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1. RESUMEN

Las hiperfenilalaninemias son enfermedades genéticas, de
herencia autosémica recesiva, que afectan al gen codificante de la
enzima fenilalanina hidroxilasa o a las enzimas responsables de la
sintesis y regeneracion del cofactor de la PAH, la tetrahidrobiopterina,
indispensables para convertir la L-Phe en L-Tyr. Dicha enfermedad
incluye desde fenotipos benignos que no requieren de tratamiento
(hiperfenilalaninemias benignas) a otros mas severos (retraso mental
severo, microcefalia, epilepsia, rasgos psicoticos, etc.) englobados en el
espectro fenotipico de la denominada fenilcetonuria.

Actualmente, debido a la dificultad de mantener una dieta
estricta en cantidades de Phe existe en el mercado, y se esta trabajando
en nuevos, farmacos que ayudan a disminuir la Phe en plasma sin
necesidad de restringir su ingesta, pudiendo asi liberalizar la dieta. Para
recibir tratamiento con BHs, asi como para el diagnoéstico,
categorizacion y establecimiento de la relaciéon entre genotipo y
fenotipo del paciente como parte del prondstico del mismo y consejo
genético, es necesario realizar un estudio molecular de las mutaciones
en paciente y familiares directos (portadores sanos).

En nuestra comunidad auténoma, sélo cuatro pacientes
disponian del estudio mutacional (realizado en laboratorios nacionales),
de un total de 45 casos. Esta carencia y su fuerte repercusion presente
y futura en los pacientes PKU ha llevado a realizar el primer estudio de
mutaciones en el gen PAH en Canarias, con los objetivos de describir
la epidemiologia en nuestra regiéon y su relaciéon geno-fenotipica, asi
como valorar el tratamiento con BHy. Las  frecuencias mutacionales

encontradas difieren de las encontradas en trabajos previos de la

23



peninsula ibérica y area mediterranea, siendo nuestra mutacion mas
prevalente (p.R408W) la mas frecuentemente hallada a nivel mundial.
Las formas mayoritarias son las formas de fenotipo benigno, y se ha
establecido un protocolo diagnéstico molecular para nuestra
comunidad, asi como hallado una nueva mutacién no descrita
previamente (p.P409L). Las bases de datos mutacionales y clinicas de
PKU ofrecen una buena prediccién de los efectos sobre el paciente.
Es fundamental este tipo de estudios en enfermedades genéticas
desde el nacimiento y diagnéstico de los pacientes, sobretodo en
aquellas cuyo conocimiento puede suponer cambios beneficiosos en el

tratamiento de los pacientes.
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2. INTRODUCCION

La fenilalanina (Phe, CoH11NO>) es un aminoacido aromatico y
uno de los 10 aminodcidos esenciales del ser humano. Se encuentra
tanto como componente de proteinas en su forma L-fenilananina (L-

Phe) (somatostatina, hormona corticotropa (ACTH), angiotensina,

etc.), como precursor de la L-Tirosina (L- NH,
Tyr), reaccion catalizada por la fenilalanina-4- OH
monooxigenasa o fenilalanina hidroxilasa o

(PheOH, PAH, EC 1.14.16.1). La PAH es una enzima dependiente de
cofactor 6(R)-L-eritro-tetrahidrobiopterina (BH,) para catalizar dicha
reaccioén, siendo el inicio de la via metabdlica implicada en la sintesis de
dopamina, adrenalina y noradrenalina en el Sistema Nervioso Central
(SNCO).

La fenilcetonuria (Phenylketonuria, PKU, OMIM #267600) es
una de las enfermedades genético-metabolicas de pequefia molécula de
las que mas se ha estudiado y escrito en los ultimos 70 afios. De herencia
autosOmica recesiva, afecta a la hidroxilacién de la L-Phe hacia L-Tyr,
por alteracion de la estructura y actividad de la PAH (Blau et al., 2010;
Mitchell et al.,, 2011; Scriver, 2007). El espectro de enfermedades
asocladas a la alteracion de la actividad de la enzima PAH comprenden
la PKU, hiperfenilalaninemias benignas (HPA) y las alteraciones en las
enzimas que se encargan de la sintesis y regeneracion del cofactor, las

cuales no se analizaran en el presente trabajo.

L-Phe + BHs + NADH + H'+ O, = L-Tyr + BH, + NAD" + H,O

Englobada dentro de las "aminoacidopatias", un cambio en la

estructura de la PAH conlleva una alteracion de su actividad, en mayor
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o menor medida y, como consecuencia, un acumulo de fenilalanina en
el organismo. Este aminoacido aromatico e hidréfobo es esencial para
el ser humano, obteniéndose en su mayor parte de las proteinas
ingeridas en la dieta. El acamulo de Phe disminuye el transporte de los
demas aminoacidos (LNAA, aminoacidos largos neutros) a nivel de los
transportadores transmembrana celulares a nivel intestinal y cerebral, lo
que se asocia a un déficit de neurotransmisores dependientes de
catecolaminas. Asi, las manifestaciones clinicas de la PKU derivan de la
acumulacion de la Phe, aunque su mayor efecto negativo es a nivel del
SNC, pudiendo manifestar los pacientes fallo de medro, retraso mental,
microcefalia, convulsiones y alteraciones neuropsicolégicas varias como
TDAH, alucinaciones, etc.

Su frecuencia varfa segin razas y regiones, siendo la raza mas
frecuentemente afectada la caucasica (1:10.000) y dentro de las regiones
con mayor nimero de fenilcetondricos son Inglaterra, Alemania y

Espafia (PAHdb, http://www.PAHdb.mecgill.ca), aunque estos datos

pueden que disten de la realidad, ya que son paises con un alto estudio
en PKU y de los que mas publicaciones realizan sobre el tema. El
diagnostico se realiza fundamentalmente en los pafses occidentales y del
primer mundo en el cribado neonatal desde hace mas de 50 afios, con
estudio estudio molecular posterior mediante DGGE y secuenciacion
directa. En Espana, el cribado neonatal para PKU se inicié por primera
vez como proyecto piloto en Granada como una iniciativa del Prof.
Federico Mayor Zaragoza en el ano 1968, extendiéndose
progresivamente al resto de la geografia nacional gracias al Plan
Nacional de Prevencion de la Subnormalidad, apoyado por Su Majestad

Ta Reina D™ Soffa.
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Actualmente, gracias al Cribado Neonatal Ampliado (CNA)
podemos cuantificar no sélo la Phe, sino también la Tyr, estableciendo
el cociente Phe/Tyr, aumentando la sensibilidad de dicha prueba para
el diagnéstico de las HPA/PKU. Este tipo de ctibado, ha aumentado
su presencia en las Comunidades Autéonomas de Espafia, estando
disponible en un gran nimero de ellas.

El pronéstico antes del descubrimiento de la causa de la PKU,
y sobretodo, del inicio de la dieta libre en Phe, era devastador para el
paciente. Actualmente con dieta libre de Phe, los pacientes son capaces
de llegar a la edad adulta con un desarrollo psicomotor cuasi normal,
aunque en los dltimos afios se han descrito muy discretas alteraciones

neurolégicas en los pacientes PKU.

2.1. HISTORIA

La historia de la fenilcetonuria viene marcada principalmente
por cuatro grandes nombres: Folling, Jervis, Bickel y Guthrie; y su
estudio a comienzos del siglo XX, supuso el primer avance en multitud
de pasos hacia el desarrollo diagnéstico y tratamiento de las
enfermedades metabdlicas. La primera causa reconocible de retraso
mental, la primera ruta metabolica y la descripcion de su alteracion en
el contexto de una enfermedad, asi como el primer tratamiento que
cambié totalmente la evolucién y prondstico de una enfermedad
genética fueron los avances realizados gracias al estudio de la PKU.

Ya desde algunas décadas antes de que fuera descrita, Pearl S.
Buck, escritora estadounidense y ganadora del Premio Nobel de

Literatura en 1938, se convirti6 en la primera mujer norteamericana que

recibia dicho galardén, hablé en su libro “The Child Who Never Grew”
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(Buck, 1950) de su hija, Caroline Grace, nacida en 1920 y diagnosticada
afios mas tarde de PKU, cuya descripcion narra la evolucion natural de
un paciente afecto de PKU con clinica clasica sin tratamiento.

A finales de los afios 20, dos hermanos (Liv y Dag Egeland)
nacieron con una cualidad peculiar de la cual su padre, Harry Egeland,
se dio cuenta: su orina olia como la de los ratones. Intrigado por este
hecho, acudieron €l y su mujer, Borgny, al Dr. Asbjorn Folling (1888-
1973), un médico noruego que utilizaba métodos bioquimicos para el
diagnostico de algunas enfermedades. En la época se realizaban pruebas
como afladir cloruro férrico para acidificar la orina, con el fin de
detectar cuerpos cetonicos en ella. Al realizarla sobre la orina de los dos
hermanos, la otina se tornaba en verde oscuro de forma transitoria. Esta
reaccion no estaba descrita hasta la fecha, ya que la coloraciéon deberia
haber sido azul. Estudios posteriores identificaron el exceso de acido
fenilpiravico como probable causante de la reaccion. En 1934, Folling
describifa el evento bioquimico que identificaba la fenilcetonuria, y
establecia el nombre de “Oligofrenia Fenilpiravica” o “Imbecillitas
phenylpyronvica” (Folling, 1934), que mas tarde serfa reemplazado por el
de Fenilcetonuria en 1937 por Penrose y Quastel (Penrose et al., 1937).
Era la primera vez que se relaciona un retraso mental a un desorden
bioquimico.

En 1953 Jervis demuestra el déficit enzimatico de la PAH
hepatica en pacientes PKU (Jervis, 1953), y s6lo un afio mas tarde Bickel
establece la restriccion de Phe en la dieta como tratamiento de los
fenilcetonuricos (Bickel, 1954). En 1963, Kaufmann describe la accién
como cofactor de la BH, sobre la PAH para ejercer su accidn catalitica
sobre la fenilalanina (Kaufman, 1963) y Guthrie y Susi establecen un

método de mediciéon mediante inhibicién microbiana por la cual realizar
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un cribado neonatal masivo de PKU (Guthrie and Susi, 1963). En 1978,

Danks describe pacientes con una extrafa condicién denominada

“HPA maligna”, asociada al déficit del cofactor BH, (Danks et al., 1978).

En 1985, Kwok y su equipo mapean y clonan el gen y cDNA asociado
a la PKU (Kwok et al., 1985) y en el afio 1999, Erlandsen y Stevens

cristalizan y describen a 2A de resolucién la estructura de la PAH

(Erlandsen and Stevens, 1999).

Otras fechas a destacar son:

1967: Dick Koch crea el Estudio Nacional sobre PKU.

1980: Lenke y Levy reconocen el sindrome de fenilcetonuria
materna o embriopatia por PKU (Lenke and Levy, 1980),
aunque ya habfa sido descrito por Dent en 1957 (Dent, 1957).
1993: Se recomienda dieta libre de Phe de por vida. Shedlovsky
y McDonald crea el ratén PKU (PAH*"") (Shedlovsky et al,
1993).

1998: El laboratorio de Stevens determina la estructura
tridimensional de la PAH (Fusetti et al., 1998).

1999: Kure (Kure et al, 1999) propone la BH4 como
tratamiento.

2007: Es aprobada en EE.UU en diciembre por la FDA para su
comercializacién en el mercada la Sapropterina diclorhidrato
(Kuvan®).

2009: rAvPAL-PEG entra en ensayo clinico Fase 1
(ClinicalTrials gov 1dentificador: NCT00925054).
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La cantidad de articulos cientificos sobre la PKU han sufrido de
altibajos a lo largo de su historia, manteniéndose en la actualidad en una
media de 100-120 articulos/afio, enfocados la mayor parte de ellos en
el manejo clinico de los pacientes, determinaciones de otros parametros
analitico-bioquimico-somatométricos de estudio y nuevos tratamientos
enzimaticos, como el realizado con BHi y otras moléculas con
capacidad de infundir en la PAH una mejoria en su funcién de base
alterada (chaperonas). Las nuevas mutaciones descritas a lo largo de
todo el mundo, otro de los campos actuales de estudio, y cuyo interés
radica en la respuesta o no del paciente con determinadas mutaciones
al tratamiento con BHy, son la base de la comprension de la relacion
genotipo-fenotipo de la PKU. Ademids, lo esfuerzos a nivel
gubernamental y de cribado neonatal se estan centrando en crear bases
de datos globales para aumentar el conocimiento de la verdadera

epidemiologia de la PKU.

