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RESUMEN

La discapacidad cognitiva no sindromica (NS-ID) con herencia autosomica recesiva es una
enfermedad heterogénea que afecta el sistema nervioso central e impide que los individuos
afectados se valgan por si mismos. Por medio de la secuenciacion de nueva generacion y
regiones homocigotas idénticas por descendencia, es posible mapear genes causantes de
NSID. Combinando estas técnicas moleculares en tres familias costarricenses con
individuos afectados con discapacidad cognitiva severa se logré encontrar gque una
mutacion no sinbnima en el sitio activo del gen que codifica por la enzima GPT2 cosegrega
con el fenotipo afectado en una familia. GPT2 es una transaminasa que cataliza una
reaccion irreversible en la que se produce glutamato. Es posible que un descenso en los
niveles de glutamato impida la sincronizacion excitatoria de las neuronas durante procesos
como el LTP (long term potentiation) involucrado en e aprendizaje y la memoria. Por lo
tanto, GPT2 es un gen candidato de discapacidad cognitiva no sindromica con herencia
autosomica recesiva. Estos resultados contribuyen con € esclarecimiento de genes
involucrados en el funcionamiento de la discapacidad cognitivay fundamentan la busqueda

de alternativas terapéuticas para los individuos af ectados.
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1. INTRODUCCION
1.1 Diagnéstico y prevalencia

La discapacidad cognitiva (ID por sus siglas en inglés) o retardo mental (RM) es una enfermedad que
afecta el sistema nervioso central y se caracteriza por un reducido coeficiente intelectual (Cl menor de
70), asi como déficits en a menos dos comportamientos relacionados con funciones de adaptacion
(comunicacién, cuidado personal, habilidad para vivir independiente, habilidades sociales o
interpersonales, uso de servicios publicos, toma de decisiones, habilidades académicas, trabgjo, salud y
seguridad); y el inicio de la enfermedad debe ser antes de los 18 afios (Asociacion Americana de
Psiquiatria 2000; Ropers & Hamel 2005). ID es la discapacidad maés frecuente en nifios y adultos jovenes,
esta presente en alrededor de un 1-3% de la poblacién y se encuentra en todas las clases sociales y
culturas (Leonard & Wen 2002).

1.2 Clasificacion de la discapacidad cognitiva

La discapacidad cognitiva puede ser clasificada en cinco categorias: leve (Cl=50-70), moderada (ClI=35-
50), severa (Cl=20-35) o profunda (Cl<20) (Asociacion Americana de Psiquiatria 2000). Sin embargo,
en estudios epidemioldgicos, la enfermedad se clasifica en leve cuando el CI=50-70 y severa (CI<50)
(Ropers & Hamel 2005). Ademas, la discpacidad cognitiva puede clasificarse en sindromico (S-1D),
cuando los pacientes presentan otras manifestaciones clinicas asociadas a 1D, 0 no-sindromico (NS-1D),
cuando la discapacidad cognitiva es la Unica caracteristica clinica. El diagnéstico de la S-ID es bhien
definido, sin embargo, la clasificacion de la discapacidad cognitiva no-sindromica es mas heterogénea y,
por lo tanto, dificil de distinguir (Kaufman et al. 2010).

1.3 Etiologia

La D puede ser causada por factores genéticos y ambientales (Cuadro 1). Sin embargo, en un 80% de los
casos, ho es posible identificar la causa de la enfermedad (Rauch et al. 2006). Algunos factores
ambientales como la exposicién a teratdgenos, virus, radiacion, traumas en la cabeza o hipoxia cerebral,
pueden causar la enfermedad en casos de NS-ID (Kaufman et al. 2010). Por otro lado, a partir de datos
epidemiol dgicos, se estima que un 25-50% de los casos con ID podrian deberse a causas genéticasy, este

porcentaje, aumenta proporcionalmente con la severidad (McLaren & Bryson 1987).
1.4 Genéticay fisiopatologia de la discapacidad cognitiva

La mayoria de los genes implicados en 1D e identificados hasta el momento tienen una herencia ligada al

cromosoma X (Vissers et a.l 2010; Kaufman et. al 2010). A proximadamente 40 genes se han encontrado
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relacionados a NS-ID y 80% de estos se encuentran ubicados en el cromosoma X. Algunos de estos genes
pueden causar S-ID o NS-ID dependiendo de la mutacion y la interaccidn con otros factores genéticos.
Sin embargo, se estima que la discapacidad cognitiva ligada al X corresponde, Unicamente, a un 10% de
los casos, por lo tanto, la causa subyacente en la gran mayoria de los casos debe ser autosémica (Ropers
& Hamel 2005; Chelly et al. 2006; Philippe et al. 2009; Ropers 2010).

Un 25% de los pacientes con discapacidad cognitiva no sindrdmica presentan un modo de herencia
autosémico recesivo (Philippe et al. 2009). Sin embargo, los genes que causan NS-ID con herencia
autosomica recesiva son dificiles de identificar dado que para ello se requieren familias grandes que son
poco comunes pues los individuos con ID tienen una reproduccién casi nula, y las familias con nifios
afectados en muchos casos dejan de reproducirse debido a intenso cuidado que demandan los hijos
afectados (Vissers et al. 2010). Ademas, al tratarse de una enfermedad heterogénea—en la que muchos
genes estan causando el fenotipo—no existen criterios clinicos que permitan agrupar a las familias
afectadas, segun su etiologia, para realizar mapeos genéticos apropiados—por ejemplo, a través de un
andlisis de ligamiento. Hasta la fecha se han reportado nueve genes involucrados en discapacidad
cognitiva no sindrdmica con herencia autosdmica recesiva (PRSS12, CRBN, CC2D1A, GRIK2, TUSCS,
TRAPPCY, TECR, KIA1033, MAN1BL1) (Cuadro 1) Tan sblo tres de estos genes (TUSC3, TRAPPC9 y
MAN1B1) han sido identificados en mas de una familia (Garshasbi et al. 2008, Mochida et al. 2009, Arshad-
Rafig et al. 2011). Ademas, recientemente, tres genes adicionales (ZNF526, ST3GAL3 y ZC3H14) y 30
posibles loci se han reportado en congresos genéticos, pero todavia no se han publicado (Ropers 2010).
Del mismo modo, combinando técnicas moleculares de ato rendimiento y cobertura, se han detectado 50
posibles genes nuevos involucrados en ID o sindromes asociados; de estos, 31 estan relacionados con
formas no sindromicas. Sin embargo, se requieren estudios funcionales y mas familias afectadas con

mutaciones en esos genes, para comprobar la patogenicidad de las variantes (Najmababi et al. 2011).

Cuadro 1. Genes humanos mapeados que causan discapacidad cognitiva no sindrémica con herencia
autosdmica recesiva.

Nombre L Tipode i » )
Ubicacion OMIM o Proteina Funcion Referencia
del gen mutacion
Pérdida de oo L
PRSS12 4026 606709 _ Neurotripsina ~ Proteasasinaptica,  Molinari et al.
sentido plasticidad sinéptica 2002
Pérdidade - Higginset al.
CRBN 3p26.3 607417 _ Cereblon Expresion de los 2004
sentido canales de potasio y
Neurology.
CC2DIA  19p13.12 608443 Pérdidade  Coiled-coil and Regulador Basel-

C2 transcripcional de Vanagaite et al.




GRIK2

TUSC3

TRAPPC9

TECR

KIAA1033

MAN1B1

6021

8p22

8024.3

19p13

12q23-24

9934.3

611092

611093

611966

610057

NM_015275

604346

sentido

Pérdida de

sentido

Pérdida de

sentido

Pérdida de

sentido

Cambio de
sentido (no

sinénima)

Cambio de
sentido (no

sinénima)

Cambio de
sentido (no

sinénima)

domain
containing 1A

Receptor
ionotrépico del
glutamato,
kainato 2

Supresor de
tumores,
candidado 3

Proteina de
union aNIK y
IKKB

Glicoproteina
sinptica

SWIP miembro
del complejo
WASH

Manosil
oligosacérido
aphal,2-
manosidasa

receptores de
neurotransmisores,
activador delavia
NF-kB

Subunidad del
receptor sindptico
del glutamato
(KARS)

Absorcion de
Mg2+, transferasa
de oligosacaridos,

glicosilacion

Sefializacion
neurona NfkB,
transporte vesicular.

Sintesis de acidos
grasos importantes
para mantener la
homeostasis lipidica
parael desarrollo
adecuado del
sistema nervioso

Polimerizacion de
actina y multiples
procesos
involucrados en €l
transporte alos
endosomas.

Maduracién de
péptidos (en lavia
secretora) con
glicanos unidos al
extremo N-terminal.
Desecho de
glicoproteinas mal
ensambladas a
travésdela
degradacién
asociada al reticulo
endoplasmatico

2005. J Med
Genet.

Motazacker et
al. 2007. AmJ
Hum Genet.

Garshashi et al.
2008. AmJ
Hum Genet.

Mochida et al.
2009. AmJ
Hum Genet.

Caliskan et al.
2011. Hum Mol
Genet.

Roperset al.
2011. Hum Mol
Genet.

Arshad-Rafiq
et al. 2011. Am
J Hum Genet.

La mayoria de los genes mencionados anteriormente han sido identificados en familias grandes con ata

consaguinidad, combinando técnicas moleculares como los microarreglos de ADN y el mapeo por

homacigosis. Estas técnicas permiten detectar regiones de alelos homocigotas que comparten ambos
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hermanos afectados. Actualmente, por medio de secuenciacion de nueva generacion (NGS) es posible
secuenciar el exoma e identificar 10s genes que se expresen en el sistema nervioso central, entre los cuales
posiblemente esta el causante de la enfermedad. La combinacion de estas técnicas es muy importante para
el estudio de enfermedades raras como NS-ID con herencia autosdmica recesiva (Kaufman et al. 2010).
Ademas, la causa de muchas enfermedades recesivas, entre ellas el sindrome de Joubert, enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth, sordera no sindrémica y oligodontia, han sido exitosamente mapeadas con esta
metodologia (Bolino et al. 2000; Noor et al. 2008; Noor et al. 2009; Senderek et al. 2003; Verpy et al.
2001).

La gran cantidad de polimorfismos que se han detectado en el genoma han permitido detectar regiones
extensas de autocigosidad en los individuos, conocidas como carreras de homocigosidad o ROH (runs of
homozygosity, por sus siglas en inglés). Las ROHs son regiones que contienen genes homocigotas
idénticos por descendencia (IBD-ambos alelos provienen de un ancestro comin) como resultado de la
reproduccion de dos individuos emparentados. Sin embargo, también se han detectado ROHs comunes
entre todos los individuos de una poblacién (Nothnagel et al. 2010). Por lo tanto, es necesario identificar
aquellos ROHs que compartan individuos afectados y que no sean comunes en controles, para descartar
los ROHs no informativos. Con los ROHs y la informaciéon de secuenciacion del exoma, se podrian
identificar cudles variantes raras estan causando discapacidad cognitiva en una familia a reducirse
significativamente la cantidad de informacion genética disponible para el andlisis. Es por lo anterior, que
esta nueva metodol ogia (combinacion de NGS-ROH) esta pensada para familias nucleares con uno o méas
afectados y cuando se presupone que podrian haber alelos IBD—debido a una probable union
consanguinea algunas generaciones atrés.

La ID también est4 frecuentemente asociada con la presencia de variaciones en €l nimero de copias
(CNV por sus siglas en inglés) causadas por duplicacionesy deleciones en el genoma (Bolino et al. 2000;
Noor et al. 2008; Senderek et al. 2003; Verpy et al. 2001). Sin embargo, los CNVs también se
encuentran en individuos sanos en la poblacion. Por lo tanto, es importante distinguir entre CNVs
“benignos’ de aguellos causantes de enfermedades (Webber et al. 2009). Una diferencia entre CNV's
patogénicos con respecto a los benignos es que 1os benignos son regiones gendmicas ricas en secuencias
repetitivas mientras que los CNVs asociados a ID tienden a poseer un alto contenido de genes que
conllevan a anormalidades especificas del sistema nervioso central (Hehir-Kwa et al. 2010). De este
modo, se han podido asociar CNV's especificos a pacientes con discapacidad cognitiva, por medio de
técnicas como los microarreglos de ADN (Webber et al. 2009). Por lo tanto, es importante descartar

primero que la enfermedad esté siendo causada por CNV s patogénicos.
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Por otro lado, la técnica de citogenética molecular, MLPA (multiplex ligand-dependent probe
amplification), ha sido utilizada para detectar rearreglos teloméricos submicroscépicos en arededor de un
5% de pacientes con ID (Flint et al. 1995; Knight et al. 1999; Koolen et al. 2004; De Vries et al. 2003).
Estos resultados indican que los rearreglos submicroscOpicos en las regiones subteloméricas podrian ser
mas comunes en pacientes con 1D, que rearreglos cromosémicos visibles con técnicas de citogenética
convenciona (Bert de Vries et al. 2005). Por lo tanto, del mismo modo que con los CNVs, se puede
utilizar MLPA para descartar que el fenotipo del individuo afectado se deba a un rearreglo
submicroscépico yareportado en laliteratura.

En el presente estudio se escogieron familias costarricenses con dos 0 mas individuos afectados con
discapacidad cognitiva no sindrémica, cuyos padres estan sanos, para mantener la hipétesis de que la
enfermedad se trasmite de manera recesiva como la méas plausible. Luego, se utilizaron las novedosas
técnicas anteriormente mencionadas para tratar de identificar €l o los genes candidatos de causar la

discapacidad cognitiva.

2. JUSTIFICACION

A un 80% de los pacientes con discapacidad cognitiva se les desconoce la etiologia de la enfermedad
(Webber et al. 2009). Se estima que existen causas genéticas en un 25-50% o més de los casos (McLaren
& Bryson 1987). La mayoria de estudios se han enfocado en la blsgueda de mutaciones en genes con
herencia ligada a cromosoma X (10-12% de hombres con ID) aunque se calcula que deben existir a
menos 800-850 genes asociados a ID con herencia autosdmica. Incluso es muy posible que existan miles
de genes con herencia autosdmica recesiva asociados a ID (Ropers 2010). Por lo tanto, usando la
metodologia propuesta en este estudio, que combina la secuenciacion de nueva generacion y las carreras
de homocigosidad, podrian identificarse genes candidatos de ID con herencia autosdmica recesiva.

Es necesario comprender mejor las causas genéticas de la NS-ID para un mejor entendimiento del papel
del sistema nervioso central en procesos cognitivos. Los genes que participen en la patogénesis de la
enfermedad tendran un papel importante en los procesos involucrados en el neurodesarrollo o en el
funcionamiento normal del sistema nervioso central. Aportes al entendimiento de las vias 0 mecanismos
involucrados en el desarrollo de la cognicion permitiran poner las bases para encontrar posibles
tratamientos o para el alivio de sintomas asociados a la discapacidad cognitiva. Ademas, conocer las
alteraciones en genes involucrados en estas vias permitira construir el camino hacia un diagnostico

molecular e incluso la prevencién del desarrollo de esta enfermedad (Kaufman et al. 2010; Ropers 2010).
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Ademés,, comprender la genética de enfermedades complejas como la NS-ID es relevante en €l
asesoramiento genético que se le puede brindar a estas familias con varios individuos afectados
especialmente cuando existe alta probabilidad de que los padres estén emparentados (Kaufman et al.
2010).

Finalmente, en Costa Rica es posible rastrear |os matrimonios consaguineos debido a que se cuenta con
una extensa documentacion de registros civiles y eclesiasticos, |0 que permite reconstruir geneal ogias que
son muy importantes para el estudio de enfermedades recesivas (Meléndez, 2004). Algunas enfermedades
gue se han estudiado en Costa Rica por estas caracteristicas son Charcot Marie Tooth (Leal et al. 2001),
ataxia telangiectasia (Telatar et al. 1998), distrofia muscular de Duchenne (Chavarria et al. 2002) y
glaucoma primario congénito (Chavarria et al. 2004). Este hecho justifica € uso de la metodologia

propuesta para estudiar € origen genético de la NSID en familias costarricenses.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Determinar si hay mutaciones causantes de ID con herencia autosomica recesiva en algunas

familias de la poblacion costarricense.

3.2 Objetivos especificos

1. Identificar tres familias con a menos dos hijos afectados con ID, cuyos padres estén
emparentados y sean sanos.

2. Caracterizar el fenotipo de ID en los afectados.

3. Determinar si los afectados tienen mutaciones en estado homocigoto, que no se encuentren
en ese estado en los padres y otros parientes sanos, y que estén presentes en proteinas que
Se expresen en sistema nervioso central.

