 4 — Ex6n 6 60,0 621
AGTATGACGAGTCCGGCCCCT

La reaccién de PCR se llevd a cabo en microtubos de 0,2 mL y las proporciones de cada uno de

los reactivos empleados para la reaccidon se muestran en la tabla 4.13.

Tabla 4.13.Estequeometria para la amplificacién de una regién del cDNA complementario al mRNA del gen ACTB.

REACTIVO CANTIDAD (pL) CONCENTRACION FINAL
ddH,0 libre DNAasa/RNAasa 6,24

Tampdn 10x, Bioline® 1,00 1x

dNTPs (2mM), Invitrogen® 1,00 200,00 uM

Mg.Cl (50mM), Bioline® 0,30 1,50 mM

Cebador Directo (10 uM) 0,20 200,00 nM

Cebador Reverso (10 uM) 0,20 200,00 nM

BIOTAQ™ DNA polimerasa 5 Ul/pL, Bioline® 0,06 0,03 Ul/uL

cDNA molde 1,00

Volumen final de reaccién=10 pL

La reaccion se llevé a cabo en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 segun el programa
térmico indicado en la tabla 4.14. El producto de la amplificacién se conservé a +42C hasta que
se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (m/v) con tincién de Br-Et
utilizando como tampén TAE 1X (30 minutos 90V). El resultado se documentd con el equipo

descrito en el apartado 4.9.
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Tabla 4.14. Programa térmico empleado para la amplificacion de una region del cDNA complementario al mRNA

del gen ACTB.
PROGRAMA REGION PROGRAMA TERMICO
Desnaturalizacion inicial: 942C 2’
Ciclo: 32 x (94eC 30" 60,02C 30" 72°C 30”)
ACTB cDNA Exdén 4 — Exdén 6

Elongacion final: 72 2C 7’

Conservacion: 42C oo

4.17.2 Amplificacion del cDNA del gen GLA

Para poder estudiar el efecto de las variantes intrdnicas sobre el hipotético ayuste alternativo,
fue necesario obtener una cantidad razonable de cDNA especifico de gen GLA, para ello se

realizd una amplificacién del cDNA de éste como fase preparativa para usos posteriores.

Los cebadores fueron disefiados de tal manera que abarcase la mayor extension posible de la
molécula de mRNA (1418 pb). Se utiliz6 como referencia la secuencia del transcrito de mRNA

maduro del gen GLA (NM_000169.2, NCBI) y se empled el programa Oligo v.7 (tabla 4.15).

Tabla 4.15. Cebadores especificos para la amplificacion del cDONA complementario al mRNA del gen GLA.

CEBADOR 5’ - SECUENCIA - 3’ Ta (2C) AMPLICON (pb)
TGCAGCTGAGGAACCCAGAACTACA

Ex6n 1 — Exén 7 59,0 1.114
TACCATCGCAGTTGCTTCCCT

La reaccién de PCR se llevd a cabo en microtubos de 0,2 mL y las proporciones de cada uno de

los reactivos empleados para la reaccidon se muestran en la tabla 4.16.
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Tabla 4.16. Estequeometria para la amplificacion del cDNA complementario al mRNA del gen GLA.

REACTIVO CANTIDAD (L) CONCENTRACION FINAL
ddH,0 libre DNAasa/RNAasa 34,65

Tampdn 10x, Bioline® 5,00 1x

dNTPs (2mM), Invitrogen® 5,00 200,000 uM

Mg,Cl (50mM), Bioline® 1,50 1,500 mM

Cebador Directo (10 uM) 1,00 200,000 nM

Cebador Reverso (10 uM) 1,00 200,000 nM

BIOTAQ™ DNA polimerasa 5 Ul/uL, Bioline® 0,85 0,085 Ul/uL

cDNA molde 1,00

Volumen final de reaccion=50 uL

La reaccion se llevd a cabo en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 segun el programa
térmico indicado en la tabla 4.17. El amplicon resultante se conservd a +42C hasta que se
caracterizd mediante geles PAGE no desnaturalizantes; el excedente del amplicon utilizado en

esta técnica se conservéd a -202C para usos posteriores.

Tabla 4.17. Programa térmico empleado para la amplificacion del cDNA complementario al mRNA del gen GLA.
PROGRAMA REGION PROGRAMA TERMICO

Desnaturalizacion inicial: 942C 2’

Ciclo: 32 x (942C 30" 59,0°C 30" 72°C 30”)
GLA cDNA Ex6n 1 —Exdn 7
Elongacion final: 72 2C 7’

Conservacion: 42C oo

4.17.3 Caracterizacidon electroforética del cDNA especifico del gen GLA

Una vez obtuvimos una cantidad suficiente de cDNA especifico del mRNA del gen GLA (apartado
4.17.2), para identificar los posibles transcritos generados de diversos tamafios como resultado
del ayuste del pre-mRNA se eligié la técnica de PAGE no desnaturalizante. Para preparar los
geles de 55 mL de volumen al 6,0% se afadieron los siguientes reactivos, sin dejar de
homogeneizarse y en campana extractora: 34,5 mL de dH,O, 14,6 mL de una mezcla de
acrilamida/bisacrilamida 30,0% en proporcién 37,5:1,0 (Bio-Rad), 5,5 mL de TBE 10x (Tris-Borato
0,89 M + EDTA 0,50 M pH=8,0) (Carlo Erba), 0,3 mL de persulfato amédnico (APS) 10,0% (m/v)
(Bio-Rad) disuelto en dH,0 y 0,03 mL de N,N,N,N’-tetrametilendiamina (TEMED) 0,1 % (v/v) (Bio-

Rad) diluido en dH,0. Una vez polimerizado el gel se sumergié en una célula de electroforesis
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vertical Protean’ Il xi Cell (Bio-Rad) con TBE 1x como tampdn de electroforesis. Se cargé en cada
uno de los pocillos una mezcla de 15 plL del producto de cDNA especifico de gen GLA (apartado
4.17.2) y 5 pL de tampdn de carga (Xylene Cyanol) y se sometio al proceso de electroforesis (3
horas a 46 mA). Finalizado el proceso de electroforesis se sumergio el gel en una mezcla de 500
mL de tampdn TBE 1x diluido en dH,0 + 1 mL de solucién de Br-Et y se dejo tefiir durante 20
minutos con agitacion por balanceo. El resultado se documentd con el equipo descrito en el
apartado 4.9 y se compard el patron de bandas de los sujetos con variantes intrdnicas vs el

patron de bandas de individuos control.

4.17.4 Analisis molecular del cDNA del gen GLA. Secuenciacién capilar.

Para tratar de definir la variacidn en la secuencia nucleotidica del mRNA del gen GLA, como
consecuencia de un hipotético ayuste alternativo del pre-mRNA, procedimos a secuenciar el

cDNA especifico del gen GLA obtenido en el apartado 4.17.2.

Se optd por un disefio de PCR anidada del cDNA del gen GLA, dividiendo este en dos fragmentos
solapantes. Los cebadores fueron disefiados utilizando como referencia la secuencia del
transcrito de mRNA maduro del gen GLA (NM_000169.2, NCBI) con el programa Oligo v.7 (tabla
4.18).

Tabla 4.18. Cebadores especificos para la amplificacion anidada del cDNA complementario al mRNA del gen GLA.

CEBADOR 5’ - SECUENCIA - 3’ Ta (2C) AMPLICON (pb)

TGCAGCTGAGGAACCCAGAACTACA
Exén 1 - Exon 4 55,0 616
GTGTACTCCTGTGAGTGGCCTCT

GAAGCTAGGGATTTATGCAGATGT
Ex6n 3 — Exon 7 55,0 637
TACCATCGCAGTTGCTTCCCT

La reaccién de PCR se llevd a cabo en microtubos de 0,2 mL y las proporciones de cada uno de

los reactivos empleados para la reaccidon se muestran en la tabla 4.19.
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Tabla 4.19. Estequeometria para la amplificacion anidada del cDNA complementario al mRNA del gen GLA.

REACTIVO CANTIDAD (L) CONCENTRACION FINAL
ddH,0 libre DNAasa/RNAasa 5,94

Tampdn 10x, Bioline® 1,00 1x

dNTPs (2mM), Invitrogen® 1,00 200,00 uM

Mg,Cl (50mM), Bioline® 0,60 3,00 mM

Cebador Directo (10 uM) 0,20 200,00 nM

Cebador Reverso (10 uM) 0,20 200,00 nM

BIOTAQ™ DNA polimerasa 5 Ul/uL, Bioline® 0,06 0,03 Ul/uL

c¢DNA molde diluido 1/1.000 con ddH,0 1,00

Volumen final de reaccion=10 pL

La reaccion se llevd a cabo en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 segun el programa
térmico indicado en la tabla 4.20. El amplicén resultante se comprobd mediante electroforesis
en gel de agarosa (apartado 4.13.1) y el restante se conservo a +42C hasta que se procedié con
la purificacion y secuenciacidn capilar segun los protocolos descritos en los apartados 4.13.3 y

4.13.4.

Tabla 4.20. Programa térmico empleado para la amplificacién anidada del cDNA complementario al mRNA del gen
GLA.

PROGRAMA REGION PROGRAMA TERMICO

Desnaturalizacidn inicial: 942C 2’

Ciclo: 32 x (942C 30” 55,0°C 30" 72°C 30”)
GLA cDNA Anidado Exén 1 —Ex6n 7
Elongacion final: 72 2C 7’

Conservacion: 42C oo

4.18 Genotipado poblacional de las variantes en region reguladora y regién

no codificante.

Para conocer la frecuencia en poblacién control, de los alelos identificados en las zonas no
codificantes del gen GLA (ver 4.13), se optd por la técnica de polimorfismos de longitud de

fragmentos de restriccion o “RFLP”.

En primer lugar, se analizaron in silico los amplicones que contenian las variantes diferentes del
alelo salvaje, con la herramienta RestrictionMapper v.3 (ver enlaces) para evidenciar diferencias

en cuanto a patrones de restriccion entre la secuencia que contenia el alelo salvaje vs alelo
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mutado. Posteriormente se procedid a amplificar las regiones de interés mediante PCR (ver
4.13.1y 4.13.2), corte segln el protocolo de cada enzima de restriccion y revelado del patrén
de restriccion mediante electroforesis. Esto Ultimo se realiz utilizando gel de agarosa al 1/2/3%
(m/v) o gel de agarosa de alta resolucién NuSieve™GTG™ (Lonza) al 3% (m/v), dependiendo de
la diferencia de tamanfio entre los fragmentos generados, con tincién de Br-Et utilizando como
tampon TAE 1X (30/60/90 minutos 90V). El resultado se documenté con el equipo descrito en el

apartado 4.9.
4.19 Estudios cuantitativos de la expresion del gen GLA

Para determinar el nivel de expresién del gen GLA, utilizamos procedimientos de amplificacién
especifica por PCR y cuantificacidn en tiempo real mediante deteccién de fluorescencia (qPCR).

La diferente quimica empleada en el disefio de las sondas se muestra en la figura 4.8.

Para nuestros experimentos se decidié emplear sondas de hidrdlisis (figura 4.8.A), éstas son
complementarias al cDNA, aportando especificidad a la reaccidn y la cuantificacidon del molde se
realiza combinando la actividad exonucleasa 5’->3’ de la DNAp termoestable y del principio de

transferencia de energia de resonancia (“Férster resonance energy transfer”, FRET).

Se emplearon mezclas comerciales de cebadores y sondas de hidrélisis o TagMan® (Applied
Biosystems®, ThermoFisher Scientific) marcadas con diferentes fluorocromos para poder

preformar reacciones multiples en el mismo pocillo (tabla 4.21)

Tabla 4.21. Premezcla de sondas de hidrdlisis y cebadores (TagMan®) empleadas para el estudio de expresion del
gen GLA y del gen de control endégeno GAPDH.

GEN (NCBI)! UNION cDNA  FLUOROFORO/SUPRESOR? REFERENCIA3 Ta(2C) AMPLICON (pb)

GLA

Ex2—Ex3 FAM™ / MGB Hs00609238_m1 60,0 80
(NM_000169.2) -

GAPDH

VIC® / MGB Hs99999905_m1 60,0 122
(NM_002046.3)

1Secuencia de referencia recogida en NCBI (ver enlaces).
2premezcla de cebadores y sondas seglin Applied Biosystems® (ver enlaces).
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Figura 4.8. Representacion esquematica de las diferentes aproximaciones quimicas empleadas en el estudio
cuantitativo de la expresion génica mediante qPCR.

(A) (B}
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5 3 5 3

(c) (D)

(E) @ (F)

(6) (F)

(A) Sondas de hidrdlisis o sondas TagMan™; compuesta por una secuencia de DNA complementaria a la region diana,
una molécula fluorescente (F) en 5’ y una molécula supresora o “quencher” (S) en 3’; en la fase de sintesis catalizada por
la DNAp, se produce hidrdlisis de la sonda, liberacién de F y FRET. (B) Sondas de hidrdlisis con doble molécula supresora
o sondas ZEN™: presenta una composicion similar a (A) en el que se incluye una molécula supresora extra (S2) situada a
9-10 pb de F en 5’; presenta como ventaja respecto a (A) la reduccién del ruido de fondo en las etapas iniciales de la
reaccion. (C) Balizas moleculares o Molecular Beacons™; compuesta por una secuencia de DNA complementaria a la
region diana, una molécula fluorescente (F) en 5’ y una supresora (S) en 3’; la sonda antes de la hibridacién permanece
en forma de horquilla lo que hace que F y S se sitien préximos en el espacio; en el momento de la hibridacién con el
DNA complementario de la regién diana, la sonda se linealiza haciendo que F y S se distancien lo suficiente como para
producirse fluorescencia. (D) Sondas Eclipse; presenta en el extremo 3’ de la sonda una molécula fluorescente (F) y en
el extremo 5’ de la misma una molécula supresora (S) y una molécula de unién al surco menor del DNA (“Minor Groove
Binder”, MGB); la sonda antes de la hibridacién permanece empaquetada en forma de bovina permitiendo que Fy S
estén préximos espacialmente; el mecanismo de hibridacion con el DNA complementario a la regién diana y generacion
de fluorescencia, es muy similar al descrito en (C) pero se encuentra asistido por la interaccién no covalente de las bases
nitrogenadas del surco menor del DNA con la molécula MGB. (E) Sondas de hibridacién dual; compuesta por dos
secuencias de DNA complementarias a la regién diana y adyacentes entre si, ademds de una molécula fluorescente
diferente en cada sonda (F1 en 5’ de sonda 1y F2 en 3’ de sonda 2); a diferencia de las sondas basadas en hidrdlisis, la
hibridacion adyacente de ambas sondas permite que uno de los fluoréforos emita energia al propiciarse el fendmeno
FRET por la proximidad espacial de ambos fluoréforos. (F) Sondas escorpidn o Scorpions®; presentan una composicion
muy similar a (C) uniéndosele a S de manera covalente un cebador (Ce) de PCR; Ce hibrida con el DNA complementario
de la regién diana y comienza la sintesis de la cadena complementaria, una vez esto ocurre la horquilla se linealiza
durante la fase de desnaturalizacion posterior, propiciando la hibridacion de ésta con el DNA complementario
sintetizado; esta situacion favorece el fenémeno FRET al aumentar la distancia espacial entre Sy F. (G) Cebador de PCR
fluorogénico después de la extension o Cebadores de PCR LUX®; presenta una composicion similar a (F) salvo que carece
de molécula supresora ya que el efecto de ésta es suplido por la interaccidn de F con la estructura secundaria en forma
de horquilla del DNA complementario de la sonda; una vez que Ce hibrida con el DNA complementario de la region diana
y comienza la sintesis del DNA complementario, F es capaz de generar fluorescencia debido al cambio conformacional
de la molécula de DNA. (H) Cebador de PCR Qzyme™; el disefio de este tipo de sondas es mas complejo ya que por una
parte se compone una secuencia antisentido para un DNA con accién catalitica o deoxiribozima y por otra parte de una
sonda de hidrdlisis similar a la descrita en (A) que funciona como sustrato del deoxiribozima; el deoxiribozima inactivo
hibrida parcialmente con la secuencia de DNA complementaria a la regidon diana y mediante una reaccién de PCR se
genera el deoxiribozima sentido activo; a continuacion se le suministra el sustrato especifico que no es ni mas ni menos
que la sonda de hidrdlisis que contiene F y S; mediante la accion deoxiribozima sobre la sonda, se libera F y se produce
FRET.
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Las reacciones de gPCR se llevaron a cabo utilizando plasticos dpticamente compatibles: placas
de 96 pocillos de fondo conico y volumen de 0,2 mL, selladas con Iaminas de plastico (Applied
Biosystems®); de cada reaccién se realizaron réplicas técnicas (triplicados). En cada pocillo se
incorporo el cDNA sintetizado (ver apartado 4.17.1) y todos los reactivos necesarios: la mezcla
maestra, la mezcla de cebadores y sondas especificas (tabla 4.20) y ddH,0. Las proporciones de

cada uno de los reactivos empleados para la reaccion de gPCR se recogen tabla 4.22.

Tabla 4.22. Estequeometria para el estudio de expresion del gen GLA y el gen de control endégeno GAPDH.

REACTIVO CANTIDAD (pL) CONCENTRACION FINAL
Mezcla maestra 2x, Applied Biosystems® 10,0 1x

ddH,0 libre DNAasa/RNAasa 6,0

Premezcla cebadores+sondas GLA-FAM 20x Applied Biosystems® 1,0 1x

Premezcla cebadores+sondas GAPDH-VIC 20x Applied Biosystems® 1,0 1x

cDNA molde 10 ng/pL 2,00 1 ng/uL

Volumen final de reaccion=20 uL

La reaccidn se llevd a cabo en un equipo de PCR a tiempo real StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems®) seguin el programa térmico indicado en la tabla 4.23. Los datos de
ciclo umbral (G, ciclo de PCR en el que la fluorescencia recogida es estadisticamente significativa
respecto a la linea base o ruido de fondo) y desviacidén estandar (DE) de las réplicas técnicas,

fueron recogidos mediante el programa StepOnePlus™ Software v2.3 (Applied Biosystems®).