2.2. EPIDEMIOLOGIA

La fenilcetonuria tiene una mayor incidencia entre personas de
raza caucasica que entre otras razas, siendo ésta de aproximadamente
1:10.000 (Scriver et al., 1995). Entre los pafses con una alta frecuencia
de PKU se encuentran Turquia, probablemente de las incidencias mas
altas del mundo con aprox. 1:4.000 RN (Ozalp et al., 2001), en gran
parte debido a la alta tasa de matrimonios con individuos de una misma
familia (consanguinidad). Junto con Turquia, Europa presenta dos
regiones mas con alta incidencia de fenilcetonuria, como son Sicilia con
una incidencia de 1:2.500 RN (Trunzo et al., 2013) y el norte de Irlanda
con una incidencia de aprox. 1:4.500 RN (Zschocke et al., 1997, 1995).
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El resto de pafses presentan unas incidencias variables (Tabla 1)

(Zschocke, 2003).

Incidencia Incidencia
Espafia 1:10.000 Turquia 1:4.000
Portugal 1:15.000 EE.UU 1:15.000
- , . . 1:25.000 —
Sicilia 1:2.500 América latina 1:50.000
Suecia 1:20.00 Africa 1:100.000
Irlanda 1:4.500 Tailandia 1:200.000
. . , 1:70.000 —
Finlandia 1:100.000 Japon 1:143.000
Alemania 1:8.000 China 1:15.000-1:100.500
Inglaterra 1:12.000 Corea del sur 1:41.000

Tabla 1. Incidencias de PKU en diferentes paises del mundo (Blau et al., 2010;
Mitchell et al., 2011)

En Espana, hasta la fecha se han publicado 2 grandes trabajos
con pacientes de todas las regiones en el centro inicial de referencia
nacional de los pacientes analizados hasta el momento (L. Desviat et al.,
1999; Pérez et al., 1997) y 3 mas por regiones: Catalufia (Mallolas et al.,
1999), Galicia (Couce et al., 2013) y Andalucia (Bueno et al., 2013). El
comun denominador entre todas ellas es la mutacion IVS10-11G>A,
mutacién mas frecuentemente encontrada en todos los trabajos del area
mediterranea con frecuencias entre el 10,9% y el 13,8%. Para la segunda
mutaciéon mas frecuente, existe concordancia en el norte de Espafia
(p-R261Q)), no asi en el sur, que pasa a ser la p.S349P. También difieren
en las incidencias, ya que en Catalufia se encontré una incidencia de

1:6.600 RN, mientras que en Andalucia es la mitad (1:12.000).
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2.3. GENETICA Y FISIOPATOLOGIA

2.3.1.Genética

El gen PAH contiene 96 kb (101835511-101756234 pb),
localizado en el cromosoma 12 (12q22-q24.1) y un tamafo de 2,4 kb
para cDNA que codifica, formado por 13 exones (Erlandsen and
Stevens, 1999), sin que haya evidencia de splicing alternativo que genere
variantes. Dicho gen se encuentra flanqueado en el cromosoma 12 por
el gen IGF1, que codifica el factor de crecimiento insulin-like IGF-1
(somatomedina C) y cuya enfermedad viene definida por su déficit y
por el gen ASCL1 (Achaete-Scute Complex Homolog 1), cuya
expresion da como resultado un factor de trascripcion de la familia de
las hélice-bucle-hélice basicas, y la mutacion origina un déficit congénito
del control autondmico, también denominado sindrome de

hipoventilacion central congénita, Sindrome Ondine-Hirschsprung.

Figura 1. Cromosoma 12 (esquema) con localizacién del gen PAH e imagen

tridimensional del monémero de la proteina PAH.
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La herencia es autosémica recesiva, es decir, ambos padres han
de ser portadores de una mutacion en uno de sus alelos y transmitirla
conjuntamente a los descendientes para manifestar la enfermedad. La
probabilidad de obtener un paciente PKU de 2 portadores sanos es del
25% en cada embarazo, asi como un 50% de obtener portadores sanos

y un 25% de tener un hijo sano no portador (Figura 2).

| B
D B

Figura 2. Arbol genealégico con las posibles opciones de descendencia de dos

progenitores portadores de una mutacion para el gen PAH.

Mais de 900 mutaciones diferentes han sido descritas en las bases
de datos actuales en el gen PAH (BIOPKUdb, PAHdb y HGMD),
reconociendo nuevas mutaciones con cada nuevo trabajo que se realiza

en poblaciones y regiones no estudiadas previamente (Tabla 2).

Mutacién PAHdb ‘ BIOPKU HGMD
Missense 341 - 519
Splicing 62 - 104
Reguladoras - 2
Pequenas delecciones 76 - 88
Pequenias inserciones 10 - 17
Pequefias INDELS - 6
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Grandes delecciones - - 46
Grandes inserciones - - 3
Complejas - 2
Repeticiones - 0
Silenciosas 32 -
TOTAL 489 908 787

Tabla 2. Numero de mutaciones descritas en las distintas bases de datos
actuales por tipo, salvo BIOPKUDB, que no dispone de desglose (5 de septiembre
de 2015). INDELS= insetciones/delecciones.

En su mayorfa, las mutaciones descritas corresponden a
cambios missense o de nucleétido en el DNA codificante que conllevan
un cambio en el aminodcido correspondiente, y que comprenden
aproximadamente el 60% de las mutaciones encontradas hasta el
momento. El resto, mucho mas infrecuentes, se reparten por orden de
frecuencia entre pequenas y grandes deleciones y pequefias inserciones
y mutaciones que afectan a zonas de splicing en DNA intrénico, siendo

el resto de tipos de alteraciones en el DNA practicamente anecdoticas.

2.3.2.Ruta metabolica y fisiopatologia

La L-Phe sigue tres rutas principales en su metabolismo, aparte
de incorporarse a las cadenas polipeptidicas formando estructuras
proteicas: es hidroxilada hacia tirosina mediante la PAH, hacia
feniletilamina por decarboxilacién o hacia fenilpiruvato por
transaminacion (Scriver and Kaufman, 2001) (Figura 3). El primer paso
es esencial en la sintesis de catecolaminas (dopamina, noradrenalina y

adrenalina), y secundario en la sintesis de otras hormonas (melanina) y
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moléculas primordiales dentro de las rutas metabdlicas basicas como
fumarato y acetoacetato. El resto son vias metabolicas alternativas que
producen metabolitos inactivos como fenilpiruvato, fenilactato e
hidroxifenilacetato, que son eliminados por la orina (Williams et al.,
2008), pero que en grandes cantidades al activarse y acumularse en el

SNC, producen neurotoxicidad, como se vera a continuacion.
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El bloqueo en el paso de L-Phe a L-Tyr por alteraciéon en la
estructura y funciéon de la PAH produce un acimulo de la fenilalanina
en el organismo. L.a PAH, una monooxigenasa que utiliza oxigeno y
NADH como catalizadores ademas de un cofactor, 1a BH4, es un
tetramero en su forma activa y se localiza principalmente en higado y
rifiones. Cada monémero consta de 3 dominios: regulador (1-142),
catalitico (143-410) y tetramerizacién/C-terminal (411-452); con una
longitud de 452 AA codificados como se ha visto previamente por el
gen PAH. Su expresion se localiza principalmente en el higado y, en
menor medida, en el rifién (Lichter-Konecki et al., 1999; Scriver, 2007).

En el SNC, el acimulo de Phe y derivados de las vias
alternativas de decarboxilacion y transaminacion, es una de las causas
que se postulan como causantes de los sintomas presentados ya que,
aunque es la manifestacion principal el aumento de Phe en sangre, no
es la tnica que se produce a consecuencia de este bloqueo, ni parece ser
la dnica condicién necesaria para que los pacientes manifiesten las
alteraciones neurolégicas clasicas (Scriver and Waters, 1999).

En una revision de este afio 2015, se engloban todas las teorfas
fisiopatologicas descritas hasta el momento sobre cual o cuales son las
causas principales del dafio causado en el SNC de los pacientes PKU.
De forma resumida y debido en la gran mayoria de las opciones a las
altas concentraciones de Phe en plasma y sus derivados, se ve afectado
el entorno REDOX (6xido-reduccién) a nivel cerebral en sus
componentes enzimaticos y no enzimaticos, encargados de evitar un
estrés oxidativo, produciendo un dafio a todos los niveles (DNA,
proteinas y lipidos). El metabolismo de los neurotransmisores por 1)
tener mayor afinidad la Phe por el transportador de LNAA localizado

en la BHE, disminuye las concentraciones de Trp y Tyr, con los cuales
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compite; y 2) ser la Phe un inhibidor directo de la tirosina hidroxilasa y
de la triptéfano hidroxilasa, esenciales para la continuacion de las rutas
metabolicas hacia la sintesis de catecolaminas, serotonina, melatonina y
melanina (Figura 3). El transportador de aminoacidos tipo-L con
expresion a nivel cerebral y localizado en la BHE, LAT1-2 (el tipo 2 es
una isoforma del 1), es el encargado de facilitar el paso a los LNAA a
dicho nivel y mantener la homeostasis aminoacidica cerebral (Fukasawa
et al., 2000; Kanai et al., 1998; Segawa et al., 1999).

La sintesis proteica y lipidica sufren de manera importante con
las altas concentraciones de Phe, siendo un hecho observado en
diversos trabajos, tanto a nivel cerebral como en plasma de
determinados modelos animales HPA y pacientes PKU. Se han
observado alteraciones de las enzimas responsables de la sintesis de
proteinas cerebrales, asi como de los derivados del colesterol,
fosfolipidos y acidos grasos poliinsaturados de cadena larga. Las
repercusiones de estas alteraciones se ha manifestado y recogido en
diversas publicaciones en la plasticidad sinaptica, inmunoglobulinas
plasmaticas y dafios en la neurotransmisioén y bioenergética, aunque no
esta claro si estos eventos son debidos al efecto téxico de la Phe y sus
derivados o al pobre estado nutricional de los pacientes PKU.

La energética celular, especialmente importante para el tejido
cerebral, sufre alteraciones a todos los niveles, observandose efectos en
el metabolismo de la glucosa (oxidacién), cadena respiratoria
mitocondrial, ciclo de Krebs y creatina kinasa (Schuck et al., 2015).

En 2012 en la revista Nature, Adler-Abramovich describié por
primera vez un nuevo origen de la etiopatogenia neurolégica en la PKU.
Previamente, en 2011, un trabajo de Leandro y colaboradores

expusieron el hallazgo de una determinada mutaciéon en el dominio
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regulador, p.G46S, y la tendencia de la proteina resultante a formar
estructuras fibrilares de si misma (Leandro et al., 2011). Posteriormente,
se observaron estructuras similares a depdsitos amiloideos en
hipocampo del modelo de raton PKU (PAH”*) y en la corteza patietal
de pacientes PKU (Adler-Abramovich et al., 2012), corroborando las
observaciones previas. Esto abrié una nueva linea de investigacion
sobre las repercusiones que estos depositos pudieran acarrear al SNC,
asi como nuevos tratamiento a investigar en modelos animales PKU
(Shaham-Niv et al., 2015; Singh et al., 2014). Dichas terapias se
abordaran mds adelante en la seccién de tratamiento.

Este conjunto de eventos adversos metabdlicos en cada tipo
celular del tejido cerebral y, probablemente otros atn desconocidos,
generan las manifestaciones clinicas neuro-psicologicas que presentan
los pacientes PKU, en mayor o menor medida, y siempre con un
desencadenante comuin a todos: las altas concentraciones de Phe

plasmaticas y cerebrales.
2.4. CLINICA

La clinica o fenotipo clinico que presentan los pacientes con
PKU viene determinada por distintas causas a distintos niveles,
considerandose una enfermedad “multifactorial”. El genotipo y
mutaciones heredadas, sus repercusiones sobre la actividad enzimatica
y su efecto sobre su acciéon metabdlica, y el transporte de la Phe a nivel
digestivo y cerebral son causantes, entre otros, de establecer un fenotipo

diferente para cada individuo (Scriver and Waters, 1999).
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2.4.1.Fenilcetonuria “Clasica”

La clinica presentada de forma “clasica” en los pacientes
fenilcetondricos antes de los programas de cribado neonatal y de las
dietas con restricciéon de Phe, es aquella descrita por Folling en 1934
como pacientes con manifestaciones fisicas en los primeros meses de la
vida como piel y anejos claros y rubios, ojos azules, eczemas cutaneos,
microcefalia con prominencia maxilar, didstasis dentaria con hipoplasia
del esmalte, retraso pondo-estatural y olor a orina de ratén en piel y
orina. Posteriormente, conforme el nifio crece, los sintomas
neurolégicos destacan sobre el resto, mostrando actitud autista,
agitacion psicomotora erratica, coreoatetosis, temblores, convulsiones,
alteraciones en la estatica, marcha y sedestacion y el retraso mental es
grave.

Es de suponer que dichos pacientes serfan portadores de
mutaciones severas o “unull’ (IVS10-11G>A, p.R408W, etc.) ya que
otros con mutaciones leves con fenotipo HPA benigna pasarian
totalmente desapercibidos, mostrando sintomas muy sutiles, como los
mostrados actualmente por los pacientes PKU con buen control de la
enfermedad.

