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RESUMEN

El desarrollo de tecnologias de secuenciacion masiva de regiones codificantes del DNA en los tltimos afios ha ge-
nerado un impacto en el area de la patologia molecular. Sin embargo, los resultados de este proceso han sobrepa-
sado las capacidades para la prediccion y asociacion de variantes de secuencia de DNA con efectos de tipo patolo-
gico por alteraciones en proteinas vinculadas a procesos fisioldgicos, anatomicos y metabolicos. Para aliviar este
efecto, se han desarrollado recientemente una serie de herramientas computacionales que permiten traducir los
resultados de variantes secuenciales en efectos funcionales que explicarian la etiologia de muchas enfermedades
clasificadas como mendelianas. En este trabajo se evaltian dos de esas herramientas, Sift y PolyPhen-2. Para esta
evaluacion se utilizaron los datos de secuenciacion exémica de un grupo de 2 pacientes diagnosticados con alguna
de las patologias clasificadas en el grupo de la mucopolisacaridosis, provenientes del suroccidente colombiano.
En el estudio se registraron en promedio un numero de 60000 variantes secuenciales por paciente, siendo al menos
la mitad de ella clasificadas como no registradas en la literatura. A partir del andlisis de estos datos se registraron
al menos 3 variantes con efecto funcional que estarian explicando el fendmeno patoldgico de los pacientes. Se
propone entonces la utilizacion de este tipo de herramientas computacionales para agilizar la interpretacion de los
resultados de secuenciacion exémica con el propoésito de realizar un proceso de consejeria terapéutica en pacientes
con enfermedades de tipo mendeliano y ademas permitir la aplicacién de nuevas estrategias para estas enferme-
dades como es el caso de la terapia de reemplazo enzimatico.
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ABSTRACT

The development of technologies of mass sequencing of coding regions of DNA in recent years has had an
impact in the field of molecular pathology. However, the results of this process have surpassed the capabili-
ties for the prediction and association of DNA sequence variants with type pathological effects of alterations in
proteins linked to physiological, anatomical and metabolic processes. To alleviate this effect, a series of com-
putational tools have been developed to translate the results of sequence variants in functional effects that ex-
plain the etiology of many diseases classified as Mendelian. In this paper we evaluate two of these tools, Sift
and PolyPhen-2. For this evaluation, exomic sequencing data of a group of 2 patients diagnosed with any of
the diseases classified in the group of mucopolysaccharidosis, from southwestern Colombia were used. In the
study a total of 60,000 sequence variants per patient were recorded on average, at least half of it classified as
not registered in the literature. From the analysis of these data, it were recorded at least 3 variants whose effect
would explain the pathological phenomenon of patients. The use of this type of computational tools is then
proposed to improve the interpretation of the results of exome sequencing. Therefore, this improving would
allow a better therapeutic process, including counseling on patients that suffer from Mendelian diseases and
also enable implementation of new strategies for these diseases as is the case of enzyme replacement therapy.

Keywords:

Introduccion

La prediccion in silico de cambios en las estructuras
proteicas ha sido un area de particular interés en el
campo de la patologia molecular. Desde las primeras
aproximaciones realizadas en la década de los seten-
tas, el reconocimiento de plegamientos tridimensio-
nales de estas biomoléculas mediante algoritmos, ha
permitido una rapida asociacion entre variantes se-
cuenciales y diversas patologias en seres vivos. En la
actualidad, se han desarrollado nuevas herramientas
para la deteccion de este tipo de variantes secuenciales
pero a partir de las secuencias de ADN que codifican
por la proteina de interés, una de ellas es la secuencia-
cion del genoma completo que ofrece un panorama
general del contenido informativo de un individuo.
Sin embargo sus costos han impedido una implemen-
tacion para la masificacion de su uso en estudios de
asociacion patologica Lacey ef al(1). Recientemente,
se ha propuesto la secuenciacion de la porcion codifi-
cante del genoma, exoma, ya que los costos asociados
al proceso estan alrededor de una tercera parte de la
secuenciacion completa del genoma y se estima que
alrededor del 80% de las variantes secuenciales que
se registran en esta proceso se asociacion a enferme-
dades Lalonde ef a/(2). Estas variantes secuenciales
de tipo no sinénimo se relacionan directamente con
modificaciones de la estructura proteica que se tra-
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duce en efectos funcionales que afectan a un tejido,
organo o inclusive al sistema completos, Ng et a/(3);
Prada et al(4) .