Tabla 4.23. Programa térmico empleado para el estudio de expresion del gen GLA y el gen de control endégeno
GAPDH.

PROGRAMA PROGRAMA TERMICO

Desnaturalizacidn inicial: 952C 10’
GLA/GAPDH qPCR Ciclo: 40 x (962C 15” 60,0°C l’w

Conservacion: 42C oo

\z Adquisicién de fluorescencia.

4.19.1 Determinacion de la eficiencia cinética de la reacciéon de qPCR

De acuerdo con las recomendaciones propuestas 2%, se determind la eficiencia cinética de la
reacciéon multiple de expresion del gen diana (GLA) y del gen de control enddgeno, realizando
para cada gen una curva de calibrado independiente. Para ello, se partié de una mezcla de cDNA
de diferentes individuos sanos (proporcién de varones y mujeres 1:1) a 50 ng/uL (cantidad final

en la reaccion=100 ng) y se realizaron diluciones seriadas 1/10 hasta obtener un rango dinamico
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100-0,01 ng de cDNA. Se preformd la reaccidn de cada punto de la curva por triplicado siguiendo
las condiciones descritas en las tablas 4.21 y 4.22. Se represento el logio de la cantidad de cDNA
molde en cada dilucién vs C: medio obtenido de las réplicas técnicas de dicha dilucidn; se realizod
un ajuste de los puntos a una linea recta y se obtuvo la ecuacion de la misma, asi como el
coeficiente de determinacién (R?). La eficiencia de la reaccién se determiné de acuerdo a la

ecuacion 4.2.

Ecuacidn 4.2. Calculo de la eficiencia cinética de la reaccion de qPCR.
E=10—1/pendiente recta

E=Eficiencia cinética de la reaccion de gPCR.

Se aceptd como criterio de idoneidad cuando la recta obtenida fue lineal (R?>>0,980), la
variabilidad de las réplicas era baja (DE<1,60) y el resultado de la ecuacidon 4.2 se encontraba en

el rango (1,6-2,1).

Se calculd la eficiencia cinética para cada gen dentro de la reaccién multiple y posteriormente,
analizamos que las eficiencias de ambos genes fueran similares y no presentasen grandes
discordancias; para ello se representd el logio de la cantidad de cDNA molde en cada dilucidn vs

(Ct GLA - C; Gen Control enddgeno).

Se aceptd como criterio de idoneidad cuando la pendiente de la recta obtenida fue menor que

0,1.

4.19.2 Normalizacion de los datos de expresion génica determinados mediante

qPCR

Para controlar la variabilidad tanto analitica como preanalitica, seguimos las recomendaciones
propuestas 2% y los datos de expresidon del gen GLA se normalizaron respecto a la expresién de
un gen de control enddgeno o constitucional que se considerd estable en sangre periférica; en
este caso se eligid el gen codificante para la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

(GAPDH; MIM*138400).

La normalizacidn se realizd segun lo indicado en la ecuacién 4.3.
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Ecuacion 4.3. Algoritmo empleado en la normalizacion de los datos de expresion génica determinados por qPCR.

CtGLA Ct GAPDH
Esla / EcapoH

E=Eficiencia de la reaccidn de gPCR obtenida con la ecuacidon 4.2 para cada gen.

Ci=Ciclo umbral.

4.19.3 Cuantificacion relativa de la expresion génica

Se calculé la expresion génica de eficiencia corregida 2%, para cada individuo respecto a un

conjunto de individuos control sanos de su mismo género, acorde a la ecuacion 4.4.

Ecuacion 4.4.Algoritmo empleado en el calculo de la expresion del gen GLA mediante qPCR.

_ CtGLA Ct GAPDH . CtGLA Ct GAPDH )
CR=(Ecta / Ecarpn )proeanpos + (Ecia / EcarpH )CONTROL GENERO DEPENDIENTE

CR=Cuantificacion relativa.
4.20 Determinacion del aciimulo intracelular de sustrato

Para la realizacion de estos experimentos, se utilizé el protocolo previamente publicado por
Gervas-Arruga et al. 2015 #. Brevemente, para determinar si se estaba produciendo un acimulo
de sustratos de naturaleza galactolipidica, se planteé en primer lugar generar un modelo in vitro
de acumulo lisosomal para poder cuantificar el acimulo de galactoesfingolipidos, y en segundo
lugar cuantificar el acimulo de estos sustratos en los pacientes con variantes genéticas en el gen

GLA y que presentaron un fenotipo similar al de la EF.

4.20.1 Modelo in vitro de acumulo lisosomal

Para generar un modelo de acumulo lisosomal, se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos
humanos de sujetos voluntarios sanos llevados hasta confluencia. Administramos TNFa durante
16 horas al cultivo para generar un modelo in vitro proinflamatorio, similar al que ocurre en la
EF; pasado ese tiempo se retira el medio de cultivo y se ainade medio nuevo sin TNFa y se deja
el cultivo durante 8 horas A continuacion, comprobamos el acumulo intracelular de
galactoesfingolipidos a las 16 y 24 horas postexposicion de TNFa, mediante método bioquimico
(reaccion fluorimétrica de galactdsidos acoplada a la accion catalitica de la enzima Galactosa

oxidasa) y mediante método inmunocitoquimico:
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e Inmunomarcaje doble de LAMP1 (anticuerpo anti-LAMP1) y de Gbs (anticuerpo anti-
CD77).

e Inmunomarcaje doble de LAMP1 (anticuerpo anti-LAMP1) y de Gb2 (anticuerpo anti-
CD17).

e Cuantificacion de la sefal de fluorescencia en los puntos de co-localizacion.

Basandonos en el modelo proinflamatorio anterior, realizamos un co-tratamiento con la
chaperona DGJ utilizada a concentraciones inhibitorias de la a-Gal A, y con la enzima

recombinante agalsidasa alfa. &

4.20.2 Cuantificacion del acimulo de galactoesfingolipidos en los pacientes

Una vez establecido y validado el modelo de acimulo in vitro descrito en el apartado 5.20.1, se
procedid a descongelar lineas primarias de fibroblastos humanos de pacientes con variantes en
regiones no codificantes del gen GLA y fenotipo compatible con la EF y de individuos control
emparejados por género. Las lineas celulares se expandieron y se realizé la cuantificacidn de los
galactdsidos acumulados intracelularmente mediante el método bioquimico del apartado
5.20.1. También se determind el acimulo intralisosomal de Gbs (CD77) y Gb, (CD17) mediante
el método inmunocitoquimico del apartado 5.20.1. Tanto las lineas control como las lineas de
los pacientes fueron cultivadas con/sin TNFa para ver la diferencia del acimulo en situacion de

activacion proinflamatoria.

4.21 Analisis estadistico y epidemiolégico

4.21.1 Analisis estadistico general

El anélisis estadistico se realizé con el programa libre R version 3.6.1 2%, Las variables cualitativas
se describieron segun sus frecuencias y porcentajes; las variables cuantitativas se analizé su
distribucion normal mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y se describieron bien
mediatdesviacidon estandar si la distribuciéon era normal bien mediana(percentil 25 — percentil
75) si la distribucidon no era normal. Se emplearon test de contraste de hipdtesis de tipo Chi-
cuadrado/Fisher para variables categodricas, y test de U de Mann-Whitney para variables
cuantitativas. Las variables cuantitativas se correlacionaron mediante el test de Spearman No se

realizaron imputaciones para valores perdidos.

Se tomd como nivel de significancia bilateral para todos los test estadisticos a=0,05.
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4.21.2 Estudio epidemioldgico y de la segregacion haplotipica de las variantes

identificadas en el gen GLA

Tras la fase inicial de cribado (ver figura 4.1) se procedid a realizar un analisis de asociacion de
los alelos o marcadores genéticos identificados en la poblacion de cribado con el resto de
variables cuantitativas y cualitativas recogidas de la muestra; también se realizé un estudio de

segregacion haplotipica de los marcadores.

Los estudios epidemioldgicos en la poblacién del estudio se llevaron a cabo mediante el
programa SNP & Variation Suite Genetic Analysis Software version 8.2.1 (2014, Golden Helix,
Bozeman, MT, USA). Este programa calcula los pardmetros D’ y R?de desequilibrio de ligamiento
206 | 35 frecuencias haplotipicas se estimaron para cada marcador genético individual mediante
la media del algoritmo de expectacidn-maximizacion (ExM) 2%, El test de correlacién/tendencia
mostro el valor p para el valor de la variable dependiente respecto del logaritmo neperiano de
la a-Gal A si existia alguna correlacién o "tendencia" que dependia del valor de conteo del
genotipo 2%, Se introdujeron como covariables del modelo el género, el IMC, el EVIy la HTA. Se
aplicd correcciéon posthoc seglin test de Bonferroni 2°°. Para la variable de prediccién del
genotipo, sus valores de recuento, basados en el alelo minoritario D; en el modelo recesivo, el
recuento es uno para genotipos homocigotos DD o hemizigotos D y cero para todo lo demas. La
prueba muestra un valor de correlacion que indica la cantidad y la direccién de dependencia del

valor de recuento sobre el valor de la variable dependiente.

Los estudios epidemioldgicos en la poblacion control vs poblaciéon HCI se evaluaron mediante
test de Chi-cuadrado con correccién de Yates o bien mediante test de los niUmeros exactos de

Fisher cuando no se pueda aplicar Chi-cuadrado.

Se tomo como nivel de significancia bilateral para todos los test estadisticos a=0,05.
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5 Resultados

5.1 Descripcion de la muestra de estudio

RESULTADOS

El reclutamiento de los pacientes, segun los criterios indicados en la tabla 4.1, comenzé entre

julio de 2011 y febrero de 2012 (segln centros) y finalizé en mayo del mismo afio. Se reclutaron

un total de 367 pacientes con MHVI de origen desconocido, constituyendo la muestra (tabla

5.1).

Tabla 5.1. Caracteristicas demograficas y de exploracidn ecocardiografica de la poblacion de estudio

VARIABLE RESULTADO EN LA MUESTRA

Edad (afios)

Edad Mujeres

n(n perdidos)
Mediana(P25-P75)
n(%)

Mediana(P25-P75)

367(0)
63,0(50,0-73,0)
118(32,2)

68,0(57,0-76,0)

Edad Varones

n(%)

Mediana(P25-P75)

249(67,8)

61,0(48,0-70,0)

IMC (kg m2)

n(n perdidos)

Mediana(P25-P75)

364(3)

27,4(24,8-30,8)

Creatinina sangre (mg/dL)

EVI (mm)

Geometria HVI
Septal
Concéntrica

Apical

n(n perdidos)
Mediana(P25-p75)
n(n perdidos)
Mediana(P25-p75)
n(n perdidos)
n(%)

n(%)

n(%)

359(8)
0,9(0,8-1,1)
366(1)
18,0(16,0-22,0)
236(101)
58(24,6)
135(57,2)

43(18,2)

EVI=Espesor del septo ventricular y/o pared ventricular izquierda posterior; IMC=indice de masa corporal;

HVI=Hipertrofia de ventriculo izquierdo; P25-P75=Percentil 25-Percentil 75.

Este grupo estuvo compuesto por 249 varones (67,8%) y 118 mujeres (32,2%), siendo los

primeros mas jovenes que los segundos (p<0,001). No se encontraron mas diferencias

significativas al estratificar por género en dicho grupo de pacientes. Se observd que los
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pacientes, independientemente de su género, presentaban sobrepeso, un EVI de 18,0(16,0-

22,0) mm y que el patrén geométrico mas frecuente en la HVI fue el concéntrico (57,2%).

Analizando las caracteristicas de las submuestras estratificadas por centro reclutador (tabla 5.2),
observamos que no hay diferencias significativas entre los diferentes centros al valorar edad,

IMC vy EVI entre los centros.

Tabla 5.2. Caracteristicas demograficas y de exploracion ecocardiografica de la poblacion de estudio, estratificada

por centro reclutador.

CENTRO

H. G.U. de Alicante
Edad (afios)
IMC (kg m-2)

EVI (mm)

MUJERES®

68,0(62,0-79,2) *
28,5(25,8-36,4)
18,0(17,0-19,0)

22

VARONES®

61,0(44,8-71,4)
27,6(25,6-31,2)
19,0(25,0-22,4)

54

TOTAL"

63,5(45,8-71,4)
27,9(26,1-31,2)
18,0(15,8-20,8)

76

H. U. Puerta de Hierro

Edad (afios)

57,5(43,8-74,3)

56,5(45,0-68,2)

56,0(42,5-67,0)

IMC (Kg/m?) 25,0(23,2-30,5) 27,1(25,3-29,4)* 27,5(24,4-30,1)
EVI (mm) 20,0(15,8-23,0) 21,4(18,8-27,0) 20,0(16,8-26,0)
n 26 45 71

H. C. U. de Santiago de Compostela

Edad (afios) 57 65 -

IMC (Kg/m2) ND 24,5 -

EVI (mm) ND 17,0 -

n 1 1 2

Universidad de Murcia
Edad (afos)
IMC (Kg/m?)

EVI (mm)

66,5(60,0-76,8) *
29,4(24,9-32,4)
18,0(16,0-24,0)

31

63,5(51,8-74,0)
27,2(25,1-30,0)
19,5(16,0-23,4)

60

67,0(58,5-74,8)
27,4(24,2-31,2)
18,0(16,0-22,0)

91

H. U. Virgen de la Arrixaca

Edad (afios)

68,0(55,0-73,2)

55,0(45,0-68,3)

62,0(49,5-70,4)
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IMC (Kg/m?2)

EVI (mm)

26,6(24,2-29,0)
18,0(15,0-20,0)

11

27,4(24,8-31,7)
16,0(15,0-22,6)

25
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27,9(25,3-31,6)
18,5(15,0-21,0)

36

H. Son Llatzer
Edad (afos)
IMC (Kg/m?2)

EVI (mm)

67,0(63,0-74,6)
26,0(23,2-30,9)
19,0(16,8-22,0)

15

62,0(47,5-69,6)
28,4(26,0-30,9)
19,0(17,0-21,0)

27

62,5(47,8-73,0)
28,3(24,5-31,1)
20,0(16,0-22,0)

42

H. U. G. de Eiche
Edad (afios)
IMC (Kg/m?2)

EVI (mm)

69,5(59,3-78,3)
29,2(27,2-31,7)
18,0(15,8-20,0)

6

67,0(38,0-71,8)
25,6(24,5-31,2)
20,0(16,8-24,0)

14

67,0(52,3-72,7)
27,7(24,5-31,0)
19,0(16,3-20,0)

20

H. U. de Donostia
Edad (afios)

IMC (Kg/m?)

EVI (mm)

n

76,0(72,0-83,2)
25,4(23,8-29,3)
16,5(15,0-19,4)

12

67,0(50,0-78,0)
26,2(24,2-29,0)
17,0(15,0-19,1)

24

74,0(50,0-80,0)
25,9(24,0-29,1)
16,5(15,0-19,4)

36

*Edad, IMC y EVI expresados como mediana(Percentil 25-Percentil75)
p grado de significacién estadistica para la prueba de U de Mann-Whitney. #p<0,05 #p<0,01*

5.2 Actividad de a-Gal A en DBS y estudio molecular del gen GLA

Se analizd la actividad a-Gal A en DBS en todos los individuos de la muestra independientemente
de su género segun el protocolo descrito en el apartado 4.12.1, y resulté que la actividad
mediana en la muestra fue de 5,90(4,35-7,92) umol/spot/h. Cuando se estratificd por género,
los varones presentaron una activad enzimatica significativamente menor (p=0,014) que las

mujeres [5,51(4,12-8,51) vs 7,28(4,83-8,70).

El resultado global de la segunda fase del estudio, o fase de pacientes, se muestra en la figura

5.1.
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Figura 5.1. Esquema de las fases y resultados del estudio.

INCLUSION PACIENTES CARACTERIZACION

GLA
Poblacidn A-Gal A DBS VuUs HCI-I
Secuenciacion

249 Varones 67 13 8
(67,8%) (18,2%) (3,5%) (2,2%)
367
118 Mujeres 118 18 6
(32,2%) (32,%) (4,9%) (1,7%)

De acuerdo con el disefio del estudio (figura 4.1), los varones cuya actividad de a-Gal A en DBS
fue <70% se les secuencio las regiones 5’-UTR y codificantes del gen GLA; en el caso de las
mujeres, independientemente de su actividad enzimatica, fueron sometidas a la misma

estrategia de secuenciacién (Grupo de secuenciacion).

Se amplificé la regidén 5’-UTR y los exones del gen GLA de acuerdo al disefio y el protocolo del
apartado 4.13.1. Una vez se obtuvieron los amplicones de las regiones anteriores, se llevé a cabo
el proceso de secuenciacion del gen segun el procedimiento indicado en los apartados 4.13.3 y
4.13.4. El resultado de este proceso fue que en 118 mujeres (32,2%) y 67 varones (18,2%) se

secuenciaron las regiones indicadas, obteniéndose los resultados indicados en la tabla 5.4.