Practicamente este fenotipo ha quedado relegado a los libros de
texto tradicionales en el mundo occidental, mientras que en el tercer
mundo, donde no hay cribado neonatal, es la clinica con la que se

diagnostica a estos pacientes (Dahri et al., 2010).

2.4.2.Neuropsicologica
Si bien las manifestaciones clasicas en los pacientes PKU
diagnosticados mediante cribado neonatal ya no se encuentran en

nuestra poblacién, se siguen encontrando hallazgos clinicos a nivel
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neurolégico y manifestaciones estructurales y funcionales del SNC. Son
hallazgos que pueden ser muy sutiles, incluso en pacientes con un buen
control de su enfermedad o en pacientes en los que los niveles de Phe
han aumentado por diversos motivos, ya sea por una liberacién de la
dieta sin control de Phe, un tratamiento farmacoldgico inadecuado o
procesos intercurrentes que aumenten la protedlisis.

Dentro de los hallazgos clinicos neuropsicolégicos en estudio
se encuentran el Cociente Intelectual (CI), temblores, alteraciones en las
funciones de alto nivel y ejecutivas, TDAH, convulsiones, fobias, etc.

El adecuado control de los niveles de Phe en sangre es el modo
de prevencion mas efectivo de cara a minimizar los déficits asociados a
la PKU en el SNC (Blau et al., 2011b). Dos meta-analisis relacionan el
CI de PKU con controles, llegando incluso a estimar una disminucién
de 1,9-4,1 puntos de CI por cada 100 pmol/L de més (Smith et al., 1990;
Waisbren and White, 2010).

Las funciones ejecutivas, funciones de alto nivel como planear,
resolucion de problemas, procesamiento de informacién y
mantenimiento de la atencion, se ven afectadas con una disminucion en
pacientes con mal control o sin control afectos de PKU y niveles de
mas de 400 umol/L (Leuzzi et al., 2004; VanZutphen et al., 2007),
aunque de por si, estas funciones ya se encuentran deficitarias en
pacientes PKU, independientemente del control metabdlico con
respecto a hermanos sanos y poblacion sana (Diamond et al., 1997).

En nifos, los trastornos del comportamiento y disfunciones
motoras (Arnold et al., 1998), asi como de alteraciones de la memoria
(White et al., 2010), estando esto dltimo en discusiéon (Moyle et al.,
2007), asi como autismo y TDAH (Baieli et al., 2003) son relativamente

frecuentes.
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Las convulsiones han sido descritas en pacientes PKU
practicamente desde sus inicios. De etiologia no aclarada hasta el
momento, y con una frecuencia estimada en torno al 25% de los
pacientes, incluso con tratamiento, se manifiestan como convulsiones
de tipo ténico-clonicas generalizadas y mioclonfas (Brenton and Pietz,
2000). Sin embargo, los trazados anémalos en los EEG se observan con
frecuencia en pacientes PKU, incluidos los asintomaticos, con
restriccion de Phe, pudiendo suponer un dafio previo permanente
cerebral (Gross et al, 1981). Los hallazgos electroencefalograficos
encontrados (descargas generalizadas punta-onda de 3-4 Hz) se han
correlacionado con pruebas de imagen cerebral (RMN funcional,
activacion talamica mediante técnica de BOLD-fMRI o Blod
Oxigenation Level-Dependent Functional Magnetic Resonance Imaging) en
pacientes PKU con epilepsia, aunque los resultados no son
concluyentes y se necesitan de mas publicaciones e informacion de este
tipo para establecer una correlaciéon adecuada entre los niveles de Phe y
epilepsia (Guida et al., 2014).

Han sido descritos en adultos agorafobia, reduccion del
bienestar emocional, sentimientos de alienacién, depresion, aislamiento
social, deterioro de la capacidad para comunicarse, baja autoestima y
pobre funcionamiento en situaciones sociales (Antshel and Waisbren,
2003; Baieli et al., 2003; Pietz et al., 1997; Waisbren and Levy, 1991;
Waisbren and Zaff, 1994; Weglage et al., 1992).

Otros aspectos neuropsicolégicos alterados son la rapidez de
respuesta a determinados test (Albrecht et al., 2009), procesamiento de
informacién, aumento de la susceptibilidad a interferencias inducidas
en tareas, rendimiento menos mantenido e inconsistente, sobretodo en

la realizacién de un determinado test (Huijbregts et al., 2002).

44



2.4.3.Metabolismo 6seo

Las alteraciones del metabolismo 6seo en la PKU son
frecuentes y no estan bien establecidas las bases fisiopatologicas de la
osteopenia y fracturas patologicas que un buen nimero de pacientes
padece, a pesar de una buena adherencia al tratamiento. No se conoce
si dicha afectaciéon es primaria, y por lo tanto, consecuencia de la
enfermedad, o bien es debida al tratamiento con restriccion de proteinas
de alto valor biol6gico, sobretodo en la etapa infantil (Moreno Villares
and Oliveros Leal, 2006). Hay multiples hipdtesis, como factores
genéticos no conocidos, alteraciones bioquimicas, carencias
nutricionales o acimulo de Phe y su interferencia en la mineralizacion
oOsea.

Se han estudiado a este nivel tanto la densidad mineral 6sea en
densitometrfa, como posibles marcadores analiticos de osteopenia
como deoxipiridinolina en orina y fosfatasa alcalina 6sea en sangre
(Millet et al., 2005) e inclusién de nuevas terapias en los pacientes PKU
para disminuir la osteopenia, tales como el calcitriol y oligoelementos
(Pérez-Duenas et al., 2002).

Una reciente revision sistematica de 16 estudios sobre la
densidad 6sea en pacientes PKU con respecto a controles sanos,
conclufa que la densidad mineral 6sea en columna lumbar medida
mediante densitometria 6sea en estos pacientes es menor que los
controles, con una frecuencia aproximada de fracturas en pacientes
PKU en torno al 20% y sin que haya una relacion entre los niveles de
Phe y los parametros estudiados (Hansen and Ney, 2014).

2.4.4.PKU materna

La situacion de embarazo en una paciente PKU es un hecho en

profundo estudio por las graves repercusiones que tiene para el feto. La
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Phe, al ser una aminoacido esencial es transmitido por la madre al feto
que, en este caso, lo es en altas concentraciones, las cuales son
teratogénicas para el feto. Por debajo de niveles de Phe < 360 pmol/L
previos a la gestacién o durante la misma el riesgo de dichos efectos son
practicamente nulos en el feto, mientras que a mayor concentracion,
mayores seran las repercusiones que presente, sobretodo a nivel del
SNC (Campistol Plana et al., 1999)

Esta entidad se establece por varias razones fisiopatologicas: 1)
gradiente de aminoacidos aumentado durante el primer trimestre
(Schoonheyt et al., 1994), 2) inmadurez del sistema hepatico de
hidroxilacién y, 3) fetos heterocigotos obligados para una mutacion del
gen PAH, lo que conlleva una copia alterada y menor cantidad de
proteina funcional. Todo ello conlleva las alteraciones observadas en
dichos pacientes:

e Microcefalia.

e SNC: alteraciones en la mielinizacion, sintesis proteica cerebral,
producciéon de neurotransmisores, y otras alteraciones
bioquimicas detectadas en experimentaciéon animal (Okano et

al., 19806).

e Retraso del crecimiento intrauterino (CIR).

e Fenotipo dismérfico: hipertelorismo, fisuras palpebrales cortas,
epicanto, paladar ojival, micrognatia, filtrum largo, labio
superior fino, pabellones auriculares grandes o pequefios.

e Alteraciones cardfacas.

e Retraso mental.

e Otros menos frecuentes (fisura palatina, atresia de eséfago,

malrotacién intestinal, extrofia vesical, defectos oculares).
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e Abortos espontaneos (aumenta la frecuencia).

As{ como la clinica clasica de los pacientes PKU es actualmente
una rareza verla en el mundo occidental, este sindrome no lo es y evitar
su apariciébn con un seguimiento y tratamientos adecuados son
esenciales en pacientes PKU que desean ser madres. Desde el inicio en
que una paciente PKU desea quedar embarazada, debe acudir a su
médico responsable para realizar una consulta pre-concepcional y
planificar el embarazo para, desde ese momento, comenzar con el
control metabdlico mediante una ingesta controlada de Phe y mantener
unos niveles de seguridad en torno a 100-240 pmol/L (Maillot et al.,
2007), asi como un control general exquisito del embarazo y
suplementacion de micronutrientes y acidos grasos esenciales.

Como ya se esta llegando al punto de que las madres PKU
actuales, la gran mayoria de ellas han sido diagnosticadas mediante
cribado neonatal y, algunas estan actualmente en tratamiento con BHL,,
se estan comenzando a ver los efectos de ésta durante la gestacion,
mostrando hasta el momento seguridad sobre el feto, aunque con
restricciones de dosificacion y, todavia, con pocos casos comunicados

(Aldamiz-Echevarria et al., 2014; Koch, 2008; Koch et al., 2005).

2.4.5.0tros

Otras alteraciones menos importantes y casi anecdéticas en su
aparicion en los pacientes PKU actuales son las cutaneas, con
hipopigmentacién de cabello, piel y ojos, la cual se cree que esta causada
por la inhibicién de la tirosinasa debida a los altos niveles de Phe (Hassel

and Brunsting, 1959). Actualmente, salvo en pacientes adultos de > 40
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aflos, no se observa esta caracteristica que una vez fue signo gufa en el

diagnostico clinico de los pacientes PKU.

2.4.6.Clasificacion

La clasificacion inicial para diferenciar entre pacientes los
grados de severidad de la PKU fue realizada por Kayaalp, de la escuela
canadiense en el aflo 1997 (Kayaalp et al, 1997), y aunque solo
diferenciaba entre PKU y HPA (no-PKU), estaba definida por los
valores que posteriormente serfan la base de los esquemas actuales,
como son los niveles de Phe al nacimiento y la tolerancia de Phe a lo
largo de la vida (Tabla 3) (Blau et al., 2010; Mitchell et al., 2011). Un
afio después, Guldberg dividié dicha clasificaciéon en 4, segin los
mismos parametros modificados (Guldberg et al., 1998), ajustandose
mas a las utilizadas actualmente, siendo la que sigue este trabajo.

La clasificaciéon por niveles de Phe al nacimiento, tiene el
inconveniente de que con el cribado neonatal, algunos pacientes no
llegan a los niveles maximos que podrian llegar. Por ello, la segunda
clasificaciéon se ajusta mejor al fenotipo ya que el ajuste de tolerancia se

realiza segun los niveles que vaya alcanzando el paciente en los

controles.
Phe al nacimiento me/dL Tolerancia Phe
(umol/L) ° (mg/dia)
HPA Benigna 120-360 2-6 Dieta libre
PKU Leve 360-600 6-10 400-600
PKU
Moderada 600-1200 10-20 350-400
PKU Clasica > 1200 > 20 < 350

Tabla 3. Clasificacién de la PKU segun niveles al nacimiento y por tolerancia de

Phe (Pérez-Duefias et al., 2004).

48



Lo cierto es que no hay una estandarizacién entre centros ni
entre pafses o regiones. En una revisioén del grupo europeo con Nenad
Blau al frente proponen incluso una clasificacién eliminando la
categoria creada por Guldberg entre mild-PKU y PKU clasica, la PKU
moderada, con niveles entre 900-1200 umol/L y una tolerancia de entre
350-400 (Blau et al., 2010). La escuela norteamericana, en la reunion del
National Institutes of Health (NIH) Consensus Development
Conference Statement sobre la PKU del anio 2000 estableci6 clasificar
a todos los pacientes con > 1200 pmol/L como PKU clasica y aquellos
con < 1200 umol/L como HPA. En revisiones posteriotes, incluida la
Gufa de Practica Clinica de la American College of Medical Genetics and
Genomies del afio 2014 (Vockley et al., 2014) y una revision del 2011 de
John Mitchell (Mitchell et al., 2011) recomiendan llegar a un consenso
y estandarizacion en la clasificacion de la PKU, proponiendo algunas

muy similares a la utilizada en Europa.

2.5. DIAGNOSTICO

2.5.1.Diagnéstico bioquimico y cribado neonatal

Desde el ano 1982 en la Comunidad Canaria se viene realizando
el cribado neonatal con determinaciones de Phe y TSH en sangre
obtenida mediante puncién con lanceta del talén y conservada en papel
secante. LLos avances en el tratamiento dietético de la PKU sélo han
sido efectivos gracias al diagnostico rapido de la enfermedad mediante
cribado neonatal, el cual permite instaurar el tratamiento a tiempo de
prevenir los dafios neurolégicos que conlleva dicha enfermedad.