Varios estudios con este tipo de variantes, como los
realizados por Koboldt(5) y Peloso(6), han demos-
trado que las denominadas raras, osea aquellas que
a nivel poblacional presentan una Frecuencia Alélica
Minima (MAF<I) presentan una mayor prevalencia
sobre aquellas que tienen valores MAF>1 y MAF>5.
Esta tendencia nos relaciona ademas, el origen de
muchas de estas variantes, encontrandose que un gran
nimero son de novo o que aun no han sido reporta-
das, y que poseen una altisima probabilidad de estar
asociadas con alteraciones funcionales que expliquen
fendmenos de tipo patologico Kong et al.(7); Sanders
et al(8). La literatura relacionada registra entonces la
necesidad de verificar este tipo de comportamientos
epidemiologicos y la bisqueda de herramientas con
suficiente poder de prediccion para verificar la aso-
ciacion propuesta. Con este propdsito se han disefiado
una serie de protocolos computacionales que com-
binan los depdsitos de las bases de datos de estruc-
tura tridimensional proteica con las plataformas de
analisis de variante gendmico que tienen el poder de
asignar un puntaje que califica la asociacion de las va-
riantes secuenciales a nivel del DNA con alteraciones
funcionales que se clasifican en dos tipos: deletéreas
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y benignas segun Wu et al(9). Dos de los protocolos
mas utilizados y que seran evaluados en este estu-
dio son las plataformas de analisis en linea SIFT de
Kumar et al(10) y PolyPhen2 de Adzhubei et al(11),
existiendo otras alternativas disponibles que ofrecen
resultados muy similares. En términos generales estos
protocolos, permiten con un cierto grado de precision
caracterizar dominios proteicos de interés funcional y
evaluar el efecto de cambios a partir de las variantes
secuenciales exomicas en estos dominios, Freddolino
etal(12).

En este estudio se presentan los resultados del analisis
de un grupo de variantes secuenciales exoémicas en-
contradas en pacientes que padecen enfermedades de
deposito lisosomal agrupadas en una familia conocida
como mucopolisacaridosis, que se han registrado en
la literatura como asociadas a un gen y de las cua-
les existe un inventario de polimorfismos que estan
asociados a alteraciones funcionales a nivel proteico
que explican la etiologia molecular de estas enferme-
dades.

Métodologia

Poblacion de estudio, extraccion del DNA y se-
cuenciacion de exomas

La muestra de estudio para este trabajo comprometiod
a un grupo de 2 pacientes diagnosticados con alguna
de las mucopolisacaridosis descritas en la literatura y
provenientes del Suroccidente Colombiano y sus pa-
dres. A este grupo de pacientes se les tomo muestra
de epitelio bucal y se envio a los laboratorios de la
compaiia FamilyTreeDNA donde se procedi6 con la
extraccion y secuenciacion del DNA. En ambos ca-
sos se realizardn las secuenciaciones con métodos que
garantizan una saturacion promedio de al menos 20X
el genoma de estudio. Para el alineamiento y compa-
racion de las variantes secuenciales se utilizo el ge-
noma humano de referencia hgl9 (o GRCh37) y los
resultados se compilaron en un archivo de salida por
paciente del tipo Variant Call Format (VCF), en don-
de se registran el nimero total de SNPs, deleciones,
inserciones, variantes estructurales, entre otras tipos
de variantes y sus respectivas anotaciones. Con estos
resultados se procedio a realizar el analisis exomico
y de prediccion de efecto funcional todos los analisis
del presente estudio.

Analisis exomico
Para reconocer las variantes secuenciales los datos
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consignados en los archivos vef fueron analizados
utilizando la plataforma web del Variant Effect Pre-
dictor (http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/
Tools/VEP?db=core) ubicada dentro de la rutina En-
sembl, desarrollado por McLaren et all3, para este
proposito se uso el genoma de referencia GRCh37.

Analisis de efecto funcional

Con los resultados de variantes reconocidas se uti-
lizaron los algoritmos SIFT, Kumar et al(10) y Po-
lyPhen2 Adzhubei et al(11), para predecir el efecto
que puedan tener las variantes de los pacientes del
estudio. Para clasificar el efecto de las variantes de
DNA se utilizan escalas numéricas de cero a uno para
asignar un puntaje a la prediccion de cada variante.
Para la interpretacion de los resultados con el algorit-
mo SIFT, la variante es considerada patogénica (de-
letereous) si es el puntaje es menor a 0,05; en el caso
de Polyphen, la variante puede ser clasificada como
posiblemente dafiina (possiblydamaging) si toma
valores entre 0,446-0,908 o probablemente dafiina
(probablydamaging) si esta entre 0,909-1. El Variant
Effect Predictor también integra bases de datos como
el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y 1000 Ge-
nomes (http://www.1000genomes.org/), las cuales
permitieron rastrear si la variante encontrada esta pre-
viamente reportada, la significancia clinica que pueda
tener y la frecuencia con la que se ha encontrado en
las poblaciones.