No se identificd ninguna variante patogénica o probablemente patogénica para la EF en el grupo
de secuenciacidn. Se identificaron variantes genéticas diferentes de sus alelos silvestres en 60
pacientes, incluso algunas de las variantes cosegregaban en el mismo paciente. Ciertas variantes
en regiéon no codificante (5’-UTR e intrones) tienden a segregar en forma haplotipica,

denominandose haplotipos complejos intrénicos (HCl) (tabla 5.3).
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Tabla 5.3. Variantes genéticas en el gen GLA identificadas en el Grupo de secuenciacion

NM_000169.2* GRch38.p123 SILVESTRE/MUTADO
c.-125T>G rs185255090 101408028 A/C 1
c.-34C>T NUEVO 101407947 G/A 1
c.-30G>A rs3027584 100662921 c/T 4
€.192C>T NUEVO 101407712 G/A 1
c.194+17A>G rs2071226 101407693 T/C 1
€.640-25A>G NUEVO 101398972 T/C 1
c.937G>T rs28935490 101398432 C/A 2
c.-10C>T rs2071225 101407913 G/A
. €.370-81_370-77delCAGCC  rs5903184 101401886 GGCTG/-

Het €.640-16A>G rs2071397 101398962 T/C 1
¢.1000-22C>T rs2071228 101398121 G/A
€.370-81_370-77delCAGCC  rs5903184 101401886 GGCTG/-

HCI-I15 c.640-16A>G rs2071397 101398962 T/C 19
¢.1000-22C>T rs2071228 101398121 G/A
c.-12G>A rs3027585 101407915 c/T
¢.548-125C>G rs2071396 101400882 G/C

HCI-lI 14
¢.639+68A>G rs3027589 101400882 T/C
¢.1000-22C>T rs2071228 101398121 G/A

HCI-1 + HCI-IlI 1

HCI-11 + HCI-11 1

HCI=Haplotipo complejo intrénico; SNP=Variaciones de un nucleétido (dbSNP, ver enlace).

1Secuencia de referencia (ver enlace NCBI)

2|dentificador de SNP (ver enlace dbSNP)

3Posicidn respecto a la versién del genoma de referencia (ver enlace NCBI)

4HCI-I incluye combinaciones con NM_000169.2:376A>G (n=1), NM_000169.2:¢.937G>T (n=1), NM_000169.2:¢.945C>T (n=1).
SHIC-Il incluye combinaciones con NM_000169.2:¢.937G>T (n=1).
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Tras buscar las variantes de la tabla 5.3 en las bases de datos HGMD, ClinVar, LOVD y dbSNP

obtuvimos el siguiente analisis:

1. NM_000169.2:c.-125T>G -> ClinVar clasifica esta variante como probablemente
benigna, ademas en HGMD y LOVD no se encuentran publicaciones relacionadas con
esta variante. En nuestra poblacion, se identific6 en una mujer en heterozigosidad
(0,3%).

2. NM_000169.2:c.-34C>T -> No se encuentran entradas en ClinVar, HGMD ni LOVD para
esta variante. En nuestra poblacion, se identific6 en una mujer en heterozigosidad
(0,3%).

3. NM_000169.2:c.-30G>A -> ClinVar recoge 1 estudio en el que se interpreta como
probablemente benigna y 2 estudios como benigna. HGMD y LOVD recogen varias
publicaciones en las que se categoriza como benigna. En nuestra poblacion, se identificd
en 4 mujeres en heterozigosidad (1,1%).

4. NM_000169.2:c.-12G>A -> ClinVar recoge 5 estudios en el que se interpreta como
probablemente benigna y 2 estudios como benigna. Ni HGMD ni LOVD recogen
publicaciones respecto a esta variante. En nuestra poblacién, se identificd en 16 sujetos
(4,3%).

5. NM_000169.2:c.-10C>T -> ClinVar recoge 10 estudios en el que se interpreta como
probablemente benigna y 2 estudios como benigna. HGMD y LOVD recogen
publicaciones respecto a esta variante en los que se observa una reduccién de la
actividad enzimatica. En nuestra poblacion, se identificd en 14 sujetos (3,8%).

6. NM_000169.2:c.192C>T (NP_0001601:p.lle64=) -> No se encuentran entradas en
ClinVar, HGMD ni LOVD para esta variante. En nuestra poblacién, se identificd en una
mujer en heterozigosidad (0,3%).

7. NM_000169.2:¢c.194+17A>G -> ClinVar recoge 2 estudios en el que se interpreta como
benigna. Ni HGMD ni LOVD recogen publicaciones respecto a esta variante. En nuestra
poblacién, se identificé en una mujer en heterozigosidad (0,3%).

8. NM_000169.2:c. c.370-81_370-77delCAGCC -> -> ClinVar recoge 1 estudio en el que se
interpreta como benigna. Ni HGMD ni LOVD recogen publicaciones respecto a esta
variante. En nuestra poblacién, se identificé en 35 sujetos (9,5%).

9. NM_000169.2:c.376A>G (NP_000160.1:p.Ser126Gly) -> existe conflicto respecto a la
interpretacion de esta variante ya que ClinVar recoge 5 estudios en los que se interpreta

como probablemente benigna y 2 estudios como VUS. HGMD y LOVD recogen varias
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publicaciones en las que se categoriza como benigna. En nuestra poblacidn, se identificd
en un varon cosegregando con HCI-I (0,3%).

10. NM_000169.2:¢.548-125C>G -> No se recoge informacién en ninguna base de datos
consultada. En nuestra poblacién, se identificd en 17 sujetos (4,6%).

11. NM_000169.2:c.639+68A>G -> No se recoge informacidon en ninguna base de datos
consultada. En nuestra poblacién, se identificd en 17 sujetos (4,6%).

12. NM_000169.2:c.640-16A>G -> No se recoge informacion en ninguna base de datos
consultada. En nuestra poblacién, se identificé en 35 sujetos (9,5%).

13. NM_000169.2:c.640-25A>G -> No se recoge informacion en ninguna base de datos
consultada. En nuestra poblacién, se identificé en 1 sujeto (0,3%).

14. NM_000169.2:¢.937G>T (NP_000160.1p.Asp313Tyr) -> existe conflicto respecto a la
interpretacion de esta variante ya que ClinVar recoge 2 estudios en los que se interpreta
como benigna, 10 estudios como probablemente patogénica y 2 estudios como VUS.
HGMD y LOVD recogen varias publicaciones en las que se categoriza como benigna o
polimorfismo de pseudo-deficiencia. En nuestra poblacidn, se identificé en 4 mujeres en
heterozigosidad o cosegregando con HCI-l y 11 (1,1%).

15. NM_000169.2:¢.945C>T (NP_000160.1p.Asp315=) -> existe conflicto respecto a la
interpretacion de esta variante ya que ClinVar recoge 1 estudio en el que se interpreta
como benigna, 4 estudios como probablemente patogénica y 1 estudio como VUS. En
HGMD y LOVD no se encuentran publicaciones asociadas a esta variante recoge varias
publicaciones en las que se categoriza como benigna o polimorfismo de pseudo-
deficiencia. En nuestra poblacion, se identific6 en 4 mujeres en heterozigosidad o
cosegregando con HCI-1y 11 (1,1%).

16. NM_000169.2:¢.1000-22C>T -> ClinVar recoge 3 estudios en el que se interpreta como
benigna. Ni HGMD ni LOVD recogen publicaciones respecto a esta variante. En nuestra

poblacién, se identificd en 35 sujetos (9,5%).

Aquellas variantes identificadas de novo en esta fase del estudio que se pueden considerar VUS
(Paciente 1 NM_000169.2:c.-34C>T, Paciente 2 NM_000169.2:c.192C>T y Paciente 3
NM_000169.2:c.640-25A>C) continuaron la fase de caracterizacion del estudio. Debido a la
elevada frecuencia en nuestra muestra las variantes que conforman los diferentes HCI
(NM_000169.2:c.-12G>A, NM_000169.2:c.-10C>T, NM_000169.2:c. ¢.370-81_370-77delCAGCC,
NM_000169.2:¢c.548-125C>G, NM_000169.2:c.639+68A>G, NM_000169.2:c.640-16A>G vy

NM_000169.2:¢.1000-22G>A), continuamos el estudio de éstas en la la fase de caracterizacidn.
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5.3 Estudio epidemiolégico de las variantes identificadas en el Grupo de

secuenciacion

Se realizé un estudio de ligamiento de los 17 marcadores o variantes genéticas (tabla 5.3) en el
Grupo de secuenciacion de la fase de pacientes del estudio (figura 5.1) para darnos idea de la
independencia de la segregacién y de la evolucién de esos caracteres en nuestra muestra. Se
observd una elevada tendencia a la cosegregacion de diversas variantes como se aprecia en la

figura 5.2, donde un mayor desequilibrio entre dos marcadores hace que el color vire del azul al

rojo.

Figura 5.2. Grafico de desequilibrio de ligamiento de los 17 marcadores identificados en el Grupo de secuenciacion.
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Analizando la figura observamos que el grado de ligamiento entre algunos marcadores, que

componen el HCI-I, Il y lll, fue elevado (tabla 5.4).
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Tabla 5.4. Resultado del andlisis de desequilibrio de ligamiento en el Grupo de secuenciacion

MARCADORES/VARIANTE GENETICAS D’ R?
NM_000169.2:c.-30G>A (rs3027584) vs NM_000169.2:¢.548-125C>G (rs2071396) 1,000 0,955
NM_000169.2:c.-30G>A (rs3027584) vs NM_000169.2:¢.639+68A>G (rs3027589) 0,955 0,913

NM_000169.2:c.370-81_370-77delCAGCC (rs5903184) vs NM_000169.2:¢.640-16A>G (rs2071397) 1,000 0,902

NM_000169.2:¢.370-81_370-77delCAGCC (rs5903184) vs NM_000169.2:¢c.1000-22G>A (rs2071228) 1,000 0,728

NM_000169.2:¢.548-125C>G (rs2071396) vs NM_000169.2:c.639+68A>G (rs3027589) 1,000 1,000

D’=medida de la heredabilidad de dos marcadores genéticos; R%=nivel de redundancia estadistica entre dos marcadores
Para conocer el nivel de asociacion de las 17 variantes genéticas identificadas, planteamos un
modelo de regresion en el que analizdo como variable dependiente la actividad a-Gal A en DBS,
como variables independientes el conteo de los alelos para cada marcador genético, y se intentd
realizar un ajuste utilizando como covariables el género, el IMC, el EVI y la presencia/ausencia
de HTA. El estudio de asociacién para las 17 variantes identificadas, indicd que existia una
asociacién estadisticamente significativa de la actividad a-Gal A en DBS con 4 de las 17 variantes
identificadas, bajo el modelo de herencia recesiva, para los genotipos hemizigoto y homozigoto

mutado (tabla 5.5). Las 4 variantes forman parte de los HCI-l y II.

Tabla 5.5. Resultados del test de correlacion/tendencia para la actividad de a-Gal A en DBS y los genotipos de los
alelos identificados en el Grupo de secuenciacion, bajo el modelo de herencia recesiva.

MARCADOR/VARIANTE GENETICA ALELO! COEF. P?

NM_000169.2:c.-10C>T (rs2071225) T -0,5857 0,00005 0,0005
NM_000169.2:¢.370-81_370-77delCAGCC (rs5903184) del -0,3767 0,00246 0,0222
NM_000169.2:c.640-16A>G (rs2071397) G -0,4328 0,00117 0,0106
NM_000169.2:¢.1000-22G>A (rs2071228) T -0,2882 0,00249 0,0224

Variable dependiente del modelo: L(a-Gal A); Covariables ajustadas: género, IMC, EVI, HTA.
1Alelo minoritario

2p grado de significacion estadistica para el test de correlacién tendencia

3p ajustada mediante correccion posthoc de Bonferroni

El andlisis de segregacién haplotipica de las 4 variante participantes del HCI-1 y Il, indicé 16
haplotipos posibles. Cuatro de esos haplotipos estaban presentes con una frecuencia del 96,6%
en nuestra muestra. El haplotipo que comprende las variantes NM_000169.2:c.-10C>T
(rs2071225), NM_000169.2:c. ¢.370-81_370-77delCAGCC (rs5903184), NM_000169.2:c.640-
16A>G (rs2071397) y NM_000169.2:¢.1000-22G>A (rs2071228), y se corresponde con HCI-I,
presentaba una frecuencia de 7,41%, mientras que el que comprende las variantes

NM_000169.2:c.  ¢.370-81_370-77delCAGCC  (rs5903184), NM_000169.2:c.640-16A>G
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(rs2071397) y NM_000169.2:c.1000-22G>A (rs2071228), y se corresponde con HCI-II,

presentaba una frecuencia de 8,63%. (tabla 5.6).

Tabla 5.6. Frecuencias haplotipicas estimadas para las cuatro variantes genéticas relacionadas con la reduccion de
la actividad de a-Gal A en DBS en el Grupo de secuenciacion.

HAPLOTIPO? PROBABILIDAD?

C/(Nodel)/A/C 75,68
C/(del)/G/T 8,63
T/(del)/G/T 741
C/(Nodel)/A/T 4,87
Otros 3,41

10rden alelos en haplotipo: rs2071225 (C>T) / rs5903184 (delCCGAC) / rs2071397 (A>G) / rs2071228 (C>T)
2Probabilidad segun algoritmo de expectacién-maximizacion

5.4 Estudio de caracterizacion de NM_000169.2:c.-34C>T;
NM_000169.2:¢.192C>T; NM:000169.2:¢.640-25A>G

De acuerdo con el resultado de las variantes genéticas identificadas en el Grupo de
secuenciacién (tabla 5.3), estudiamos en profundidad 3 VUS (NM_000169.2:c.-34C>T;
NM_000169.2:¢c.192C>T; NM:000169.2:¢.640-25A>G) identificadas en 3 mujeres del estudio.

5.4.1 Estudio Bioinformatico

EL analisis de MutationTaster indicé que NM_000169.2:¢c.192C>T presentaba una probabilidad
elevada de tener significado patoldgico en la EF (Probabilidad=1,0000/1,0000 patogenicidad);
Las variantes NM:000169.2:c.-34C>T y NM:000169.2:¢c.640-25A>G indicaron probabilidades
compatibles con significado benigno (Probabilidad=0,9999/1,0000 benigna).

La variante NM_000169.2:¢c.192C>T presenta indicios de ser patogénica. Esta variante es de tipo
silente, ya que no hay cambio en la secuencia aminoacidica de la proteina a priori, sin embargo,
la variante forma parte de la secuencia candnica donora en el ayuste del mRNA pudiendo
producirse un evento de ayuste alternativo en el caso de que se hubiera segregado el alelo
mutado en hemi/homozigosidad. Se analizé el posible efecto de la variante a nivel de ayuste del
MRNA y se identificd una posible modificacion de éste en la regidn exdn 1-intrén 1, reflejada por
el cambio en la fortaleza de las puntuaciones de los predictores (apartado 4.15) al comparar la
secuencia silvestre vs mutada (SSPPNN silvestre=0,94 vs mutada=0; HSF silvestre=7,3 vs

mutada=3,8).
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Debido al rol que puede desempeiiar la variante NM:000169.2:¢c.-34C>T en la regulacién de la
expresion génica de GLA, se procedid a realizar el andlisis in silico de los predictores relacionados
con este tipo de alteracién. El andlisis realizado con PROMO y MatlInspector (apartado 4.15) de
la regidn circundante a la variante ¢ NM:000169.2:c.-34C>T, comparando la variante silvestre
con la variante alternativa, indicd la creacidon de un sitio potencial de unién al factor de

transcripcién E2F-myc cuando la regién promotora contiene la variante alternativa (tabla 5.7).

Tabla 5.7. Factores de transcripcion que potencialmente se unen a la secuencia consenso circundante a la variante
NM_000169.2:c.-34C>T.

FAMILIA DESCRIPCION SEC. CONSENSO

E2F-myc Activador/regulador del ciclo celular tactcGCGGaaatttat

El nucledtido indicado en rojo se corresponde con el alelo mutado; los nucleétidos en mayuscula indican regién
de unidén del factor de transcripcién.

5.4.2 Estudio en gel de retardo. “Electrophoretic Mobility Shift Assay”

Para comprobar la interaccién diferencial de las proteinas nucleares con la variante
NM_000169.2:c.-34C>T, se llevd a cabo experimentos de EMSA en el laboratorio del del profesor

José Carlos Rodriguez.

El resultado de la técnica permite apreciar diferencias respecto a la afinidad de las proteinas de
los extractos nucleares para ambos alelos. El alelo mutado T presenta una mayor afinidad por
las proteinas nucleares que el alelo silvestre C (figura 5.3A). El estudio de cuantificacién de esas
diferencias, en el que se realizé un experimento de competicién utilizando cantidades crecientes
de oligonucleétido no marcado “sonda fria”, mostraron que el alelo silvestre C era mas
facilmente desplazable (pendiente=0,0015) que el alelo T (pendiente=0,0011) del complejo de
unién proteina-DNA (figura 5.3B). La segregacioén del alelo mutado T resulta en una interaccion

mas estable con las proteinas nucleares.

91



RESULTADOS

Figura 5.3. Resultados del EMSA de la variante NM_000169.2:c.-34C>T. (A) Estudio de competicion de las proteinas
nucleares vs sondas que contienen alelos C y T de la variante. (B) Representacion grafica del estudio de

competicion.
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5.4.3 Anadlisis enzimatico en muestra de plasma y leucocitos de los pacientes

1,2y3

Teniendo en cuenta que los individuos en los que se identificaron las variantes eran mujeres
heterozigotas (pacientes 1, 2 y 3) y la limitacidn publicada por Linthorst et al 1 respecto a la
utilidad del ensayo in vitro de actividad enzimatica a partir de muestras de sangre, se analizd la
actividad enzimatica en muestras de plasma K;EDTA y extracto leucocitario segun el protocolo
especificado en el apartado 4.12.2 y 4.12.3. Se analizé una poblacién control en la que se
utilizaron 100 muestras de plasma y 75 de extracto leucocitario de sujetos sanos. Los valores
obtenidos para la poblacidn control se muestran en la tabla 5.8. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas cuando comparamos los controles varones vs controles mujeres
para la determinacidn de la actividad enzimatica en plasma (p=0,529) y en extracto leucocitario

(p=0,968) (figura 5.4).

Tabla 5.8. Actividad de a-Gal A en plasma K,EDTA y extracto leucocitario en la poblacién control.