Las técnicas de cribado neonatal para determinacion de Phe han

variado a lo largo de los afios, comenzando con Guthrie en el afio 1963
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con la técnica de inhibicién microbiana del Bacilus subtilis por Phe en
sangre y que inicio el sistema de cribado neonatal para millones de nifios
en todo el mundo (Guthrie and Susi, 1963). Posteriormente se
utilizaron métodos bioquimicos no microbiolégicos llegando en la
ultima década al uso de la fluorometria y espectrometria de masas.

El diagnoéstico mediante fluorometria se establecié en el cribado
neonatal de Canarias en > 2 mg/dL (120 pmol/L), mientras que pata
espectrometria de masas en tindem (MS/MS), ademis de la
determinacién de Phe es posible realizar el cociente Phe/Tyt, el cual, si
es > 2,5 establece el diagnéstico de HPA/PKU, incluso en aquellos
casos con Phe < 2 mg/dL y recién nacidos con muestra de talén en las
primeras 24 h de vida (Chace et al., 1998).

Actualmente disponemos de cribado neonatal ampliado (CNA)
en Canarias desde julio de 2015, realizandose determinacioén de Phe y
cociente Phe/Tyrt, éste ultimo de forma no oficial al no realizarse, de

momento, aminoacidopatias, salvo la PKU.

2.5.2.Diagnostico genético

El diagnéstico mutacional del gen PAH es posible desde su
clonaciéon (Kwok et al., 1985) mediante las técnicas habituales, tales
como busqueda de polimorfismos de migracion en geles vy
secuenciacion. Los cebadores mas utilizados para la secuenciacion de
cada exén y secuencias intrénicas flanqueantes son los descritos por
Guldberg en el afio 1993 (Guldberg et al., 1993b).

Previamente a la secuenciacidon se suelen realizar técnicas de
busqueda de polimorfismos por exones o “escaneo de mutaciones”
para maximizar la eficiencia de la secuenciaciéon directa, que nos

indiquen si hay alguna alteracién presente. La técnica que ha
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demostrado mas rentabilidad para el gen PAH es el DGGE o
Electroforesis en gel por gradiente de desnaturalizacion en sus siglas en
inglés (Collins and Myers, 1987; Myers et al., 1987), mostrando hasta un
95-99% de detecciones en algunas poblaciones, incluida la espafiola, y
es la recomendada actualmente como método de escaneo de
mutaciones en el gen PAH (Guldberg et al., 1993a; Pérez et al., 1997;
Romano et al., 1996). E1 SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism
en sus siglas en inglés) (Orita et al., 1989), a pesar de ser una técnica
mas novedosa, ha mostrado una frecuencia de detecciones de
polimorfismos en el gen PAH en torno al 60% (Pérez et al., 1997, 1994),
por lo que las recomendaciones en el uso de esta técnica varfan
considerablemente., aunque se sigue utilizando en multitud de estudios.

La secuenciacion de la zona promotora o region 5” del gen PAH,
en donde se han localizado un escaso numero de mutaciones, es el
siguiente paso en el estudio mutacional de los pacientes PKU que
presentan una sola mutacion tras la secuenciacion de los 13 exones. Esta
region fue caracterizada en el ano 1992, consta de la caperuza 5° (CAP),
localizada a 154 pb del codén de inicio y su region flanqueante de unos
300 pb (Konecki et al, 1992) y en ella se han descrito varios
polimorfismos reguladores, tanto patolégicos como neutros (Svensson
et al., 1993; Yu et al, 2014). Dicha zona junto con los sitios de
poliadenilacién en el extremo 3’ y regiones internas intrénicas son las
otras posibilidades donde encontrar cambios patolégicos que pudieran
explicar el encontrar una sola mutacion en pacientes PKU.

Para la detecciéon de grandes deleciones e inserciones se
desarroll6 en la dltima década una técnica denominada Multiplex L igation
Probe Amplification (MLPA, en sus siglas en inglés) (Sellner and Taylor,

2004), la cual se ha utilizado en diversos estudios con pacientes PKU
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en los que se ha encontrado un solo alelo mutado (Desviat et al., 2000;
Groselj et al., 2012; Guldberg et al., 1997). En la actualidad existe un kit
comercial SALSA MLPA P055 PAH probemix (CE-IVD) de MRC
Holland optimizado para el gen PAH, estando indicada en aquellos
casos en los que un solo alelo sea identificado con las técnicas de
escaneo de mutaciones y secuenciacioén directa de los 13 exones con sus

secuencias intrénicas flanqueantes.

2.5.3.Correlacion genotipo-fenotipo

La correlacion que existe entre las mutaciones presentes en los
pacientes PKU y las manifestaciones clinicas que presentan se relaciona
actualmente con 3 parametros: Phe al nacimiento, tolerancia de Phe y
respuesta a BHi. En pacientes heterocigotos compuestos con
homocigosis funcional (null/ missense) la mutacién menos severa tiende
a determinar la severidad de la enfermedad, mientras que si son de
similar severidad, el fenotipo encontrado puede ser mas leve que el
esperado para cada mutacién por separado (Guldberg et al., 1998;
Kayaalp et al., 1997; Waters et al., 1998).

Aunque el genotipo puede ayudar a la prediccion de respuesta a
BH, y los niveles de Phe que puede alcanzar el paciente (fenotipo
bioquimico), las mutaciones localizadas en el dominio regulador son
mas inconsistentes en este sentido (Trefz et al, 2009), no se ha
encontrado una relacién estricta con el fenotipo clinico y las
manifestaciones neurologicas mostradas por el paciente, habiendo sido
descritas distintas manifestaciones clinicas incluso entre hermanos con
idéntico genotipo (DiSilvestre et al., 1991).

Varios autores han subrayado la “multifactoriedad” de la

enfermedad a todos los niveles (Blau et al., 2010; Kayaalp et al., 1997;

52



Mitchell et al., 2011; Scriver and Waters, 1999; Scriver, 2007) y se ha
demostrado la complejidad de la misma. Cuanto mas se sabe de

fenilcetonuria, mas compleja se esta convirtiendo en su comprension.

2.6. TRATAMIENTO

2.6.1. Tratamiento dietético

Desde el ano 1954 en el que Bickel estableci6 los beneficios de
una dieta exenta de Phe (Bickel, 1954), el tratamiento dietético ha sido
el pilar basico del gran cambio en el pronéstico de los pacientes PKU,
aunque no es facil ni previene todas las complicaciones. En los casos
severos con clinica clasica y una tolerancia de Phe < 350 mg/dia, la
dieta es practicamente vegetariana con restriccion de proteinas de alto
valor biolégico (carnes, pescado, huevos, etc.) y cuya fuente principal
de aminoacidos son férmulas con contenido reducido de Phe, cuya
palatabilidad no es de las mejores. Por todo ello, la adherencia a la dieta
y el control de los niveles de Phe en sangre varfan con cada etapa de la
vida. Si bien en lactantes y primera infancia, la adherencia al tratamiento
dietético no es algo que preocupe, en recientes estudios, se ha
relacionado la pérdida de dicha adherencia con la edad, tanto a la dieta
en si, exenta de Phe, como a las formulas sustitutivas utilizadas
(Cotugno et al., 2011; MaCdonald et al., 2012). La adherencia empeora
en la etapa de la adolescencia (Sharman et al., 2013) y se asocia a estatus
social, familiar e intelectual (Alaei et al., 2011). Se ha buscado la mejor
forma de mantener el tratamiento “de por vida” que necesitan los
pacientes PKU (Rollins, 2001), influyendo en el automanejo de su
enfermedad con llamadas por su dietista, correos electrénicos y, como

nuevas herramientas, paginas web con seguimiento de los parametros
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de control por el propio paciente (Ten Hoedt et al., 2011), asi como
térmulas o preparados de pequena cantidad pensados para mejorar el
aporte de aminoacidos en la minima cantidad posible diaria
(MacDonald et al., 2004), asi como otras suplementaciones que seran
descritas mas adelante (GMP, LNAA).

Ademas de no ser una dieta facil, contiene en si misma
restricciones nutritivas no solo de Phe, sino a todos los niveles. Desde
la instauracion de una dieta con restriccion de Phe, se han estudiado en
los pacientes PKU todo tipo de parametros bioquimicos con el fin de
optimizar el estado nutricional de los pacientes, destacando en las
ultimas investigaciones entre las carencias mas notables la proteica,
acidos grasos -3 y ®-06, y oligoelementos (Se y Zn). Como ya se vio
anteriormente, un mal control dietético conlleva un detetioro
neuropsicoldgico, posibles anomalias congénitas en RN de madres
PKU, ademas de problemas de fragilidad 6sea con riesgo de fracturas
patolégicas y deterioro de la funcién renal (Hennermann et al., 2013;
Ney, 2013).

Paradéjicamente, se esta comenzando a investigar sobre una
posible tendencia a la obesidad entre los pacientes PKU, sobretodo
entre mujeres y en determinadas poblaciones (Burrage et al.,, 2012),
aunque no se ha demostrado totalmente, si se ha observado una cierta
tendencia a niveles mas altos de TG y HDL-c en pacientes PKU obesos
que no-PKU con obesidad (Rocha et al., 2013, 2012). Algunos autores
s{ hablan de una predisposicion de los pacientes PKU obesos al
sindrome metabdlico (Kanufre et al., 2015), aunque de nuevo, se refleja
la necesidad de mas trabajos y guias sobre el manejo de la obesidad y

sindrome metabolico en el paciente PKU.
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A pesar de haber sido el mayor avance en el tratamiento de la
fenilcetonuria, con el desarrollo de la medicina moderna y la capacidad
de optimizacién de la nutricién actual, el tratamiento dietético esta en
continuo cambio y perfeccionamiento hacia un paciente PKU que

necesita una optimizacién en su estado nutricional.

2.6.2.Diclorhidrato de sapropterina (Kuvan®)

A finales de los ’90, un grupo del departamento de genética
médica de la Universidad de Tohoku (Japén) observaron un nuevo
evento no observado previamente en pacientes PKU. En pacientes con
elevacion de la Phe en plasma en los cuales se realizaba la sobrecarga
con Phe y BH. para realizar el diagnéstico diferencial entre las
hiperfenilalaninemias debidas a déficit de cofactor o alteraciéon de la
enzima, algunos de los debidos a la alteraciéon de la PAH, con un estudio
de pterinas y DHPR normales, respondian con una disminucién de la
Phe en plasma, hechos que en aquellos tiempos, no estaban
relacionados (Kure et al.,, 1999). En los afios siguientes, multitud de
publicaciones establecian la misma relacion, estableciéndose un nuevo
subgrupo de pacientes PKU con respuesta a BH, (Spaapen and Rubio-
Gozalbo, 2003).

De este modo, la investigacion en el tratamiento con BH4 de
pacientes PKU aument6 considerablemente hasta su punto culmen
cuando, en 2007, la formulaciéon de la BH, ((6R)-2-amino-6-[(1R,2S)-
1,2-dihydroxypropyl]-5,6,7,8-tetrahydro-4(3H)-pteridinone
dihydrochloride, figura 4) desarrollada y distribuida por los laboratorios
Merck Serono (Darmstadt, Alemania) en Europa y BioMarin (Novato,
California, USA) en Estados Unidos alcanza el status de “Orphan Drug’

(droga huérfana), siendo aprobada como medicacién en pacientes PKU
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por la FDA en el mismo afio (Burnett, 2007) y un afio después por la
Agencia Europea del Medicamento (EMA, en sus siglas en inglés)
(Harding, 2010), aunque previamente ya habia sido utilizada como
medicaciéon compasiva con otra formulaciéon de los laboratorios

Schircks (Jona, Suiza).

Figura 4. Dihidrocloruro de sapropterina

El mayor inconveniente de la terapia con BHi es que es
genotipo dependiente, es decir, dependiendo de las mutaciones que
presente el paciente habra una respuesta adecuada o no, considerada
como tal una disminucién de > 30% a las 8 horas de la administracion
de BH,. Por lo tanto, no todos los pacientes se benefician de dicho
tratamiento (Blau et al., 2011a) y es necesario saber el genotipo del
paciente.

A pesar de ello, la BH, es el tratamiento de eleccion en aquellos
pacientes respondedores y con fenotipo PKU leve-moderado (las
formas clasicas no suelen ser respondedoras) junto con el tratamiento
dietético, utilizandose en los protocolos actuales a una dosis maxima de
20 mg/Kg/dia para test de sobrecarga y en tratamientos continuados
de mantenimiento entre 10-20 mg/Kg/dfa, via oral (Blau et al., 2011a,
2009).
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En el 2015 se han publicado los primeros datos de los dos
grandes grupos, europeo (KAMPER) y americano (PKUDOS), que se
encargan del seguimiento en eficacia y seguridad, asi como del registro
de pacientes en tratamiento con BH, (Longo et al., 2015; Trefz et al.,

2015).