Resultados

Se reconocieron un grupo de aproximadamente 60000
variantes secuenciales a lo largo de los diferentes exo-
mas, de las cuales un 17% no han sido registradas en
la literatura (fig. 1A) y dentro de estas (fig. 1B) un
50% son de tipo sindénimo (S), hallazgo que es muy
comun en este tipo de recorridos secuenciales exomi-
cos y que confirma la predominancia de los eventos
de deriva genética en las poblaciones sometidas a
analisis de secuencia codificante. El porcentaje res-
tante se distribuye asi: un 47% de mutaciones de sen-
tido errado (SE), un 1% de alteraciones en el marco
de lectura (CML); un 1% de variantes asociados a la
aparicion de nuevos codones de parada (NCP) y un
1% de inserciones (INS). Se destaca entonces la au-
sencia de deleciones (DEL), variantes desconocidas
(VD) y de pérdidas de codones de parada (PCP); ya
que en ninguno de los exomas analizados se registro
su presencia.
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Figura 1. (a) Porcentaje de variantes exdmicas nuevas y re-
portadas en los dos pacientes afectados por mucopolisaca-
ridosis. (b) Frecuencia de variantes codificantes sindbnimas
(S), de sentido errado (SE), de cambio de marco de lectura
(CML), de nuevos codones de parada (NCP), inserciones
(INS), deleciones (DEL), variantes desconocidas (VD) y
perdida de codones de parada (PCP), en ambos pacientes.

Los ensayos diagnosticos realizados en los pacien-
tes se registro deficiencia para uno de ellos en el gen
ARSB asociado con el sindrome de Maroteaux-Lamy
o MPS VI (#253200), mientras que el segundo pa-
ciente registrd deficiencia del gen IDS que se asocia
con el sindrome de Hunter o MPS II. En contraste, en
los resultados del analisis de efecto funcional realiza-
do sobre las variantes secuenciales asociadas a los 11
genes implicados en los diversos tipos de mucopolisa-
caridosis se identificaron cuatro variantes codificantes
con efecto patologico en la paciente MPS 1V, una en
el gen SGSH y tres en el ARSB. Simultaneamente, el
paciente MPS II presentd cinco variantes con efec-
to patologico, una en cada uno de los genes IDUA,
IDS y ARSB respectivamente y dos en el gen SGSH.
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Es de anotar que en el caso del paciente MPS 1I las
rutinas SIFT y PolyPhen2 no determinaron el efecto
deletéreo de la variante secuencial c.783-784G>GT
(p.L189LX) del gen IDS, debe atribuirse el efecto
patologico a esta mutacion de cambio de marco de
lectura (CML), ya que fue la unica determinada para
este gen en el paciente, ademas el analisis exdomico
mostrd para esta variante una dosis de tipo homoci-
gota lo que corroboraria el resultado en la actividad
enzimatica de este paciente. El andlisis exdmico rea-
lizado en los padres de este paciente arrojé una dosis
heterocigota para la madre y para el padre no se re-
gistro variante, lo que permitiria indicar que un alelo
mutante en el paciente es de origen materno y el otro
se explicaria por jun fenomeno de novo. En este pa-
ciente se registr6 también una segunda mutacion de
novoen c.1208A>C (p.T374P) para el gen IDUA, con
una dosis heterocigota. Por otro lado, ambos pacien-
tes presentaron las variantes ¢.226 A>C (p.T47P) en el
gen SGSH y ¢.2358G>A (p.V358M) en el gen ARSB.

Para la paciente MPS VI la mutacion ¢.2358G>A
(p-V358M) del gen ARSB es la unica variante se-
cuencial en dosis de homocigota para este gen, lo que
la convierte en candidata para explicar el evento pa-
tologico siguiendo el modelo de herencia autosomica
recesiva. Como hallazgo particular la madre de la pa-
ciente es homocigota para esta variante y no registra
ninguno de los sintomas asociados a la enfermedad,
adicionalmente en las bases de datos, esta variante
identificada como dbSNPrs1065757 ha sido relacio-
nada como benigna. La paciente ademas, registra las
mutaciones ¢.2626G>T (p.C447F) con registro en la
literatura y la ¢.2622G>A (p.G446S) que es una mu-
tacion no registrada. Las dos variantes se presentan
en dosis heterocigota en la paciente y solo una de
ellas, ¢.2622G>A, registr6 indicadores con valores de
deletéreas con el analisis de las rutinas SIFT y Po-
lyPhen-2. Se debe mencionar que para los padres de
la paciente, estas mutaciones se presentan de dosis de
heterocigosis de manera alterna en cada uno de ellos.
Estos resultados se consolidan en la tabla 1.