GENERO a-Gal A PLASMA a-Gal A LEUCOCITOS
nmol/mL/h* nmol/mg prot./h*

Varones 15,7(12,1-24,5) 41 42,0(33,4-52,0) 40

Mujeres 13,6(9,8-19,9) 49 45,3(34,1-54,8) 35

Total 15,0(10,7-22,5) 100 43,8(34,8-53,0) 75

*Rango de referencia control expresado como mediana(Percentil 25-Percentil75)

92



RESULTADOS

Figura 5.4. Grafico de la actividad de a-Gal A en plasma K,EDTA (A) y extracto leucocitario (B) en la poblacién control
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Todos los valores obtenidos para ambas determinaciones, se encontraban dentro del rango de
referencia de la poblacién control del laboratorio, e incluso en algun caso siendo superior a éste.

Los resultados se muestran en la tabla 5.9.

Tabla 5.9. Actividad de a-Gal A en plasma K,EDTA y extracto leucocitario medidas en los pacientes 1,2y 3.

PACIENTE/CONTROL a-Gal A PLASMA a-Gal A LEUCOCITOS
nmol/mL/h %2 nmol/mg prot./h %2
Paciente 1 27,0 189 72,0 150
Paciente 2 18,3 128 55,2 115
Paciente 3 12,4 87 42,3 88

1Rango de referencia control expresado como mediana(Percentil 25-Percentil75)
2Actividad relativa a la mediana correspondiente a cada género de la poblacién control

5.4.4 Determinacidon de Gbs en orina y Liso-Gbs en plasma de los pacientes 1,

2y3.

Los niveles de biomarcadores relacionados con la EF se midieron en muestra de orina y en
muestra de plasma y se interpretaron segun los puntos de corte establecidos (apartados 4.11.1
y 4.11.2). Los pacientes 1, 2 y 3 presentaron niveles de Gbs en orina y de Liso-Gbs en plasma por

debajo del limite establecido por el laboratorio de referencia (tabla 5.10).

Tabla 5.10. Niveles de Gbs en orina y de Liso-Gbs medidas en los pacientes 1, 2 y 3.

PACIENTE Gb; ORINA? Liso-Gb; PLASMA?
Paciente 1 ND 0,26
Paciente 2 0,015 0,65
Paciente 3 ND ND

Img Gbs/mmol creatinina; rango normal <0,300 mg Gbs/mmol
2nmol Liso-Gbs/L; rango normal <1,00 nmol Liso-Gbs/L
ND=No detectable
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5.4.5 Caracterizacion electroforética en gel de poliacrilamida al 6% del

paciente 2

Puesto que el resultado del estudio in silico de predictores de patogenicidad para las variantes
NM_000169.2:c.-34C>T, NM_000169.2:¢.192C>T y NM:000169.2:¢.640-25A>G (apartado 5.3.1),
solo mostro claros indicios de significado patogénico para la variante presente en el paciente 2
(NM_000169.2:¢.192C>T), se tratd de caracterizar mediante separacion electroforética PAGE la
presencia de transcritos en el mRNA debido al ayuste alternativo. Para llevar a cabo este estudio
se aisld el RNA de la muestra de sangre del paciente (apartado 4.9), se cuantificd y purificd
(apartados 4.10.3 y 4.10.4) para después obtener por retrotranscripcidon la molécula de cDNA
del gen GLA (apartado 4.17.1). Esta molécula de cDNA se sometio a electroforesis PAGE 6% (m/v)
(apartado 4.17.3) y los diferentes fragmentos obtenidos se compararon con muestras de cDNA
del gen GLA de individuos control de su mismo género. Podemos apreciar en la figura 5.5 como

no se identifica ningun fragmento de diferente tamafio al de los controles.

Figura 5.5. Electroforesis PAGE 6% (m/v) de la muestra de cDNA del paciente 2 y dos controles emparejados por
género (CtrXX 1y CtrXX 2).
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5.4.6 Identificacion de transcritos alternativos mediante secuenciacion del

cDNA completo del gen GLA en los pacientes 1,2y 3

Para identificar las posibles variantes de ayuste (a partir del cDNA obtenido para realizar los
experimentos del apartado 4.17.1) se disefié una PCR anidada para obtener fragmentos con un
tamafio inferior a las 700 pb, que nos permitiesen analizarlos mediante secuenciacién capilar y
de tal manera que quedasen solapados para evitar la pérdida de informacion (apartado 4.17.4).
No se encontraron diferencias entre la secuencia de referencia y las secuencias obtenidas de la
muestra de la paciente 2. Pudimos confirmar la variante NM_000169.2 c.192C>T en la

secuencia del cDNA de la paciente 2.

5.4.7 Perfil de reordenamientos en el gen GLA de los pacientes 1,2y 3

Aproximadamente un 5% de las variantes patogénicas en el gen GLA son reordenamientos,
pudiendo implicar desde unos pocos nucledtidos hasta el gen entero. Estas variantes en el caso
de las mujeres, pueden escapar de la identificaciéon por las técnicas de secuenciacidn capilar
cuando se presentan en heterozigosidad, por lo que es necesario investigar la presencia de
reordenamientos de acuerdo a la técnica de MLPA descrita en el apartado 4.14. Para
asegurarnos que el genotipo observado en las pacientes 1, 2 y 3 es solo debido a las variantes
puntuales identificadas en la secuenciacidon capilar, las sometemos a técnica de MLPA. El
resultado para las 3 pacientes se puede apreciar en la figura 5.6. Ninguna de las tres pacientes
presenta reordenamientos andmalos para las regiones cubiertas por la mezcla de sondas

utilizadas.
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Figura 5.6. Histogramas del niimero de copias de las regiones codificantes del gen GLA en los pacientes 1,2y 3. En
el eje de abscisas se representan todas las sondas que cubren tanto los exones del gen GLA, asi como los genes
control constitutivos. En el eje de ordenadas se representa la dosis relativa normalizada de cada una de las sondas
del eje de abscisas. Las barras horizontales se encuentran ubicadas en los puntos de corte de la delecién (0,75) y la
duplicacion (1,25).
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5.5 Estudio de caracterizacion de variantes que segregan en forma de

haplotipos complejos

De acuerdo con el resultado de las variantes genéticas identificadas en el Grupo de
secuenciacién (tabla 5.3) y con los resultados del estudio epidemioldgico (tabla 5.5 y tabla 5.6),
tratamos de caracterizar los individuos que presentaban los haplotipos complejos sin
cosegregacion de ninguna variante clasificada como VUS, potencialmente benigna. Atendiendo
a este criterio, en el grupo de pacientes con HCI | (n=14) excluimos a 3 de ellos al existir
cosegregacion con las variante NM_000169.2:c.376A>G, NM_000169.2:c.937G>T vy
NM_000169.2:¢c.945C>T por lo que caracterizamos finalmente n=11 pacientes con HCI | (6
varones y 5 mujeres); respecto al grupo de pacientes con HCI Ill (n=14) los caracterizamos a

todos (6 varones y 8 mujeres).

Los varones con HCI | eran mas jovenes [(61,5(47,5-75,3)] que las mujeres [(66,0(59,3-72,8)],
observacion que se replica en los pacientes con HCI 111 68,0(47,8-76,0) vs 70,0(60,3-81,5).

5.5.1 Analisis enzimatico en muestra de plasma y leucocitos de los pacientes

con haplotipos complejos

EL andlisis enzimatico se realizd en muestras de plasma K,EDTA y extracto leucocitario segun el
protocolo especificado en el apartado 4.12.2 y 4.12.3. Se utilizé la misma poblacién control que
la descrita en el apartado 5.4.3, para contrastar los datos de actividad enzimatica en plasmay
extracto leucocitario de los pacientes con HCI | y Ill. El resultado de esta determinacion indica
que existe una reduccidn significativa en los varones que presentan el HCI | (p=0,030); esta
reduccion fue de un 15% de media respecto al valor mediano de la poblacién control emparejada
por género (figura 5.7)

Figura 5.7. Grafico de la actividad de a-Gal A en plasma K,EDTA (A) y extracto leucocitario (B) en la poblacién control
vs Grupo HCl vs Grupo HCI lll. mediana(Percentil25-Percentil75). ¥p<0,05
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5.5.2 Determinacion de Gbs en orina y Liso-Gbsz en plasma de los pacientes

con haplotipos complejos

Los niveles de biomarcadores relacionados con la EF se midieron en muestra de orina y en
muestra de plasma de los 11 pacientes con HCI | y los 14 pacientes con HCI Ill; se interpretaron
segln los puntos de corte establecidos (apartados 4.11.1 y 4.11.2). Todos los pacientes
independientemente de su género y el haplotipo que presentan, mostraron niveles de Gbsen
orina y Liso-Gbs en plasma por debajo de los puntos de corte establecidos en los laboratorios de
referencia. En el caso de la concentracién de Gbs en orina en los pacientes con HCI Il se
encontraba por debajo del limite de deteccidn de la técnica (tabla 5.11). La comparacion de los
niveles de cada biomarcador estratificando por género y/o haplotipo, no resultaron ser

significativas.

Tabla 5.11. Niveles de Gbs en orina y de Liso-Gbs medidas en el Grupo HCI | y HCI 111,

PACIENTE Gb3; ORINAL* Liso-Gbs PLASMA?*

Varones Mujeres Varones Mujeres
HCII 0,105(0,010-0,014) 0,020(0,011-0,030) 0,04(ND-0,27) 0,14(0,03-0,19)
HCl N ND ND 0,05(0,03-0,14) 0,07(ND-0,17)

Img Gbs/mmol creatinina; rango normal <0,300 mg Gbs/mmol
2nmol Liso-Gbs/L; rango normal <1,00 nmol Liso-Gbs/L
*mediana(Percentil 25-Percentil 75)

ND=No detectable

5.5.3 Caracterizacion electroforética en gel de poliacrilamida al 6% de los

pacientes con haplotipos complejos

La cosegregacion de diversas variantes en regiones intronicas podria desregular el ayuste
fisiologico del mRNA y generar transcritos alternativos con implicacion patogénica. Mediante
separacion electroforética PAGE (apartado 4.17.3), a partir de la molécula de cDNA del gen GLA
(apartado 4.17.1), se comparé el patron de fragmentos obtenidos de los pacientes con HCI con
el de las muestras de cDNA de individuos control de género masculino y femenino. No se

identifican fragmentos de diferente tamafio que los visualizados en los controles (figura 5.9).
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Figura 5.8. Electroforesis PAGE 6% (m/v) de la muestra de cDNA pacientes hemi y heterozigotos para los HCI 1 y IlI.
Se incluye un control varén (CtrXY) y un control mujer (CtrXX). HCl=haplotipo complejo intrénico; PM=marcador
de pesos moleculares.
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5.5.4 Identificacion de transcritos alternativos mediante secuenciacion del

cDNA completo del gen GLA en los pacientes con haplotipos complejos

La secuenciacion del cDNA de los pacientes con haplotipos complejos, utilizando la técnica de
PCR anidada descrita en el apartado 4.17.4, no permitidé identificar transcritos alternativos

debidos a ayuste alternativo del mRNA.

5.5.5 Perfil de reordenamientos en el gen GLA de los pacientes con haplotipos

complejos

El andlisis de las 5 mujeres con HCI | y de las 8 mujeres con HCI lll, mediante técnica de MLPA
(apartado 4.14), no identificé reordenamientos patogénicos en el gen GLA. En la figura 5.9 se
ilustra el histograma correspondiente, a la dosis relativa de las sondas presentes en la mezcla de

reaccion, de una mujer con HCl tipo | y otra con HC tipo Ill.
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Figura 5.9. Histogramas del nimero de copias de las regiones codificantes del gen GLA en los pacientes con
haplotipos complejos. HCI=haplotipo complejo intrénico

PACIENTE HCII
SALSA®MLPA® probemix P159-A4 GLA

000 |
250
0,000 == — T T T T T T T T T 4
2 v FooaT o . g Ay . ol o il A T N P > I ] - 5 %
.." &8 sj°e s:‘°e 48 o doe éoe cet\ & dd‘ ;‘10 CQ‘\ al é;’-*; & & c+‘?’\ Sl }F& 4 ?&&
A A A A A D Y A Y A A A A S A A o & o 4 &
& - 3 3 & 3 & 2 ¥ = £ -2 * =
& & &@f@' 3 A A A @f*’ F &S & & &
L L & -
PACIENTE 2 HCI Il
SALSASMLPA® probemix P153-A4 GLA
1,500
1,350
wed = = M= = AR == 0 = — - = 1 - = o=
/50
S00
0,250
1,000
P LI S T S S St T T - SR S S S S S 1
> & -!9‘:' 4 d‘d‘\ t'}é\ J',Q\\ 4 s‘*‘o\ ‘i“s\ _‘_}d‘\ & s‘*‘f -'r‘:"\‘\ s‘g\ +°} §o+b “.-é‘\‘ ‘\"'\0 +°> ‘;:9 r‘}’f .Qz:"o & ‘,&JP
F TS
I P A O P A
& & “\e@ & o & ¢ & ¢ & ¢ o o*

5.5.6 Analisis de la expresion génica de los pacientes mediante qPCR

Los haplotipos complejos se componen de una serie de variantes genéticas, casi todas de ellas

en regiones intrdnicas, pero ademas cuentan cada uno de los haplotipos con una variante en

region 5’UTR. La segregacién del alelo mutado en estas variantes, podria modificar la interaccion

de los elementos tipo Trans y causar una desregulacion de la expresidn del gen GLA. Para llevar

a cabo este andlisis se utilizaron sondas de hidrélisis o TagMan para el gen diana, asi como para

el gen constitutivo GAPDH de acuerdo con el protocolo descrito en 4.19. A partir de una muestra

de cDNA control, realizamos las rectas estandar para calcular la eficiencia de las premezclas de

los cebadores y sondas (ver apartado 4.19.1). Las rectas para las dos sondas mostraron un

coeficiente de determinacién R?>0,99. Los valores de las eficiencias para las sondas fueron:

EGLA=1,99 Yy EGAPDH=1,86.

Una vez tuvimos optimizadas las condiciones de reaccidén se llevd a cabo una gPCR de las

muestras de los pacientes con haplotipo complejo y 30 sujetos control (15 varones y 15

mujeres), por triplicado y siguiendo el protocolo detallado en el apartado 4.19. Se calculé la CR
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de la expresidn de los dos transcritos a partir de los valores de C; registrados para cada individuo;

comparandolos con los controles emparejados por género.

Cuando analizamos todos los individuos que presentan haplotipos complejos,
independientemente de su género, observamos una cierta reduccion de la expresidon del gen en
la submuestra de los HCI | que no fue estadisticamente significativa (p=0,089); por otro lado, la
submuestra de los HCI Ill mantienen unos niveles de expresion practicamente iguales a los de

los controles (figura 5.10).

Figura 5.10. Cuantificacion relativa del gen GLA en los pacientes con haplotipos complejos. No se estratificé por
género a los pacientes. mediana(Percentil25-Percentil75).
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Al realizar la estratificacién de las submuestras por género, constatamos que el componente
principal de la reduccidn de la expresidon del gen GLA en pacientes con HCI | son los varones

(figura 5.11). La reduccion de la expresion es significativa en términos estadisticos (p=0,038).

Figura 5.11. Cuantificacion relativa del gen GLA en los pacientes con haplotipos complejos estratificados por
género. HCI=haplotipo complejo intrénico. mediana(Percentil25-Percentil75). ¥p<0,05
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5.5.7 Identificacidon de nuevas variantes en la region 5’-UTR y en los intrones

del gen GLA en pacientes con haplotipos complejos.

La regién codificante del gen GLA apenas supone un 10% de la secuencia de éste. Para
comprobar la presencia o ausencia de mas variantes en las regiones no codificantes del gen, se
planted una amplificacién de éstas utilizando un disefio de cebadores que generan fragmentos
solapantes (“primer walking”) segun el protocolo indicado en el apartado 4.13.2. Los amplicones
generados se secuenciaron de acuerdo a los procedimientos descritos en 4.13.3 y 4.13.4. Con
una cobertura del 96%, se secuenciaron todos los individuos con HCl | y Ill, identificAndose en
todos ellos 8 nuevos polimorfismos (1 asociado a HCI | y 7 asociados a HCl Ill) en regiones no
codificantes bien en hemizigosidad bien en heterozigosidad bien en homozigosidad. En la tabla
5.12 se recogen las variantes que conforman el haplotipo completo para los pacientes con HCI |
y en la tabla 5.13 se recogen las que conforman el haplotipo completo para los pacientes con

HCI 1.

Tabla 5.12. Variantes genéticas que conforman el HCI I.

NM_00169.2* GRch38.p123 SILVESTRE/MUTADO
€.-769G>C 5’-UTR rs3027580 101408672 C/G

c.10C>T 5’-UTR rs2071225 101407913 G/A

€.369+990C>A 2 rs1023431 101402821 T/G
.370-81_370-77delCAGCC 2 rs5903184 101401886 GGCTG/-
€.640-16A>G 4 rs2071397 101398962 T/C

€.1000-22C>T 6 rs2071228 101398121 G/A

SNP=Variaciones de un nucleétido (dbSNP, ver enlace); IVS=Regidn intrénica dénde se detecta.
En rojo se indica las nuevas variantes intrénicas identificadas asociadas a este haplotipo.
1Secuencia de referencia (ver enlace NCBI)

2|dentificador de SNP (ver enlace dbSNP)

3Posicidn respecto a la version del genoma de referencia (ver enlace NCBI)

102



RESULTADOS

Tabla 5.13. Variantes genéticas que conforman el HCI Ill.