2.6.3.Aminoacidos largos neutros (LNAA)

La suplementacién con aminoacidos largos neutros (LNAA),
digase tirosina (Tyr, Y), triptéfano (Trp, W), treonina (Thr, T),
isoleucina (Ile, I), leucina (Leu, L), valina (Val, V), metionina (Met, M)
e histidina (His, H), es utilizada sobretodo en pacientes adultos con
mala adherencia a dietas exentas o bajas en Phe, y en paises como
EE.UU y Dinamarca. Este tipo de tratamiento se basa en la
competitividad de los LNAA con los transportadores LAT1-4
cerebrales e intestinales y, en sus inicios, se teorizé con los posibles
efectos que ayudaria a conseguir, entre los que se inclufan una
disminucién de la Phe a nivel cerebral y plasmatico y un aumento en la
sintesis de neurotransmisores secundario al aumento de LNAA a nivel
cerebral (van Spronsen et al., 2010). A pesar de dicha suplementacion,
los resultados obtenidos han sido parcialmente positivos ya que no se
ha demostrado una correlacion positiva entre los LNAA y el
metabolismo de la serotonina y dopamina, al menos sélo con la
suplementacion con Tyr y Trp. S se ha observado un aumento de la
melatonina (Yano et al., 2013) y tanto a nivel cerebral como en sangre
si se ha constatado una disminucién de la Phe (Koch et al., 2003;
Matalon et al., 2007, 2006, 2003; Pietz et al., 1999; Sanjurjo et al., 2003),

lo cual supone un beneficio anadido para los pacientes PKU.
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Ademas del tratamiento descrito con LNAA, en los dltimos
aflos se esta investigando con nuevos aminoacidos “no fisiologicos”
(NPAA), tales como la DL-norleucina, 2-aminonorbonano y 2-
aminoisobutirato, entre otros, con los mismos objetivos que el aporte

de LNAA (Vogel et al., 2013).

2.6.4.Glucomacropéptidos (GMP)

Los glucomacropéptidos (GMP), son glucofostopéptidos de 64
AA derivados del suero de leche bovina, aunque también de la cabra,
durante la produccién de queso cuando la caseina en su forma kappa
(K), al ser degradada mediante quimosina en para-k-caseina queda en la
cuajada y los GMP en el suero. Es el tnico alimento proteico conocido
con un contenido minimo de Phe de s6lo 2 mg/g de alimento y eso
debido a la contaminacién por otras proteinas del suero que si
contienen Phe, ya que en su forma purificada no contiene
absolutamente nada de Phe (Ney et al., 2009). El problema es que no
s6lo no tiene practicamente Phe, sino todos los denominados AA
aromaticos, Tyr y Trp ademas de Phe y, por ello, antes de su
introduccién como alimento para pacientes PKU ha de ser
suplementado con dichos aminoacidos, convirtiéndose asi en una
fuente de LNAA, ya que si es una fuente rica de Ile y Thr y demas
aminoacidos ramificados (van Calcar et al., 2009).

Este tipo de alimento proteico ofrece algunas ventajas sobre los
LNAA o férmulas Phe-free, siendo la principal de ellas tener una mejor
preparacion culinaria (mejor sabor y mayor variedad de preparacion de
platos), lo cual aumenta la adherencia al tipo de dieta PKU. Estudios en
ratones han demostrado en un mayor aumento de los LNAA en plasma

con GMP comparados con férmulas de AA (Ney et al.,, 2008) y en
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recientes trabajos, se han visto efectos biolégicos no esperados y
beneficiosos como una menor tasa de infecciones tanto virales como
bacterianas (Brody, 2000) y supresion del apetito (Keogh and Clifton,
2008).

2.6.5.Fenilalanina Amonio-Liasa (PAL)

En la naturaleza, no sélo hay una enzima capaz de metabolizar
la Phe. En plantas y hongos, esta funcién la realiza la Fenilalanina
Amonio Liasa (PAL, en sus siglas en inglés, EC 4.1.3.24), la cual
metaboliza la L-Phe a 4cido transcinamico + amonio (NH;) mediante
una reaccion de deaminacion no oxidativa, siendo excretado del cuerpo
en forma de hipurato, con cantidades minimas de amonio.

En la obtenciéon de una molécula de PAL mediante ingenieria
genética (tPAL) y la construcciéon de una forma de tratamiento viable
en modelos animales y humanos, se han formado dos grupos de
investigacion en el desarrollo de la PAL como tratamiento, el grupo
estadounidense, que obtuvo la PAL del organismo Anabaena variabilis
(tAV-PAL) y que esta actualmente en fase II (Clinicaltrials.gov
identificadores: NCT01560286, NCT01212744, NCT00925054) en
humanos mediante inyeccién subcutanea (Longo etal., 2014); y el grupo
canadiense, que si bien iniciaron sus investigaciones con la PAL
obtenida del organismo Rbodosporidium torulvides (tRt-PAL) (Gamez et
al., 2007, 2005; Wang et al., 2005), posteriormente en una revisiéon de
las condiciones bioquimicas y estructurales de la PAL entre ambos
organismos, llegaron a la conclusién de que la PAL obtenida de
Anabaena variabilis con dos mutaciones puntuales C503S/C565S es mas
estable térmicamente y mas resistente a las proteasas, a pesar de tener

una menor afinidad por la Phe que la de R. foruloides (Wang et al., 2008),
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continuando  sus  investigaciones con dicha forma (Av-
p-C503S/p.C565S/p.F18A PAL) (Gamez et al., 2007; Kang et al., 2010;
Sarkissian et al., 2011).

Imagen 1. Estructura tridimensional cristalizada de la PAL de la levadura
Rhodosporidium toruloides exptesada en E. coli. Imagen obtenida con Y.ASARA®
(PDB ID: 1T6]J).

Ambos grupos utilizan la “pegilaciéon”, es decir, adicion de
polietilenglicol (rAvPAL-PEG), tanto para disminuir la respuesta
inmune contra la proteina del organismo huésped como, en el grupo
canadiense, obtener una forma oral que sea resistente a la tripsina
intestinal y que esta actualmente en fase de experimentaciéon animal
(Kang et al., 2010).

El objetivo del desarrollo de esta enzima como tratamiento es
obtener una terapia enzimatica sustitutiva que elimine la necesidad de

cofactores y la dependencia de las mutaciones que presente el paciente.
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Actualmente, es el tratamiento de mayor proyecciéon y desarrollo y,
probablemente, el tratamiento de los pacientes PKU en un futuro a

medio plazo (Blau and Longo, 2015).

2.6.6. Terapia génica

La terapia génica esta actualmente, como en muchas otras
enfermedades, en fase de experimentaciéon con animales, aunque ya
alguna de ellas ha dado el paso hacia ensayos clinicos en fase II como
el déficit de alfa-1-antitripsina (ClinicalTrials.gov: NCT01054339) o la
enfermedad de Canavan (Leone et al., 2012). Las dltimas publicaciones
al respecto en ratones han mostrado que el vector utilizado, un derivado
de adenovirus, no se integra en los hepatocitos tras inyeccion directa
hepatica, se pierde con el tiempo, debido a la regeneracion celular del
o6rgano, y no es posible su reinyecciéon por eliminacion inmunitaria. En
cambio, la inyeccién en tejido muscular parece beneficiosa, simulando
la accién hepatica en el metabolismo de la Phe (Ding et al., 20006;
Rebuffat et al., 2010).

Se siguen optimizando los vectores y nuevas investigaciones son
necesarias para llegar a obtener un producto seguro y fiable que incluya
el gen PAH de nuevo en el DNA de las células de un tejido, siendo de
momento el mas prometedor el muscular, que permita realizar ensayos

en humanos (Strisciuglio and Concolino, 2014).

2.0.7. Terapias alternativas en desarrollo

En fenilcetonuria, otras terapias a parte de las resumidas
previamente han sido objeto de estudio con mejor o peor resultado. A
pesar de que el fallo celular mas importante se encuentra en el higado,

el trasplante hepatico no es una opcién que se contemple actualmente
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en los pacientes PKU debido a que los riesgos superan en creces a los
beneficios (Di Campli et al.), salvo en aquellos casos de enfermedad
hepatica concomitante (Vajro et al., 1993). La infusioén de células sanas
obtenidas mediante cultivos celulares, por el contrario, ha mostrado
beneficios en otras enfermedades (Raper and Wilson, 1993), tales como
alteraciones del ciclo de la urea (Puppi et al., 2008) y glucogenosis tipo
Ib (Boers et al., 2014). En fenilcetonuria, se ha probado en modelos
animales (Hamman et al., 2005, 2011) y en ensayos preclinicos en
pacientes con muy mal control de la enfermedad (Stéphenne et al.,
2012), aunque parece no mantener la actividad de forma definitiva
debido en parte a la no proliferacién de la lineas celulares implantadas.
La terapia celular con células madre o células progenitoras obtenidas del
adulto (Baruteau et al., 2014) parece ser la respuesta a los problemas de
realizar un trasplante celular con células diferenciadas, siendo
actualmente otro de los campos terapéuticos sobre los que se esta
explorando (Harding, 2008; Harding and Gibson, 2010).

Es conocido el mecanismo por el que los aminoglucésidos, un
tipo de antibiético bactericida, es capaz de hacer que en mutaciones 7/l
aquellas que producen un codén de parada prematuro en la secuencia
proteica, la pauta de lectura salte dicho codén de parada y se continte
con la lectura del resto de la secuencia, produciendo anulaciéon de la
mutacion y una protefna no truncada. Esto ya se esta comprobando en
algunas enfermedades como la distrofia muscular de Duchenne
(Howard et al., 2004; Malik et al., 2010) o en la epidermolisis distrofica
bullosa (Cogan et al., 2014), pero que, al igual que en la PKU, esta en
fase de experimentacion animal.

Aligual que los aminoglucésidos, otro antibidtico, la doxiciclina,

se esta investigando su utilidad en el tratamiento de una de las causas
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mas novedosas de la etiopatogenia de la PKU. Se ha demostrado que la
doxiciclina, y las tetraciclinas en general, es capaz de obstaculizar el paso
de péptidos amiloidogénicos y la agregacion de proteinas, desestabilizar
a los agregados proteicos y promover su degradaciéon por proteasas
(Cardoso and Saraiva, 2006; Cardoso et al., 2003; Forloni et al., 2001;
Giorgetti et al., 2011). Por ello, ha sido probado en cultivos celulares,
obteniendo buenos resultados (De Luigi et al., 2015). Ademads, se ha
comprobado que esta accion depende de la localizacién neuronal, ya
que aquellas localizadas en el hipocampo responden mas

favorablemente que aquellas localizadas en tejido de corteza o cerebelo.

2.7. ESTUDIOS MUTACIONALES EN REGIONES
CERCANAS: PENINSULA IBERICA Y MARRUECOS

Desde el ano 1992 en el que se realizo la primera aproximacion
de las mutaciones en poblacién espafiola (Pérez et al., 1992), se han
realizado 2 estudios mas aproximativos (Desviat et al., 1997; Pérez et
al,, 1994) y 4 estudios mas completos a nivel general (L. R. Desviat et
al., 1999) y por regiones en la zona de la peninsula ibérica (Bueno et al.,
2013; Couce et al., 2013; Mallolas et al., 1999). En la zona del norte de
Africa cercana a nuestro archipiélago, Marruecos, se realizé un estudio
con la colaboracion del CEDEM espafiol (Dahri et al., 2010).

En los ultimos estudios realizado en las zonas de Galicia y
Andalucia se ha comprobado la relacion entre el genotipo y el fenotipo
con la respuesta a BH, de los pacientes candidatos ya que, si bien el
conocimiento de las frecuencias mutacionales ofrece informacion
valiosa, mas lo es aumentar el nimero de genotipos respondedores a

BH4 como tratamiento principal en la actualidad junto con el dietético.
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En ambos trabajos se encontraron nuevas mutaciones (1 en Galicia y 4
en Andalucia), ademas del marroqui (una nueva mutacién), lo que
ofrece, a pesar de la gran cantidad de estudios que se realizan cada afio
en PKU, siguen apareciendo nuevas mutaciones en distintas regiones
del globo.

En Portugal, la tGnica publicaciéon sobre las mutaciones hace
referencia a la zona sur del pafs, con unos resultados muy similares a los
obtenidos en territorio espafol, aunque con una mutacion localizada
s6lo en poblacién portuguesa y extranjera con origen portugués
(p-R270K), incluidos estadounidenses y espafioles (Rivera et al., 2011),

sin encontrar mutaciones no descritas.

2.8. SITUACION PREVIA EN CANARIAS

La situacién anterior del diagnéstico molecular en los pacientes
PKU al inicio del estudio en la Comunidad Canaria era de 5 pacientes
de 45 seguidos en algin momento en los principales hospitales de las
islas (CHUC, CHUNSC y CHUIMI). Debido en algunos casos a
cuestiones econémicas (recursos limitados), a otros emplazamiento del
diagnostico a otro momento y, en la mayoria, a no condicionar cambios
en el tratamiento actual (la mayoria a restriccion dietética o no) dicho
estudio no se ha realizado en la amplia mayorfa de pacientes seguidos
en las islas.