En los dos casos del estudio es muy interesante el ha-
llazgo de una acumulacion de alelos deletéreos para
el conglomerado de genes asociados a las mucopo-
lisacaridosis, a pesar de un diagndstico especifico en
cada uno de ellos. Esto nos alerta de la necesidad de
utilizar métodos diagndsticos de naturaleza exdmica
a instancias de un simple proceso de amplificacion de
gen especifico seglin la patologia de interés.
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Tabla 1. Caracterizacion de variantes secuenciales deletéreas segun los algoritmos SIFT y PolyPhen2 para el con-
glomerado de genes implicados en mucopolisacaridosis. Para el hijo (H), madre (M) y padre (P) de cada familia,
se ha determinado la cigosidad segtin el alelo mutante (-) y el alelo referencia (+).

Gen Chr:pos. Mutacion Reporte/ Re- SIFT/ Cigosidad
(cDNA/aa) fSeq PolyPhen2 H M P
SGSH 17:78190941 c.226A>C -/ 0/0,997 +/- +/- +/-
(p.T47P) NM_000199.3
_ €.2626G>T Garrido et +/- +/- +/+
g ARSB 5:78076482 (p.C447F) al. (2007)/ 0.69/0.827
= NM_000046.3
ARSB 5:78077675 c.2622G>A -/ 0,03/0,982 +/- ++ +/-
(p-G446S) NM_000046.3
ARSB 5:78181477 c.2358G>A rs1065757/ 0,09/0,931 -/- -/- +/-
(p-V358M) NM_000046.3
IDUA 4:996204 c.1208A>C -/ 0/0,986 +/- ++ A+
(p.T374P) NM_000203.3
~ IDS X:148579779  ¢.783-784G>GT -/ - -/- +/- ++
£ (p.L189LX)  NM_000202.5
= SGSH 17:78184644 c.1203G>A rs58786455/ 0,01/1 +/- +/- ++
(p-M3721) NM_000199.3
SGSH 17:78190941 c.226A>C -/ 0/0,997 +/- +/- +/-
(p. T47P) NM 000199.3
ARSB 5:78181477 c.2358G>A rs1065757/ 0,09/0,931  +/- ++ +/-
(p.V358M)  NM 000046.3
Discusion tores, utilizando la metodologia de RT-PCR hallarén

Los hallazgos producto del la secuenciacion del exo-
ma de los pacientes del estudio fueron comparados
con resultados previos en la literatura, asi por ejem-
plo, la variante ¢.2626G>T (p.C447F) encontrada en
la paciente MPS VI, ha sido previamente descrita por
Garrido ef al.(14) en dos pacientes de origen espafiol,
en presentacion de dosis heterocigota y que mostra-
ban fenotipos de grado severo e intermedio para la
patologia, y que correspondia a rangos de la activi-
dad enzimatica de la proteina alterada de naturaleza
nula comparada con la silvestre. Hasta el momento
no es muy claro el efecto sobre la funcion de la pro-
teina ARSB, el analisis de plegamiento tridimensio-
nal arroja una prediccion de proximidad con un sitio
potencial de glicosilacion, que pudiera revertir en un
efecto sobre la afinidad del receptor de manosa-6-fos-
fato y la recaptacion de la enzima por distintos tipos
celulares Fuller et al.(15); Garrido et al.(14); Garrido
el at.(16)

También, Karageorgos et al.(17), registr6 la variante
secuencial ¢.2622G>C, en una region terminal 3’ del
exon 7, que corresponde a una zona transicional de
union exon/intréon y con efecto codificante. Estos au-
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un efecto de delecion del exon 7 lo que generaria una
proteina truncada y que explicaria un efecto funcio-
nal asociado a la patologia MPS VI. Sin embargo, si
se proyecta la lectura codificante de esta variante se
obtendria una alteracion p.G446R, que aunque regis-
trado en la literatura, no se ha asociado hasta el mo-
mento un efecto. En la paciente del estudio se detectd
una variante nueva en la misma posicion ¢.2622G>A
que generaria un cambio proteico p.G446S, que al
ser analizado mediante los algoritmos SIFT (0,03)
y PolyPhen2 (0,982), permitiria predecir un efecto
deletéreo que explicaria un resultado patoldgico. No
debe descartarse sin embargo una deleccion del exon
7 como lo mostré Karageorgos et al.(17), pero el mis-
mo debe corroborarse mediante un ensayo de RT-PCR
en conjunto con ensayos de concentracion y actividad
enzimatica.