NM_00169.2* GRch38.p123 SILVESTRE/MUTADO
c.-12G>A 5’-UTR rs3027585 101407915 /T
€.194+377C>T 1 rs57788389 101407333 T/C
c.194+1287T>A 1 rs3027587 101406423 A/T
€.195-1663G>A 1 rs28452934 101405648 /T
€.195-807G>T 1 rs12394005 101404792 C/A
c.547+190C>T 3 rs41311559 101401442 G/A
€.548-125C>G 3 rs2071396 101400882 G/C
€.639+68A>G 4 rs3027589 101400598 T/C
€.640-386G>A 4 rs111232330 101399332 /T
€.640-136T>C 4 rs3027592 101399082 A/T
€.1000-22C>T 6 rs2071228 101398121 G/A

SNP=Variaciones de un nucleétido (dbSNP, ver enlace); IVS=Regidn intrénica dénde se detecta.
En rojo se indica las nuevas variantes intrénicas identificadas asociadas a este haplotipo.
1Secuencia de referencia (ver enlace NCBI)

2|dentificador de SNP (ver enlace dbSNP)

3Posicidn respecto a la version del genoma de referencia (ver enlace NCBI)

Una vez que se identificaron nuevas variantes asociadas a los HCI | y lll, se procedié a genotipar
de las nuevas variantes asociadas a los HCI (tablas 5.12 y 5.13) y las variantes previamente
asociadas a éstos (apartado 5.2) en una poblacion control. A su vez, se genotipd las nuevas
variantes asociadas a los HCI (tablas 5.12 y 5.13) en la poblacién del Grupo de Secuenciacién. La
poblacién que se va tomar como control son individuos sanos, compuesto por 50 varones y 50
mujeres. El genotipado se realizd mediante RFLP y la visualizacién mediante electroforesis en
gel de agarosa. Mediante el uso del programa Restriction Mapper, se analizd la secuencia
resultante de la amplificacion utilizando el disefio de cebadores contemplado en los apartados
4.13.1y 4.13.2. Cuando no se pudiese encontrar una enzima de restriccion adecuada para que
cortase los amplicones anteriores, se planteé un disefio de cebadores degenerados. Estos
cebadores presentan como caracteristicas que: se disefian 5’ corriente arriba del nucleétido que
qgueremos genotipar, presenta una o varias bases nitrogenadas diferente a las que le
corresponderia en la hebra molde cerca de la secuencia 3’ del cebador directo o reverso etc. Al
introducir esta/as base/s junto el nucledtido donde se localiza la variante, estaremos generando
un sitio de restriccion que antes no existia y asi facilitar que alguna enzima reconozca esa
secuencia “forzada” y la corte generando un patrdn de restriccion alternativo al obtenido con la
variante silvestre. La informacidn del disefio del genotipado mediante RFLPs se encuentra en la

tabla 5.14.
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Tabla 5.14. Resumen del protocolo de genotipado de las variantes asociadas a HCI  y lll, mediante técnica de RFLPs.

NM_00169.21 HCI SNP2 CEBADORES? ENZIMA* POLIMEROS
c.-769G>C | rs3027580 Promotor Hinfl Agarosa 3%
c.10C>T | rs2071225 Exon 1 Hphl NuSieve™ 3%
¢.369+990C>A | rs1023431 Intrén 2 frag. B Mbo Agarosa 1%
¢.370-81_370- B .

N | rs5903184 Exén 3 Bsall NuSieve™ 3%
77delCAGCC

GATGTTAGTAGAAAGTAAACAGAAGAGTG
€.640-16A>G | rs2071397 EcoRV NuSieve™ 3%
TTATACTTTTCCAGGAATCATCAAT

c.-12G>A 1l rs3027585 Ex6n 1 Mspl Agarosa 1%
c.194+377C>T 1l rs57788389 Intrén 1 frag. A Mspl NuSieve™ 3%
c.194+1287T>A 1l rs3027587 Intrén 1 frag. B Dral Agarosa 1%
¢.195-1663G>A 1] rs28452934 Intrén 1 frag. C Acil NuSieve™ 3%
GGCCTCCCAAAATGCTGTTAT
¢.195-807G>T 1] rs12394005 Dpnl NuSieve™ 3%
CATTTTGGCTAGGCTAGTCTTGAT
GCTTCCCTGGGAGTTTTGGAT
c.547+190C>T 1] rs41311559 Mval NuSieve™ 3%
CACAATATTAGCTATGGTTAGGTATGCC
¢.548-125C>G 1l rs2071396 Exon 4 Bsall Agarosa 3%
€.639+68A>G 1l rs3027589 Exon 4 Styl Agarosa 3%
c.640-386G>A 1l rs111232330 Intrén 4 frag. B Haelll Agarosa 3%
€.640-136T>C 1l rs3027592 Intrén 4 frag. B Psil Agarosa 1%

TAACCTTGAAGTCCATTCCATAGAAC
¢.1000-22C>T I/l rs2071228 Tsel NuSieve™ 3%
CCACTTATCACTAGTTGCTAAGCAG

HCl=haplotipo complejo intrénico; SNP=Variaciones de un nucledtido (dbSNP, ver enlace).

1Secuencia de referencia (ver enlace NCBI)

2|dentificador de SNP (ver enlace dbSNP)

3Informacion de la secuencia nucleotidica disponible en las tablas 4.3 y 4.4. En el caso de cebadores degenerados, la
secuencia se especifica en la celda en sentido 5’ -> 3’ y el nucleétido que discorda se indica en tojo.

4Enzima de restriccion. Protocolo térmico de corte segln fabricante (ThermoFisher Scientific o New England BioLabs®
Inc)

5Polimero empleado para realizar la caracterizacion electroforética del producto de restriccién

Se estudié una la poblacion control (50 varones y 50 mujeres sanos) mediante andlisis de
restriccion indicado en el protocolo de la tabla 5.14. Se calculd la frecuencia alélica y genotipica
para cada uno de ellos. En el caso de los varones, al ser hemizigotos y presentar marcadores
genéticos monomdrficos, la frecuencia alélica coincide con la genotipica. Los resultados se

resumen en la tabla 5.15.
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Tabla 5.15. Resultados de la estimacién de la frecuencia alélica y genotipica en nuestra poblacién control.

NM_00169.2* HCI SNP?2 FRECUENCIA ALELICA3 FRECUENCIA GENOTIPICA*
c.-769G>C | rs3027580 0,99/0,01 0,96 /0,04 /0,00
c.10C>T | rs2071225 0,98 /0,02 0,98 /0,02 /0,00
€.369+990C>A | rs1023431 0,90/0,10 0,81/0,19/0,00
c.370-81_370-77delCAGCC | rs5903184 0,96 /0,04 0,98 /0,02 /0,00
€.640-16A>G | rs2071397 0,93/0,07 0,81/0,19/0,00
c.-12G>A I} rs3027585 0,96 /0,04 0,94 /0,06 /0,00
c.194+377C>T I} rs57788389 0,98 /0,02 0,94 /0,06 /0,00
€.194+1287T>A I} rs3027587 0,98 /0,02 0,94 /0,06 /0,00
€.195-1663G>A I} rs28452934 0,98 /0,02 0,94 /0,06 /0,00
¢.195-807G>T I} rs12394005 0,99/0,01 0,96 /0,04 /0,00
¢.547+190C>T I} rs41311559 1,00/ 0,00 1,00/0,00 /0,00
¢.548-125C>G I} rs2071396 0,98 /0,02 0,94 /0,06 /0,00
c.639+68A>G I} rs3027589 0,98 /0,02 0,92 /0,08 /0,00
€.640-386G>A I} rs111232330 0,99/0,01 0,96 /0,04 /0,00
€.640-136T>C I} rs3027592 0,98 /0,02 0,88 /0,12 /0,00
¢.1000-22C>T 1/l rs2071228 0,88/0,12 0,75/0,25/0,00

HCl=haplotipo complejo intrénico; SNP=Variaciones de un nucleétido (dbSNP, ver enlace).

1Secuencia de referencia (ver enlace NCBI)

2|dentificador de SNP (ver enlace dbSNP)

3Alelo silvestre / Alelo mutado. Valorada en varones y mujeres.

4Genotipo homozigoto silvestre / Genotipo heterozigoto /Genotipo homozigoto mutado. Valorada en mujeres.

El estudio de desequilibrio de ligamiento no mostré diferencias significativas entre las
frecuencias genotipicas de la poblacién control y las esperadas en una poblacién en equilibrio,
por tanto, todos nuestros marcadores genéticos asociados a los HCI se encuentran en equilibrio

en la poblacidn control.

Cuando contrastamos las frecuencias alélicas de la poblacién control vs la poblacién de nuestro
estudio con HCI | y Ill, sin estratificar por género, obtenemos que la frecuencia de muchos
marcadores es significativa en la los pacientes con HCI | y Ill (tabla 5.16) y por lo tanto esos
marcadores estan diferencialmente representados en nuestra poblaciéon respecto a una

poblacién control.
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Tabla 5.16.Analisis comparativo de las frecuencias alélicas de los marcadores asociados a HCI en la poblacién de
estudio y en la poblacién control.

NM_00169.2* HCI SNP? p?
c.-769G>C | rs3027580 0,009*
c.10C>T | rs2071225 0,002*
€.369+990C>A | rs1023431 0,669
€.370-81_370-77delCAGCC | rs5903184 <0,001%#
€.640-16A>G | rs2071397 <0,001*
c.-12G>A 1] rs3027585 <0,001*
c.194+377C>T 1] rs57788389 <0,001*
€.194+1287T>A 1] rs3027587 <0,001%#
€.195-1663G>A 1] rs28452934 <0,001%#
¢.195-807G>T 1] rs12394005 <0,001*
¢.547+190C>T 1] rs41311559 <0,001*
¢.548-125C>G 1] rs2071396 <0,001*
c.639+68A>G 1] rs3027589 <0,001*
€.640-386G>A 1] rs111232330 <0,001%#
€.640-136T>C 1] rs3027592 <0,001%#
¢.1000-22C>T 1/ rs2071228 <0,001*

HCl=haplotipo complejo intrénico; SNP=Variaciones de un nucleétido (dbSNP, ver enlace).
1Secuencia de referencia (ver enlace NCBI)

2|dentificador de SNP (ver enlace dbSNP)

3p grado de significacion estadistica para la prueba de Chi-cuadrado. *p<0,05 #p<0,01

5.6 Cuantificacion del acumulo de sustrato en cultivos celulares de

pacientes con HCI |

Los resultados correspondientes a este bloque se encuentran publicados en Gervas-Arruga et

al. 2015 #.

5.6.1 Confirmacion de la validez del modelo in vitro de acimulo lisosomal

En primer lugar, se generé un modelo celular in vitro de acimulo intracelular de sustratos
glucolipidicos. Para ello se empled una linea celular primaria de fibroblastos control a la que se
le suministré una concentraciéon de la citoquina TNFa adecuada para replicar la situacion
proinflamatoria que muestran las células en la EF. Posteriormente, se expuso la linea celular a
una concentracién elevada de la chaperona DGJ para causar inhibicidon de la a-Gal A enddgena
y asi exacerbar el acimulo glucolipidico que se habia iniciado con el establecimiento de la

inflamacién. Por ultimo, las células se trataron con a-Gal A exdgena con el fin de que ésta se
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internalizara en la célula y aclarase el depdsito de glucoesfingolipidos generado por el co-

tratamiento de TNFa y DGJ.

El resultado de este proceso se puede visualizar en la figura 4 de la publicacién de Gervas-Arruga
et al. 2015 8, En la figura 4A se comprueba mediante el ensayo fluorimétrico con Galactosa
oxidasa, como el tratamiento con TNFa provoca un acimulo de material galactolipidico a las 16
horas, que continda incrementandose hasta las 24 horas. Cuando se le administra la chaperona
a concentracién inhibitoria, el acimulo de los galactolipidos se exacerba, y cuando se le
administra la enzima exdgena se reduce el acumulo hasta practicamente desaparecer. El
resultado se corrobora mediante técnicas inmunocitoquimicas marcando el lisosoma con anti-
LAMP1 y la Gbs y la Gb; con anti-CD77 y antiCD-17 respectivamente (figuras 4B y 4C). Se
correlaciona el acumulo de galactolipidos medidos por método bioquimico con el acimulo
determinado por método inmunocitoquimico, al igual que se correlaciona el aclaramiento tanto

de Gbs como de Gb; en el lisosoma cuando las células se tratan con la enzima exdgena.

5.6.2 Determinacion del acimulo lisosomal de galactolipidos en las células de

los pacientes con HCI |

Una vez confirmado la validez del modelo in vitro, constatamos el acimulo de galactolipidos en
las células de los pacientes sintomaticos de la EF y que presentan la herencia del HCI I. Se midio
por el método bioquimico, los niveles de galactolipidos en los leucocitos aislado de la sangre
venosa, y se observé un acumulo no significativo de éstos en los pacientes con HCI | vs controles
(0,4240,63 vs 0,33+0,30 nmol/mg prot.). Este acimulo se constatoé también en el extracto celular
del cultivo de los fibroblastos de los pacientes, llegando a ser incluso significativo en
determinados pacientes (figura 5A de Gervas-Arruga et al. 2015) . En esta misma linea, se
analizaron los cultivos de fibroblastos de un paciente vardn con HIC | y afectacion de la funcion
renal y constatacién de depdsito glucolipidico en biopsia renal, y un varén con HCI | y HVI como
Unica manifestacion de la EF. En estos cultivos se observd un acimulo de Gbs respecto a los
controles, que en algun caso llegd a ser significativo (p<0,05) cuando se traté con TNFa (figura
5B de Gervas-Arruga et al. 2015) 82, El resultado bioquimico observado en los pacientes también
se evidencié al cuantificar la sefial del anticuerpo anti-CD77 y que se constatd
sorprendentemente que el acimulo de Gbs o CD77 se encontrd deslocalizado en el citosol y los

compartimentos membranosos (figura 5B de Gervas-Arruga et al. 2015) &2,
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Los resultados correspondientes al apartado 5.6 se encuentran publicados en Gervas-Arruga et

al. 2015 #.
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6 Discusion

La afectacion cardiaca debida a la EF es una de las principales causas de muerte en estos
pacientes suponiendo entorno a un 40 % segln el estudio consultado 1°%1°, E| tratamiento
especifico de la enfermedad cardiaca en la EF, mediante la administracion de enzimas exdgenas
(TES) presenta gran eficacia como se ha constatado en los diversos ensayos realizados
produciendo aclaramiento de depdsitos de Gbs, reduccién dela hipertrofia ventricular etc.
138,211,212 Uno de los puntos clave es el inicio temprano de la TES, ya que cuanto més tarde se
comience la terapia mayores probabilidades presenta el paciente de haber desarrollado un
grado de fibrosis cardiaca irreversible y por tanto mayor tasa de eventos cardiacos y mas graves
puede sufrir el paciente. En este sentido se ha demostrado que un inicio temprano de la TES

conlleva mayores beneficios a nivel cardiaco, para los pacientes Fabry 223,

Los programas de busqueda de pacientes de la EF en el dmbito cardiolégico han resultado de
gran rentabilidad diagndstica como asi se ve reflejada en el resumen realizado en la tabla 1.2.
Puesto que la HVI de origen desconocido presenta una elevada frecuencia en la EF 18, es por
tanto un buen criterio para incluir pacientes en los estudios de busqueda de pacientes en el
ambito cardioldgico. El resultado de la prevalencia en nuestro estudio fue nulo (apartado 5.2),
sin embargo, si analizamos los resultados de los estudios en este ambito se observa una
discrepancia de la prevalencia entre ellos (0,5-12 %). Esta discrepancia pudo estar motivada por
la poblacién de estudio, la metodologia empleada para la determinacién de la HVI y la
metodologia para el diagndstico de laboratorio 344,

Desde el punto de vista de la determinacion de la HVI, las diferentes metodologias empleadas
pueden aportar variabilidad a la busqueda de pacientes de la EF. El diagndstico de ésta viene
orientado por alteraciones electrocardiograficas que hacen sospechar al cardiélogo de una
posible HVI; posteriormente la hipertrofia se explora mediante el método mas utilizado que es
la ecocardiografia. Otros métodos empleados para valorar la HVI son: el Doppler tisular y el
analisis de deformacion tisular pudiendo identificar alteracidn cardiaca sin haberse desarrollado
la HVI 172120 |3 resonancia magnética pudiendo valorar el grado de fibrosis 12! e incluso una
técnica derivada de ésta como es el T1 mapping *2. La técnica para determinar la HVI mas

3444 En nuestro estudio la

habitual en las publicaciones analizadas, es la ecocardiografia
determinacidn de la HVI se hace por el mismo procedimiento que los anteriores estudios, por lo

gue solo vamos a encontrar variabilidad del en cuanto al instrumento y el operador.
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Las diferencias de prevalencia de las series recogidas pudieron ser debidas también a los

3435404144 4 solo mujeres

criterios de inclusién de los pacientes. Algunos solo estudiaban varones
36 H H H A 37-39,42,43 H H

o incluian pacientes de ambos géneros . Desde el punto de vista de la prevalencia, los
estudios en los que solo se incluian varones obtuvieron mejor rendimiento (1 de cada 25 a 1 de
cada 141) y, por el contrario, en los que se incluyeron pacientes de ambos géneros obtuvieron
rendimientos menores (1 de cada 54 a 1 de cada 293). En nuestro estudio decidimos incluir

sujetos de ambos géneros a pesar de resultar en un potencial peor rendimiento diagndstico.