Los pacientes con diagnodstico mutacional han sido parte de
estudios realizados por otras instituciones, CEDEM principalmente,
con el principal objetivo de establecer relaciones entre genotipo y

fenotipo en los pacientes espafioles.
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La necesidad de realizar en todos los pacientes diagnosticados
de PKU el estudio mutacional parte del Instituto Nacional de Salud
americano, como parte del manejo, seguimiento, pronostico y consejo
genético de cada individuo (“National Institutes of Health Consensus
Development Conference Statement: phenylketonuria: screening and
management, October 16-18, 2000.,” 2001). Como se vera en los
resultados y discusion del presente trabajo, el estudio molecular es
actualmente esencial en estos pacientes por la cantidad de informacion
que ofrece y de la que disponemos actualmente en los trabajos,
publicaciones y bases de datos internacionales para correlacionatrlo con
muchos parametros tanto diagnosticos, como prondsticos y de
seguimiento. De entre los motivos a realizar el diagnéstico mutacional,
los 3 principales se resumen a continuacion:

1°. Relacion genotipo-fenotipo: hay una buena correlacion
entre genotipo-fenotipo en la PKU, estableciendo un
pronodstico sobre el que comenzar a trabajar si se realiza
y conoce desde el nacimiento. Ofrece informaciéon que
no se conoceria de otra manera, pudiendo informar a
los progenitores sobre los objetivos tanto clinicos como
terapéuticos en su hijo.

2°. Respuesta a BH4: el conocimiento del genotipo del
paciente PKU es indispensable para valorar realizar una
test de sobrecarga y un tratamiento con BH4. Sin €l, los
pacientes que podrian beneficiarse de una liberacion
dietética o un mejor control de niveles de Phe se
quedarian sin esta opcion terapéutica, lo que equivale a

una desigualdad entre comunidades que si realizan
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dicho estudio e inexistencia del principio de equidad
entre ciudadanos de un mismo pais o territorio.

3° Consejo genético: herramienta basica del clinico
especialista en enfermedades genéticas e indispensable
para una buena informacién a progenitores portadores
de alelos mutados. Esta informacién es de obligada
notificacion a los padres, tanto las mutaciones en cada
uno para nuevos descendientes, como las posibles
repercusiones en familiares de primer grado que
pudieran verse afectados por el estado de portador de

una determinada mutacion.

Gracias a estudios como este se llegan a establecer protocolos
diagnosticos en cada zona dependiendo de las frecuencias mutacionales,
las cuales en algunas ocasiones, difieren o no de otros territorios y
poblaciones cercanas. Podriamos tener las mismas frecuencias que
nuestro territorio de referencia, la Espafa peninsular o, por el contrario,
compararnos con zonas mas cercanas como el norte de Africa o tener
una epidemiologfa propia y “local” debido a nuestra condicién de
archipiélago, con sus mutaciones caracteristicas y presentar alguna
mutacioén no publicada hasta el momento.

Todas estas cuestiones sélo obtienen respuesta al realizar el
estudio molecular del gen PAH, origen de la fenilcetonuria, y objeto de

estudio en la presente tesis doctoral.
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3. OBJETIVOS

Dada la importancia para la correlacion genotipo-fenotipo y su
relacién con el prondstico de la enfermedad, asi como el conocimiento
de la misma, el estudio molecular mutacional en pacientes PKU es una
necesidad a dfa de hoy. La situacién previa a la realizacién de esta tesis
en la comunidad canaria era de un total de 41 familias, 4 pacientes
estudiados. Por este motivo, bajo la supervision y direcciéon del Dr.
Eduardo Salido Ruiz (Director del Laboratorio de Investigaciéon del
Hospital Universitario de Canarias durante los afios 1997-2013, y en
colaboraciéon con los pediatras responsables de las unidades de
enfermedades metabodlicas de ambas islas, la unidad de genética del
Hospital Universitario Materno Infantil de Las Palmas de Gran Canaria,
asi como el Programa de Cribado Neonatal de Canarias, ha sido posible
realizar esta tesis, que viene a cubrir una necesidad basica de nuestros

pacientes PKU en el archipiélago canario.

Los objetivos del presente estudio han sido los siguientes:

1°. Definir las mutaciones en el gen PAH de cada paciente PKU
seguido en consultas externas de las unidades de enfermedades
metabolicas de los 3 hospitales de referencia de la Comunidad
Canaria y asi establecer el espectro mutacional de las islas.

2°. Comparar las mutaciones encontradas y sus frecuencias con las
halladas en el resto del territorio nacional, segin los estudios
previos realizados.

3°. Establecer la correlacién geno-fenotipica de los pacientes.
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4°,

5°.

Analizar las posibles nuevas mutaciones encontradas mediante
analisis “in silico” o herramientas bioinformaticas.

Realizar en aquellos pacientes con mutaciones descritas o en las
que, por analisis bibliografico, no se dispongan de datos, con
respuesta a Sapropterina diclorhidrato (BH, Kuvan®) test de

sobrecarga.

Inclusion de los pacientes que no lo hayan sido en la base de datos
internacional BIOPKUdb una vez realizada la tesis.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. PACIENTES Y MATERIALES

4.1.1.Pacientes

Los pacientes PKU/HPA benigna sin diagnéstico molecular en
otros laboratorios externos ni hiperfenilalaninemia debida a alteracion
de la sintesis o regeneracion de BH,, y en seguimiento en los centros de
referencia de Canarias (Hospital Universitario de Canarias, Hospital
Universitario de Nuestra Sefiora de la Candelaria y Hospital
Universitario Materno Infantil de Las Palmas de Gran Canaria) fueron
seleccionados para su inclusion en el estudio, asi como los familiares de
primer grado (padres y hermanos) que quisieran participar. Aquellos
con traslado a la peninsula previo al inicio del estudio fueron excluidos
del mismo.

El lugar de extracciéon de sangre dependié de la disponibilidad
de las CC.EE en sus centros de referencia, citas programadas
previamente en las mismas o citados exclusivamente para este fin, para
lo cual se dispuso, a parte de las CC.EE, del departamento de Anatomia
Patolégica y sus enfermeras cualificadas para realizar dichas
extracciones, todo ello con el fin de minimizar las molestias y traslados

de los pacientes y familiares.

4.1.2.Duracién del estudio
La extraccion y recogida de la mayor parte de las muestras en la
provincia de Santa Cruz de Tenerife tuvo lugar entre marzo del afio

2010 y abril de 2011, mientras que en la provincia de Las Palmas de
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Gran Canaria fue de marzo a mayo de 2013. Los pacientes nacidos

posteriormente no han sido incluidos en presente estudio.

4.1.3.Criterios diagnoésticos y clasificacion

El diagnostico bioquimico de los pacientes PKU fue en su
mayotia a través del cribado neonatal (Phe > 2 mg/dL 6 120 umol/L)
establecido en la Comunidad Auténoma de Canarias desde el anio 1983
(tras una fase de prueba de dos afios), siendo sélo 3 pacientes de la
provincia de Tenerife anteriores a dicha fecha y, por lo tanto,
diagnosticados posteriormente por diagnostico clinico.

Para su clasificacion, se siguié la propuesta por Guldberg y
modificada por Pérez-Duefias en 2004 segin niveles de Phe en sangre
en el momento del diagnéstico y tolerancia de Phe diaria (Guldberg et

al., 1998; Pérez-Duefias et al., 2004) (Tabla 4):

Phe al nacimiento mg/dL Tolerancia Phe
(umol/L) (mg/dfa)
HPA Benigna 120-360 2-6 Dieta libre
PKU Leve 360-600 6-10 400-600
PKU 10-20
Moderada 600-1200 350-400
PKU Cliasica > 1200 > 20 < 350

Tabla 4. Clasificacion de la PKU segtn niveles al nacimiento y por tolerancia de Phe

(Pérez-Duedas et al., 2004).

4.1.4.Muestras

Las muestras tomadas de los pacientes y familiares fueron de
sangre total periférica mediante punciéon de vena cubital interna, en
posicién sentada, y con aplicacion de compresion braquial evitando el

éxtasis prolongado a través de métodos rutinarios de extraccion
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sanguinea. La cantidad oscilé entre 2-3 mL en cada paciente (mayores
de 6 afios con extraccion exclusiva para esta prueba), asi como a sus
familiares de primer grado (padres en el caso de que fuera posible y
hermanos) para la extraccion de DNA de linfocitos. En aquellos casos
en los que hubiese dudas con el resultado encontrado y sospecha de
“etrror humano”, ya fuese en la extraccién sanguinea, etiquetado y/o
numeracién libretas, tubos de DNA, etc., se procedié a la extraccién de
DNA en sangre en papel (obtenida previamente mediante puncién en
la yema de uno de los dedos de la mano y puesta sobre papel estandar
para cribado neonatal Schleicher & Schiiell (S&S#903) con el objetivo
de minimizar las molestias a paciente/familiares y obtener una muestra

de forma rapida y valida.

4.1.5.Reactivos y productos
e SDS 10%
e Proteinasa K (10 mg/mL)
e Fenol cloroformo saturado (pH 8)
e Acetato sédico 3M
e Ftanol absoluto PRS (Panreac)
e Etanol hidratado 70%
e Tris HCI1 M (pH 8)
e EDTAO05M
e NaCl 100 mmol/L
e Acetato potasico
e Isopropanolol
e TEcresol

e Polymejor (Sucrosa 0,35 M, Cresol 80 pg/ml)
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dNTP’s (dATP,dCTP,dGTP, dTTP)

Taq DNA Polimerasa (1 UI/pL, Promega)

Cebadores (invitrogen, pedido 127831, 13 exones F+R, 100
uM)

Gel de agarosa 2% (TBE 0,5X, agarosa estandar calidad

biolégica molecular, Merck)

Bromuro de Etidio

pUC-HaellI (Sigma)

Poliacrilamida 10% (Acrilamida:Bisacrilamida 99:1)

APS 25%

Tetrametiletilendiamina (TEMED)

HNO; 65%

Acido acético 10%

BSA 10 mg/mL

DTT 100 mM

Enzima de restriccion Xbal (10 U/pL, Promega)

Exol (20 U/pL fermentas, #M0293S, 20.000 U/mlL. New
England BioLabs)

tAPid Alkaline Phosphatase (SAP, 1 U/uL, Roche)

Kit BigDye Terminator Cycle Sequencing v.1.1 (Applied
Biosystems)

Formamida desionizada (Applied Biosystems)

Papel secante Schleicher & Schiiell (S&S#903)

4.1.6.Soluciones y tampones

Tampon de lisis hematica



Tampon TEN (Tris HCL 10 mM pH 8, EDTA 25 mM, NaCl
100 mM)

Tampo6n TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM)

TES (Solucién de digestion): Tris HCl 1 M (pH 8) 10 mM,
EDTA 1 mM, SDS 10%, NaCl 100 mmol/L/H,O

Tampé6n TBE 0,5X

Tampoén 10X (Tris, KCI, MgCl)

Solucién de Formamida-EDTA: Formamida 95% 9,5 mL +
EDTA 0,5 M 200 pL + Bromofenol 0,05% 10 mg +
Xilencianol 0,05%+ H,O destilada a -20°C.

Solucién SDS-EDTA: SDS (10%) 50 pL. + EDTA 0,5 M 100
pL + H>O destilada 4,85 ml..

Solucién de Nitrato de plata: Nitrato de Plata 0,1 gr. + 100 mL
H>O milliQ.

Soluciéon revelante (SSCP): Carbonato de sodio (Na,CO3) 5,9
gr. + 200 mL de agua milliQQ + Formaldehido (37%) 250 pL)

Tampon O (Promega, para enzimas de restriccion)

4.1.7.Equipamiento

Tubos de EDTA

Pipetas P20, P200 Pipetman (Gilson)

Centrifugadora (Spectrafuge 24D, Labnet International, Inc.)
Agitador Vortex (Vortex mixer SA3, Stuart Scientific)
Estufa 37°C (Heraeus)

Camara fria

Termociclador (Peltier Thermal Cycler PTC-100, BIO-RAD)
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e Baterfa de electroforesis Model 200/2.0 (Bio-Rad)
e (Camara ultravioleta

e Termobloque Multi-Blok Heater (Lab-Line)

e Electroforesis vertical (BlueVertical 160/C, Serva)

e Seccuenciador ABI 3130XL Genetic Analyzer (Applied

Biosystems)

4.1.8.Farmacos

e Kuvan® (Merck, Alemania) comprimidos de 100 mg (Burnett,

2007).

4.1.9.Comité ético y consentimiento informado

Se disefiaron las técnicas a realizar y la metodologia del estudio para
su presentacién y aprobacion por parte del comité de Ftica Médica del
Hospital Universitario de Canarias, siendo aprobado con fecha de 3 de
noviembre de 2010 (Anexo 1).