4. Definir los genes candidatos como causantes de ID en las familias.

4, MATERIALESY METODOS
4.1 Localizacion y escogencia de las familias

Se localizaron cuatro familias afectadas con NS-ID, por medio de bases de datos de Centro de
Ensefianza Especial y una a través del Club de Leones de Costa Rica. Luego de una busgueda
exhaustiva en varios centros de ensefianza especial de Costa Rica, se escogio aquel en e que se

encontraron mas familias candidatas. Una vez localizadas las familias, se les solicitd la historia
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médica de los nifios afectados para descartar que la discapacidad cognitiva se debiera a factores
ambientales. Luego, se entrevistd a los padres para reconstruir el arbol genealégico, y se determind
el modo de herencia de la ID. Mediante registros civiles y eclesiales se amplié el estudio
genealégico de las familias escogidas (Fig. 1) y se establecio si los padres estaban emparentados.
Seguidamente, se escogieron aquellas familias que tuvieran mas de un hijo afectado con
discapacidad cognitivaidiopatica, que los padres estuvieran relacionados geneal 6gicamente, aunque
la relacion fuera distante, y cuyos padres fueran sanos (para considerar la hipétesis de herencia
autosodmica recesiva como la més plausible). Ver en Cuadro 2 los criterios de inclusion que fueron

utilizados para el reclutamiento de los pacientes.

Cuadro 2. Criterios de inclusion utilizados para el reclutamiento de las familias candidatas parala
investigacion.

Familias con al menos dos miembros afectados con discapacidad cognitiva no sindrémica
Ambos padres emparentados y sanos

Detecciodn de sintomas antes de 18 afios (expresién temprana)

Cualquier grado de discapacidad cognitiva no sindrémica

Ausencia de otras patologias que puedan explicar la discapacidad cognitiva, incluyendo
problemas durante el embarazo y periodo perinatal

Homogeneidad clinica

Exclusion de sindromes asociados a discapacidad cognitiva (por ejemplo: X-fragil)

YVVVYVY

Y VY

4.2 Aspectos éticos del proyecto

Este proyecto fue presentado y aprobado por el Comité Etico Cientifico y la Vicerrectoria de
Investigacion de la Universidad de Costa Rica. Ver férmula de consentimiento informado en
Anexos 9.1. Seley0 y explico el consentimiento informado a los pacientes para que conocieran los
objetivos, los beneficios y los riesgos del proyecto. Los sujetos participantes mayores de edad
autorizaron la extraccion del ADN de una muestra de sangre periférica, asi como, la utilizacion de
estas en el extranjero por parte de otros investigadores. Del mismo modo, los padres de los menores
de edad, autorizaron la participacion de éstos en el estudio. Toda la informacion y las muestras se

codificaron para proteger la confidencialidad de los sujetos.
4.3 Diagnostico clinico: caracterizacion del fenotipo de discapacidad cognitiva

Previo consentimiento informado, las familias participantes fueron visitadas por una psicéloga que
aplico la Escala Wechsler de Inteligencia para Nifios, Cuarta Edicion (WISC-1V) para los menores

de 16 afios (Wechsler 2003). Para los individuos mayores de 16 afios se utilizé la Escala de
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Wechsler de Inteligencia para Adultos, Tercera Edicion (WAIS-1I1) (Wechsler 1997). Para calificar
ambas pruebas se utilizaron las normas mexicanas, ya que este instrumento no ha sido validado ni
estandarizado en Costa Rica. Se utilizé este instrumento para obtener de forma cuantitativa el
coeficiente intelectual (Cl), de cada paciente. Ademads, se pasd una escala de habilidades
adaptativas para detectar si ademaés de un Cl bajo, los pacientes tenian dificultades en a menos dos
habilidades adaptativas. Ademas, se paso la Escala del Desarrollo Integral del Nifio (EDIN) para
aquellos individuos afectados menores de seis afios. La EDIN eval(la |os procesos cognoscitivos en
nifios de 2 a 6 afios, asi como, la motora final y gruesa, € lengugje, las areas socioafectiva y
cognoscitiva y los habitos de salud y nutricion (Rodriguez Aragonés, 1987) (Anexo 9.2). Del
mismo modo, se realizd un cuestionario con algunos datos clinicos para descartar causantes

ambientales de discapacidad cognitiva (Anexo 9.3).

4.4 Obtencién de las muestras

Se les solicitd a todos los familiares en primer grado donar una muestra de 5 mL sangre periférica
del antebrazo. Este procedimiento fue realizado por un flebotomista del Hospital Monsefior
Sanabria en Puntarenas o de la Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica. La
sangre se utilizo Unicamente para extraer el ADN.

La extraccion del ADN se realizd por medio del método de extraccion de fenol-cloroformo. El

ADN se cuantifico con un espectrofotémetro, el NanoDrop 2000c, y se amacend a 4°C.

4.5 Técnicas moleculares

45.1 Examenesde paternidad
Se realizaron examenes de paternidad a las tres familias por medio del PowerPlex16® de promega
(Krenke et al. 2002). Este sistema utiliza 16 marcadores y una amplificacion por PCR. Los
resultados se obtuvieron del analizador genético ABI PRISM 3100®. Del mismo modo, para
verificar los resultados—en aquellas familias con hijos hombres que no correspondieran al padre—

se utilizo el Sistema PowerPlexY de promega gue utiliza 12 marcadores en el cromosoma'y .
4.5.2 Descarte de sindromes asociados a discapacidad cognitiva

4521 MLPA

Se utilizd la técnica de citogenética molecular MLPA (multiplex ligation-dependent probe

amplification) de MRC-Holland® para descartar que la causa de la enfermedad se debiera a
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microdeleciones, duplicaciones o translocaciones submicroscopicas asociadas a defectos
cognitivos. Se utilizé el SALSA MLPA Kit P245-A2 Microdeletion Syndromes-1 para descartar
simultaneamente multiples sindromes comunes asociados a ID (Cuadro 3). También se utilizo €l kit
SALSA MLPA KIT P297-B2 para detectar otros sindromes asociados a ID que se deben a
microdeleciones reportadas recientemente (Cuadro 4). Para detectar microdeleciones vy
duplicaciones de varios genes en regiones subteloméricas se utilizé el SALSA MLPA Kit PO36-E1
Human Telomere-3, asi como, el kit SALSA MLPA Kit P070-B2 Human Telomere-5, fabricados
también por MRC-Holland®. La secuenciacién de los fragmentos se obtuvo por medio del
analizador genético ABI-3100 de Applied Biosystems y €l andlisis se realizé por medio del

software Sequence Pilot®.

Cuadro 3. Sindromes asociados a discapacidad cognitiva detectados con el kit de MLPA P245-A2.

Microdeleciones

sindrome delecion 1p36 Sindrome de Cri du Chat 5p15 Duplicacion MECP2/Xq28
microdelecion 2pl6 Sindrome de DiGeorge 22q11 Sindrome Rubinstein-Taybi
microdel ecion 3929 DiGeorge region 2/ 10p15 Sindrome Smith-Magenis
microdelecion 9p22.3 Sindrome de Langer-Giedion 8q Sindrome Sotos 5935.3
sindrome delecion 15924 Sindrome de Miller-Dieker 17p Sindrome Wagr
microdelecién 17g21 Sindrome microdelecién NF1 Sindrome Williams
Phelan-McDermid 2213 Prader-Willi/Angelman Wolf-Hirschhorn 4p16.3

Cuadro 4. Microdeleciones reportadas de sindromes asociados a discapacidad cognitiva detectados
con el kit de MLPA P297-B2.

Microdelecion
1g21.1 sindrome de TAR
1921.1 (diferentea TAR)

Sindrome delecién 3929
7036.1 Esquizofrenia/autismo
12p11.23 esquizofrenia

Sindrome microdelecién 15913
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Sindrome microdelecion 15g24.1
Sindrome microdelecion 16p11
Sindrome microdelecion 17g12

18g21.2 Sindrome de Pitt-Hopkins
20p12.2 Esquizofrenia

4522 Diagndstico de X-Fragil
Se utilizo el kit SALSA MS-MLPA ME029-B1 FMR1/AFF2 para detectar si los pacientes tenian
patrones de metilacion anormales en los promotores de los genes FMR1 y AFF2 causantes del
sindrome de X-fréagil. Ademas, se realizd un andlisis de fragmentos, utilizando el kit Fragile X
Polymorphism Assay (FRAXA)® de Applied Biosystems para detectar el nimero de repeticiones
CGG en el gen FMRL1. La secuenciacion de los fragmentos se obtuvo por medio del analizador
genético ABI PRISM-3100° de Applied Biosystems y estos se analizaron por medio del software
Sequence Pilot®. Debido a que el kit FRAXA no es recomendado para detectar mutaciones
completas, aguellos pacientes que presentaron mas de 61 repeticiones les realizamos un Southern
Blot para detectar si eran portadores de la premutacion o de la mutacion completa. Para redlizar €l
Southern Blot, el ADN fue cortado con dos enzimas de restriccién (Hindlll y EcoR1) y se incubd

con una sonda marcada con P* por una semana.

4523 Analisisdeinactivacién del cromosoma X

Para aquellas familias, que en e momento del diagndstico molecular, no se habia encontrado un
ancestro en comun—y, por lo tanto, no se pudo establecer, con confianza, la hip6tesis de herencia
autosdmica recesiva como la mas plausible—se les realizé un andlisis de inactivacion no aleatoria
del cromosoma X. Lainactivacién no aleatoria del cromosoma X es comun en mujeres portadoras
de rearreglos cromosomicos, enfermedades ligadas a cromosoma X y mutaciones en €l gen XIST
(Lau et al. 1997). Debido a que existe una correlacion entre la metilacion del gen AR (receptor de
androgenos) y la inactivacion del cromosoma X, se utilizd la enzima de restriccion Hpall—que
corta fragmentos de ADN sin metilaciones—para detectar los patrones de inactivacion del
cromosoma X de las madres (Lau et al. 1997). Se tomd como un patron de inactivacion del
cromosoma X no aeatorio cuando la razén de cambio entre el &rea de los picos del
electroferograma—que equivale al tamafio de los fragmentos—en presencia y ausencia de Hpall
fue mayor a 90%. Los fragmentos se analizaron por medio del analizador genético ABI PRISM®-
3100.
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453 Microarreglosde ADN
Los microarreglos de ADN son superficies sdlidas—Ila utilizada en esta investigacion fue de
vidrio—a las que se unen miles de oligonuclettidos de ADN, previamente digeridos con enzimas
de restriccion (Nspl y Styl), que a hibridarse con sondas marcadas emiten fluorescencia en
distintas intensidades y en lugares especificos, al mismo tiempo que son capturadas por una camara.
El microarreglo Genome-Wide Human SNP Array 6.0° de Affymetrics contiene mas de 1.8
millones de marcadores genéticos, entre ellos 906.600 SNPs (tag SNPs, SNPs de cromosomas X y
Y, SNPs mitocondriales, nuevos SNPs afiadidos al dbSNP, SNPs en sitios calientes de
recombinacion), 945.826 sondas para CNV (202.000 sondas en €l genoma que identifican 5677
CNV reportados en la base de datos de variaciones gendmicas de la Universidad de Toronto
(DGV), 744.000 sondas esparcidas a lo largo de todo €l genoma); con un promedio de call rate de
mas de un 99% y la concordancia con HapMap excede 99.7%. Por otro lado, el nuevo Cytoscan
HD Array®, también de Affymetrics, contiene 2.6 millones de marcadores genéticos, entre ellos,
750.000 SNPsy es capaz de detectar con un 99% de confiabilidad cambios en el nimero de copias
de 25-50kb. El promedio de la densidad de marcadores para el Cytoscan HD Array® es de 1/659pb
en genes de OMIM®, 1/880pb en genes de RefSeq® y 1/1737pb en regiones intergénicas

(Consultado en: http://www.affymetrix.com).

En esta investigacion, se realizaron microarreglos de ADN para todos los miembros (n=23) de las
familias afectadas (ME, PE y PZ)—a excepcioén del individuo PZ012 que se excluy6 del estudio por
ser un caso de no paternidad (Fig. 9). Paralas familias ME y PE se utilizé el Genome-Wide Human
SNP Array 6.0° de Affymetrics y paralafamilia PZ se utilizd la versién méas nueva de Affymetrics,

el Cytoscan HD Array®.

453.1 Preparacion de las muestras
Se tomaron 250 ng de ADN de todos los individuos de las familias y se prosiguio a redlizar la
digestion con las enzimas Nspl y Styl parael SNP 6.0 (Fig. 1) y exclusivamente con Nspl para el
Cytoscan HD. Luego, se ligaron adaptadores a las puntas pegajosas con ligasa de ADN T4. La
amplificacion de los productos se realizG con primers especificos para los adaptadores y la
polimerasa Titanium Tag®de Promega. Para verificar que la amplificacion del ADN se corri6 un gel
de agarosa al 2%, se prosiguié a limpiar los productos de PCR con perlas magnéticas para luego
cuantificarlas con el espectrofotométricamente. Los demas pasos se ajustaron al protocolo original

del fabricante. Los productos de PCR se fragmentaron con ADNasal para obtener tamafios de no
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mas de 125pb; el tamafio de los productos se verificoé en un gel de agarosa al 4%. Los fragmentos,

en los extremos 3', se biotilinizaron con latransferasaterminal de deoxinucledtidos (TdT).

oo AR AR eonnnennnonnenn R e ——R ey
' L) 4 ‘ ) '
Nep | Nep | Nsp | Styl Syl Sty |
| RE Digastion | RE Digestion
ey e
et P
l Nsp Adaptor Ligation 1 Sty Adaptor Ligation
[ ——] | —]
| o— | [ o— |
—_— —_—
PCR: One Primer PCR: One Primer
_____Arnphhcauon i Amplification
T——"Complexity
v Reduction Clean Up
[~ |
| —— |

Fragmentation and
' End-labeling

——— —  —
a= . =M., Hybridization
——— " —~—g and Wash

Figura 1. Digestion del ADN gendémico con las enzimas de restriccion Nsply Styl utilizado por
el SNP 6.0. El Cytoscan HD utiliza exclusivamente la enzima Nspl parala digestién y, por lo tanto,
consume la mitad del tiempo. (Imagen tomada de:
http: //www.asuragen.com/web?2/Servi ces/ser vices/genotypi ng/affymetrix_SNP.aspx).

4532 Hibridacion, lavado, marcajey escaneo

Durante la hibridacion los fragmentos de ADN se unen a sondas especificas, es decir,
oligonuclettidos complementarios a las secuencias de los fragmentos. Las uniones no especificas
son inhibidas por la solucién tampdn o buffer de hibridacién. Los fragmentos no unidos luego se
lavan y remueven por medio de la GeneChip® Fluidics Station 450 con diferentes niveles de
astringencia. Después, el microarreglo es lavado con ficoeritrina unida a estreptavidina (SAPE) que
reconocen y se unen a la biotina—previamente marcados con anticuerpos (Fig. 2). La ficoeritrina
emite fluorescencia cuando se excita a 532nm y emite una longitud de onda de 575nm; esto es
escaneado y guardado en formato .DAT por el GeneChip® Scanner 3000 7G de Affymetrics.
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Figura 2. Marcaje utilizado por los microarreglos SNP 6.0 y CytoScan HD. Ambos utilizan un
complejo de estreptavidina y ficoeritrina que reconocen la biotina unida a los extremos 3’ de los
fragmentos de ADN gendmico. Esta imagen corresponde a microarreglos de ARN pero el proceso
es el mismo para ADN. (Imagen tomada de: http://www.ohsu.edu/xd/research/research-
cores/gmsr/proj ect-design/array-technol ogy/affymetrix-genechip-arrays.cfm).

4533 Anélisisde datos

Posteriormente, para €l procesamiento de datos se utiliz6 el Affymetrix Chromosome Analysis
Suite 1.2 (ChAS). Los pardmetros utilizados para definir los niveles de intensidad fueron
calculados utilizando el control interno de 224 microarreglos de pacientes del Instituto de Genética
Humana de la Universidad de Erlangen-Nuremberg. De esta forma, se pueden eliminar, de mejor
manera, los artefactos especificos de cada usuario—en este caso, |a estacion de trabajo del Instituto
de Erlangen—normalizando los datos y mejorando la calidad de los resultados. Los CNVs, las
regiones LOH (Loss of Heterozygosity) y los genotipos de los SNPs se amacenan en archivos

* CY CHP. Finalmente, los resultados se visualizan con €l software ChAs.

4534 Variantesen el nUmer o de copias

A partir del genotipeo realizado con los microarreglos de ADN, se obtuvieron las variantes en el
ndimero de copias. Las variantes en el niUmero de copias (CNV) son alteraciones estructurales en el
genoma que producen duplicaciones o deleciones de segmentos de ADN. Los CNVs pueden ser
heredados o provocados por mutaciones “de novo”. Debido a que se ha encontrado que CNVs raros
son la causa de discapacidad cognitiva en algunas familias (Hehir-Kwa et al. 2010), se decidio
descartar que en las familias PE, ME y PZ, la enfermedad se debiera a CNV's patogénicos'y, por lo
tanto, se realizd un tamizaje de CNVs en todos los cromosomas. Los CNVs (duplicaciones o
deleciones) se consideraron como patogénicos cuando estaban presentes en los individuos afectados

y no asi en familiares ni en la base de datos de polimorfismos comunes. Ademas, se definieron



14

como CNV's aquellos segmentos que tuvieran una densidad de al menos 20 marcadores presentes en
100 kilobases.