Como ultima fuente de variabilidad en la prevalencia, analizamos la metodologia de laboratorio
empleada para el cribado de la poblacién diana. En muchos de los estudios se empled la
determinacién de la actividad enzimatica en plasma como primer punto de cribado343>374144,
Normalmente este tipo de determinacidn es costosa e implica cierta infraestructura logistica por
lo que no la hace como la técnica de eleccidén para el cribado de poblaciones de un tamafio
considerable. Por otra parte, esta determinacién se aplica sobre todo a estudios en los que la
poblacién a cribar son varones3*3>414 va que la interpretacidn del resultado es mas sencilla,
siendo el punto de corte una fuente de variabilidad importante entre estudios. Es necesario
destacar el estudio de Monserrat et al., ya que es el Unico que emplea este tipo de técnica tanto
para el cribado de varones como de mujeres. Es conocido el estudio de Linthorst et al. en el que
se indica que una tercera parte de las mujeres pueden ser portadoras sintomaticas de la
enfermedad y mantener niveles normales de actividad enzimatica'®, por lo que el cribado
enzimatico en mujeres no es recomendable. El resto de estudios analizados emplean por
sistematica el analisis enzimatico en DBS como primer punto de cribado tanto en varones como
en mujeres3>404243 Esta técnica resulta atractiva debido a su bajo coste y sus ventajas logisticas,
por lo que la mayor fuente de variabilidad entre los estudios lo constituye el punto de corte, la
determinacidn enzimdtica en mujeres y la estandarizacién preanalitica de la toma de
muestra®®1%°, Como un caso especial en cuanto a técnicas aplicadas al cribado encontramos el
estudio de Elliott et al. en el que utilizan técnicas moleculares para el cribado de variantes
genéticas en el gen GLA%. En nuestro estudio planteamos el uso de DBS para el estudio
enzimatico y genético, lo que conlleva una variabilidad importante a la hora de Ia
estandarizacién preanalitica de la toma de muestras. Esta limitacién la intentamos compensar
solicitando una poblacién control a cada centro participante, para minimizarla. Por otra parte,
en nuestro estudio, la determinacién de actividad enzimatica en mujeres se utiliza como un
apoyo a la secuenciacidn del gen GLA y no como criterio de corte. Por ultimo, tratamos de no

ser restrictivos con el punto de corte de la actividad enzimatica en varones (<70%) para evitar
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perder potenciales pacientes que portasen variantes genéticas relacionadas con elevada
actividad enzimatica residual y pudieran ser causa de la aparicién de fenotipos tardios como es

el cardiaco en poblacién adulta.

A pesar de no identificarse en nuestra poblacién de estudio ninguna variante genética
considerada como patogénica responsable de los signos y sintomas que mostraban los
pacientes, encontramos 3 variantes no descritas hasta la fecha: NM_000169.2:c.-34C>T,
NM_000169.2:¢.192C>T y NM_000169.2:640-25A>G. Estas 3 variantes no presentaban datos de
frecuencias poblacionales en las bases de datos consultadas y los predictores de patogenicidad
consultados indicaban para NM_000169.2:c.-34C>T y NM_000169.2:640-25A>G que
probablemente no eran causantes de la patologia, no asi con la variante NM_000169:¢.192C>T
en la que SSPNN indicaba claramente un posible desajuste del patrén de ayuste fisioldgico. Por
tanto, 2/3 variantes no descritas cumplian criterios para ser consideras como VUS segln la

ACMG"%

e NM_000169.2:c.-34C>T -> cumplia con los criterios PM2 (ausencia en bases de datos de
poblacién control) y BP4 (la prediccién in silico indicaba que no habia efecto sobre el
gen o productos de él).

e NM_000169.2:¢c.192C>T -> cumplia con los criterios PM1 (se localiza en un sitio critico
para el buen procesamiento de la proteina ya que se localiza en la secuencia candnica
donora de ayuste del exdn 1-Intrén 1) y PM2 (ausencia en bases de datos de poblacién

control).

Se realizaron una serie de experimentos, con el fin de caracterizar las variantes desde un punto
de vista funcional y asi obtener algun tipo de evidencia para poder reclasificarlas en patogénicas
o probablemente patogénicas. El resultado de la determinacién enzimatica ( apartado 5.4.3) no
mostré ninguna reduccidn de la actividad, pero era un resultado mas que esperable debido a la
condicién quimérica de las mujeres por la inactivacién aleatoria del cromosoma X %2y a los
resultados previamente publicados en los que se evidencia que hasta 1/3 de las mujeres
sintomaticas presentan actividades enzimaticas en el rango de la normalidad 1%, La
determinacidn de marcadores subrogados (apartado 5.4.4) tampoco mostré niveles elevados de
Gbsy Liso-Gbs pero esta observaciéon tampoco nos aporta informacion relevante para la toma
de decisiones ya que hay autores que han sefialado un aumentos minimo o incluso mostrarse
aumento de los niveles de Liso-Gbs en plasma de pacientes con fenotipo tardio e incluso mujeres

146214 En el caso de la variante NM_000169.2:¢c.-34C>T, la caracterizacién mediante andlisis in
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silico mostrd que el alelo mutado remodelaba las interacciones de los factores de transcripcién
que interaccionaban con el promotor ya que se crea un sitio de unién para el factor E2F-myc. El
factor E2F se encuentra implicado en procesos de activacion y/o regulacién del oncogen MYC,
siendo necesaria la unién de E2F al promotor de MYC para que éste se exprese bajo un estimulo
mitégeno 2%°. El ensayo EMSA (apartado 5.4.2) realizado para caracterizar esta unién diferencial
mostré que el extracto nuclear era mas facilmente desplazado de la sonda que contiene el alelo
mayoritario C. Teniendo en cuenta las caracteristicas de este factor de transcripcion,
consideramos su posible implicacién en la EF como poco probable. En el caso de la variante
NM_000169.2:¢c.192C>T no se consiguio caracterizar el patrén de ayuste andmalo determinado
in silico mediante ninguna técnica empleada (5.4.5 y 5.4.6) muy probablemente debido al efecto

de inactivacion del cromosoma X 102

La caracterizacién funcional realizada a las variantes NM_000169.2:c.-34C>T,
NM_000169.2:c.192C>T no aporta suficiente evidencia como para reconsiderar los criterios de
clasificacion de patogenicidad. En el caso de NM_000169.2:c.192C>T, que cuenta con una
evidencia mayor de implicacién patogénica que NM_000169.2:c.-34C>T al verse afectado un
“hot spot”, hubiese sido recomendable realizar una biopsia del 6rgano afectado®>21® para haber
podido realizar sobre esa muestra estos y otros estudios de caracterizacidon pertinentes.
También hubiera sido deseable haber podido realizar el estudio familiar para poder identificar
descendientes varones que pudieran tener fenotipo compatible con la EF debido a esta

mutacion.

En el estudio se identificaron otras variantes cuya implicacién en el desarrollo de la EF esta en
entredicho (NM_000169.2:¢c.376A>G y NM_000169.2:c.937G>T) ya que generan actividades
enzimaticas residuales elevadas, con niveles de Liso-Gb; en plasma normales, pero se identifican
en pacientes con signos y sintomas de la EF. En este caso los autores no se ponen de acuerdo a

la hora de asignarles las etiquetas de patogénico o no patogénico 8217218

Finalmente, se identificaron en el estudio una serie de variantes en la regién 5’-UTR del geny en
las regiones intrénicas de éste que tras un analisis de asociacidn con las variables clinico-
analiticas, se observd que 4 de ellas (NM_000169.2:¢.-10C>T, NM_000169.2:c. ¢.370-81_370-
77delCAGCC, NM_000169.2:c.640-16A>G y NM_000169.2:c.1000-22G>A) se encontraban
asociadas a una reduccion de la actividad enzimatica y se segregaban en forma de haplotipo
“HCI 1” con una frecuencia del 7,41% (apartado 5.3). El resultado de la reduccién de actividad

enzimatica viene a confirmar lo previamente publicado por diversos autores que identifican este
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haplotipo en pacientes con signos y sintomas de la EF y en algunos casos lo relacionan con
biopsias de tejido cardiaco o renal que presentan cuerpos de inclusion compatibles con los
encontrados en la EF >3, Los datos de frecuencia haplotipica de nuestro estudio (7,41%) se
encuentran muy préximos a los previamente publicados por Bono C et al. (8,63%) en una
cohorte de pacientes con signos y sintomas de la EF 7. El anélisis de ligamiento de los
marcadores genéticos identificados en nuestro estudio indica que de las 4 variantes que
componen el HCI I, 3 de ellas (NM_000169.2:c. c.370-81_370-77delCAGCC, NM_000169.2:c.640-
16A>G y NM_000169.2:c.1000-22G>A) se encuentran en fuerte desequilibrio de ligamiento
(apartado 5.3) y segregan juntas, contradiciendo lo publicado por Schelleckes et al. que afirma
que las variantes localizadas en los intrones no cosegregaban juntas 8. La secuenciacién del gen
entero permitié identificar que el HCI | no solo estaba formado por 4 variantes si no por 5
(NM_000169.2_c.-10C>T, NM_000169.2_c.369+990C>A, NM_000169.2:c. ¢.370-81_370-
77delCAGCC, NM_000169.2:¢c.640-16A>G y NM_000169.2:¢c.1000-22G>A), dato que no habia
sido publicado anteriormente en ninguno de los trabajos en los que se describe el HCI I. Tras
analizar los marcadores genéticos que componen el HCI | en una poblacién control y contrastar
su frecuencia con la frecuencia de los mismos en nuestra poblacidn de estudio, se observa que

el HCI | estd representado de manera significativa en nuestra poblacién afecta de MHVI.

Nuestros resultados vienen a refrendar que la reduccidn de la actividad enzimatica es debida a
una regulacion a la baja de la expresion del gen GLA por efecto de la variante NM_000169.2:c.-
10C>T7>8%82 Como era esperable, los marcadores de la enfermedad resultaron negativos en
estos pacientes, pero sin embargo los datos de expresidn génica y actividad enzimatica junto
con la clinica de los pacientes indican que todo puede estar relacionado. Para poder aclarar esta
situacién, se generd un modelo de in vitro de la EF con el objetivo de poder determinar si los
métodos bioquimicos e inmunohistoquimicos propuestos eran fiables a la hora de cuantificar el
acumulo celular en los pacientes con HCI |; se demostrd que los pacientes con HCI | acumulan
intracelularmente mas Gbs que los individuos sanos pero al contrario de lo esperado, este
acumulo no solo se confina e le lisosoma si no que se distribuye por el citosol y los
compartimentos membranosos 2. Este resultado es contrastable con el obtenido por Vieitez et
al. >, comunicando un acimulo de Gbs en biopsias cutdneas. Los pacientes con un fenotipo
“Fabry-like” tienen signos y sintomas de la EF, tienen reducida la expresion del gen GLAy a su
vez la actividad enzimatica y muestran un acimulo de material glucolipidico sin degradar, el cual
se ha demostrado in vitro que es susceptible de ser degradado por enzimas exdgenas como las

suministradas a los pacientes Fabry en TES.

115



DISCUSION

Por ultimo se identificé otro haplotipo “HCI 1II” (NM_000169.2:c.-12G>A, NM_000169.2:¢.548-
125C>G, NM_000169.2:¢.639+68A>G, NM_000169.2:¢c.1000-22G>A), que resultd no presentar
asociacion estadistica con la disminucion de la actividad enzimatica, que no presenté reduccion
de la expresion del gen GLA y que tras la secuenciacion del gen completo el HCI I lo integraban
11 variantes (NM_000169.2:c.-12G>A, NM_000169.2:¢.194+377C>T,
NM_000169.2:¢c.194+1287T>A, NM_000169.2:¢c.195-1663G>A, NM_000169.2:c.195-807G>T,
NM_000169.2:¢c.547+190C>T, = NM_000169.2:c.548-125C>G,  NM_000169.2:¢c.639+68A>G,
NM_000169.2:c.640-386G>A, NM_000169.2:¢c.640-136T>Cy NM_000169.2:¢.1000-22C>T). Tras
analizar los marcadores genéticos que componen el HCI Il en una poblacidn control y contrastar
su frecuencia con la frecuencia de los mismos en nuestra poblacidn de estudio, se observa que

el HCI llll esta representado de manera significativa en nuestra poblacion afecta de MHVI.
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7 Conclusiones

El analisis de nuestros estudios nos permite concluir que:

1. Laincidencia de la enfermedad de enfermedad de Fabry en nuestra poblacion de estudio de
pacientes con miocardiopatia hipertréfica de ventriculo izquierdo de origen desconocido es
nula.

2. Los criterios de laboratorio establecidos en el disefio de nuestro estudio no obtuvieron un
rendimiento de cribado de poblaciones de riesgo cardiaco para la enfermedad de Fabry,
superior a los estudios anteriormente publicados.

3. Se identifican tres variantes genéticas nuevas: NM_000169.2:c.-34C>T,
NM_000169.2:c.192C>T y NM_000169.2:640-25A>G, consideradas como variantes de
significado incierto para la enfermedad de Fabry.

4. Las variantes NM_000169.2:c.-34C>T, NM_000169.2:¢.192C>T y NM_000169.2:640-25A>G
fueron caracterizadas. La variante NM_000169.2:¢.192C>T que era la mas patogénica de las
tres en los estudios in silico y no pudo demostrarse el mecanismo patogénico teérico que
planteamos.

5. El estudio epidemioldgico de nuestra muestra nos permitid establecer tres haplotipos
diferentes, compuestos por cinco, cuatro y once marcadores genéticos cada uno de ellos.

6. El haplotipo intrénico complejo | identificado en nuestra muestra presenta una asociacion
significativa con la reduccion de la actividad de la enzima a-galactosidasa A, con una menor
tasa de expresién del gen GLA y con un mayor acimulo intracelular de globotriaosilceramida

in vitro.
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Abstract

Background: Accumulation of galactosphingolipids is a general characteristic of Fabry disease, a lysosomal storage
disorder caused by the deficient activity of a-galactosidase A encoded by the GLA gene. Although many polymorphic
GLA haplotypes have been described, it is still unclear whether some of these variants are causative of disease
symptoms. We report the study of an inheritance of a complex intronic haplotype (CIH) (c-10C > T, c369 + 990C > A,
€.370-81_370-77delCAGCC, c.640-16A > G, ¢.1000-22C > T) within the GLA gene associated with Fabry-like symptoms

and galactosphingolipid accumulation.

producing a tissue glycolipid storage.

We analysed a-Gal A activity in plasma, leukocytes and skin fibroblasts in patients, and measured accumulation of
galactosphingolipids by enzymatic methods and immunofluorescence techniques. Additionally, we evaluated GLA
expression using quantitative PCR, EMSA, and cDNA cloning.

Results: CIH carriers had an altered GLA expression pattern, although most of the carriers had high residual enzyme
activity in plasma, leukocytes and in skin fibroblasts. Nonetheless, CIH carriers had significant galactosphingolipid
accumulation in fibroblasts in comparison with controls, and also glycolipid deposits in renal tubules and glomeruli.
EMSA assays indicated that the c-10C > T variant in the promoter affected a nuclear protein binding site.

Conclusions: Thus, inheritance of the CIH caused an mRNA deregulation altering the GLA expression pattern,

Keywords: GLA, Fabry disease, Haplotypes, Galactosphingolipids, a-galactosidase A

Background

a-galactosidase A (a-Gal A, EC3.2.1.22) is a lysosomal en-
zyme that hydrolyses the terminal a-galactosyl moieties
from glycolipids. a-Gal A is encoded by the GLA gene and
mutations in this gene causes deficiency or absence of the
enzyme, resulting in Fabry disease (FD) (OMIM 301500),
an X-linked inherited lysosomal storage disorder. This dis-
ease leads to accumulation of globotriaosylcermide (Gbs),
globotriaosylsphingosine (lyso-Gbs), galabiosylceramide
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(Gay) and neutral glycosphingolipids in lysosomes of
several tissues, mainly in the endothelium of the
vascular tree [1]. Depending on the GLA mutation
and when manifestations initially occur, FD is classi-
fied as late-onset or classic phenotype. In males with
no, or reduced, a-Gal A enzyme activity, clinical
manifestations of the classic form include acropar-
esthesias, angiokeratomas, hypohidrosis, corneal and
lenticular opacities, cardiac dysfunction and brain and
renal involvement with proteinuria [2]. Heterozygous
females can either be asymptomatic, due to random
X-chromosomal inactivation [3], or can develop the
classic phenotype [1]. Because of the nonspecific
nature of its clinical manifestations, FD often remains
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undiagnosed in concordance with the prevalence calcu-
lated in some studies [4, 5]; however, early treatment is
essential to avoid significant disease progression [6, 7].

Over 700 GLA mutations, including missense and non-
sense mutations, rearrangements, and splicing defects, have
been identified as causing FD [8] (http://www.hgmd.cf.
ac.uk/ac/index.php). GLA [ENSG:00000102393] has seven
splice variants (http://www.ensembl.org) and aberrant spli-
cing accounts for ~5 % of mutations in FD (reported to the
Human Gene Mutation Database; http://www.hgmd.cf.
ac.uk), but information on pre-mRNA splicing is only avail-
able for a limited number of patients. Exonic mutations
may also alter splicing, but are not easily recognized [9].
Many polymorphic GLA variants have been described, but
it is unclear if haplotypes formed by combinations of these
variants correlate with FD. A complex intronic haplotype
(CIH) within the GLA gene (c.-10C>T, c.640-16A > G,
¢.1000-22C > T) is associated with early occurrence of
small-fibre neuropathy [10]. A screening study found
a second CIH (c.-10C > T, ¢.370-81_370-77del CAGCC,
€.640-16A > G, ¢.1000-22C>T) in 8.9 % of subjects
with FD symptoms [11]; associated with hypertrophic
heart disease [12] and, additionally, an analysis of the
male control population of a suspected FD female
index case permitted the identification of seven differ-
ent GLA haplotypes [13]. Finally, a recent study de-
scribed a large family with four male/female carriers
of a CIH who developed a classical phenotype with a
mild renal and neurological involvement [14]. Some
of these intronic variants have been reported as poly-
morphic variants in general population [15-17].

We performed a functional characterization of a
large family with a CIH in the GLA gene and investi-
gated the molecular pathological mechanisms associ-
ated with different FD-related clinical manifestations.
We demonstrate that the inheritance of this CIH
causes GLA gene deregulation and glycolipid storage.