De forma directa por sus médicos responsables, o por mi persona,
en el Servicio de Anatomia Patolégica del HUC, se entregaron los
consentimientos informados para toma de muestra mediante extraccion
de sangre periférica y estudio genético tanto de los pacientes como de
ambos padres, asi como de aquellos hermanos que quisieran conocer
su estado de portador. La realizacion de las pruebas fueron totalmente
voluntarias para los pacientes y sus familias, sin coste algunos para los

mismos.
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4.2. METODOS

4.2.1.Sobrecarga de BH,4 en pacientes PKU

Pacientes en seguimiento en el HUNSC y HUC (S/C de
Tenerife) que por su genotipo-fenotipo (Alelos respondedores /
Tolerancia de Phe actual) fueran susceptibles de responder al
tratamiento con BH4, y no estuviesen en ese momento en tratamiento
con dicho farmaco, fueron incluidos para la realizacion de la prueba de
sobrecarga.

Se realiz6 el disefio de la prueba, basada en los protocolos
europeos para el test de sobrecarga de 24 horas y de 7 dfas para los

respondedores parciales (Blau et al., 2009).

4.2.2.Pruebas complementarias relevantes (Santa Cruz de
Tenerife)

Las pruebas mas relevantes para pacientes con PKU son
aquellas destinadas a realizar un diagnostico diferencial con otras
entidades (déficit de BH., principalmente) y a poner de manifiesto
aquellas complicaciones que se dan actualmente en estos pacientes, tales

como la densidad 6sea y el desarrollo cognitivo-intelectual de la persona.

4.2.21.  DHPRy pterinas en orina
Para la determinacion de actividad de DHPR en eritrocitos y
pterinas en orina se recogieron muestras de sangre en papel y orina,
siendo ésta congelada a -20°C para su envio al centro de referencia del
HUNSC y HUC, el Centro de Diagnéstico de Enfermedades
Moleculares (CEDEM), de la Universidad Auténoma de Madrid. La

determinacion de actividad de DHPR se realiza mediante técnica
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espectrofotométrica basada en la descrita por Arai en 1982 en muestra
de sangre en papel secante (Arai et al., 1982). Los valores normales para
DHPR se encuentran en 0,9 y 3,7 nmoles Ferri C red/min/disco.

La cuantificacién de pterinas en orina se basa en el método que
Fukushima establecié en 1980 para su analisis en tejidos corporales
(Fukushima and Nixon, 1980). Los resultados obtenidos se expresan
segun aclaramiento de creatinina (mmol/mol), siendo éstos de

mmol/mol creatinina. Los valores normales en nmol/L son:

e Neopterina 5-22

e Biopterina 4-10

e Primapterina 1-6

e % Biopterina 20-70
4.2.2.2. Densitometria Osea

El equipo utilizado para las densitometrias 6seas en el HUNSC
es el Hologic QDR 4500SL, mediante la técnica de medicion en
columna lumbar y cadera izquierda, con visualizacién de los resultados
de imagen digital con el programa de la misma marca (QDR) para

Windows XP.

4.22.3.  Cociente intelectual (CI)

Para realizar una valoracién y estimaciéon del Cociente
Intelectual (CI) se realizaron Test de Weschler adaptados a edad,
WPPSI para nifios en edad pre-escolar, WISC para nifios y WAIS para
adultos (en sus versiones III y IV, segun afio realizado), asi como
Brunet-Lezine para valoracion del desarrollo psicomotor en nifios

menores de 30 meses.
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4.2.3.Procesamiento de muestras
42.3.1.  Extraccion de DNA de sangre

La sangre periférica contenida en tubo con EDTA estéril (2-3
mL) fue vertida en tubo Falcon de 50 mL, llenando hasta 20 mL con
tampon de lisis hematica y guardado a 4°C durante 15 min. Se procedié
a su centrifugaciéon durante 10 min. a 2800 rpm., desechando el
sobrenadante con cuidado de no perder el pellet de células blancas
pegado en el fondo.

Se afnadi6 nuevamente tampoén de lisis hematica hasta 10 mL,
con vortex posterior hasta observar una buena dispersion celular.
Centrifugado durante 5 min. a 2800 rpm., con decantacion posterior del
sobrenadante, colocando el tubo sobre papel y cuidando de que no se
desprendiera el pellet celular al fondo.

Se procedid posteriormente a la adiciéon de 2,5 mL de tampon
TEN, vortex para separacion de las células del fondo, y 140 pL. de SDS
10 % y 40 pL de proteinasa K (10 mg/mlL), dejando en incubacion
mediante estufa a 37°C toda la noche.

Se afnadieron 2.5 mL de Fenol cloroformo (pH 8), mezclando y
pasando a tubo de polipropileno de 15 ml, sin realizar vortex, y
centrifugado durante 15 min. a 2800 rpm.

Se extrajo la fase acuosa y paso a tubo limpio de 15 mlL,
afladiendo 100 pL. de Acetato sédico 3M y 5 mL de etanol absoluto,
mezclando hasta que precipit6 totalmente el DNA, pasando el pellet de
DNA a tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se afiadieron 500 pL de Etanol
hidratado al 70%, centrifugando durante 1 min. para precipitar el pellet
al fondo, decantando en bote limpio y secando con el bote abierto

durante unos 10 minutos.
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Una vez seco, se afiadieron 300 pul. de TE (pH 8),
resuspendiendo en menos cantidad el pellet de DNA, siendo

almacenado posteriormente entre 4°C y 8° C para su posterior analisis.

4.2.3.2.  Extraccion de DNA en sangre en papel
Cada bloque de sangre estandar (1.2-1.4) contiene unos 50 pLL
de sangre que rinden aproximadamente alrededor de 1 ug de DNA. La
extraccion de DNA en sangre en papel consta de 4 fases que se resumen

en:

e PREPARACION DE TES (Solucién de digestion)

Tris HCI 1 M (pH 8) 10 mM 500 pLlL
EDTA 1 mM 100 uLL
SDS 10% 0,1% 500 pl.

H,O / NaCl 100 mmol/L. | Rellenar hasta 50 mlL.

Tabla 5. Contenido de la solucion TES

1°. Se pic6 cada bloque con un sacabocados en el tubo de
Eppendorf previamente etiquetado, depositando las

muestras en €l

2°. Se mezclo la solucién TES con Proteinasa K (sol. 10
mg/mlL, 15 uL. por cada mL de TES), afiadiendo 600

ulL por tubo con la muestra.

3°. Seincubd con agitacién durante 12-18 horas a 55°C (50-

65°C) en estufa.
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EXTRACCION
1°. Se afiadieron 200 pL. de Acetato potasico, realizando un

vortex a maxima potencia durante 20 seg.

2°. Se centrifugé a 13.300 rpm (max.) durante 10 min.,
preparando en ese intervalo alicuotas de 600 pL de

isopropanol en tubos Eppendorf nuevos.

3°. Pipetear sobrenadante de cada centrifugado, evitando
tocar los detritus y el papel del fondo, al tubo con

isopropanol frio.

INSOLUBILIZACION Y PRECIPITACION

Se realiz6 vortex con centrifugacion posterior a 13.300 rpm

durante 10 min., realizado todo ello en refrigeracion a 10°C en camara

fria.

LAVADO, SECADO Y DISOLUCION

1°. Se desech6 el sobrenadante, lavando el pelet con 500 uL. de
etanol 70%, realizando nuevo vortex y centrifugacion a
13.300 rpm durante 10 min., refrigerado a 10°C en camara

fria.

2°. Se desechd de nuevo el sobrenadante, drenando en papel,

secando y resuspendiendo en 20 pl. de TEcresol.

3°. Para conservacion, se guardaron las muestras en congelador

a -20°C.
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42.3.3.  Amplificaciéon mediante Reaccién en Cadena de

la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction)
La amplificaciéon mediante PCR de los exones se realizo,
inicialmente, realizando un MIX con los siguientes componentes en un

tubo Eppendorf:

13,5 ul.  H.O
5ul.  Polymejor
25 ul.  Tampoén 10X (Tris HCL 10mM, KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM)
1 ul.  dNTP’s (dATP,dCTP,dGTP, dTTP)
1uL  Taq DNA Polimerasa (1 UI/uL)
1 ul. Cebador (Segun exén)
1ul. DNA

Siendo posteriormente optimizado a:

6,25 ul. Master Mix* (MM)

525ul  HxO
0,5 ul.  Cebador (Segun exon)
0,5ul.  DNA

* Contenido del Master Mix (2X)

En todas las reacciones de amplificacion se usé Polymejor
(Sucrosa 0,35 M, Cresol 80 pg/ml) por su capacidad de incrementar la
eficacia de la PCR. Una vez mezclado, se inici6 el programa del

termociclador, con la siguiente configuracion:

1°. 95°C durante 3’
2°. 94°C durante 45
3°. Tm* durante 30”

4°. 72°C durante 30”
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(Repetir ciclo volviendo al paso 3, 34 veces mas)

5°. 72°C durante 10’ (Periodo de elongacion)
6°. 15°C (FIN)

*Tm (temperatura de fusién o hibridacion, segun exén)

Las temperaturas de fusion o hibridacion (Tm) para cada

cebador, segun el exén fueron las siguientes (Tabla 6):

60°C | 1,2,3,4,5,6,7,9,10,11, 13
58°C | 8
55°C | 12

Tabla 6. Temperaturas de fusién por exones.

e GEL DE AGAROSA (2%):

Gel de agarosa (2%) realizado con TBE 0,5X y agarosa estandar
calidad biolégica molecular, calentando en microondas durante 1-2’,
hasta disolver la agarosa en el TBE. Se afiadieron 20 pl. de Bromuro de
Etidio a la solucién de Agarosa y se coloco en el molde, adaptando un
peine de 15 muestras al portageles y esperando a solidificacion (aprox.
15 min.). En el carril inicial se afiadieron 3 ul. de muestra control
(pUC19-Haelll) 3 pLL de cada muestra en cada pocillo y entre 1,5 y 2
pnL de DNA, iniciando electroforesis en soporte con TBE 0,5X.

Para la lectura de resultados se colocé el gel sobre la camara

ultravioleta y visionado de resultados.
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42.3.4.  Polimorfismo conformacional de cadenas

simples (SSCP, Single-strand conformation polymorphisnz)

Para el rastreo de mutaciones en la zona codificante del gen

PAH se usé la técnica de SSCP. Se siguié una variante del método

original (Orita et al., 1989) basada en los protocolos descritos por Myers
(Myers R et al., 1997).

Para la realizacion de los geles de SSCP y su carga de las

muestras se siguieron 3 pasos esenciales: preparacion del gel,

preparacion de las muestras y electroforesis en gel y la tinciéon mediante

plata para obtener los resultados.

e PREPARACION DEL GEL DE ACRILAMIDA
Previa limpieza y colocacion del sistema de soporte y prensado
de los 2 cristales se procedi6 a la elaboraciéon de la acrilamida para su

introducciéon en dicho soporte.

Se afiadi6 en un recipiente Acrilamida 10% (22,5 mL, para 1 gel)
y se calent6 en microondas. Posteriormente se afiadié APS 25% (60 pL)
y luego TEMED (10 pL), introduciendo dicha mezcla entre los cristales
del soporte SSCP y dejando polimerizar durante al menos 30 min.,
retirando posteriormente el filtro de la parte inferior. Una vez
completado el montaje, se procedio a realizar la electroforesis (Tampon
TBE 0,5X), afladiendo previamente 6 pL. de muestra desnaturalizada en

cada pocillo. La electroforesis se realizé en camara fria a -4°C aprox. 8

h (75-100 V).
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e PREPARACION DE LA MUESTRA

Se mezclaron en un Eppendorf rotulado de producto de PCR
(2 pL) con Solucién Formamida-EDTA (4 pL) y Solucion SDS-EDTA

(500 pL) (Tampoén de carga de la muestra), realizando una posterior
desnaturalizacién a 90°C durante 5 minutos en termobloque, para luego
introducir en hielo o agua helada. Posteriormente, se procedié a realizar
la electroforesis vertical (BlueVertical 160/C, Serva) en geles de
acrilamida:bisacrilamida (99:1) 10% a 15°C, en tanque refrigerado con
0,5X TBE, previamente enfriado a 4°C, con un volumen final de gel de
30 mL (50 pL. APS 25% + 10 uL. TEMED), corriendo a 60 V durante
16 h 6 200 V durante 4 h.

e TINCION DE PLATA
Se procedi6 a la retirada del gel, depositindolo en una batea
limpia con agua destilada, fijando con etanol al 10% hasta cubrir el gel
y agitando suavemente durante 10 minutos. Se decanta evitando doblar

el gel.