4535 Carrerasde homocigosidad (ROHS) y mapeo por homocigosis
Se realizd un genotipeo de los SNPs obtenidos a partir de los microarreglos de ADN para
determinar los fragmentos gendmicos que presentaban homocigosidad (runs of homozygosity,
ROH) (Nothnagel et al. 2010). Para definir los ROHs se utiliz6 la herramienta bioinformética
PLINK v.1.07. (Purcell et al. 2007, http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/). Los ROHs se
definieron como aguellas regiones gendmicas en las que habian 100 marcadores en homacigosis en
a menos 1000 kb (1 Mb) y con una densidad minima de 1 SNP por cada 50 kb. Después, se busco
en todos los cromosomas, ROHs que compartieran los individuos af ectados mas no asi |os parientes
sanos. Aquellos ROHs compartidos entre los individuos afectados se consideraron como regiones
de interés para la bUsgueda de genes candidatos. También se utilizO € programa
HomozygosityM apper® pararealizar el mapeo por homocigosis para obtener las coordenadas de los

marcadores que delimitan laregion en homocigosis en los individuos af ectados.

45.3.6 Anadlisisde ligamiento

Se tomaron 10.000 SNPs de los microarreglos de ADN vy se utilizé el software EasyLINKAGE-
Plus v.5° (Hoffman & Lindner 2005) pararealizar el andlisis de ligamiento y verificar la existencia
posibles loci candidatos. Se tom6 en cuenta como locus de interés aquel cuyo puntaje LOD fueran
mayores a 2. Al observar la segregacion de la enfermedad en las familias, se decidié realizar
andlisis de ligamiento bajo la suposicién de un modelo autosdmico recesivo, codominante,
penetrancia del 100%, frecuencia de la enfermedad de 0.0001, con un tasa de asignacién de 95% y
frecuencias alélicas distribuidas uniformemente en todo el genoma. Sin embargo, para la familia
ME—en la cual no se logré establecer un ancestro comun entre padre y madre—se decidi6 correr €l
analisis suponiendo un modelo dominante y uno recesivo. Para la familia PE también se decidi6
correr ambos modelos (dominante y recesivo) a pesar de que se logré unir la genealogia. No se
justifico realizar un modelo con todas las familias juntas porgque no habian evidencias clinicas ni en
el comportamiento similares. Debido a limitaciones en la capacidad de almacengje de las
computadoras utilizadas, la familia PZ (n=13) se dividi6é en cinco andlisis diferentes para poder
correr el programa. En todos los andlisis se tomaron en cuenta los cuatro afectados pero vario la

combinacion de hermanos sanos incluidos (Anexo 9.4).
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Los haplotipos se calcularon con el software Allegro® (Gudbjartsson et al. 2000) y, luego, se
visualizaron con la herramienta Haplopainter® (Thiel y Nirnberg 2007).

454 Secuenciacion del exoma
Se utliz6 el Solid4 de Applied Biosystems para secuenciar €l exoma—Ila region del genoma que
codifica para proteinas—asi como, algunos miARN y pequefias regiones intronicas (NGS)
(Montenegro et al. 2011). Se realizd la secuenciacion para un Unico paciente afectado en las
familias ME y PE, y dos afectados de la familia PZ. Luego se buscaron mutaciones no sinénimas,
con pérdida o ganancia de funcién, asi como, inserciones o deleciones que fueran homocigotas y se
ubicaran dentro de los ROH que compartian Unicamente los pacientes. Se descartaron
polimorfismos comunes que se encontraran reportados en la base de datos dbSNP132, asi como, en
1000 genome project (febrero del 2012), 5400 Exome sequencing projetct (NHLBI) y en 230
controles (133 se secuenciaron fragmentos y 97 ambas hebras del ADN) de pacientes secuenciados
en € Instituto de Genética Humana de la Universidad de Erlangen-Nuremberg en Alemania. Se dio
especial atencion a variaciones en genes que se expresan en el sistema nervioso central. Sin
embargo, cualquier variacion que cumpliera los requisitos mencionados anteriormente fue
considerada como una posible candidata. Ademas, se utilizaron las herramientas bioinforméticas
para predecir patogenicidad como PolyPhen2 (Adzhubei et al. 2010) y SIFT (Ng y Henikoff 2003)
gue predicen si el cambio en un aminoéacido altera la estructura o funcion de la proteina. Se utilizd
la herramienta Phylop (Spiel et al. 2006) para medir el grado de conservacion de SNPs en una
posicién determinada en diferentes especies. Mutation Taster (Schwarz et al. 2010)—que predice si
un cambio genético podria ser patogénico. Finamente, por medio del software IGV v.2.2°
(Integrative Genomics Viewers) se verificd la cobertura de las lecturas del secuenciador en cada
uno de los genes del ROH candidato. Esto para asegurarse que no se dejara por fuera ningin exén
de ninguin gen candidato. Se tomaron como cubiertos aquellos exones que tuvieran al menos una

lectura que abarcaratodo €l exon.

4541 Preparacion dela biblioteca de fragmentos de ADN

Se utilizé el ultrasonicador Covaris—que utiliza energia acUstica ultrasonica—para cortar el ADN
en fragmentos de 150-180pb. Para verificar el tamafio, la calidad y la cantidad de los fragmentos de
ADN se utilizé el kit de alta sensibilidad de Agilent 2100 Bioanalyzer®. Luego, se utilizd el
sistema automatizado SPRIworks system 111 de Beckmann Coulter para la creacion de la

biblioteca de ADN con tamafios y limpieza especificos. En el proceso de creacion de la biblioteca
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se ligaron adaptadores en los extremos del ADN fragmentado, también, por medio del  SPRIworks
system 111® de Beckmann Coulter. Luego, se obtuvo ADN simple banda por medio del Nick
trandation y se realizd la amplificacion de la biblioteca. 450l de los productos de PCR de la
biblioteca se limpiaron por medio de beads magnéticos de AMPureXP® y 1mL de etanol a 70%.
Luego se cuantifico la pureza por medio del kit 1000 para ADN que utiliza la plataforma Agilent
2100 Bioanalyzer®.

4542 Bead Enrichment con €l kit SureSelect All Exon 50Mb Kit

Para capturar exclusivamente todos los exones, se utilizd el sistema conocido como Agilent
SureSelect Target Enrichment System® (Porreca et al. 2007), por medio de sondas de ARN
biotinilado. El kit utilizado fue el Agilent SureSelect® Human All Exon 50Mb que utiliza 635,000
sondas diferentes, de manera que captura una regiéon de 51.6 Mpb, es decir, 300.040 exones de
23.031 transcriptos de la secuencia codificante (CCDS) y 669 miARN (Sulonen et al. 2011).

Las sondas de ARN y la biblioteca de ADN preparada previamente se suspendieron en un buffer de
hibridizacion por 24 horas a 65°C. Luego se tomaron 5uL de la biblioteca enriquecida y se
mezclaron con 2 UL de ARNasa. Luego, se utilizaron My One Streptavidin T1 Magnetic Beads o
perlas magnéticas cubiertas con estreptavidina—de Invitrogen—que reconocen y se adhieren a las
sondas de ARN. La fraccién de ADN al que no se unieron las perlas magnéticas fue descartada
(Fig. 3). Al ADN de labiblioteca “madre” unida a los beads se le afiadieron cédigos de barras con
el fin de secuenciar diferentes ADNs en una celda de flujo a mismo tiempo. Posteriormente, €l
ADN se amplifico utilizando 4ul de SureSelect Barcode Primers. 120ul del producto de PCR se
purificd con 216ul de AMPure XP Beads. La pureza de las muestras se cuantificé por medio del kit
de alta sensibilidad de Agilent 2100 Bioanalyzer®.
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Figura 3. Descripcion general del enriquecimiento del exoma con el kit SureSelect All Exon 50Mb.
Imagen tomada de: Agilent SureSelect Target Enrichment System Product Note.

4543 PCR por emulsion/Enrichement de las hebras molde
La secuenciacion de nueva generacion requiere de un método de PCR que amplifique
masivamente la biblioteca de ADN de interés. EI SOLID® utiliza el PCR por emulsién (ePCR) o
SOLID EZ Bead Emulsifier®. Con este método se generan poblaciones de perlas magnéticas en
una emulsién de agua en aceite. La emulsiéon la contienen microreactores en los que ademas se

encuentran perlas magnéticas, ADN molde, componentes del PCR y primers (Fig.4). La
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concentracion de las perlas magnéticas y del ADN se escogen de manera tal, que se favorezca la

formacion de productos monoclonales.
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Figura 4. Esguema del método de PCR por emulsién utilizado por el SOLiD4. Imagen tomada de:
ABi SOLID 4 Templated Bead Preparation Guide.
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Los ADN molde de ADN se llevan concentracién de 0.5pM para maximizar |a probabilidad de que,
en una misma camara de reaccion, se obtengan alrededor de 30.000 copias de ADN. En este
proceso, la polimerasa reconoce el primer con el adaptador P1 luego de que el ADN molde se ha
unido a las perlas magnéticas que contienen secuencias complementarias para el primer con €l
adaptador P1. La secuencia complementariaal ADN molde se extiende fuera de la superficie de la

perlamagnéticay, finalmente, se disociadel ADN molde.

Después del ePCR, los ADN molde se desnaturalizan y se realiza el bead enrichment con perlas
magnéticas de poliestireno, cubiertas con adaptadores P2, que capturan ADN molde unidos a beads
con P2, recuperandose alrededor de 200 millones de beads, es decir, un 80% del total de beads con
P2 (Tomado del: ABi SOLIiD 4 Templated Bead Preparation Guide). Los beads unidos a ADN
molde se separan de los beads vacios utilizando un gradiente de glicerol al 60% (Fig. 5).
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Figura 5. Esquema de la separacion de las perlas o beads magnéticos unidos @ ADN molde de
ADN de interés luego de la centrifugacion en un medio con glicerol a 60%. Imagen tomada de:
ABi SOLiD 4 Templated Bead Preparation Guide.

Posteriormente, los ADN molde unidos a los beads se modifican en el extremo 3’, con una
transferasa de desoxinucledtidos por 4 horas. De esta forma, los ADN molde pueden unirse
covalentemente a la superficie de vidrio—que ha sido modificada quimicamente—de la celda de

flujo.

45.4.4 Secuenciacion por ligacién

El SOLID4—a diferencia de otros métodos de secuenciacién que utilizan la ADN polimerasa—
utiliza el método de secuenciacion por ligacion. En este método, un primer universal se une al
adaptador P1 del ADN molde. Luego, se afladen 1084 oligonucledtidos (octameros) con las dos
primeras bases marcadas con fluorocromos, estos compiten por unirse a la secuencia desconocida.
El octdmero se une a la cadena molde—por medio de una ligasa de ADN—cuando los primeros
cinco nucledtidos del extremo 3’ son totaimente complementarios. Luego, una camara de ata
resolucion toma imagenes de la fluorescencia emitida, permitiendo conocer la identidad de los
nucledtidos. La especificidad se da cuando dos del oligonuclebtido que estan marcadas compiten
cada primera y segunda base en cada reaccion de ligacién. Ademas, cada oligonucledtido es

construido de manera tal que posee un sitio de ruptura, €l cual, una vez unida la secuencia
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complementaria, se desprende del oligonucledtido, dejando el extremo 5’ de la hebra elongadal libre
para la préxima reaccion de ligacién (Fig. 6). Luego de una serie de ciclos de ligacion, el producto
elongado es retirado y la hebra molde es elongada por otros 5 sets de primers diferentes. Al final de
la reaccién de secuenciacion, cada base es analizada en al menos dos reacciones de ligacion

independientes por dos primers diferentes.

Figura 6. Esquema de la reaccion por ligacion utilizada para la secuenciacién del exoma por el
OLiDA4. Imagen tomada de: http://lwww3.appliedbiosystems.com/AB_Home/
applicationstechnol ogies/ SOL i DSy stemSequencing/Overviewof SOLi D Sequencing
Chemistry/index.htm.

4545 Genotipeo y mapeo de variantes

Para el genotipeo y mapeo de las lecturas realizadas por €l secuenciador se utilizé el SOLIiD™
Accuracy Enhancement Tool (SAET), una herramienta bioinformética que permite asignar de
manera precisa SNPs y aumentar |a lectura de los contigs. Luego, las secuencias se alinearon al
genoma de regerencia hgl9 (UCSC) por medio del software LifeScope 2.5. Se utilizaron dos
programas bioinformaticos para detectar variaciones en € exoma. GATK (Genome Analysis

Toolkit) (McKenna et al. 2010) para corregir la calidad de la asignacion de bases (base quality
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score recalibration), realignment de indels, remocion de duplicaciones, asi como, la identificacion
de SNP e Indels y el genotipeo en las cuatro muestras simultdneamente utilizando 1os parametros
estandar del programa (DePristo et al. 2011); y Samtools (Li et al. 2009). Ademés, se utilizo la
herramienta FASTQC para evaluar la calidad de los archivos BAM y FASTQ que permiten conocer

la calidad de los resultados de |a secuenciacion.

45.4.6 Anotacion de variantes

Se utilizo el software ANNOVAR (Wang et al. 2010) para clasificar las variantes de acuerdo al
locus—en exonicas, intrénicas, sitios de splicing, 5’ UTR, 3'UTR, corriente arriba, corriente abajo o
intergénicas—, asi como, clasificar las variantes exdnicas de acuerdo a la funcién (sinénimas, no

sindnimas, insercion/del ecién que alteran el marco abierto de lectura, pérdida de sentido, etc).

4547 Validacién de variantes

454.7.1 Disefio de primers
Se diseflaron primers para aquellas mutaciones homocigotas, no sinénimas o con pérdida de
sentido, en exones dentro de los ROH o regién de ligamiento y que no estuvieran reportadas en
bases de datos de SNPs ni en 230 controles internos (Fig. 7). Se utiliz6 el programa Primer3
v.0.4.0° para disefiar los primers (Cuadro 5). La secuencia de ADN se obtuvo del genome browser
del UCSC® tomando en cuenta 300pb antes y después de la mutacion de interés. Para verificar que
los primers estuvieran bien disefiados y que no hubieran SNPs reportados en la secuencia gendémica

donde los primers se adhieren se realiz6 un PCR in silico utilizando el genome browser de UCSC".
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Figura 7. Esqguema del método utilizado parafiltrar las variantes detectadas por NGS.

Cuadro 5. Primers disefiados para las variantes de interés.

Familia Gen Primer F Primer R Anzgg;:on Posicion  Ex6n r%fe;ﬁgg Variante pg;lt?\%
(274 SMPD3 CGTCACCCTTGTACTCCACA TCTGCACTGCCCTCTTCAC 474 68405685 3 G T Si
(274 ZNF646 GCTGGGAAAACCAGACAAAA CTCATGGGACTGCTGGTGTT 545 31088336 2 C T No
(274 ZNF629 TGCAGATGTAGGGCTTCTCC AGAGGTGAGGGGCACAAGAA 543 30795441 3 G c No
274 SETD1A GTGGACCACGACACCATCAT GGCACCAGGGGGAATAAATA 371 30995220 19 A T Si
(274 GPT2 CCTCATCTGTCAAATGGGATT AGCAACCCCAAAACAGGTCT 497 46931602 5 G A No
274 GPT2 CCTCATCTGTCAAATGGGATT AGAGCAACCCCAAAACAGGT 499 46931602 5 G A No
274 SBK1 TGCTAGAGAGGGAGCTGGAG GCTCCAGGGCCAGTAAGC 553 22%3;%12%?03 4 Ex6nd Ex6n4 Si
274 SBK2 CCTTCTTCGAGGAGTTCGTG CGAGGTGGCTCCATTCC 582 22%3;%12%?3 4 Ex6nd Ex6n4 Si
(274 TAOK2 CAGGCCATAGGTGAGAAGGA GGGCCAAGGAGAAAGAAGAC 532 29997004 15 C S
(274 KIAA0556 TGTAGTCAATGTCCTCATACACAAG  CTGGGCTCAAAGTGATCCTC 400 27642430 5 A w Si
ME SNTG2  TGCATTTTAACCTAAACTTGGTTTG  CAGAGGGATCAGCAGAGGTT 463 1094080 4 A T Si
ME RAB17 CCTAATGCAGCACCAGGAAC GCTCCATCTCCCAGAAGAACT 575 238486675 3 G T
ME ILKAP ACCCACCAGATGCCAGTAAC GGGGTATTGCTTATTTGTTTGC 297 230006813  © C G
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45472 Estandarizacion del PCR
Se realiz6 un PCR de prueba en controles internos para verificar que los primersy €l programa de
PCR funcionaran adecuadamente. La polimerasa (WinTaq) utilizada fue fabricada en el Instituto
donde se realizaron los experimentos. Una vez estandarizado el programa de PCR se prosiguio a

secuenciar atodalafamilia en estudio (Cuadro 6).

Cuadro 6. Programa de PCR utilizado para validar las mutaciones en genes candidatos.

T Tiempo (min) Ciclos

Desnaturalizacion  94°C 03:00 X9
Annealing 94°C 00:20
65°C* 01:00
68°C 01:00
Elongacion 94°C 00:20
55°C 01:00 x29
68°C 01:00
Elongacion final 68°C 10:00
Final hold 15°C 05:00
*Touchdown

La limpieza de los productos de PCR se realizé con exonucleasas. Para eliminar las enzimas,

posterior alalimpieza, se utilizé el programa Exo_15min (Cuadro 7).