Methods

Patients

We studied a family with different FD-related clinical
manifestations. This family carried a CIH (c.-10C>T
[rs2071225], ¢.369 + 990C > A [rs1023431], ¢.370-81_370-
77del CAGCC [rs5903184], ¢.640-16A >G [rs2071397],
€.1000-22C > T [rs2071228]). The family consisted of 15
individuals (6 heterozygous and 4 hemizygous for CIH)
aged between 7 and 72 years. Written informed consent
was obtained from all patients including those from
the parents on the behalf of the minors involved in
our study. The study was approved by the Ethics
Committee of Aragon (CEICA) and was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki of 1975,
as revised in 2008.
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Reagents

The recombinant enzyme used was agalsidase alfa
(REPLAGAL) from Shire pharmaceuticals. As a source
of enzyme, we used the residual amounts of the
reconstituted recombinant enzyme prepared for the
treatment of FD patients. TNFa was purchased from
Miltenyi Biotec. The pharmacological chaperone, DGJ (1-
deoxygalactonojirimycin hydrochloride), was purchased
from Santa Cruz Biotechnology. The anti-human CD77
(Gbs) primary rat monoclonal antibody used for immuno-
fluorescence analysis was purchased from Biorbyt; the
anti-human CD17 (lactosylceramide) mouse monoclonal
antibody was from Santa Cruz Biotechnology and the
anti-human LAMP1 rabbit monoclonal antibody was
from Sigma-Aldrich. Secondary conjugated antibodies
were Alexa Fluor 546 goat anti-rabbit IgG, Alexa Fluor
488 goat anti-rat IgG and Alexa Fluor 488 goat anti-
mouse IgG, all from Life Technologies.

a-Gal A activity assay

The activity of a-Gal A was determined in plasma,
lysed leukocytes and lysed fibroblasts (in triplicate)
with a fluorometric assay using the artificial substrate
4-methylumbelliferyl (MU)-a-D-galactopyranoside (Sigma-
Aldrich); for the assay of cell extracts, N-acetyl-D-
galactosamine (Sigma-Aldrich) was used to inhibit
a-galactosidase B (a-Gal B) [18]. The fluorescence of re-
leased 4-MU was measured in two replicates at an excita-
tion wavelength of 366 nm and emission wavelength of
445 nm in a fluorometer (Perkin Elmer LS-45).

Fibroblast culture

Human skin fibroblasts were cultured in 175 cm?® flasks
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supple-
mented with GlutaMAX, 10 % heat-inactivated fetal
bovine serum (FBS), 0.5 % P-amphotericin (250 pg/mL)
and the antibiotics streptomycin (100 mg/L) and penicil-
lin (100 U/L). Cells were maintained at 37 °C in a 5 %
CO, atmosphere and the medium was replenished every
72 h. After reaching confluence, cells were kept
quiescent for 5 days, washed with PBS and harvested
by trypsin (0.05 % trypsin/EDTA for 5 min). All
reagents were provided by Gibco-Invitrogen. Cell sus-
pensions were pelleted by centrifugation at 290xg for
5 min. After removing the supernatant, cells were
washed twice with PBS and stored at -20 °C for
further analysis.

Cell culture model of lysosomal storage dysregulation

Fibroblasts were cultured in DMEM with 1 % inactivated
FBS in 6-well culture plates (160, 000 cells/ 9.5 cm?).
Twenty-four hours before experimentation, cells were
activated with 0.1 nM TNFa for 16 h. After activation, the
medium was renewed and, where indicated, cells were
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additionally incubated with DGJ (500 uM) for 24 h to
inhibit endogenous a-galactosidase activity [19] or with
agalsidase alfa, by adding 3 ml of the enzyme solution
(1.32 pg of enzyme per ml; final activity 3.8 umol MU
mg "h™') [20], to analyze galactolipid degradation as
an endogenous control. Cell cultures were incubated
for different periods of time (0, 16 and 24 h) and at
least two 9.5 cm” wells were analyzed for each treat-
ment combination.

Quantification of galactosphingolipids

Determination of galactosphingolipids using galactose
oxidase was carried out in cell pellets from lysed leuko-
cytes and fibroblasts previously suspended in 1 % sodium
taurocholate (Sigma-Aldrich) and disrupted by combin-
ation of ultrasound short pulse (VibraCell) and timing-out
on ice. Samples were kept on ice during the procedure.
The lysate was centrifuged at 112xg for 10 min at 4 °C to
eliminate cell debris and 50 pl of supernatant was used for
quantification. Measurement of galactosphingolipids was
performed using the Amplex Red Galactose/Galactose
Oxidase Assay Kit (Invitrogen).

Immunofluorescence analysis

Immunocytochemistry was performed to examine the
distribution of CD77, CD17 and LAMPI. Fibroblasts
grown on coverslips were fixed with 4 % paraformalde-
hyde for CD77/LAMP1 analysis and with methanol for
CD17/LAMP1 localization, permeabilized with 0.1 %
saponin and blocked with 0.1 % saponin 5 % BSA diluted
in PBS. Cells were incubated with primary antibodies
(CD77 diluted to 50 pg/ml, CD17 diluted to 2 pg/ml and
LAMP1 diluted to 0.2 pg/ml) overnight at 4 °C and then
conjugated secondary antibodies diluted to 0.1 pg/ml
were added and were incubated for 20 min at 25 °C.
Coverslips were mounted on slides and covered with
5 ul of DAPI-Mowiol medium (Life Technologies/
Calbiochem). All samples were examined with an Olym-
pus FluoView FV10i confocal microscope under identical
conditions. We used 405 nm, 473 nm and 635 nm
excitation lasers, which were switched on separately to re-
duce crosstalk of the two fluorochromes. A threshold was
applied to the images to exclude ~ 99 % of the signal found
in control images. Pixel and cell surface fluorescence
quantification was done using FV10-ASW 3.1 software
from Olympus.

Molecular GLA analysis

Genomic DNA was isolated from whole blood by stand-
ard procedures. The entire GLA gene (g.101409127-
2.101397726) including promoter, exons and introns,
was amplified by PCR using the primers described in
Additional file 1. Amplicons were purified and se-
quenced in an automated DNA sequencer (3500XL
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genetic analyser, Applied Byosistems). Sequences were
compared with the genomic GLA reference sequence
[ENSG:00000102393].

Multiplex Ligand Probe Amplification (MLPA) GLA analysis
Patients F1.1, F1.4 and F1.10 were analysed by
MLPA technique in order to find any pathological
rearrangement in GLA gene. The details of the
MLPA probe target regions and test methodology are
described by MRC Holland (http://www.mlpa.com).
SALSA MLPA P159 GLA probemix, version A2
(MRC Holland, Netherlands) was used and data were
normalized using 3 healthy controls matched by age
and sex.

RNA isolation, cDNA synthesis, small RNA cloning, and
quantitative real-time PCR

Total RNA was isolated from patients and control
peripheral blood samples using the PAXgene Blood
RNA Kit (PreAnalytiX). RNA integrity was assessed
by agarose gel electrophoresis and concentration was
determined in a NanoVue 4282 V1.7.3 Spectropho-
tometer (GE Healthcare). Total RNA (1 pg) was
reverse transcribed in triplicate 20 pL reactions using
the SuperScript II reverse transcriptase Kit (200 units)
and Oligo(dT);5_15 (500 pg/mL) (Invitrogen). The RT-
PCR profile was: 10 min at 42 °C, 45 min at 60 °C,
and 5 min at 95 °C.

To identify splicing variants, the entire GLA mRNA
was amplified by PCR using 1 pL c¢DNA and the
primers described in Additional file 1. The amplifica-
tion conditions were: 2 min at 94 °C followed by
40 cycles of 20 s at 94 °C, 30 s at 57 °C, and 30 s at
72 °C, and a final extension of 72 °C for 4 min.
Amplicons were diluted and nested PCR was per-
formed to amplify the GLA mRNA in two parts.
Both amplicons were purified with ExoSap-IT (GE
Healthcare) and sequenced.

A fragment of the 3" region of intron 6 (g.101398149-
£.101398099) was amplified from cDNA of CIH carriers
by nested PCR using miScript PCR system and miScript
Primer Assays (Qiagen) trying to identify small RNA
fragments. The product was cloned into the pGEM-T
Easy Vector (Promega) and purified with the PureLink
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen). Inserts were
amplified by PCR with T7 and SP6 universal primers,
and products were sequenced in forward and reverse
directions.

Quantification of GLA mRNA was performed in
triplicate samples from each patient using a quantita-
tive real-time PCR (qPCR) method based on TagMan
technology (Applied Biosystems). Probe and primers
for wild-type GLA (ENST00000218516) and GLA-M
(cloned fragment) are listed in Additional file 1. qPCR
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was performed with the ABI Prism 7000 Sequence
Detector (PE Applied Biosystems) using 20 ng of
¢DNA in a reaction mixture containing 10 pl Univer-
sal Master Mix without amperase, 300 nmol of each
primer and 200 nmol of probe (Additional file 1).
Conditions for qPCR were: 95 °C for 10 min followed
by 40 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for 1 min.
We used efficiency-corrected gene expression mea-
surements [21].

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
IRDye680-labelled double-stranded oligonucleotides with
the sequence GCTGTCCGGT[C/T]ACCGTGACAA were
purchased from LICOR Biosciences (Lincoln, NE,
USA). The preparation of nuclear extracts and the electro-
phoresis procedures have been described previously [22].
EMSA results were analysed and quantified using the
Odyssey Infrared Imaging System (LICOR Biosciences).
For competition assays, an excess of unlabelled T-allele
oligonucleotide was added to the mix prior to the addition
of the labelled oligonucleotides. The inverse of band in-
tensity was plotted against the excess of unlabelled oligo-
nucleotide and the slope of the resulting straight line
indicated the affinity of each allele for the proteins in the
nuclear extract.

Splice-site score (SSS)

Splice mutations were analysed using the SSPNN pro-
gram (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) and
a splice-site score (SSS) was obtained.

Statistical analysis
Statistical analysis was carried out using the SPSS
software package (IBM). Normality of the distribution
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of variables was analysed by the Kolmogorov-Smirnov
test, and mean comparison by the parametric -test
and one way ANOVA. Differences with p <0.05 were
considered statistically significant.

Results

Patients

The family pedigree is shown in Fig. 1. The index case
(F1.1) was a 43-year-old female, with clinical records of
acroparesthesias from adolescence, hypohidrosis, and
reiterated episodes of abdominal pain with alternating
phases of diarrhoea with constipation. At 40 years of age
was referring several episodes of pain chest that requiring
emergency care. At 41 years of age she was hospitalized
by a new episode of chest pain and was diagnosed with
anteroseptal myocardial infarction, requiring the implant-
ation of three stents. The evaluation of hearth function by
MRI showed residual fibrous scar by myocardial infarction
in the territory of the anterior and apex segments. LV
slightly dilated with decreased LVEF (48.4 %) and
generalized hypokinesia. Valvular function with MI
moderate to severe and moderate Al The cardiologic
diagnosis suspicion was valvular and ischemic hearth
variant secondary to Fabry disease. Complete haemato-
logical, neurological, and ophthalmological examinations
were performed, and renal function was measured and
determined to be normal. It discard associate factors of
hypercoagulability status. Peripheral nervous conduction
was evaluated by quantitative sensory test (QST) [23],
which revealed abnormalities in the small fiber conduction
compared with normal population. Physical examination
indicated that the patient had absence of hemangiokerato-
mas, nodes or visceral enlargement, and no cardiovascular
risks such as high plasmatic cholesterol, low c-HDL levels

. CIH Hemizygous
@ CIH Heterozygous

F1.3 F1.12 F1.10

F1.9

carriers. Index case is indicated with an arrow

I (]

F1.13

Fig. 1 Pedigree of the family and complex intronic haplotype (c-10C > T, c.369 + 990C > A, c.370-81_370-77delCAGCC, c640-16A > G, c.1000-22C > T)

F1.1 F1.4 F1.2 F1.7

F1.5 F1.6 F1.14 F1.15
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or hypertension. Genetic analysis revealed a CIH in the
GLA gene: IVSO-10C>T (c.-10C>T) within the pro-
moter region, intron 2 IVS2 +990C > A (c.369 + 990 C >
A); IVS2-76_80del 5 (c.370-77_81 del CAGCC), intron 4
IVS4-16A > G (c.640-16A > G) and intron 6 IVS6-22C > T
(c.1000-22C > T). The same haplotype was identified in
the patient’s mother (F1.8) and daughter (F1.5), in four of
her brothers (F1.2, F1.3, F1.4, and F1.10) and one of her
two sisters (F1.7), as well as in the daughters (F1.6, F1.9)
of two of the affected brothers. MLPA assays did not
reveal any copy number differences in patients F1.1, F1.4
and F1.10.

At age 52 years, the first brother (F1.3) was referred
for examination to exclude malignant monoclonal gam-
mopathy IgG-kappa. At age 40 years, he underwent
vertebral fixation surgery because of severe back pain.
He reported acroparesthesia, heat intolerance, and hypo-
hidrosis since childhood, as well as shortness of breath
and inability to perform any physical activity. This
patient was hemizygous for the CIH.

The second brother (F1.10), hemizygous for the CIH,
was 49 years old. His main symptoms were related to left
ventricular hypertrophy and valvular aortic stenosis
associated with severe acral pain that demanded con-
tinuous intake of analgesic drugs.

The third brother (F1.13) did not accept to be a part
of the study and the fourth brother was deceased.

The fifth brother (F1.4) was referred for hearing loss
and mild acroparesthesia at 41 years of age. Renal
involvement was characterised by microalbuminuria
(34 mg/24 h) and glycolipid deposits in renal tubules
and glomeruli (Fig. 2). It is important to note that this
patient did not use chloroquine or amiodarone-like
drugs. His 7-year-old daughter (F1.6) had microalbumi-
nuria (29 mg/24 h), and was heterozygous for the CIH.

The sixth brother (F1.2) was 39 years old, hemizygous
for the CIH, and was referred for acroparesthesias,
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bilateral hearing loss, heat intolerance and hypohidrosis,
but no cardiac abnormalities were observed.

One sister (F1.7) was 37 years old and a carrier of the
CIH. She had a previous history of tachyarrhythmias, and
since childhood she had acroparesthesias, hypohidrosis
and heat intolerance. Her mother (F1.8) presented no
clinical manifestations.

a-Gal A activity in plasma, leukocytes and fibroblasts
Enzymatic activity was measured in plasma, lysed leuko-
cytes and fibroblasts from CIH carriers and normal
healthy controls. The individual values from leukocytes
and plasma are presented in Table 1. The mean value of
lysed leukocyte activity in the control group (n = 27) was
(mean + SD) 58.1 +26.6 nmol/mg protein/h. Signifi-
cantly lower levels were found in the CIH group (n=38),
46.25£9.66 nmol/mg protein/h (Fig. 3a; p<0.05).
The mean value of plasma activity in the control
group (n=33) was (mean + SD) 20.8 + 12.5 nmol/mL/h,
whereas the mean value for the CIH group (n=9) was
19.5 +£10.3 nmol/mL/h. There was no significant differ-
ence between the plasma activity in control and CIH
group (Fig. 3a). Enzymatic activity was also measured in
cultured skin fibroblasts from controls and from patients
F1.1, F1.3, F1.4 and F1.10. The activity measurements in
the patients’ fibroblasts were not significantly different to
controls, although there was a trend for reduction in pa-
tient F1.10 and fibroblasts from patient F1.3 had
significantly higher levels of a-Gal A (Fig. 3b).