Con referencia a la variante ¢.2358G>A(p.V358M)
del gen ARSB que se detecto en los dos pacientes del
estudio, Karageorgos et al(17), la registrarbn como
un polimorfismo asociado a un nivel de actividad en-
zimatica neto de 42% aproximadamente comparado
con la variante normal y por lo tanto considerandose
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como benigno. Se presume entonces que esta varian-
te, ¢.2358G>A(p.V358M), no esta asociado como
agente causal de la MPS VI en la paciente estudiada
y que mas bien es la conjugacion de las dosis hete-
rocigotas para las variantes ¢.2626G>T (p.C447F) y
c.2622G>A (p.G446YS), las que explicarian el efec-
to funcional causdante del fenotipo patologico. Este
supuesto estaria soportado por los analisis de SIFT y
PolyPhen2 y por el registro individual en los padres
de la paciente de una de las dos variantes en dosis he-
terocigota sin registro de un efecto fenotipo notorio.
Este hallazgo tiene ademas un soporte en literatura
con el hallazgo de Jin et al(18) quienes registraron
el caso de un paciente heterocigoto para dos mutacio-
nes codificantes de sentido truncado, que exhibi6 un
fenotipo MPS VI de clasificacion leve y con un 7%
de la actividad enzimatica normal. Brooks et al.(19)
también describieron una mujer sin signos sintoma-
ticos del sindrome de Maroteaux-Lamy, clasifican-
dose como sana, pero que presentaba dos variantes
secuenciales en el gen ARSB, una de ellas asociada a
un fenotipo severo en otros pacientes y otra nueva que
estaria atenuando el efecto de la primera, permitiendo
detectar niveles de actividad enzimatica del 5% com-
parado con las variantes normales. Recientemente,
Jurecka et al.(20) registraron un paciente de origen
polaco con un fenotipo moderado para la MPS VI,
con dos mutaciones codificantes en el gen ARSB en
un modelo de dosis heterocigoto. Finalmente, a partir
de los estudios de Jin et al(18) y Brooks et al(19)
se encuentran inconsistencias entre los noveles de la
actividad enzimatica de las proteinas alteradas y los
fenotipos MPS VI registrado en los pacientes, encon-
trandose en algunos casos fenotipos mas leves que
otros, pese a registrar actividades enzimaticas meno-
res. Este tipo de discrepancias, podran ser explicadas
por efectos adicionales en otros genes del conglome-
rado de las mucopolisacaridosis, como se encontrd en
los dos pacientes del estudio, que intensificarian el
efecto producido por la acumulacioén progresiva del
dermatan sulfato.

Para el caso del paciente MPS 11, se puede determinar
que la mutacion ¢.566-567T>TT (p.D190G, CML*9)
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del gen IDS causa una alteracion en el codon de para-
da, nueve codones corriente abajo, debido al cambio
de marco de lectura (CML) generado. La mutacion
estd ubicada en la posicion nucleotidica 783-784 del
cDNA del ex6n 5, el cual va de la posicion 725 a
925nt segun la secuencia referencia NM_000202.5,
esto indica que la proteina que se esta sintetizando
estd truncada casi desde el comienzo del exon 5, por
lo que hay una delecion completa de los exones 6, 7,
8y 9. Esta tipo de cambio secuencial se puede asociar
con la reducida actividad enzimatica del,9umol/1/h
encontrada por fluorometria (ref.> 4umol/1/h)y con
los datos clinicos del paciente como: discapacidad
cognitiva severa, enfermedad intersticial pulmonar
difusa, hemorragias alveolares difusas, soporte venti-
latorio de oxigeno permanente, grave impedimento de
movilidad articular con dependencia completa de si-
lla de ruedas, etc. Dados estos argumentos es posible
concluir que esta mutacion aun no reportada c.566-
567T>TT (p.D190G, CML*9) configura un fenotipo
severo del sindrome de Hunter o MPS II.

Conclusion

Los resultados de este estudio sugieren que el uso de
algoritmos de prediccion de efecto funcional es de
particular importancia en el campo de la patologia
molecular, ya que permite una rapida interpretacion
del hallazgo de multiples variantes secuenciales a
partir de procesos de secuenciacion exéomica. Sin em-
bargo, estos resultados deben ser comparados y corro-
borados con otro tipo de analisis, incluyendo la bus-
queda de registros previos en literatura, para lograr un
panorama mas claro del efecto de los mismos en la
patogénesis de la enfermedad, especialmente cuando
se abordan problemas de cierta complejidad, como es
el caso de las mucopolisacaridosis.
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