Cuadro 7. Programa Exo_15min utilizado para la eliminacion de exonucleasas en los productos de
PCR.

T Tiempo (min)
37°C 15:00
80°C 15:00
15°C 10:00

455 Secuenciacion de Sanger
Se utilizo la reaccidn de secuenciacion correspondiente al programa BigDye55 2min (Cuadro 8).
La limpieza de las secuencias se rediz6 por medio de beads magnéticos de kit
AgencourtCleanSEQ" de la casa comercial Beckman Coulter, para esto se utilizé un estacion de
trabajo automatizada conocida como Beckman Coulter Biomek® NXP (Fig.8). La secuenciacion se
realiz6 por medio del analizador genético ABI-3730° de Applied Biosystems de 48 capilares. Las
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secuencias se analizaron en e software Windows 32 SegMan v.5.03°. Aquellas mutaciones
homocigotas en los afectados, heterocigotas en ambos padres y ausentes en 10s hermanos sanos se
tomaron como mutaciones candidatas y posiblemente responsables del fenotipo de discapacidad

cognitivaen lafamilia

Cuadro 8. Programa utilizado para la reaccién de secuenciacion.

T Tiempo (min) Ciclos
96°C 00:10
55°C 00:10 x25
60°C 02:00
15°C 10:00
{, Agencourt
CleanSEQ
Ethanol {, Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer  Transfer
09 . Pn’ e v A Y S ?
prom 3 w2043 9820443 3
&% v, 45 . > <> ) 9
. Magnet s Magnet Magnet ¢
| 2 3 4 5 6

Figura 8. Esquema general del proceso de limpieza de secuencias utilizando el kit
AgencourtCleanSEQ® por medio del cua beads magnéticos separan los productos de
secuenciacion de |os contaminantes.

456 Modelajeproteico

Se utilizé el programaModeller v.9.9 paramodelar la proteina del gen candidato. Las estructuras de
las proteinas unidas a PL P (cofactor esencial del substrato) y cicloserina (inhibidor andlogo al
substrato) se obtuvieron del Protein Data Bank (PDB).
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5. RESULTADOS
5.1 Genealogias de las familias

Se encontraron cuatro familias (R, PE, ME y PZ) con més de un hijo afectado y se pudo identificar
un ancestro comin paralas familias PE y PZ. En la familia PE ambos padres, abuelos y bisabuelos
de los afectados provenian de la provincia de Puntarenas y, por lo tanto, fue posible unir la
genealogia ocho generaciones arriba. La familia PZ, oriunda del mismo pueblo en Pérez Zeleddn,
se trataba de un matrimonio entre primos hermanos. En la familia ME ambos padres, ambos
abuel os paternos y |a abuela materna provenian de Puntarenas, sin embargo, el abuelo y bisabuelos
maternos provenian de Heredia y el bisabuelo paterno provenia de Nicaragua. Para la familia ME
no fue posible identificar un ancestro comun por la presencia de hijos natural es reportados para esta
familia en los registros civiles y eclesiasticos. Tampoco fue posible establecer un ancestro coman
para la familia R pues las familias de ambos padres provenian de localidades diferentes. el padre
provenia de Guanacaste, la madre de Puntarenas, los bisabuelos maternos de Algjuela y los

bisabuel os paternos eran de origen nicaraglense (Fig.9).

5.2 Diagnostico clinico

Las individuos afectados de PE, ME, PZ y R carecian de malformaciones fisicas, tenian problemas
para comunicarse, dependian de otros para sus necesidades basicas como alimentacion, vestimenta,
aseo personal y carecian de un diagnoéstico establecido previamente. Para las cuatro familias se
descartd, luego de revisar los expedientes clinicos, que la discapacidad cognitiva se debiera a

problemas prenatales, perinatales o postnatales, traumas en la cabeza u otro accidente.

5.2.1 FamiliaPE

Los individuos PEOO1 y PEQ04 fueron referidos por la Escuela de Ensefianza Especial de
Puntarenas debido a dificultades en el aprendizaje y problemas en el lengugje. Ambos embarazos
fueron normales y sin ninguna complicacién, sin embargo, €l parto de PEO04 fue cesarea debido a
gue se trataba de un parto pélvico. El tamafio de la cabeza de PEO04, a simple vista, se observd mas
grande de lo normal con respecto a tamafio del cuerpo, no levanto la cabeza hasta ni se sentd hasta
cumplir un afio de edad, empezd a caminar alos 2.7 afios y, previamente, habia sido diagnosticado
por las psicélogas con retraso general del desarrollo. Segun la escala de EDIN, PZ004 de 4 afios

presentd habilidades motoras (finas y gruesas) y cognoscitivas de un nifio de 1.5 a 2 afios,
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desarrollo del lenguaje de un nifio menor de 1 afio, habitos de salud y nutricion correspondientes a
nifios de 1-1.5 aflos y habilidades socioafectivas de un nifio de 2 a 2.5 afios. Por otro lado, PZ001
fue referida por problemas de lengugje (hablaba rapido y enredado) exclusivamente. PZ003
también presentaba problemas en el aprendizaje, la memoria y dificultades para leer y escribir, sin
embargo, no se pudo determinar la causa del retardo mental como genético debido a que sufrid un
evento de hipoxia cuando tenia pocos meses de nacida. PEOOL presentdé un CI<50 y los demas

parientes fenotipi camente sanos obtuvieron un CI>70 (Cuadro 9).

Cuadro 9. Puntajes de coeficiente intelectual obtenidos para lafamilia PE.

Familia Cl
PE

PO11 109
PEO02 70
PEOO3 76
PEOO1 72
PEO0O4 i

T No se pudo evaluar porque tenia 4 afios

522 FamiliaME
Los individuos afectados MEOO5 y MEOQO9 habian sido diagnosticados en el Hospital Nacional de

Nifios, con autismo, retardo mental moderado, conductas atipicas, déficit atencional e
hiperactividad problemas en el desarrollo psicomotor y lenguaje. MEOO5 presentd conductas
repetitivas, gecutaba érdenes y era capaz de vestirse y bafiarse solo. MEOO9 es afectivo con
personas que conoce, depende completamente de alguien para su aseo personal y no logra
comunicarse ni atender 6érdenes. Ambos partos fueron vaginales y sin ninguna complicacion.
MEOQO5 presenté un CI<50 y los demés parientes fenotipicamente sanos obtuvieron un CI>70
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Puntgjes de coeficiente intelectual obtenidos paralafamilia ME.

FamiliaME Cl

MEQO06 T
MEQO08 92
MEOQ10 70
MEQO7 84
MEQ05 40
MEQ09 *

T No se pudo evaluar
*MEQ09 no se pudo evaluar porgque no cumplia con las habilidades minimas para aplicar la prueba
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523 FamiliaPz

Los cuatro individuos afectados de esta familia eran incapaces de comunicarse, dependian
completamente de alguien més para su aseo personal y habilidades adaptativas. PZ0006 y PZ007
presentaron movimientos espaticos en los miembros inferiores. Por sus dificultades en la
comunicacion, no fueron evaluados con las pruebas de inteligencia ya que no cumplian con las
habilidades verbales minimas para su aplicacion. Por lo tanto, se tomé en cuenta €l criterio clinico
de una psicologa para diagnosticar discapacidad cognitiva profunda en los cuatro individuos
afectados, ademas, de que han sido admitidos en el CAIPAD (Centro de Atencion Integral parala
Persona Adulta con Discapacidad) de Pérez Zeleddn. No se observaron malformaciones fisicas de

ningun tipo.

524 FamiliaR

R012 y R1016 presentaron orejas de implantacion baja, cara alargaday comportamientos agresivos.
A ambos les costé aprender a caminar, son incapaces de atender 6rdenes y de realizar su aseo

personal. Fueron referidos por poseer discapacidad cognitivay problemas de aprendizaje.
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Figura 9. Genealogia de |las familias PE de Puntarenas.
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Figura 10. Genealogia de lafamiliaME del Mojon de Esparza, Puntarenas.
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Figura 11. Genealogiade lafamiliaR del Roble, Puntarenas.
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Figura 12. Genealogia de lafamilia PZ de Pérez Zeleddn.
5.3 Técnicas moleculares

5.3.1 Examenesde paternidad
El individuo R12 (DNA#76314) no compartia 13/15 marcadores con el padre R17 (DNA#76319).
Del mismo modo, PZ012 fue excluida del andlisis por no compartir 11/15 marcadores con €l padre
PZ002. Los demés individuos de las familias ME, PE, R 'y PZ compartieron todos los marcadores

con sus progenitores.

5.3.2 Sindromes asociados a discapacidad cognitiva

5.3.21 MLPA
En ninguna familia se encontr6 ninguna microdelecion, duplicacion o translocacion
submicroscépica asociadas a sindromes comunes de discapacidad cognitiva contenidos dentro de
los cuatro kits de ML PAs utilizados.
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5.3.2.2 Diagnéstico de X-frégil

Descartamos €l sindrome de x-frégil en todas las familias a excepcion de la familia R. El individuo
R-012 present6 97 repeticiones CGG en el exon 1 del gen FMRL, lo que es caracteristico de una
premutacion (59-200 repeticiones) (Fig. 13). El resultado del Southern-Blot mostrd la mutacién
completa pero ninguna premutacién. Por |o tanto, R-012 presenta un mosaicismo de células con la
mutacion completa y una pequefia fraccién de células con la premutacion. Por otro lado, de R-016
no se obtuvo ningun producto de PCR, sin embargo, los resultados del Southern-Blot mostraron una
expansion de repeticiones caracteristica de una mutacion completa. R-014 present6 un nimero de
repeticiones normal (19 repeticiones) en un alelo, después del PCR, sin embargo, con el Southern-
Blot se evidenci6 que presentaba la mutacién completa en e otro alelo. Los patrones de
metilaciones observados en R-014 mostraron que la paciente presenta tanto el alelo normal
metilado (inactivo) y no metilado (activo). Esto confirma el diagndstico de X-fragil en los
individuos R-012, R-014 y R-016. En los individuos R-015 (Fig. 14) y R-017 no se encontraron

expansiones de las repeticiones CGG.

Figura 13. Electroferograma indicando las repeticiones CGG en e gen FMR1 caracteristicas de
una premutacion del paciente R012.

1_15_HO01_fmr051011...5.fsa Green

900
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A I ] A, 1 A Al

1128

Figura 14. Electroferograma indicando las repeticiones CGG en el gen FMR1 del individuo sano
RO15.
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El diagndstico de X-Fragil en esta familia se explica porque la madre R-013 presenté—Iluego de
analizar los resultados del Southern-Blot—un alelo con la mutacion completa, sin embargo, el alelo
normal no se encuentra metilado y, por lo tanto, se cree que esta activo en las células analizadas. R-

013 es portadora asintomética de la mutacion completa causante de X-Frégil.

5.3.2.3 Inactivacion del cromosoma X

No encontramos patrones no aleatorios de inactivacion del cromosoma X que pudieran indicar que

las familias presentaran una enfermedad con herencialigada al cromosoma X.

5.3.3 Microarreglosde ADN

5.3.3.1 Variantesen el nUmero de copias (CNV)

No se encontraron deleciones o duplicaciones patogénicas en regiones gendmicas mayores a 100kb

para ninguna de las tres familias.

5.3.3.2 Analisisdeligamiento

En las familias ME y PE no se encontraron puntajes LOD superiores a 2—indicativos de
ligamiento—en ningun cromosoma, tanto para el modelo recesivo como para el modelo dominante.
Sin embargo, para ME el puntaje LOD maés alto correspondié al cromosoma 1 (LOD=0.85) con el
modelo recesivo (Fig. 15). PE presenté € mayor puntaje LOD con el modelo recesivo en el
cromosoma 1 (LOD=0.60 dominante y LOD=0.73 recesivo) (Fig. 16). Luego de correr los cinco
andlisis, se comprob6 que la familia PZ tenia una region candidata estadisticamente significativa en
el cromosoma 16 (LOD=3.4) (Fig. 17). En & cromosoma 2 se detecté otra region candidata
estadisticamente significativa (LOD=3.1). Los haplotipos para los andlisis de ligamiento de la

familiaPZ se pueden observar en el Anexo 9.5.
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Figura 15. Puntajes LOD de todo €l genoma luego de realizar el andlisis de ligamiento utilizando
un modelo de herenciarecesivo en lafamilia ME.
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un modelo de herenciarecesivo en lafamilia PE.
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Project: TANYA Marker CHR M LOD ALPHA HLOD
Family name: TOTALS 1. SNPA8426033 16 4807 33803 00000 33803
Used map: AFFY 1M deCODE 02122007 v6 (sex-averaged) 2. SNPA2206771 16 4944 33803 00000 33803
Marker positions: 65241 0k / 07/ 0 cutside 3.SNPA2301872 16 5339 33803 00000 33803
Allele frequencies: Codominant 4.SNPA2301872 - SNPA2110369 16 5341 33803 0.0000 33803
Scoring / Weight: pairs / Equal 5.SNPA2110369 16 5343 33803 0.0000 33803
HLOD (MPT PAR) Allegro v1.2c (MultiPomtPar) — Computation in sets of 100 markers
400 ™ = = = = —_——T—T T o T T =r. 400
K T B | ] ] T - -+ 350
Y SR B e P s (I RRUEN INSTMY] IO, PRTY PSR PR Lot RPN poues) peur) re i (o Lo < + 300
250 ofo-i-cocaocfaaas B | e T ] ] SRR SRR ) e T & e SN - - 250
200 200

150

100

050

0.00

Anslysis time: 11.01.2013 - 17:13:39

Time elapsed: 2h 55 min 38 s
Path D:\Linkage'Tanya

Pedigree stracture file: PED_ArguedasRedurda pro ~ SNP data file: SNP_Arguedas_RedurMendel snp

Marker coverage and chromosomes

Copyright ©, Tom H. Lindner & Katrin Hoffmann
easyLINKAGE Plus v5.08, Janmary 12, 2007

Figura 17. Puntajes LOD de todo €l genoma luego de readlizar el andlisis de ligamiento con el
modelo recesivo en lafamilia PZ (Pedigree D Anexo 9.4).

5.3.3.3 Carrerasde homocigosidad (ROH), mapeo por homocigosisy genes

candidatos

53331 FamiliaME

Ambos individuos afectados, MEOO5 y MEOQ9, compartieron tnicamente un ROH de alrededor de

1Mb en € brazo largo del cromosoma 2 (2g34). En este ROH encontramos dos genes candidatos:

IKZF2 (proteina dedo de zinc) y SPAG16 (Homo sapiens sperm associated antigen 16) (Fig. 18).

Ambos genes se descartaron como genes candidatos debido a que las variaciones encontradas en

IKZF2 fueron SNPs en intrones y en SPAG16 encontramos dos variaciones, una mutacién no

sindénima en un exén y otra en un intrén, sin embargo, ambas han sido reportadas previamente en

bases de datos de dbSNP, asi como, en los 230 controles internos del Instituto de Genética Humana

de la Universidad de Erlangen-Nuremberg. Al revisar los InDels de todo el genoma, se identifico

una delecién en el cromosoma 2 que altera el marco de lectura del gen neuropilina 2 (NRP2) en €l

150

1.00

050

0.00
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individuo afectado MEOQ9 (Fig. 19). Ademés, se encontraron otras variaciones homocigotas, no
sinénimas, cercanas al ROH y relacionadas a funcionamiento del SNC, en los genes SNTG2
(Sintrofina Gamma-2), RAB17 (Ras-associated protein) e ILKAP (Homo sapiens integrin-linked
kinase-associated serine/threonine phosphatase). Sin embargo, después de la validacion se
comprobd que todas eran fal sos positivos (Anexo 9.5).
UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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Figura 18. Vista del genome browser de UCSC donde se muestran las carreras de homaocigosidad
en chr2: 213824223-215284971 y, los genes dentro de ellas, compartidas por ambos afectados de la
familiaME.

53.3.3.2 FamiliaPE
Ambos individuos afectados, PEO0L y PEOO4 compartieron unicamente un ROH de alrededor de 1

megabase en €l brazo largo del cromosoma 12 (12g13). En esta region se encontraron 26 genes de
los cuales dos se encontraban directamente relacionados con funciones neurolégicas:
neurotransmision (ACCN2-Homo sapiens amiloride-sensitive cation channel 2) y neurodesarrollo
(POUBF1- Homo sapiens POU class 6 homeobox 1). Sin embargo, estos genes no tenian

mutaciones en homocigosis. No se encontraron inserciones o deleciones candidatas.

UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly

move [ <<< J[ << ][ (< ][> ][22 )N >>> Jzoomin [ 35 J[ 3 ][ 10 [ base | zoom out [ 15 J| 3 J[ 10

chr12:50,322,767-51 626,510 1303744 bp | » g0

Figura 19. Vista del genome browser de UCSC donde se muestran las carreras de homaocigosidad
en chrl2: 50322767-51626510 vy, los genes dentro de ellas, compartidas por ambos afectados de la
familia PE.
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5.3.3.33 FamiliaPz

En esta familia se encontré que los cuatro individuos afectados. PZ004 (DNA#120349), PZ005
(DNA#120350), PZ006 (DNA#120351), PZ007 (DNA#120352), compartian ROH Unicamente en
el cromosoma 16. Se encontré un ROH que compartian los cuatro afectados en chrl6: 27157613-
32483006 (Fig. 20). Sin embargo, luego del mapeo por homocigosis, laregion de interés resulté ser
mas extensa: chrl6: 27177795-48202503 y contenia 226 genes de los cuales 56 no son codificantes
(miARN, pseudogenes) y 11 se han reportado expresados en el cerebro (Fig. 21). Después de filtrar
los datos del NGS, en esta region, se encontraron mutaciones no sinénimas en los genes ZNF646
(Zinc finger 646), ZNF629 (Zinc finger 629) y GPT2 (Glutamate pyruvate transaminase 2) (Fig.
22). Los tres cambios genéticos segregaban con la enfermedad en la familia (Cuadro 9). Sin
embargo, para ZNF646 y ZNF629, los cambios genéticos se encontraron reportados en doSNP137
con una frecuencia alélica de 1:2000. También se secuenciaron cambios genéticos en los genes
SMIPD3 (Sphingomyelin Phosphodiesterase 3), SETD1A (Set domain-containing protein 1A),
TAOK2 (TAO kinase 2) y KIAA0556 (ARNmM no caracterizado), que tenian mutaciones
heterocigotas pero se encontraban dentro del ROH de interés. Del mismo modo, se secuenci6 el
exon 4 del gen y el exén 4 de SBK1 (Homo sapiens SH3-binding domain kinase 1) que no fue
cubierto por el NGS'y se trataba de un gen relacionado con el neurodesarrollo. Todas las variantes
candidatas resultaron ser falsos positivos, es decir, no se detectaban |os cambios genéticos luego de

lavalidacién por el método de Sanger (Anexo 9.7).

Los programas Phylop, PolyPhen, SIFT y Mutation Taster predijeron que el cambio genético en
GPT2 c.G286A se daba en una regién altamente conservada y su efecto era patogénico. Por el
contrario, para ZNF646 (c.C691T) predijeron que era un cambio genético en una regién poco
conservada y con un efecto tolerable o benigno y para ZNF629: ¢.C208G no se obtuvieron
resultados (Cuadro 10).



37

UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37Ihg19) Assembly
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Figura 20. Vista del genome browser de UCSC donde se muestran las carreras de homaocigosidad
en chrl6: 27157613-32483006 y, los genes dentro de ellas, compartidas por ambos afectados de la
familia PZ.

mer NOMATyGosty score 120
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Figura 21. Vista de laregion candidata luego de realizar el mapeo por homocigosis en el genoma
de los individuos de la familia PZ. La regién oscila entre los marcadores rs2090296 y rs17821664
cuya posicion gendmica es chrl6: 27177795-48202503.
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Figura 22. Validacion de secuencias para los cambios genéticos en los genes ZNF646, ZNF629 y
GPT2 en todos los miembros de la familia PZ (para ZNF629 no se logré obtener la secuencia de la
mama).
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Cuadro 11. Lista de mutaciones identificadas en lafamilia PZ.

Gen Cromosoma Posicion Exon Cambio genético Efecto
ZNF646 16 31088336 2 CIT p.P231S
ZNF629 16 30795441 3 CIG p.P70A

GPT2 16 46931602 5 GIA p.G96R

Cuadro 12. Prediccion realizada por los programas SIFT, Phylop, PolyPhen y Mutation Taster para
las mutaciones en genes candidatos de discapacidad idiopética no sindrémica en lafamilia PZ.

, : , Mutation _
Gen SIFT Puntaje Phylop Puntaje PolyPhen Puntaje Puntaje
Taster
ZNF646 T 0.79 N 0.23 B 0 N 0.023
GPT2 D 1 C 0.99 D 0.99 D 0.99

» T=tolerable, N=normal, B=benigno, D=deletéreo, C=conservado

5.4 Coberturadel SOLiD4 con € IGV

La coberturadel SOLiD4 de laregion candidata para la familia PZ (chr16:27000000-48000000) fue
cercana a un 80%, es decir, de 256 exones pertenecientes a 171 genes codificantes, 46 exones no
fueron cubiertos por en NGS y de esos 10 pertenecieron a 14 genes que se expresan en el cerebro.

L as regiones candidatas de las familias ME y PE fueron cubiertas en la totalidad de sus exones.
5.5 Modelaje proteico

55.1 Dedosdezinc ZNF646y ZNF629
Al observar el efecto de ambas mutaciones en la estructura de la proteina no se encontrd ninguna
relacion con la patogénesis de la enfermedad. Ambas mutaciones se localizaron en regiones fuera
de la estructura globular de la proteina. Por lo tanto, mutaciones en estas posiciones tienen poco

efecto sobre la estructura 3D de la proteina.

552 GPT2

La mutacion G96R se localizd dentro de un bucle donde se une € sustrato al sitio activo de la
enzima GPT2 (Modeller v9.9). Por medio del modelgje proteico se logré determinar que sin la

mutacion G96R la proteina es flexible y permite la unién del sustrato al sitio activo, sin embargo,
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después de la mutacion se observé in silico que el sustrato no es disuelto por la enzima. Estos
podrian ser los primeros indicios de que la glicina es necesaria para la flexibilidad del bucley, por
ende, el buen funcionamiento de la enzima. Esto concuerda con las caracteristicas estructurales de
los aminoacidos que intervienen, ya que, la glicina es un aminoacido no polar y pequefio que
confiere movilidad a la proteina y, debido a la mutacion, es reemplazado por la arginina, un
aminoacido cargado positivamente y polar, lo cual, le otorga mayor rigidez a GPT2 (Lee & Cox
2008).

La estructura cristalina de una proteina homologa a GPT2 se model6 utilizando el programa
Modeller v.9.9 (Sali & Blundell 1993) en presencia de PLP (PDB: AP:3IHJ)—cofactor esencial
que se une a sitio activo independientemente del substrato o inhibidor—y cicloserina (PDB:
AP:3TCM)—un analogo al sustrato que actlla como inhibidor. In silico, la cicloserina se unio
covalentemente a PLP inhibiendo los siguientes pasos de la reaccion enzimética. La estructura
proteica permitié mostrar que la glicina 96 se encuentra en extrema proximidad al inhibidor y, por
lo tanto, esta directamente relacionada con la unién del sustrato a la enzima. Por lo tanto, se cuenta
con evidencia preliminar de que una arginina en lugar de la glicina alterala conformacion del bucle,

impidiendo launién del sustrato al sitio activo de laenzima (Fig. 23).

- > G96
A PLP .‘ (dominio activo)
clicoserina
(inhibidor andlogo al
sustrato)

Figura 23. Modelaje de la estructura proteica de GPT2. En verde, un analogo del sustrato, €l
inhibidor cicloserina (verde) y, en azul, la glicina 96 ubicada en €l sitio activo de la enzima. Imagen
producida por el de Dr.rer.nat Heinrich Sticht del Instituto de Bioguimica de la Universidad de
Erlangen-Nuremberg.
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6. DISCUSION
En esta investigacion fue posible elucidar cambios genéticos posiblemente causantes de
discapacidad cognitiva no sindromica, en familias consanguineas y con més de un individuo
afectado, utilizando la combinacién de técnicas moleculares de microarreglos de ADN (ROH) y
secuenciacion de nueva generacion. Con la metodologia antes expuesta se encontrd una mutacion
no sinbnima en el sitio activo de un gen candidato (GPT2) de causar discapacidad cognitiva que
nunca antes ha sido relacionado con el fenotipo de discapacidad cognitiva no sindrémica ni con
ninguna otra enfermedad. Sin embargo, se hacen necesarios andlisis funcionales que demuestren

gue esta variante es verdaderamente causante de la enfermedad.

6.1 Consideraciones del método

La secuenciacion de nueva generacion ha permitido elucidar decenas de variaciones genéticas
causantes de enfermedades, sin embargo, aln es un método imperfecto, cuya cobertura suele ser
alrededor de un 80% de todos los exones (Bamshad et al. 2011). Por lo tanto, es posible que en las
regiones no cubiertas por el secuenciador se encuentren otras mutaciones causantes de
enfermedades. Ademas, la secuenciacion del exoma cubre el 1% del genoma que es codificante y,
es posible, que algunas enfermedades podrian estar causadas por mutaciones en regiones no
codificantes pero que, por medio de algiin mecanismo adn desconocido, regulen la expresién
genética. Finalmente, el modelaje proteico por homologia a pesar de ser el método de prediccién
mas utilizado sigue siendo imperfecto y se hace indispensable realizar pruebas funcionales para la
definicion de genes candidatos (Launay y Simonson, 2008). A pesar de estas limitaciones, en esta
investigacién se logré encontrar, en una de las familias, una mutacion en un gen para €l que existen

buenas razones para pensar que podria ser causante de discapacidad cognitiva no sindrémica.

La metodologia utilizada es una aproximacion vélida para familias con varios individuos af ectados
en los que se sospecha un modo de herencia autosdémico recesivo, cuyos padres estdn emparentados
y en los que se desconoce la causa genética de la enfermedad. Un panorama ideal seria cubrir
mediante secuenciacion de Sanger todos aquellos exones de 1os genes que no fueron cubiertos por
el NGS en laregion candidata. De cualquier forma, se hace imperativo localizar méas familias para
aumentar las posibilidades de detectar otras mutaciones en e mismo gen o en otros genes
candidatos. Esta claro que esta metodologia no serd exitosa para encontrar todas las cusas de
enfermedades con herencia autosdmica recesiva con pocos individuos afectados, pero en otros

casos esta estrategia si podria funcionar.
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Como se observo en la figura 15 la region candidata para la familia PZ incluye el centrémero del
cromosoma 16 y, por lo tanto, se trata de una regién problemética, ya que, las regiones
centroméricas se caracterizan por contener secuencias atamente repetitivas, secuencias no
codificantes y ricas en heterocromatina (Grady et al. 1992). Esto podria explicar el hecho de que €l
ROH que comparten los cuatro individuos afectados inicie en 27Mb termine en 32Mb y luego
inicie de nuevo en 46Mb para Unicamente tres de los cuatro de los afectados en esta familia. Es
valido suponer—y fue comprobado por el andlisis de ligamiento—que se trata de un solo ROH que
abarca toda la region y que, por lo tanto, es compartido por todos los individuos afectados. Por lo
tanto, es importante tomar en cuenta que regiones candidatas cercanas a regiones centroméricas

podrian dificultar e mapeo de genes candidatos al tratarse de regiones dificiles de secuenciar.

En el caso de la familia PE en la que se logré comprobar que ambos padres eran parientes algunas
generaciones arriba, no se lograron encontrar mutaciones potencialmente causantes de
enfermedades. Esto pudo deberse, por ejemplo, a un problema de cobertura como se explicod
anteriormente, 0 a que la causa genética no se encuentra en una secuencia codificante. Ademas, en
esta familia fue dificil comprobar que ambos hermanos estuvieran afectados por la misma
enfermedad debido a que uno de los individuos afectados eran todavia muy pequefio para realizar

pruebas de 1Q y aln no hablaba (problemas en la caracterizacion clinica).

Para la familia ME no se logré unir la genealogia—debido a que en los registros civiles se
encontraron muchos hijos naturales dentro de esta familia, es decir, los apellidos se transmitieron de
forma ilegitima o no matrimonial, sin un padre oficial—lo cual complicé identificar un ancestro en
comun. Ademas, es posible que los padres—si estaban emparentados—fuera muchas generaciones
arriba, ya que, se encontré que ambos individuos afectados compartian Unicamente un ROH de
1Mb con Unicamente dos genes en |0s que no se encontraron variantes de candidatas. Ademas, €
andlisis de ligamiento se dificulté por tratarse de una familia pequefia y, por lo tanto, con la
obtencién de los puntajes LOD—utilizando un modelo de herencia autosémico recesivo—no fue
posible identificar regiones candidatas en el genoma. Por otro lado, al realizar el andlisis utilizando
un modelo de herencia autosdmico dominante se lograron detectar solo dos regiones sugerentes de
ligamiento—en los cromosomas 2 y 9—sin embargo, no se encontraron variantes genéticas de
interés. En esta familia contar con los datos de la secuenciacion del exoma de exclusivamente uno

de los afectados dificult6 el andlisisy, es recomendable, cuando se trabaja con familias pequefias en
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las que no se logra unir la genealogia, secuenciar ambos individuos afectados para buscar variantes

genéticas que tengan en comdn.

La familia R se resolvié en los primeros andlisis de diagndstico molecular, a detectarse
expansiones anormales del triplete CGG en el gen FMR1 causante del sindrome de X-fragil
(Pieretti et al. 1991). Esta familia egjemplifica la importancia de descartar sindromes comunes
asociados a discapacidad cognitiva antes de realizar la secuenciacién del exoma o los microarreglos
de ADN. Las recomendaciones que se podrian dar para esta familia son de tipo consejeria genética,
especialmente, para las mujeres portadoras de la mutacién completa que tienen un 50% de
probabilidades de tener un hijo afectado (Sherman et al. 1985).

Un aspecto gque debe tomarse en cuenta es que para enfermedades como la discapacidad cognitiva
suelen buscarse mutaciones en genes directamente relacionados con la actividad de las neuronas o
las sinapsis. Sin embargo, Najmabadi y colaboradores (2011) encontraron 50 genes nuevos
relacionados con ID utilizando NGS, de los cuales la mayoria de los genes estaban expresados
ubicuamente e involucrados en procesos celulares importantes (transcripcion y traduccion del
ADN, degradacion proteica, splicing del ARN, metabolismo celular, sintesis de acidos grasos y
plegamiento de proteinas) pero no directamente relacionados con la actividad neuronal o sindptica.
AUn se desconoce el mecanismo por € cual defectos en procesos celulares tan diversos puedan
estar afectando al cerebro. Una hipétesis es que los efectos de mutaciones en genes involucrados en
procesos celulares generales—y no sdlo del SNC—pueden ocasionar fenotipos de ID a aterar
procesos celulares que desencadenan cambios en € funcionamiento del SNC. De esta forma, a
investigar enfermedades heterogéneas—como discapacidad cognitiva no sindromica—debe
prestarse atencién a cualquier mutacion no solo directamente relacionada con el cerebro sino
también en genes que se expresan ubicuamente e involucrados en procesos celulares importantes
(Najmabadi et al. 2011).

Finamente, el abordaje de familias grandes, con més de un individuo afectado con discapacidad
cognitiva no sindrémica—en las que se presupone un modo de herencia autosémico recesivo—es
necesario, primero, descartar con pruebas moleculares todos los sindromes asociados a ID
reportados. Luego, identificar un ancestro comuin cercano—dos o tres generaciones arriba—entre
ambos padres sanos, ya que, se facilita la obtencion de regiones homocigotas grandes, sin embargo,
familias grandes en las que no se logra unir la genealogia podrian estudiarse probando diferentes

modelos de andlisis de ligamiento (recesivo, dominante, ligado al cromosoma X) y buscando
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regiones candidatas en cromosomas con loci que tengan altos puntgjes de ligamiento. Detectar un
locus candidato es indispensable para iniciar la filtracion de datos de la secuenciacion del exoma.
Una vez identificada la region candidata se procede a secuenciar el exoma de a menos dos
individuos afectados y—si se cuenta con recursos suficientes—secuenciar a todos los individuos
afectados seriaideal. Luego de la secuenciacion, es importante revisar mediante algin programa—
como |GV browser—Ila cobertura y efectividad de la secuenciacion en la region de interés. Si la
cobertura fue igual 0 mayor a un 80% se puede proceder afiltrar las variantes. Al proceder con la
filtracion de las variantes se recomiendainiciar con parametros de alta astringenciay si no se logran
identificar variantes candidatas se puede proceder a relgjar la astringencia y ser més laxo con los
parametros de filtracion. Como se observa en lafigura 7, el mejor método de filtracion de variantes
genéticas para familias de este tipo—en las que se desconoce la causa genética y se presupone un
modo de herencia—es recomendable iniciar excluyendo las variantes reportadas previamente en
bases de datos de polimorfismos frecuentes en la poblacion (dbSNP132, 1000 genome project,
controles internos de pacientes o controles que se hayan secuenciado previamente, entre otros).
Luego, filtrar exclusivamente variantes que se encuentren en regiones exonicas o sitios de splicing
y excluir las variantes sinénimas. En un primer paso de filtracion de alta astringencia es
recomendable descartar variantes que sean identificadas como heterocigotas, sin embargo, si se es
mas estricto y, especialmente, si no se logran detectar variantes de interés, se deberian validar
aguellas que variantes poco comunes que se encuentran en heterocigosis en laregion de interés para
descartar falsos negativos. Ademés, con algunos datos de las variantes como la cobertura, la
cantidad de lecturas realizadas por €l SOLID y si la secuenciacion se dio en ambas direcciones
(forward y reverse), se pueden descartar algunos falsos positivos. En este Ultimo paso, si no se tiene
certeza de gque una variante es realmente un falso positivo, es recomendable realizar la validacion
mediante el método de secuenciacién de Sanger. Finamente, los programas que predicen la
patogenicidad y conservaciéon de una variante sirven como guia y apoyan los resultados pero no
deben ser un criterio estricto para descartar variantes candidatas pues podria tratarse de algun error
en los calculos del programa o gue no se dispone de informacién suficiente para dicha variante en

bases de datos.