In vitro model of lysosomal storage disease

In order to accurately determine galactosphingolipid
levels, we first used wild-type fibroblasts to establish a
model of lysosomal storage dysregulation. Fibroblasts
were treated or not with TNFa (16 h) to activate a
proinflammatory response, followed by a medium
change without TNFa, and culturing was then continued

Fig. 2 Cytoplasmic vacuolation observed in a podocyte by light microscopy with a Masson's trichrome and b Haematoxylin and eosin staining.
¢ Myelin-like structures in a podocyte, with concentric lamellated ultra-structural appearance. (Electron Microscopy). d Focal areas of podocyte
effacement; amorphous myelin-like structures are visible in glomerular parietal epithelial cells and in endothelial cells (Electron Microscopy).

e Myelin-like structures parallel with zebra-like body appearance (Electron Microscopy)




Table 1 Clinical manifestations; a-Gal A activity in plasma and leukocytes, galactosphignolipid concentrations and GLA mRNA expression

ID SEX Age Variants Clinical Manifestations galactosphingolipids galactosphingolipids o-Gal A o-Gal A mMRNA mMRNA
CIH Leukocytes Fibroblasts Leukocytes Plasma GLA GLA-M
(nmol/mg protein) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein/h) (nmol/mL/h) RQ RQ

F1.1 f 43 Het Ischemic heart disease, Gastro- intestinal, 062 083 63 23 048" 0.85
Fine fiber alterations

F1.2 m 39 Hemi Acroparesthesias, Heat intolerance, 0.13 N/A 57 19 041 547
Hypohidrosis, Hearing loss

F1.3 m 53 Hemi Acroparesthesias, Heat intolerance, 0.11 0.80 38 14 036" 0.84
Hypohidrosis

F14 m 41 Hemi Hearing loss, Microalbuminuria, 0.11 112 37 15 0.88 2.56
Renal deposits

F1.5 f 20 Het N/A 0.13 N/A 42 37 N/A N/A

F1.6 f 7 Het Microalbuminuria N/A N/A N/A 9 N/A N/A

F1.7 f 37 Het Acropaesthesias, Microalbumminuria, 0.06 N/A 43 15 1.06 1.51
Hypohidrosis, Tachyarrhythmias

F1.8 f 72 Het N/A 0.27 N/A 51 35 112 0.90

F110 m 49 Hemi Left Ventricular Hypertrophy 193 093 39 9 002" 11776

601:91 (SLOT) $212UaD JNG “ID 12 BBNIIY-SeAIdD)

CIH=c.-10C > T [rs2071225], ¢.369 + 990C > A [rs1023431], ¢.370-81_370-77delCAGCC [rs5903184], c.640-16A > G [rs2071397], c.1000-22C > T [rs2071228]. The mean + SD normal concentration of leukocytes
galactosphingolipids is (n =17) 0.33 + 0.3 (nmol/mg protein). The mean + SD normal concentration of fibroblasts galactosphingolipids is (n =5) 0.63 £ 0.12 (nmol/mg protein). The normal mean + SD of a-Gal A leukocyte
activity in our assay is (n =27) 58.1 +26.6 (nmol/mg protein/hour) and normal mean = SD of a-Gal A plasma activity is (n = 33) 20.8 + 22.03 (nmol/mL/ hour). “=p <0.05, " = p < 0.001. N/A = Not applicable

€1 Jo 9 abed
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Fig. 3 a-Gal enzyme activity. a Enzymatic activity in lysed leukocytes
(nmol/mg protein/hour) and plasma (nmol/mL/hour), represented as
mean + SEM. b Enzymatic activity in lysed fibroblasts (nmol/mg
protein/hour) represented as mean + SEM, n=3 *p < 0.05
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for a further 8 h. Accumulation of galactosphingolipids
was measured by galactose oxidase assay at 16 h and
24 h has described. TNFa treatment resulted in an in-
crease in galactosphingolipids in wild-type fibroblasts
compared with control samples (without TNFa treat-
ment) (Fig. 4a). Notably, this increase was accentuated by
co-treatment of fibroblasts with TNFa and DG]J, used at a
concentration which inhibits endogenous a-Gal A activity
[19] (Fig. 4a). Moreover, addition of recombinant agalsi-
dase alfa significantly decreased the level of endogenous
galactosphingolipids in TNFa-treated fibroblasts with re-
spect to control cells (Fig. 4a). To corroborate these re-
sults, immunofluorescence microscopy was performed to
evaluate the presence of Gbs (CD77) using an antibody to
CD77 (Fig. 4b). In good agreement with the biochemical
assay, immunofluorescence staining of fibroblasts exposed
to TNFa demonstrated an increase in CD77, which co-
localized with the lysosomal membrane marker LAMPI.
Additionally, Gb; signal intensity was increased upon
exposure of fibroblasts to TNFa and DGJ (Fig. 4b). Super-
imposition of CD77/LAMP1 images revealed a significant
degree of overlap (Fig. 4b). As anticipated, agalsidase alfa
treatment reduced Gbz accumulation as demonstrated by
decreased CD77 fluorescence, without affecting LAMP1
staining (Fig. 4b). Quantification of overlapped pixels of
confocal images revealed that TNFa treatment resulted in
a 50 fold increase in CD77 staining in fibroblasts, which
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further increased to 150 fold after 24 h (Fig. 4c). Co-
treatment with DGJ further increased CD77 staining
and this was dramatically reduced upon exposure to
agalsidase alfa (Fig. 4c). A similar analysis was per-
formed with an antibody to lactosylceramide (CD17).
a-Gal A catalyzes the hydrolysis of Gbs to lactosylceramide
and a-galactose. Lactosylceramide acumulation was de-
creased upon exposure of fibroblasts to TNFa and DG]J.
Agalsidase alfa treatment increased lactosylceramide accu-
mulation as demonstrated by increased CD17 fluorescence,
corroborating the CD77 results (Fig. 4c). Collectively, these
results show that galactosphingolipids can be precisely
measured in cell cultures using this assay and immunocyto-
chemistry is a useful technique to assess lipid storage.

Quantification of galactosphingolipids in leukocytes and
human fibroblasts

Quantification of galactosphingolipids was performed in
leukocytes and fibroblasts from CIH carriers and controls.
The individual values of leukocyte galactosphingolipids
are presented in Table 1. The mean value for the control
group (n=17) was (mean+SD) 0.33+0.30 nmol/mg
protein and in the CIH group (n = 8) 0.42 + 0.63 nmol/mg
protein. Galactosphingolipids were also measured in
cultured fibroblasts from CIH patients. After 5 days of
quiescence, in all cases galactosphingolipid levels in
patient fibroblasts were greater than in equivalent control
cell lines, which was significant for patients F1.1, F1.4 and
F1.10 (Fig. 5a). Interestingly, in patients F1.3 and F1.4,
leukocyte levels were lower than controls, whereas in
equivalent fibroblasts the levels were higher. The origin of
these differences may reflect distinct GLA expression
states of different cells. Ferreira et al., suggest that the
GLA 5'UTR polymorphysms are a possible modulators of
GLA expression varying among different cell types [24].
Atypical FD variants are often not associated with
increased lyso-Gb3 levels, although biopsies of affected
organs revealed lamellar inclusion bodies characteristic for
FD [25]. Consistent with the increase in galactosphin-
golipids, immunostaining of fibroblasts from patient
F1.4 and F1.10 revealed elevated levels of Gbs, which
were further increased after exposure to TNFa (Fig. 5b).
Additionally, immunofluorescence revealed that galacto-
lipids were mostly confined to cytosolic and membrane
compartments (Fig. 5b). Quantification of CD77/LAMP1
lysosomal co-localization revealed an increase in
CD77 staining in fibroblasts from patients F1.4 and
F1.10, which was significant for patient F1.10 relative
to control values (Fig. 5c).

cDNA analysis
No sequence changes were discovered after seq-
uencing nested PCR products of the two GLA
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Fig. 4 Model of FD substrate accumulation in vitro. a Galactosphingolipid variation rate in wild-type fibroblasts under different conditions.
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amplicons in comparison with the reference sequence
(data not shown).

Small RNA cloning

Sequencing of the 3" region of intron 6 insert in all
CIH carriers revealed the presence of one cDNA frag-
ment formed by a 49-bp portion of intron 6 and exon 7
cloned only in patient F1.4. The genomic coordinates
of this exon 7 extension are: ChrX(GRCh38):
2.101398050-g. 101397803 :-1.

Quantitative PCR of the GLA transcripts

Relative quantification (RQ) of wild-type (wt) GLA and
GLA-M mRNA (3’ region of intron 6 cloned fragment)
from all carriers and controls (7 =8; 50 % females) was
performed by real-time PCR and the GLA/GLA-M ex-
pression profiles were compared between control group
and carriers. Reduced wt GLA expression was found in

all hemizygous carriers and in the heterozygous proband
F1.1, and was significant in carriers F1.3, F1.10 and F1.1
(Table 1). The relative expression of GLA-M was
increased in carriers F1.2, F1.4 and F1.7, and signifi-
cantly in patient F1.10 compared with controls (Table 1).
The heterozygous group for CIH presented higher RQ
values for GLA wt expression in comparison with the
hemizygous group (0.89 vs 0.41).

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

To investigate whether the C>T change in the GLA
gene promoter variant c¢.-10C > T impacted the binding
capacity of possible transcription factors, EMSA was
performed with specific primers for each variant. The
results demonstrated marked differences in the affinity
of nuclear proteins between the two alleles, with allele C
having a greater ability to bind nuclear proteins (Fig. 6a).
To confirm this difference, we performed a competitive
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binding EMSA using increasing amounts of an unlabelled
oligonucleotide corresponding to the T allele. The
results indicated that the T allele was more easily
displaced from the protein-DNA complex (0.003 vs
0.001) (Fig. 6b). Therefore, the C>T substitution re-
sulted in decreased protein binding capacity of the frag-
ment. In an attempt to identify the transcription factors
present in the complex, we scanned sequences sur-
rounding the SNP ¢.-10C > T with MatInspector (Geno-
matix) [26]. The results of this analysis indicated that
the mutation could affect the binding sites for small
nuclear RNA (snRNA)-activating protein complex
(SNAP-C), doublesex/mab-3 related (DMRT), and X
box-binding factors.

Splice-site score (SSS)

We analysed the variants of the CIH using SSPNN soft-
ware. Changes in GLA splicing with CIH were observed
only in ¢.370-81_370-77del CAGCC and c.640-16A > G

variants. The ¢.370-81_370-77delCAGCC variant re-
sulted in the disappearance of a possible acceptor site
in IVS2-78, with a SSS of 0.80. The SSS for a normal
acceptor site in intron 4 (IVS4-1) was raised from
0.58 to 0.62 with the ¢.640-16A > G variant. Although
the SSS were minimal, the results indicated that the
co-segregation of CIH variants may cause an abnor-
mal splice pattern.

Discussion

Detection of mutations in the GLA gene is essential to
support clinical diagnosis of FD. Mutations in intronic re-
gions can alter the GLA gene expression pattern in a man-
ner related to different disease phenotypes and clinical
manifestations [4, 5]. Intronic GLA variants often remain
unidentified because these regions are not routinely evalu-
ated by gene sequencing; consequently, the prevalence of
FD may be underestimated [27, 28].
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In the present study, we sequenced the entire GLA gene
from genomic DNA of the family members and we used
MLPA in an attempt to find alterations that could explain
the FD-like characteristics observed. We identified a
complex haplotype consisting of five intronic variants
(c.-10C > T, ¢.369 +990C > A, ¢.370-81_370-77del CAGCC,
€.640-16A > G, ¢.1000-22C > T). In one study, 12 % of 740
subjects with clinically suspected FD showed polymor-
phisms in the GLA promoter region; of these, 99 % had
simultaneous polymorphisms throughout the gene, and
CIH formed by four of five variants observed in our study
occurred in 9 % of these cases [11]. In a second study, Ferri
and colleagues [13] identified five GLA haplotypes in
non-coding regions in 67 female probands with FD
manifestations. The most frequent of these was the CIH
formed by four variants (13.4 %). Previous reports have
found c.-10C>T, ¢.370-81_370-77delCAGCC, c.640-
16A > G and ¢.1000-22C > T variants to be associated
with different clinical manifestations including mild
renal, neurological [10] and cardiac disorders [12]. It is
important to know that depending on the sequencing
design, these haplotypes might be the same type. We
found FD-like symptoms (renal, cardiac and neurological
involvement) associated with the family in our study
(Table 1). In accordance with our results Apeland et al,
described two unrelated families, one of them carrier of
€.640-16A >G and ¢.1000-22C>T intronic variants,

presenting a cardiomyopathy mimicking FD with nor-
mal enzymatic activity values and renal and cardiac
deposits without accumulation of glycolipids in urine
or plasma. In two patients, a 100-fold increase in Gb3
was observed in cardiac biopsies. Exon sequencing
failed to detect heterozygosity in potential candidate
genes [29].

We examined the c.-10C>T variant located in the
GLA gene promoter region, which may be co-
dominantly associated with a relatively decreased GLA
expression at the level of transcription and/or translation
[30]. By EMSA, we found that the T allele reduced the
affinity of the nuclear protein binding site. A computer
analysis using MatInspector showed that this region is a
possible binding site for three families of transcription
factors: SNAP-C, X box-binding factors (XBBF) and
DMRT. SNAP-C binds to Oct-1 and TATA binding
proteins (TBP), which are activators of snRNA and RNA
polymerases, respectively [31]. X box-Protein 1 (XBP1)
becomes initiated during the endoplasmic reticulum
(ER) stress response [32]. In humans, the DMRT gene
family encodes transcription factors that are related to
the Drosophila double sex proteins [33]. Unfortunately,
no tested antibodies are currently available to perform a
supershift assay.

The c.-10 C > T variant is situated in a CpG island region
(http://www.urogene.org/methprimer/). DNA methylation
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is a well-recognized epigenetic modifier in the control of
gene expression. This reversible DNA modification takes
place almost exclusively at cytosine residues that are associ-
ated with guanosine in CpG doublets, and mediates con-
trol of transcription through chromatin remodelling.
This modification is widely implicated in various
biological processes including X-inactivation, the regu-
lation of tissue- and development-specific gene expres-
sion, foreign DNA inactivation and genomic imprinting
[34]. FD symptoms exhibited by females carrying the T
allele could partially depend on the methylation state of
the C allele. Indeed, Bono and co-workers [11] reported a
relationship between FD symptoms and polymorphisms in
the promoter region. Future studies on the methylation
states of the promoter region may provide more clues on
these epigenetic effects in relation to phenotype.

We found low levels of wild-type transcript in some
patients in agreement with previous reports [28, 35].
GLA-M transcript levels (3" region of the intron 6
cloned fragment) were also altered with respect to their
controls in most cases. The index case of this family
(F1.1), a female heterozygous for CIH, presented signifi-
cantly lower levels of wild-type transcript, whereas GLA-
M expression was slightly reduced but not significantly
different to control. Although she presented a cardiac
phenotype, her leukocyte and plasma enzyme activities
were not decreased. Higher residual activity is often found
in atypical male patients who do not show the classic
phenotype and have later onset of symptoms [36, 37],
including cardiac [35] and renal variants [38]. It is possible
that GLA expression in other tissues may be different. The
ratio of the alternatively spliced transcript produced by
another intronic variant, IVS4 + 919G > A mutation, to
total a-Gal A mRNA, is higher in human muscle and lung
tissues [27]. In the case of this studied family, the CIH
only produced an altered GLA expression profile, presum-
ably resulting in a late-onset FD-like phenotype. The
differences observed in the qPCR assay may coincide with
the SSS data variations for ¢.370-81_370-77del CAGCC
and c.640-16A > G variants, the EMSA assay results for c.-
10 C > T and also with the cDNA cloned fragment formed
by a 49-bp segment of 3" intron 6 and exon 7 in patient
F1.4. However, PCR and sequencing did not reveal any
products of splicing variants due to ¢.370-81_370-77del-
CAGCC or ¢.640-16A > G. It is possible that these tran-
scripts are degraded by nonsense-mediated mRNA decay.
In accord with the EMSA results, the expression levels of
heterozygous CIH patients were approximately 50 %
higher than in hemizygous carriers. Enzymatic activity was
measured in plasma, lysed leukocytes and fibroblasts from
CIH carriers and normal healthy controls. The mean value
of lysed leukocyte activity in the CIH group was signifi-
cantly lower (~20 %) but there was no significant
difference between the plasma and fibroblast activity

Page 11 of 13

in control and CIH group. The expression is reduced
in leukocytes reducing the enzyme activity but no the
enzyme activity in other tissues like plasma support-
ing previous studies [30]. This effect may contribute
to the glycolipid alteration and therefore may develop
the clinical findings.

The levels of storage products in urine and plasma are
elevated in most, but not all, FD patients. The demon-
stration of increased storage product levels is very useful
in making a diagnosis in many cases and also for treat-
ment monitoring. The predominant storage product in
ED is Gbs, but other storage products such as Ga, or
lyso- Gbs may also accumulate. Consequently, significant
differences in the Gb; and Ga, isoform profiles in urinary
sediment were found amongst young, adult and atypical
hemizygotes and heterozygotes using a combination of
MALDI-TOF MS and tandem MS [39]. Additionally,
increased sphingolipid storage in skin fibroblasts from
patients has been described previously [40]. Therefore, we
used an enzymatic fluorometric technique to quantify all
galactosphingolipids in samples obtained from controls
and CIH carriers in lysed leukocytes and skin fibroblasts.
Galactose is a component of the headgroup of many
glycolipids. Galactose oxidase specifically oxidizes the C-6
hydroxymethyl group of free galactose as well as all galac-
tosyl derivatives, such as Gbs, lyso- Gb; and Ga,, carrying
a galactose residue in the terminal position. Bile acids, for
example sodium taurocholate, do not alter the kinetics of
galactose oxidase [41]. The enzymatic method to detect
urinary Gbs showed a good recovery and comparability
with a previously validated HPLC method [42]. Import-
antly, we validated this assay using a synthetic model of
lysosomal storage in fibroblasts activated with TNFa and
corroborated these findings with confocal microscopy
quantification of CD77 (Gb3)/CD17(Lactosylceramide)/
LAMPI. Confocal microscopy revealed that galactolipids
were mostly confined to cytosolic and membrane com-
partments (Fig. 5b) in concordance with several studies
that demonstrated that Gb3 in FD is not only present in
lysosomes, but rather widely distributed in other cellular
structures [43]. In vitro studies in skin fibroblasts showed
that CIH carriers accumulated galactosphingolipids
significantly after 5 days culture, in the range between 30
and 80 % in comparison with control samples. Fibroblasts
from a male patient (F1.4) with a renal phenotype
and glycolipid deposits demonstrated by renal biopsy,
accumulated approximately 50 % more substrate com-
pared with the F1.1 patient, a heterozygous female
with a cardiac phenotype. In concordance with our
results is important to remark that Namdar et al.
demonstrated that vasculopathy in FD is directly
caused by intracellular Gb3 accumulation while defi-
ciency of GLA alone does not cause any deregulation
of key vasoactive mediators [44].
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Most of the carriers had high in vitro residual enzyme
activity in plasma, leukocytes and cultured fibroblasts;
however, CIH carriers had significant galactosphingolipid
accumulation in fibroblasts in comparison with controls.
Presumably, because the enzyme structure is not altered,
only the GLA structural regulatory mechanism was affected
by inheritance of the CIH, leading to GLA activation-
dependent accumulation of substrates, influenced perhaps
by environmental factors such as the proinflammatory state
of the patient.

Conclusions

CIH carriers showed a wide variation in residual enzym-
atic activities in leukocytes, plasma, and fibroblasts, but
generally activity was normal. In contrast, galactosphingo-
lipid accumulation was in the main significantly greater in
fibroblasts compared with controls. Position -10 in the
GLA promoter is a putative nuclear protein binding site
situated in the CpG island region, acting as a gene regula-
tory zone. The inheritance of the co-segregated CIH
variants alters the GLA expression pattern, producing a
tissue glycolipid storage disorder.

The genetic analysis of the entire GLA gene sequence
and MLPA, the study of GLA expression and glycolipid
quantification in relation to FD clinical manifestations can
be extremely helpful as tools for FD-related diagnosis.

Further studies are needed to elucidate how the
inheritance of complex intronic haplotypes are impli-
cated in the GLA regulatory mechanisms and therefore,
the glycolipid metabolism alteration.
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