6.2 Genes candidatos

GPT2 es un enzima que cataliza la reaccion reversible que transfiere un grupo alfa-amino del afa-
oxoglutarato a la L-alanina para producir piruvato y L-glutamato y, por lo tanto, tiene un papel

importante en la gluconeogénesis y e metabolismo de aminoacidos. Ademas, GPT2 est4
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involucrada en la produccion de glutamato—un neurotransmisor importante para el cerebro (Peng
et al. 1991). Los niveles de expresion de la enzima van desde altos en musculo, tejido adiposo,
rindn y cerebro hasta bajos en higado y mamas (Yang et al. 2002). Altos niveles de GPT se han
relacionado con dafio hepético (Sherman 1991), obesidad (Strauss 2000) y enfermedades
musculares (Rutledge et al. 1985, Lin et al. 1999), sin embargo, ain se desconoce € papel
funcional de GPT2 en procesos fisiopatol dgicos (Y ang et al. 2002).

El glutamato es € aminoacido mas abundante en el cerebro y ha sido muy estudiado por sus
funciones como neurotransmisor excitatorio en el SNC. Ademés, se ha relacionado con una serie de
procesos caracteristicos del buen funcionamiento cerebral: la cognicién, €l aprendizaje y la
memoria (McEntee y Crook 1993). En algunos estudios se ha demostrado que no sélo el glutamato
sino también su precursor metabolico, el alfa-oxoglutarato, se encuentran involucrados en procesos
neurol 6gicos importantes. Peng y colaboradores (1991) encontraron que los astrocitos—células
gliales mas abundantes en el cerebro que llevan a cabo funciones de nutricién, reparacion, y
mantenimiento del tejido nervioso—tienen un papel importante a suplir de glutamato a neuronas
glutaminérgicas no sélo a partir de glutamina sino también a partir de alfa-cetoglutarato (alfa-
oxoglutarato) y alanina. Sin embargo, a pesar de que el glutamato producido a partir de afa
cetoglutarato esta disponible para ser utilizado como neurotransmisor, no constituye la principal
fuente de glutamato intracelular. Esto porgue se ha encontrado que—a menos en rata—tanto la
glutamina como el 2-oxoglutatarato, son precursores importantes del glutamato consumido en el
cerebro (Shank et al. 1989).

La mutacidén G96R en GPT2 podria estar causando alteraciones en la concentracién de glutamato o
su precursor €l alfa-oxoglutarato. Debido a que esta enzima cataliza una reaccién reversible, se
podria afectar el equilibrio quimico en ambas direcciones, es decir, produciéndose un exceso de
glutamato o, por €l contrario, disminuyéndose los niveles de glutamato. En el primer escenario, un
exceso de glutamato podria convertirse en un agente toxico que podria provocar apoptosis, llevar a
la neurodegeneracion (Niciu et al. 2012) y, por lo tanto, dafiar zonas del cerebro involucradas en
procesos de aprendizaje o memoria. Por otro lado, una disminucion en la sintesis de glutamato
podria afectar mecanismos sindpticos importantes como el LTP (long term potentiation) gue se ha
relacionado con el aprendizaje y lamemoria ((Blissy Collingridge 1993). Una evidencia de que los
niveles de glutamato son esenciales para la adecuada homeostasis en el cerebro son las numerosas

alteraciones en los niveles de glutamato o en receptores de glutamato que se han encontrado en
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pacientes con enfermedades neurodegenerativas como Parkinson (Plaitakis y Shashidharan 2000),
Alzheimer (Hynd et al. 2004), epilepsia (Meldrum 1994), enfermedad de Huntington (Behrens et
al. 2002), esclerosis multiple (Srinivasan et al. 2005) y en NS-ID (Motazacker et al. 2007). GRIK2
codifica para un receptor de glutamato que se encontro relacionado a NS-MR y fue el primer gen
causante de NS-ID involucrado directamente con el SNC (Motazaker et al. 2007).

Si bien es cierto que componenete genético tiene un papel importante en modelar y regular el
neurodesarrollo temprano y en la vida postnatal, la estimulacion extrinseca es esencial para el
modelagje de las conexiones en la vida postnatal. En este sentido, estimulos externos pueden
conducir a la ateracién del circuito nervioso para recordar experiencias que permitan que el ser
humano se adapte mejor a su ambiente y responda mejor a estimulos sensoriales. De esta forma, en
muchos de |os pacientes con alteraciones neurol égicas estos cambios en la conectividad neuronal se
ven interrumpidos (Flavell y Greenberg 2008). Bajo esta premisa, podria darse que en individuos
con mutaciones en genes indispensables para el adecuado mantenimiento del SNC—como podria
ser G96R—que, ademas, se encuentran sujetos a escasa estimulacion temprano en el desarrollo, y
en la vida adulta, puedan presentar un fenotipo mas severo de la enfermedad que padecen. Es
posible que una combinacion entre la alteracién de los niveles en glutamato en €l cerebro, asi como,
poca estimulacion sensorial en los individuos afectados de PZ esté provocando un fenotipo severo

de discapacidad cognitiva en estafamilia.

6.3 Implicacionesy direcciones futuras

La complejidad de enfermedades heterogéneas como |la discapacidad cognitiva no sindrémica exige
la elaboracién de experimentos que proporcionen evidencias para realizar la correlacion genotipo-
fenotipo. Por ello, el efecto G96R en GPT2 y su relacion con el funcionamiento del SNC requiere
de evidencias funcionales. Debido a que la mutacion se localiza en €l sitio activo de GPT2, se
podria comprobar si la mutacion encontrada tiene un efecto fenotipico midiendo la actividad
enzimética de GPT2 normal y afectada. En un ensayo enzimético in vitro mediante la creacion de
un vector con G96R gue se ponga a crecer en un cultivo bacteriano y, a agregar un andlogo del
sustrato, se podria comprobar si GPT2 realiza la catdlisis apropiadamente. Al mismo tiempo, se
podria obtener un cultivo bacteriano control, es decir, un vector con la enzima silvestre. Entonces,
al agregar €l sustrato a cultivo con la enzima mutada, |a produccién de glutamato deberia verse
disminuida o aumentada con respecto a la produccion de glutamato de la enzima silvestre. Por otro

lado, es posible examinar la expresién de GPT2 durante el desarrollo embrionario de un organismo
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modelo como €l ratdn, para observar si GPT2 se expresa en zonas del cerebro—como el hipocampo
y la corteza—involucradas en procesos sinapticos como el LTP. Otras pruebas que podriarealizarse
para estudiar de manera indirecta el efecto de G96R en zonas especificas del cerebro involucran la
observacion de anormalidades morfolGgicas en el cerebro mediante resonancias magnéticas de los
individuos afectados, medicion de los distintos aminoacidos—especiamente el glutamato y el alfa-
oxoglutarato—en €l liquido cefalorraguideo, sangre u oring; y la creacion de un ratén knockout para
GPT2 que permita estudiar efecto de esta mutacion sobre e comportamiento, memoria y

habilidades cognitivas complejas.

Dependiendo del efecto de G96R en GPT2 podria desarrollarse una terapia, ya que, GPT2 en
condiciones normales, podria funcionar como un barredor del exceso de glutamato en €l cerebro. El
efecto neuroprotector de la enzima en condiciones normales podria ser de interés terapéutico para
todas aguellas enfermedades en las que un exceso de glutamato esté dafiando al cerebro (Teichberg
et al. 2009). Por otro lado, si GPT2 fuera incapaz de sintetizar glutamato, podria pensarse en
administrar bajas dosis de glutamato temprano en el desarrollo, a los pacientes con G96R, para

lograr recuperar la homeostasis en |os fluidos cerebrales.

7. CONCLUSIONES

1. La combinacion de técnicas moleculares como la secuenciacion del exomay carreras de
homacigosidad para detectar genes causantes de discapacidad cognitiva no sindrémica con
herencia autosémica recesiva es una aproximacion eficaz en familias con méas de un
individuo afectado y cuyos padres estan emparentados.

2. Se encontrd la mutacion G96R en GPT2, candidato a ser causante de NS-ID en la familia
PZ. Esta mutacién altera el sitio activo de la enzima, impidiendo que el sustrato se una
adecuadamente y, por lo tanto, afectando la funcion catalitica.

3. Lamutaciéon en GPT2 podria estar causando una acumulacién o un descenso en los niveles
de glutamato o su precursor el 2-oxoglutarato.

4. Para comprobar que GPT2 es un gen nuevo asociado a retardo mental se requiere de
pruebas funcionales, por ejemplo, se puede realizar un ensayo enzimatico en el que se
compruebe el efecto de la mutacion en la actividad enzimatica y su relacién con la
produccién de glutamato.

5. Las familias a las que no se les encontré la causa genética de discapacidad cognitiva no
sindrémica podria explicarse porque la mutacion se encuentre en la regién no codificante
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del genoma (intrones, regiones intergénicas, regiones no traducibles, entre otras), en el 20%
del exoma que no fue cubierto por e NGS o que se trate de una mutacion sinbnima.
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9. ANEXOS

Escala del desarrollo integral del nifio (EDIN)

CAJA COSTARRICENSE DE SEGURO SOCIAL

CENTRO: NOMBRE: N® EXPEDIENTE:
SERVICIO: FECHA NACIMIENTO:
No. CAMA: SEXO FECHA.
NOS MENORES DE UN ANO
AREA EDAD
FASE Motoragruesa |  Motorafina |  Cognoscitiva | Lengusje |  Socio-afectiva | Habitos de Salud y Nutricién | DEL
CONDUCTA NIRO
MESES |Se pone de pie Mete y saca cubos de|Devueive la bola Dice algunas Demuestra afecto  |Bebe en taza derramando
|apoyandose una taza palabras cortas (dos poco
11-12 POKI078n0Y)
Camina sostenido de |Golpea un cubo Retiene dos cubos en|Al escuchar i Se enoja cuando Mete la mano en el plato de
una mano contra otro la mano al darle otro |palabra adiés, hace [tratan de quitarle un |comida y se la fleva a la boca
10-11 adios con la mano  |juguete.
Gatea Coge una cuerda con | Jala el pafial para 2 de a ords 'ﬁopﬁo idad si se |Intenta usar cuchara y plato
dos dedos {alcanzar un objeto P P lebra su i6
910 das de gestos
[Permanece sentado Toma un dulce con el]Quita el pafial y toma |Suspende actividad |Se observa en el Demuestra preferencia o
sin apoyo puigar y el indice Ia bola escondida cuando se le dice no |espejolofrotay fo  |rechazo por los alimentos
89 chupa
Se para brevemente |Toma gomita entre 'Butcaobhws Usa gestos para Cambia de actitud Mastica los alimentos
sostenido de manos  |pulgar, indice y perdidos frente a é sus do liegan
7-8 medio |deseos extrafios
Eomm-poyo Toma gomita con lRocuponchiindlin Combina silabas Disfruta jugando al  |Se lieva a la boca sin ayuda
por pocos segundos |pulgar y otros dedos |que selecaedela |ma-ma tata una galleta, pan o tortilla
87 mano
Da vuelta de boca Coge el objeto que se|Sigue con la mirada tmiusomdos Explora la cara de la |Se alimenta con leche
abajo a boca arriba  |le pone frente a 61 juega solo |madre con la vista y |exclusivamente
56 los objetos que caen manos
Se sienta con apoyo, |intenta coger los (Observa un objeto [Emite sonidos Eﬂhlwﬂhﬂn Se alimenta con leche
cabeza firme objetos sin logrario  |antes de meterio a la |repeti do juega con exclusivamente
45 boca "p*."m","b""g""0" |otra persona
Se vuelve Mantiene las manos |Sigue con fa mirada Em«mdm Mira sus manos, Se alimenta con leche
P la bola que se vocales a.e.u juega con ellas y se |exclusivamente
3-4 desplaza en las lleva a la boca
L— movimientos
Al sentarlo mantiene |Rasca los objetos Mueve la cabeza al  |Emite sonidos Utiliza sonrisa social |Se alimenta con leche
la cabeza erecta toca sonat la campanilla |guturales (ggggu) lus
2-3  |segundos
Sostiene |a cabeza  |Aprieta fuerte un lswmmu lﬁapondcnhs Se calma al alzarlo y |Se alimenta con leche
por breves segundos |objeto y luego lo deja |mirada exclusivamenté
1-2 caer de actitud
Boca abajo mantiene |Mantiene manos i-r-‘riialurm‘r-«iacnsl Busca sonido Muestra rostro poco  |Se alimenta con leche
la cabeza de lado.  [f: |
01 |Moro Succién Prens.
Marcha autom. lPdmu Prens. Palmar,
Céd. 4-70-03-3038

DESARROLLO PSICOMOTOR DEL NINO
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NINOS DE 1 A 6 ANOS

56

AREA
EDAD
FASE | Motoraguesa | Motorafina | Cognosciiva | Lenguale | Socioafectva | Habitos de Saludy Nutricion |  DEL
CONDUCTA teNO
ANOS [Salta abriendo y Apafia con una mano |Puede contar de 7 a lUn los verbos en | Parlicipa en No se orina en la cama por las
cerrando las piernas  |una bolsita de arroz |10 objetos do, p y tividades de grupo [noches
futuro
56
Salta hacia atras por |Toca con el pulgar los Dibuja una figura Emplea verbos en Gusta de juegos Fmdavaulmvdavwm
imitacion demas dedos dela  [humana con 4 partes |pasado competitivos solo
4.5 mano
Mantiene el equilibrio Construye puentes confDice si un objeto es | Utiliza oraciones de 5 |Dice su sexo Se lava y seca la cara solo.
en un pie por 8 3 cubos blando o duro a 7 palabras
3-4 |segundos sin ayuda
Se mantiene de pie  |Ensarta cuentas en un |Coloca un cubo Usa aly lural Dice su b Usa solo el inodoro o lefrina
con los talones junfos |cordén lencima de un objeto y cuando lo necesita
253 debajo de él.
Se para en un solo pie comweummdf}s;hhmmmda Construye frases Comparte juegosy  |Avisa para defecar u ofinar
con ayuda 4 a 6 cubos SU cuerpo juguetes, reconoce su
2-25 nombre cuando lo
lescucha
"Sfohjndomﬂhdn Construye torre de 2 a |Sefiala una parte de Sigue dos ordenes Hace berrinche Indica en forma verbal o no
ayuda 3 cubos por imitacién [su cuerpo cuando le i do no se le da lo |verbal que paal esta sucio.
152 [pregunta que quiere
Da unos pasos solo. [Sostiene dos cubos Recupera objetos Dice 2 a 6 palabras  [Juega solo Trata de comer por si solo.
peq en una bajo su
115 mano pafial o taza

DESARROLLO PSICOMOTOR DEL NINO
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9.2 Férmula de consentimiento informado

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

VICERR]:JC']:ORI'A DE INVESTIGACION Escuela de Biologia
COMITE ETICO CIENTIFICO Seccién de Genética y Biotecnologia
Teléfonos:(506) 2207-5006 Telefax: (506) 2224-9367

FORMULA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(Para ser sujeto de investigacion)

Busqueda de genes responsables de discapacidad cognitiva con herencia
autosémica recesiva
Codigo de proyecto: 111-
Nombre del Investigador Principal: Dr. Alejandro Leal Esquivel

Nombre de la Investigadora Asociada: Dra. Gabriela Chavarria Soley

Nombre del participante: Codigo:

A. PROPOSITO DEL PROYECTO

El objetivo del proyecto es buscar alguna mutacion (cambio genético) en pacientes que presentan
retardo mental con herencia autosémica recesiva, o sea afectados con una discapacidad cognitiva
que afecte tanto a hombres como a mujeres que son hijos de padres sanos, sin que haya otros
parientes en la familia que padezcan la enfermedad. La idea es tratar de encontrar la causa
genética de estas enfermedades.

Se requiere analizar a todos los miembros de la familia porque si se encuentra un cambio
genético que podria ser responsable de la enfermedad. hay que comparar a los afectados con los
sanos de la familia, para ver si la presencia de la mutacion concuerda con las caracteristicas
clinicas de los miembros de la familia.

No se puede garantizar que se encontrardn las mutaciones responsables, ni tampoco se puede
asegurar que en un futuro los pacientes van a recibir un tratamiento que les cure la enfermedad
luego de realizado este diagnodstico. No obstante, esta investigacion podria dar las bases para
desarrollar futuras terapias y permitira el diagnostico de personas que no estan enfermas pero
tienen un gen mutado (portadores). El investigador principal de este proyecto es el Dr. Alejandro
Leal Esquivel, genetista, y la profesora asociada es la Dra. Gabriela Chavarria Soley, genetista.

B. .QUE SE HARA?
Si acepta participar en este estudio, se le realizara lo siguiente:
a) Se le hard una entrevista con datos generales del paciente, de la historia familiar, y
de datos clinicos. Esta entrevista sera de caracter confidencial y la informacion

suministrada se utilizard s6lo para los fines de este estudio.
b) Se hara un analisis clinico de los pacientes y de los familiares.

(19 v\
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c) Se tomara una muestra de sangre de 10 mL (cantidad parecida a la que se toma
para un analisis de sangre en un laboratorio clinico), de sangre periférica (a
extraerse del brazo).

C. RIESGOS

La participacion en este estudio puede significar molestia por lo siguiente: el tomar la muestra de
sangre puede causar ardor por la puncion, y podria causar un pequefio moretdn.

D. BENEFICIOS:

Como resultado de su participacion en este estudio, el beneficio que obtendra sera saber la
mutacion causante de la discapacidad cognitiva que sufre. Esta informacion podria ser utilizada
para detectar portadores en el resto de la familia, si esto es deseado. También, identificando la
mutacion causante, podrian hacerse, en un futuro, sugerencias terapéuticas que beneficien al
paciente o a otros pacientes. No obstante, no se obtendra un beneficio directo de tratamiento a
raiz del resultado del diagnodstico. Tampoco se puede asegurar que se localice el cambio genético
que esta causando la enfermedad.

E. Antes de dar su autorizacion para este estudio usted debe haber hablado con el Dr.
Alejandro Leal o con alguno de los investigadores sobre este estudio y ellos deben haber
contestado satisfactoriamente todas sus preguntas. Si quisiera mas informaciéon mas
adelante, puedo obtenerla llamando a investigador principal al telefono 2207-4043 (de 8
am. a 12 m. o de | a 5 p.m.). Cualquier consulta adicional puede comunicarse a la
Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de Costa Rica a los teléfonos 2207-4201 6
2207-5839, de lunes a viernes de 8 am. a 5 p.m.

F.  Recibira una copia de esta formula firmada para su uso personal.

G. Su participacion en este estudio es voluntaria. Tiene derechc de negarse a participar o a
discontinuar su participacion en cualquier momento, sin que =sta decision afecte la calidad
de la atencion médica (o de otra indole) que requiera.

H. Su participacion en este estudio es confidencial, los result:dos podrian aparecer en una
publicacion cientifica o ser divulgados en una reuniéi cientifica pero de una manera
anénima.

I.  No perdera ningtin derecho legal por firmar este docume ito.

J.  (Autoriza que en caso de necesidad, la informacién y las muestras obtenidas para esta
investigacion podrian transferirse a otros investigado: es bajo el Acuerdo de Transferencia
de Material Biologico (MTA), siempre que se respete totalmente su confidencialidad?

(Independientemente de su respuesta, Ud. podra participar en este estudio).

Si No

£ ETICO CIENTIFICO
" C'EC “,‘(‘6



K. ;Autoriza el uso del material genético para otros estudios relacionados con la enfermedad,
siempre que se proteja su confidencialidad? (Independientemente de su respuesta, Ud.

podra participar en este estudio).

Si No

CONSENTIMIENTO

He leido o se me ha leido, toda la informacion descrita en esta formula, antes de firmarla. Se me
ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas en forma adecuada.
Por lo tanto, accedo a participar como sujeto de investigacion en este estudio

Nombre, cédula y firma del sujeto (nifios mayores de 12 afios y adultos) fecha
Nombre, cédula y firma del testigo fecha
fecha

Nombre, cédula y firma del Investigador que solicita el consentimiento

Nombre, cédula y firma del padre/madre/representante legal (menores de edad) fecha
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9.3 Datosclinicos que conforman €l expediente de los pacientes.

Per spectiva clinica

Nombre

Edad

Embarazo (i.e. tipo de embar azo, complicaciones)

Desarrollo del nifio

-Edad de cuando se sent6 por primeravez:

-Edad dela primera vez que caming:

-Edad dela primera vez que hablé:

Defectos organicos (i.e. espina bifida, defectos en el corazén)

Habilidades (i.e. caminar, hablar, jugar con otros nifios, comportamientos agr esivos)

Examenesrealizados (MIT, EEG, | Q)

Complicaciones u hospitalizaciones

Tipo de escuela ala que asiste:
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9.4 Genealogia de la familia PZ utilizados para el andlisis de ligamiento.
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9.5 Haplotiposdelafamilia PZ: para poder realizar €l andlisis de ligamiento se tuvo que
partir la familiay aqui se presentan los haplotipos de las regiones que pr esentaron 1os

puntajes LOD masaltos.
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B) Genealogia C, Cromosomal6
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C) Genealogia D, cromosoma 2
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E) Genealogia E, cromosoma 2
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9.6 Analisis de secuencias para los cambios genéticos en los genes SNTG2, RAB17 y

ILKAP en todoslos miembros delafamilia ME.

A. SNTG2

¢ Fle Edit Sequence Contig Project NetSearch Help 4
@ Position: 205 166

. 1 1§0 1 1"’0 1 I?U 1 I?U 1 Z?U 1 Z‘}U 1 Z?U Il Z?U Il z‘I‘U . Z?D 1 Z?O 1 Z?o 1 Z?U 1 Z?U 1 3[\“] 1 3}0 1
D Translate D Consensus CCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTOTCTITCAGGGAGGTTCTGAGCACAACGTCCCTRTCGTCATATCARA K] TCGAAGACCAAGCAGGTARAMACAGCCARAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCA-TTTGTGAGATAACAR
SNTG2. SEQ (1>463) — At
}EUQ _MEO10_SNTGZ_R_Validation PZ_ME_R_2013-01-31.abl(1>420)¢— | CCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTTCAGGGAGGTTCTGAGCACAACGTCCCTGTCGTCATATCAAALA "A) ICGAAGACCAAGCAGGTALAAACAGCCARAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCA-TTTGTGAGATAACAL
P C09_MEOOT_SHTG2_R_Validation PZ_ME_R_2013-01-31.abl{1>420)<~ | CCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTT TCTGAGCACAACGTCCCTGTCGTCATATCAAAAA “Al TCGAAGACCAAGCAGGTARARACAGCCARAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCA-TTTGTGAGATAACAR
}AUQ _MEQ0S5_SNTG2_R_Validation PZ ME R_2013-01-31.abl(1»416)¢— | CCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTTCAGGGAGGTTCTGAGCACAACGTCCCTGTCGTCATATCAAAAA A1 TCGAAGACCAAGCAGGTAAAAACAGCCAAAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCA-TTTGTGAGATAACAA
D Al2_ME009_SNTG2_R_CR_IMR_Validation 2013-02-05.abl{1>413) < | CCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTT TCT CGTCCCTGTCOTCATATCARAAA ‘A1 TCGAAGACCAAGCAGGTAAARACAGCCARAATGACCTGTGTATGCATCACAGECA-TTTGTGAGATAACAR

’DOS ME008_SNTG2_R_Validation PZ ME R_2013-01-31.abl(1>416)¢— | CCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTTCAGGGAGGTTCTGAGCACAACGTCCCTGTCGTCATATCARARA A TCGAAGACCAAGCAGGTARAAACAGCCARAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCA-TTTGTGAGATAACAA
}309 _MEQ06_SNTGZ_R_Validation PZ_ME R_2013-01-31.abl{1>417)¢~ | CCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTTCAGGGAGGTTCTGAGCACAACGTCCCTGTCGTCATATCAAAAA A1 ICGAAGACCAAGCAGGTAAAAACAGCCAAAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCHIUTTTGTGAGATAACAA
}All MEO09_SNTG2_F_CR_MR_Validation 2013-02-05.abl(1>414) — | CCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTTCAI TCT ACGTCCCTGTCGTCATATCAAAAA "AT TCGAAGACCAAGCAGGTAAARACAGCCAAAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCA-TTTGTGAGATAACAL
}AUQ MEQ0S5_SNTG2_F_Validation PZ_ME_2013-01-31.abl(1>417) —> | CCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTTCAGGGAGGTTCTGAGCACAACGTCCCTGTCGTCATATCAAAAL A1 ICGAAGACCAAGCAGGTAAAAACAGCCAAAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCA-TTTGTGAGATAACAA
}EOS ME007_SNTG2_F_Validation PZ_ME_2013-01-31.abl{1>396) — | YCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTTCAGGGAGGTTCTGAGCACAACGTCCCTGTCGTCATATCARALA AT TCGAAGACCAAGCAGGTARAAACAGCCAAAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCA-TTTGTGAGATAACAL
PBog_] ME006_SNTG2_F_Validation PZ_ME_2013-01-31.abl{1>394) — | CCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTTCAGGGAGGTTCTGAGCACAACGTCCCTGTCGTCATATCARRAL 'A] TCGAAGACCAAGCAGGTAAAAACAGCCAAAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCA-TTTGTGAGATAACAL

—

-

®% L

}EUQ MEOLO0_SNTG2_F_Validation PZ_ME_2013-01-31.abl(1>421) CCAGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTTCAGGGAGGTTCTGAGCACAACGTCCCTGTCGTCATATCAAAAA "AT TCGAAGACCAAGCAGGTAAAAACAGCCAAAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCA-TTTGTGAGATAACAA
’DOS_}TEEDS_SNTEZ_F_Val1dat10n_PZ_HE_2013 01-31.abl(1>412) Y CHGTGTGAATCATGATAACCACGTTTCTTTCTGATGGCTTTGTCTTTCAGGGAGGTTCT! CCCTGTCGTCATATCAAAAL ‘A7 TCGAAGACCAAGCAGGTAAAAACAGCCAAAATGACCTGTGTATGCATCACAGCCA-TTTGTGAGATAACAA

B. RAB17

=] SeqMan - [Alignment of Contig 1] l

= Fle Edit Sequence Contig Project NetSearch Help

J Position: 1 5
£ | 1?0 ) 1?0 | 2?0 | Z.}.D | 2%0 | Z:IiU | Z‘IJU | 2?0 | 2?0 ) 2']70 | 2?0 ) 2?0 | 3?0 ) 3}0 | 3%0 | 3?0
= = ' Translate ’ Consensus ATGGCATCATTGCACTGGAGAAACCAGAAGGCAGGTGCTTGGGAAGGAGGGTGGGACGTGCCTCAAGGCGGGCCCTACCTTCCTGGTGATGTCGTACACCAGAAG |G AGCGTTGGCACCCCTGAAGTAGAGGTGGCAGACGCTGTGGTACTTCTCCTGGCCA
RAB17.5EQ(1>575) - :G
}ClD ME007_RAB17 R_CR_MR_Validation 2013-02-05.abl{18>519)¢ | ATGGCATCATTGCACTGGAGAAACCAGAAGGCAGGTGCTT GGGACGTGCCTCAAGGCGGGCCCTACCTTCCTGGTGATGTCGTACACCAGAAG (G AGCGTTGGCACCCCTGAAGTAGAGGTGGCAGACGCTGTGETACTTCTCCTGGCCA!

D F03_MEODS_RABL7_F_CR_MR_Validation_2013-02-05.bl(1>527) — | ATGGCATCATTGCACTGGAGARACCAGAAGGCAGGTGCTTGEGAAGGAGGETEGGACETGCCTCAAGGCGEGCCCTACCTTCCTGETGATGTCOTACACCAGARG )G AGCGTTEGCACCCCTGAAGTAGAGGTGECAGACGCTETGETACTTCTCCTGRCCA
’DlU MEO0S_RABL7 R_CR_MR_Validation_2013-02-05.abl{18>506)¢ | ATGGCATCATTGCACTGGAGARACCAGAAGGCAGGTGCTTGGGAAGGAGGGTGE6ACGTGCCTCAAGGCGGGCCCTACCTTCCTGGTGATGTCGTACACCAGRAG (G AGCGTTGGCACCCCTGARGTAGAGGTGGCAGACGCTGTGGTACTTCTCCTGGCCA!

’510 ME006_RABL7 R_CR MR Validation_2013-02-05.abl(25>503)¢~ | ATGGCATCATTGCACTGGAGAAACCAGAAGGCAGGTGCTT GGGACGTGCCTCAAGGCGGGCCCTACCTTCCTGETGATGTCGTACACCAGAAG (G AGCGTTGGCACCCCTGAAGTAGAGGTGGCAGACGCTGTGETACTTCTCCTGGCCA!
H D FL0_ME010_RABL7_R_CR_MR_Validation 2013-02-05.bl(1>486) ¢~ | ATGGCATCATTGCACTGGAGARACCAGAAGGCAGGTGCTTGEGAAGGAGGETCGCACETGCCTCAAGGCOEGCCCTACCTTCCTGETGATGTCOTACACCAGARG )G AGCGTTEGCACCCCTCAAGTAGAGGTGECAGACGCTETGETACTICTCCTORCCA!
}AU? MEOOS_RABL7_F_CR_MR_Validation_2013-02-05.abl{23>418)— | ATGGCATCATTGCACTGGAGAAACCAGAAGGCAGGTGCTT 'GGGACGTGCCTCAAGGCGGGCCCTACCTTCCTGGTGATGTCGTACACCAGAAG (G AGCGTTGGCACCCCTGAAGTAGAGGTGGCAGACGCTGTGETACTTCTCCTGGCCAI

% DE0S_MEODS_RABL7_F_CR_MR_Validation_2013-02-05.abl(24>495)— | ATGGCATCATTGCACTGGAGARACCAGAAGGCAGGTGCTTGEGAAGGAGGETEGGACETGCCTCAAGGCGEGCCCTACCTTCCTGGTGATGTCOTACACCAGARG )G AGCGTTEGCACCCCTGAAGTAGAGGTGECAGACGCTETGETACTICTCCTGRCCA
@ ’309 MEO0S_RABL7_F_CR_MR_Validation_2013-02-05.abl{23>528) = | ATGGCATCATTGCACTGGAGAAACCAGAAGGCAGGTGCTTGGGAAGGAGGGTGEGACGTGCCTCARGGCGGGCCCTACCTTCCTGGTGATGTCGTACACCAGRAG (G AGCGTTGGCACCCCTGAAGTAGAGGTGGCAGACGCTGTGGTACTTCTCCTGGCCA!

’009 ME00S_RABL7_F_CR MR _Validation_2013-02-05.abl(21»530)— | ATGGCATCATTGCACTGGAGARACCAGAAGGCAGGTGCTT GGGACGTGCCTCAAGGCGGGCCCTACCTTCCTGETGATGTCGTACACCAGAAG (G AGCGTTGGCACCCCTGAAGTAGAGGTGGCAGACGCTGTGETACTTCTCCTGGCCA!
Dc03_MEODS_RABL?_F_CR_MR_Validation 2013-02-05.abl(24>535)— | ATGGCATCATTGCACTGGAGARACCAGAAGGCAGGTGCTTGEGAAGGAGGETCGCACETGCCTCAAGGCOEGCCCTACCTTCCTGETGATGTCOTACACCAGARG )G AGCGTTEGCACCCCTGAAGTAGAGGTGECAGACGCTETGETACTICTCCTOOCCA
}ElD_lEUUQ_RABN_R_CR_HR_Val1datl on_2013-02-05.abl(24>481) ¢~ | ATGGCATCATTGCACTGGAGAAACCAGAAGGCAGGTGCTT 'GGGACGTGCCTCAAGGCGGGCCCTACCTTCCTGGTGATGTCGTACACCAGAAG (G AGCGTTGGCACCCCTGAAGTAGAGGTGGCAGACGCTGTGETACTTCTCCTGGCCAI

D AL0_MEODS_RABL7 R_CR MR Validation_2013-02-05.abl(8>438) <~ | ATGGCATCATTGCACTGGAGARACCAGAAGGCAGGTGCTTGGGAAGGAGGGTGGGACGTGCCTCAAGGCGGECCCTACCTTCCTGOTGATGTCTACACCAGAAG ' AGCGTTG6CACCCCTOAGTAGAGGTGGCAGACGCTETGETACTTCTCCTEGECA

C. ILKAP

SeqMan - [Alignment of Contig, 1] 3
T Fle Edt Sequence Contig Project NetSearch Help

(& Position: 145 501

200 210 220 230 240 280 260 270 20 280 300 310 3 3% 340 o380

= | D Translate D Consensus GTA‘AATGCCAGCCl:ssl:‘rrcl:‘rAcI:ACATGAI:-ACTI:ACATGAGGGAI:GATGGGGGECTACAI:TCCTEGGTGATGTCI;T l: GGATGALL,Abuun,mumn,muLLnn,LuuuuLuJu,n,uLAGECAI:ATAGCCI:TA‘I:MAI:cmGATI:Acl:GAAGM
ILKAP.SEQ(1>497) s c

DAll MEOOS_ILKAP_R_Validation PZ_ME_R_2013-01-31.abl(1>406) ¢— | GTTAATGCCAGC! TTCCTACCACATGAGACTCACAT TGGGGGCCTACACTCCTCGGTGATGTCGT €. GEATGACGTGGGCATCCTGCATCTCCTCCCTCTCACCCTTCCGCTCAGCCACATAGCCCTTCAGACCARAGATCACCGAAGAL

g D C11 ME007_ILKAP_F_Validation_PZ_ME_2013-01-31.ab1(29>307) — | GTTAATGCCAGCCGGGCTTCCTACCACATGAGACTCACAT! TGGGGGCCTACACTCCTCGGTGATGTCRT €. GGATGACGTGGGCATCCTGCATCTCCTCCCTCTCACCCTTCCGCTCAGCCACATAGCCCTTCAGACCARY
D401 ME007_TLKAP_F_ILKAP_05022013_2013-02-06.abl ({1>406) 7 | GTTAATGCCAGCCGGGCTTCCTACCACATGAGACTCACATGAGGGACGATGGG6GCCTACACTCCTCGETGATGTCET C. GEATGACGTGGGCATCCTECATCTCCTCCCTCTCACCCTTCCGCTCAGCCACATAGCCCTTCAGACCARAGATCACCGAAGAL

. P Co3_ME00S_TLKAP_F_ILKAP_05022013_2013-02-06.abl ({4>390) 7 | GTTAATGCCAGCCGGGCTTCCTACCACATGAGACTCACATGAGGGACGATGGG6GCCTACACTCCTCGETGATGTCET C. GEATGACGTGGGCATCCTGCATCTCCTCCCTCTCACCCTTCCGCTCAGCCACATAGCCCTTCAGACCARAGATCACCGAAGAL

o P 403_ME007_ILKAP_F_ILKAP_05022013_2013-02-06. abl {48>322) 7 | GTTAATGCCAGCCGGGCTTCCTACCACATGAGACTCACATGAGGGACGATGGG6GCCTACACTCCTCGETGATGTCET C. GEATGACGTGGGCATCCTECATCTCCTCCCTCTCACCCTTCCGCTCAGCCACATAGCCCTTCAGACCARAGATCACCGAAGAL
D AL1 MEQOS_ILKAP_F Validation PZ_ME_2013-01-31.abl(21>423) — | GTTAATGCCAGCCGGGCTTCCTACCACATGAGACTCACATGAGGGACGATGGGGGCCTACACTCCTCOGTGATGTCET €. GEATGACGTEG6CATCCTECATCTCCTCCCTCTCACCCTTCCGCTCAGCCACATAGCCCTTCAGACCARAGATCACCGAAGAL

8| Dcol ME00S_ILKAP_F_ILKAP_05022013_2013-02-06.abl (55>280) — | GTTAATGCCAGCCGGGCTTCCTACCACATGAGACTCACATGAGGGACGATGGE66GCCTACACTCCTCGETGATGTCGT €. GGATGACGTGGECATCCTGCATCTCCTCCCTCTCACCCT!

@ D B03_ME007_ILKAP_R_ILKAP_05022013_2013-02-06.abl(45>375) €= | GTTAATGCCAGCCGGGCTTCCTACCACATGAGACTCACATGAGGGACGATGEG6GCCTACACTCCTCGGTOATGTCET €. GEATGACGTGGGCATCCTGCATCTCCTCCCTCTCACCCTTCCGCTCAGCCACATAGCCCTTCAGACCARAGATCACCGAAGAL
DBO1_ME007_ILKAP_R_ILKAP_05022013_2013-02-06. abl (44>308) “— | GTTAATGCCAGCCGGGCTTCCTACCACATGAGACTCACATGAGGGACGATGGG6GCCTACACTCCTCGGTGATGTCET €. GEATGACGTGGGCATCCTGCATCTCCTCCCTCTCACCCTTCCGCTCAGCCACATAGCCCTTCAGACCARAGATCACCGAAGAL
DD11 ME0O8_ILKAP_F_Validation PZ_ME_2013-01-31.abl(1295253) — | GTTAATGCCAGCCGGGCTTCCTACCACATGAGACTCACATGAGGGACGATGGG6GCCTACACTCCTCOGTGATGTCOT €. GEATGACGTGEGCAY
D D03 ME00S_ILKAP_R_ILKAP_05022013_2013-02-06. abl (46>295) “— | GTTAATGCCAGCCGGGCTTCCTACCACATGAGACTCACATGAGGGACGATGGG6GCCTACACTCCTCGGTGATGTCGT €. GGATGACGTGGGCATCCTGCATCTCCTCCCTCTCACCCTTCCGCTCAGCCACATAGCCCTTCAGACCARAGATCACCGAAGAL
D D11 ME00S_ILKAP_R_Validation PZ_ME_R_2013-01-31.abl(22>229)¢— | GGACGATGGGGGCCTACACTCCTCGETGATGTCGT €. GGATGACGTGGGCATCCTECATCTCCTCCCTCTCACCCTTCCGCTCAGCCACATAGCCCTTCAGACCAAAGATCACCGAAGAL
D C11 ME0O7_ILKAP_R Validation PZ_ME_R_2013-01-31.abl(33>173)¢— TGCATCTCCTCCCTCTCACCCTTCCGCTCAGCCACATAGCCCTT CCAAAGATCACCGAAGAL
DB11 MEO06_ILKAP R Validation PZ_ME_R_2013-01-31.abl(43>144)¢— | GCCACATAGCCCTTCAGACCAAAGATCACCGAAGAL
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9.7 Andlisis de secuencias par a los cambios genéticos, que no fueron validados, en los
genes SMPD3y SETD1A en los cuatro individuos afectadosy TAOK2 y KIAA0554 en

todos los miembros dela familia PZ.

A Seleceion: 247 <> 247 = 3

|3 13
SUFD3. SEQ(1>474)
W DOT_SHIDI_06_R_xb_114_2013-01-18.ab1(1>399) =

i loki

L6 CCACACT

MM&&M&J‘MMM&

TCGGGCA'G-AGG(AGACGTTGGCAGTGGCAAAG:AGAAG:?T

BGKK A G € AG A

_"12 A

w COT_SMIDI_06_¥_cb_114_2013-01-18.eb1{16>411) —

wBO7_SMPDI_05_R_cb_i14_2013-01-10.ab1 (101>301)—

WAOT_SHIDS_0S_¥_xb_114_2013-01-185.abL(1T>428) ~*

B. SETD1A

5 SeqMan - [Alignment of Contig 1]
X fle [t Sequence Conbg Promct NetSemch Helo -ax
) Position: 1%9 M
180 190 200 210 220 230
3 1 L it L oy s 1 L 1 1 i
g P T 1 » €CACCATCGAGTCCCAGAAGAALGATCG L G AT CTACTCCAAGCAGCCCATTGCOECGETEGACGA

STDIA. SEQ(1>371) - < <
w F03_SETDIA_OS_R_tb_114_2013-01-18.ab1{2>333) *

A

\2{\“/‘ A A QQ\Q/ “‘Q Q! \f\N Bﬂ,ﬂf\{}fmf\,c AVAY

E A CCATCGAGTCCCAGAALGAALGATCGS

\/\/\z AN\ N\/\N\J\/\/\/\J\/\N \/\f_\,\/v »\/\fm( V\/\N\ \/VWAFwN\Ny NN M

A A G C A GCC C A 6 T 6 6 A C

T A wvwvv\@ /\/vv\n&m

B A 8. AT CEGAST e E A 7C['.T TTEGI'BTGBAEGA
\ W"yﬁ AT W\NLZ\A(
f \ 1\
VYW AN WV Y V) AW VWY
EAECAYCUAEICCEAGAADAABATCD;GA

TCTALCcTCCEAABCAOC CE

AT C % R IC R C A NGO h G B0 CiA P P60 C0:F C C-A CoEA:]

w 103_SETDIA_06_R_rb_114_2013-01-18. abl {103330)

w009_SETDIA_06_F_rb_114_2013-01-18.ab1 (33332}~

WwE0?_SETDIA 05_F_rb_114_2013-01-18.ab1{785324)

C. TAOK2

T Fle Cde Secquence Cont) Project NetSesch Meb -8 x
ﬂ Position: 134 520 bp

o o a0 190 200 210 230 20 0 250 20 270 0 280 L0 %0 3w

=1 P Translate D Consensus e A ARG A BT AT T AT T T T T AT GO EACOALCTE EACABAE EEEABEALTY e A AR LA AT SO AGAA OB ADET A ASTEE A SE SOABEABGANBEAGSD

F Taokz.smo(1>502) =
4! PBOs_Pz011_TAOK2_¥_Validation_PI_XE_2013-01-31.0d1(1>445) OO N AT OCONBCEA BT aTE TN OO TTCECTCTOEACTEGECEABOAGCTOC ASGNBAALCECNGEALTY -] KOCGOADANEOCCOATSOCTOC T O ABANGEABCAGETECAGEABTIC AGGH

PEOS_PZ00Z_TAOKZ_F_Yalidation PI_ME_2013-01-31.abl{1»397) T-G0GGGCOGAGCCOATOCOGAGCCAGGTOGGTCCTRACCCTGCTTCCCTETGCACTCGCCCAGGAGCTCCAGGAGAACCCCAGCACTY SC/ AGCH COAGTGOCTGCTHCGGCAGAAGGAGCAGCTCCAGCAGTGCCAGGE AGGH
’COS P2004_ TWKZ ¥_Validation PI_ME_2013-01-31.ebl(1>451) R
DADG_PZO10_TAGK2_¥ Valsdation_PZ_XE_2013-01-31.abl{1>454) TRECGCCLCOACE COATECECAGCCAGETECOTCCTEACCCTECTTCCCTETECACTECCCCACGACCTCCACCAGAACCCCACCACTY 1€) AGC CCACTCOCTOCTOE COCACAAGCACCAGETCCAGCAGTEC CAGES Aced
PAOS_P2001_TAOK2_¥_Validation_PZ_NE_2013-01-31.abl(15449) e

PEOS_PZ006_TAOK2_F_Validarion_PZ_NE_2013-01-31.ab1(1>484)
P GOS_PZ008_TAGKZ_F_Yalidation_PI_NE_2013-0-31.abl(Z>a51)
DA P2010_° TAO)Q R Vuxd“lm hd I! R 2013-01-31.abl(82462) +— R
Do "W" 'I'MIKZ R _Validation " l! l zﬂ“ 01-31.ab1 (1425460} T-GOCOOCCOACECOATCOCCACCCACETRCCTCCTOACCCTOCTTCOCTCTECACTCCCCCACCACCTCCACCAGAACCCCACCACTY €y AGCOCOAGAACGCCCACTEOCTOCTOL COCACAAGCACCACCTCCAGCACTEC CACCC COAGCAGCAAGEAGCY
’IU! P«.Wb TAOK2 R_Validation PZ M R 2013-01-3L.abl(Ex461) pl
'lﬂs PZO0L_TAOK2 R Validation PZ ME R _2013-01-31.abl(%>457) < T-GGG0G GOAG COATGOCGAGC CAGSTEGGTCCTOACCCTGCTTCOCTCTGCACTCGCCCAGGAGC TCCAGGAGAAC CCCAGCACTL 1C) AGCHOOAGAGGCCGAGTEOCTOCTRC GECAGAAGGAGCAGCTCCAGCAGTGCCAGGC GOAGGAGGAAGCAGGY
D COG6_P2012_TAGKZ_F_Validation_PI_NE_2013-0-21.abL(16>373) = i

T-G6G6GCGAGECGATEGCGAGCCABG THGGTCCTGACCCTGL TTCCCTCTRCAC TCGLCCAGGAGC TCCAGGAGAAC CCCAGCALTY (€1 AGCGGGAGAAGGLCOASTHGCTGE TECGGCAGAAGGAGCAGC TUCAGCAGTGLCAGGL AGGH
T-G066GCOOAGCCGATORCOAGCCAGGTOGGTCCTOACCCTGCTTCCCTCTOCACTEGCCCAGGAGCTCCAGGAGAACCCCAGCACT ST/ AGCH COAGTGOCTOCTHCGGCAGAAGGAGCAGCTCCAGCAGTGCCAGHT AGGH

1141114

PHOS_P2009_TAOR2_F_Validaticn_PI¥E_2013-01-31.a51(172398) — b

603 PI008_TAOKZ_R_Validation PI_NE_R_2013-01-3L.abl(A40398)* | T-GOGGGCOGAGECGATOOCOAGCCAGGTGGTCCTGACCCTGCTTCOCTETGCACTCGCCCAGGAGCTCCAGGAGAACCCCAGCACTY Tl AGC! COAGTGOCTOCTUCGGCAGAAGGAGCAGCTCCAGCAGTGLCAGGE AGGY
P05_P2002_TAOK2_R_Validation_PZ_ME_R_2013-01-31.abl(2>390) T

D POS_PZ00T_TAOKZ R Validation PZ_NE R _2013-01-31.ab1 (1425393} | T-GOGGGCOGAGECOATGOCGAGCCAGETHOOTCCTGACCCTGCTTCOCTCTGCACTCOCCCAGGAGCTCEAGGAGAACCECAGCACTY 161 RGCOOGAGAAGGCCOAGTEOCTOETOCGECAGANGGAGEAGSTCCAGCATTOCCAGGCGOAGGARGAAGEATG
P CO6_p2012 TAGK2_R_Validation PZ_ME_R_2013-01-31.abl(2>308) *— i TOCT
PBOG_P7011_TAOK2_R_Validation_PZ_XE_R_2013-01-31.0b1(2>388) *— | T-GGGGGCOGAGCCOATOOCOAGECALGTIGOTCCTRACCCTGCTTLCCTCTGEACTUGCCCAGGAGCTCCAGGAGAACCCCAGEACTY *C) L SO0GGAGAA CaCCGAETOGCTCC TGO CANCACCAC TOCASCAL TEC CAGOCORAGRACCALCACH
P005”P200S TAOKZ_K_Validation ¥I_NE_R_3013-01-3L.abl(37376) *~ | T-GGGGGCOGAGCCGATGOCGAGCCAGGTOGGTCCTHACCCTGCTTCCCTCTGCACTCGCECAGGARCTCCAGGAGAACCCCAGCACTY (Tl AG COAGTGGCTOCTOCGGCAGAAGGAGCAGCTCCAGCAGTGECAGGE A
PD0S_PI013_TAOK2_P_Validation_PZ_¥E_R_2013-01-31.abl(1413372)¢— <

P10S”P00S TAGKZ_Y Validation PI_XE_2013-01-31.ab1{130401) |  1GGOCCCCOAGECCATECECACCCACETEECTCCTEACCCTECTTCCCTETECACTCOCCCACGACCTCCACCAGAACCCCACCACTY 161 AGCH CCACTCCCTOCTECCOCAGAAGOACCAGETCCAGCAGTC CAGES ACCq
B FOS_PI007_TAGKZ_F_Validation Pz_NE_2013-01-31.ab1{130>34D) — :

PEOS_PI014_TAOKZ_F Validarion PZ_WE_2013-01-31.ad1(130308) — | GGAGECGATEECEABCCAGETEGGTCCTOACCOTGLTTCCCTETGCACTEGCCAGGAGCTCCAGGAGAAC CECAGLACTY (C) AGC COAGTGOCTOCTRCGGCAGAAGGAGCAGCTUCAGCAGTGL CAGGE AGGY
PDOG_PZ013_TAUKZ_F_Validation_P2_NE_2013-01-31.abl(142303) — ! el

PHos_) "009 TAO)Q R Vu!dunn b3 I! R 2013-01-31.ab1(139>322)% l R
PEOS_PIO14_TAOKZ_R_Validaticu_PI_XE_R_2013-01-31.abl(105273) * VEAGCAGCTCCACGAGAACCCCAGCACTY *Ci AGCGCCACAACGCCGACTEACTECTCCECEAGAAGCAGEAGETECAGCACTEC CAGGCCOAGGAGCAACCACGH
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D. KIAA0554

X Fle Edt Sequence Cotip Project NetSewrch Hep B
!lonum: 136

Oy b Teanaiste b conrensus

Pr08_12014_KIAADSSE_R_Validation_b3_WE_R_3013-01-31.ab1 (1>367] — oreTeern
KIAROS56. SEQ (1> —

(. A

P F07_F2007_KIAADSSS 5 Validatiem PIME R 2013-01-31.ab1 T AL \CGCAGT
Pro. {_Z01301-31, ab1 [1>334) *~ T AL
P cor”raoo {_2013-01-31 . b1 (13353} TT AC
A

T AL \CGEAGT

T AL \CGCAGT

T AL \CGCAGT

AL
A
T AL LCGCAGT
T AC \CGTAGT
TTCCCTCOTETE TT AC WCGCAGT
AL
= T AL \CGCAY
- T AL CGCAR
T A
- | Toce AGAAGECTT AC \COCACT
X = T
n_mn-m-n a1iD3s6)]  — T AC LCGCAGT
ME 2013.01.31.eb1{1>358) T AC \CGCAGT
Volidation_P%_ME_2013-01-31,ab3(123855) % AGAAGCCTT AL LCGCAGT
X 2013-01-35 bl (o3 = T AL
Ma‘ mm_xnmsu_ 5.3 - AL
D07 72004 KIAADSES ME2013-01-31.ab1{80356)  — T AL LCGCAGT
D F07_rz007_KIAAOSSS_¥F_Validaticn PI_ME_2013-01-3L.ab1(T5r3%8) -+ I i T AC \OGCAGT