Se afnadi6 HNOs al 1% (HNO; 65% 15 mL + H,O hasta
completar 1 L) agitando manualmente primero durante 3 minutos y
posteriormente en el agitador, lavando acto seguido con agua milliQQ
agitando manualmente durante 3 minutos 2 veces y decantacion

posterior.

El siguiente paso fue afiadir la soluciéon de Nitrato de Plata
fresca (AgNO; 0,1%: 0,1 gr. en 100 mL de agua milliQQ) agitando
suavemente durante 20 minutos, preferiblemente en oscuridad, con

decantacion posterior, tapando la batea con papel de plata.
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El revelado se realiz6 con solucion Revelante (Na,COs 5,9 gr.
+ 200 mL de agua milliQQ + Formaldehido 35-37% 250 pL), afiladiendo
100 mL de la solucion, agitando durante aprox. 1 minuto y desechando
todo el contenido tras la agitacion. Se lavé durante 1 minuto en
agitacion con agua milliQ. Este procedimiento se repitié otra vez mas
con 100 mL de solucién revelante, sin lavado posterior, parando la
reacciéon con 100 mL de acido acético al 10% sobre la solucion
Revelante. Una vez completado este proceso se lava el gel 2 6 3 veces

con agua milliQ y el gel esta listo para ser escaneado.

4.2.3.5.  Polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP, Restriction Fragment 1.ength
Polymorphisn)

Para la realizacion del RFLP sobre el exén 3, y en concreto la
mutacion R68S (AGA>AGT) se procedié con la enzima Xbal, descrita
en las bases de datos como enzima de restriccion para dicha mutacion.
Sila mutacion esta presente se obtiene una banda unica de 288 pb en el
gel resultante. Si es wild-fype (no hay mutacién) se obtienen dos bandas,
una de 92 pb y otra de 196 pb, utilizando como cebadores para la
amplificacion los ya utilizados para la PCR-SSCP-secuenciacion del

exon 3 (Figura 5).
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(92+196)
B

~

>~
5 ... ATTGAAﬂCTAGICCTTCTCGT X

Figura 5. Secuencia del exén 3 vecina a la mutacién (nucleétido en rojo especifica el

cambio) y zona de corte de la enzima Xbal.

La digestion del fragmento amplificado se realizé sometiendo
10 pL del producto con la mezcla de la reacciéon que se resume en la

siguiente tabla (Tabla 7).

H,O
Tampén O (Tampdn enzima 5X)

Spermidina 50 mM
BSA 10 mg/mL
DTT 10 mM
Enzima 10 U/ pL (Xbal)

Tabla 7. Composicion de la mezcla de reaccion de digestion para RELP.

Las condiciones de temperatura de incubacion para la digestion

de la enzima Xbal fueron de 37°C.

4.2.3.0. Secuenciacion
Una vez realizada la amplificacién PCR del exén a estudiar,
obteniendo una banda unica y robusta y comprobado en un gel de
agarosa que existe una unica banda, se inici6 el protocolo de

secuenciacioén para dicha muestra.
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e DPurificacién enzimatica del producto de PCR (EXOI-SAP)
Para un volumen final de reaccién de 4,5 pl., se afladié en un
tubo Eppendorf H,O 2,5 puL, Exol 0,25 pl, SAP 1 pL. y producto de
PCR 0,74 pL, para trasladarlo a un termobloque para la reacciéon de
purificaciéon enzimatica: 37°C  durante 30°, 80°C durante 15,

inactivando de esta manera los enzimas presentes en el producto de

PCR.

e Reaccién de secuenciacion (ABI 3130XL)

Para un volumen final de reaccion de 6,5 pl, se afiadi6 DNA
purificado 4,5 pL, H,O 0,863 pL, Primer F 6 R 5 mM 0,637 pL y Kit
BigDye Terminator Cycle Sequencing v.1.1 (Applied Biosystems -20°C)
0,5 pL, con las siguientes condiciones para la reaccion de secuenciacion
(termociclador): 96°C durante 2 min., 94°C durante 3 seg., 50°C durante
seg. y 60°C durante 2 min. (25 ciclos) 72°C durante 4 min. y 4°C para

finalizar la reaccion y mantener el producto.

e Purificacion de la reaccién de secuenciacion
La purificacion de la reaccion se realiza mediante precipitacion
con Etanol/EDTA/H:O, el cual se resume en la siguiente secuencia:
1°. Volumen final de secuenciacién: 36 pL (a anadir al tubo) +
pasos previos.
a. HyO 3,5 pL.
b. EDTA 125 mM 2,5 pl..
c. EtOH 100% 30 pl.

2°. Vortex y 15 min. de reposo a temperatura ambiente.
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3°. Centrifugacion 30’ a 4°C (3000 g que equivalen a aprox.
5.700 rpm)

4°. Decantacion

5°. Lavado con EtOH 70% 30 pL. Centrifugaciéon 15’ x 3000 g
a 4°C.

6°. Decantacién y secado 10 min. en estufa a 37°C o en
termobloque.

7°. Adiciéon de Formamida 10 pl..

8°. Placa de secuenciadot.

Silas muestras fueron procesadas en el dia, se resuspendieron
en 10 pL. de Formamida desionizada (Applied Biosystems, -20°C) y
transferir a la placa del ABI 3130XL Si fueron almacenadas, se

cubrieron con papel de aluminio y guardadas a -20°C.

4.2.4.Soporte de Software
4.2.4.1.  Diseno de Cebadores
42.4.1.1. Primer3
Para el disefio de los cebadores o “primers” a emplear en la
amplificacion y secuenciacion de los exones del gen PAH se recurrio6 al

programa bioinformatico Primer3” (http://bioinfo.ut.ee/primer3).

A pesar de contar con cebadores ya probados y contrastados en
la bibliografia actual, especificos para cada ex6n (Guldberg et al., 1993b),
optimizados con para la realizacion de DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) se decidi6 disenar a partir de la secuencia descrita para el
gen PAH unos cebadores nuevos. Los motivos por los cuales se tomd
esta decision son ampliar la base de datos actual de cebadores y

corroborar su eficacia.
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42.4.1.2. Cebadores por exones

A continuacion se muestran en la siguiente tabla (Tabla 8) los

cebadores utilizados, asi como el producto resultante y la temperatura

de hibridaciéon (Tm).

EXON Secuencia 5 2 3’ Producto (pb) ‘ ;Eé])
1 TCTTCTCCTCCCTAGTGCGA 972 60
ATGAAACCAGGAAGCACCAG
5 GGAATGAATTGCTAAACTGTGGA 718 60
AACATGGAAGTTTGCTACGACA
3 CATCTTTGGCCTGCGTTAGT 988 60
CAGTGTGGAGTTACTTATGTTGCA
4 GGGATCCCCACTTCTGATCT 223 60

AGTGGAGGAGAGGCACTGAA
CCCCATTCAAAGCATTCATAA

> AGCAGGCTAGGGGTGTGTTT 201 60
6 CTAACCTGCGTTCTGCTGTG 339 60
CTTGTCTTCCCCTTCCCTCT
7 CCTATGTCCCTGGGCAGTTA 297 60
AAAAGATGGCGCTCATTGTG
8 TCCATTCTTTCTGCCCATTC 279 53
TGTACCTGGTTTCCGCTCTT
9 GGTTGGTTCTGTGGTTCCAA 131 60
TCAAAGACCTGAGGGCCATA
10 TCCCTTCATCCAGTCAAGGT 297 60
TGGTTTTCTGTACCCACCACT
1 GATGAGAGAAGGGGCACAAA 300 60
CCAACCACCCACAGATGAGT
1 GGAGGTGTCCGTGTTCCTAA 08 2
TATGGCGATGGTAGGGAAAG
13 CACCCAGCTCATCCAAGAAG 205 0

TCTCCATCAACAGATTCACAGC

Tabla 8. Cebadores por exones con producto resultante (pb) y Tm (°C)

En el Anexo 2 se amplia la informaciéon con cada exén y su
secuencia correspondiente, asi como los cebadores disefiados en rojo y

subrayado en gris los publicados por Guldberg (Guldberg et al., 1993b).
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4.24.2.  Lectura de secuencias
424.2.1. FinchTV
Los resultados obtenidos mediante el secuenciador ABI
3130XL fueron procesados mediante el software del fabricante. Para su
lectura, se utilizé el programa FinchTV®, un visualizador de secuencias

DNA multiplataforma para extensiones conocidas (.abi).

4243. SNP

Las alteraciones en las secuencias genémicas, denominadas
polimorfismos nucleicos simples (SNP) pueden tener significado
patolégico (mutaciones) y producir un cambio en la estructura y/o
funcién de la proteina afectada. Las herramientas bioinformaticas, ya
sea en forma de programas especificos, multiplataforma o no, basadas
en Web la mayorfa, estin creadas para realizar una prediccion del
impacto sobre la estructura o funcién proteica segun los posibles
cambios aminoacidicos que suceden como consecuencia de dichas
alteraciones. Gracias a esta prediccion, muchas de ellas permiten realizar
una correlaciéon fenotipo-genotipo y poder establecer dentro del

contexto clinico y enfermedad, un posible pronéstico.

4.2.4.3.1. Grantham Score
Creado en 1974 por R. Grantham, realiza una comparacion
entre todos los posibles cambios aminoacidicos (60 en total) de una
proteina, desde el punto de vista de su composicién, polaridad y
volumen molecular, dotando dicho cambio de una puntuacién (entre O
y 215) y, a su vez, categorizaciéon segin dicha puntuacién en cambios

conservativos (5-00), no conservativos (60-100) y radicales (>100)

93



(Grantham, 1974). Mutaciones patégenas dan una puntuaciéon mas alta
(> 100), mientras que mutaciones neutras resultan en mads bajas.
Actualmente existe una variante bioinformatica basada en web que
toma como base las puntuaciones del score de Grantham denominada
Align GVGD (A-GVGD) de la OMS (Mathe et al., 2006; Tavtigian et
al., 2000). Dicha extension fue creada para determinados genes
conocidos de alto interés epidemiolégico (ATM, BRCA1, BRCA2,
CHEKZ2, and TP53) con el propésito de servir para alineamientos de
multiples secuencias entre especies en mutaciones missense y valorar

dichos cambios en la posicion que ocupan.

4.2.4.3.2. SIFT (Sorting Intolerant from Toleran)

SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg) es una herramienta creada

por el grupo de Pauline Ng en el Fred Hutchinson Cancer Researcher Center
desde los afios 2001 a 2008, y posteriormente en el |. Craig VVenter
Institute hasta el 2010. Basada en la homologfa de secuencia que ordena
sustituciones de aminoacidos en tolerantes e intolerantes y predice si
una sustitucién de aminodcido en una proteina tendra un efecto en el
fenotipico final de la proteina. SIFT se basa en la premisa de que la
evolucién de las proteinas se correlaciona con la funcién de la proteina
y, por lo tanto, su composicion aminoacidica varia o permanece segin
la importancia de su localizacion, asi posiciones importantes para la
funcién de la proteina deben ser conservados a lo largo de la escala
evolutiva en la familia de la proteina, mientras que las posiciones menos
importantes pueden variar. Por rango numérico de 0 a 1, SIFT califica
los cambios aminoacidicos en dafiinos (damaging o “deletéreos”
(deleterious) sila puntuacion es <= 0,05 y tolerables (zolerated) si es > 0,05

(Kumar et al., 2009; Ng and Henikoff, 2003).
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4.2.4.3.3. Polyphen-2  (Polymorphism — Phenotyping

v.2.0)
Herramienta bioinformatica de prediccion del impacto de una
sustitucion de aminoacido no sinénimo por otro sobre la estructura y
funcion de  proteinas en el ser humano. Polyphen-2

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2) usa determinadas bases de

datos (UniProtKB, Swiss-Prot DB) para obtener informacién genémica
y proteica segun el indentificador SNP (UNIPROT) aportado, con los
cambios aminoacidicos y posicién del aminoacido, asi como en la
estructura de la proteina (PDB/DSSP). Los resultados se ofrecen de
forma grafica y numérica, con una puntuacion entre 0 y 1, siendo 0
cambios benignos (benign) y 1 “probablemente dafiinas” (probably
damaging) para la estructura y funcién de la proteina en cuestion

(Adzhubei et al., 2013, 2010).

4.2.4.3.4. Provean
(Protein 1 ariation Effect Analyzer)

Provean  (http://provean.jcvi.org/index.php) es un nuevo
proyecto fundado por el National Institutes of Health (referencia
SROTHGO004707-03) y en desarrollo por Yongwook Choi y Agnes Chan
en el J. Craig Venter Institute, utilizado para la predicciéon de cambios en
la secuencia proteica y su repercusion en la funcién de la misma. La
diferencia con las demas herramientas descritas hasta el momento es
que es capaz de trabajar con multiples cambios, ya sean cambios
simples, inserciones o delecciones. El umbral predeterminado para
predecir entre cambios “neutros” (neutral) y “deletéreos” (deleterions) es

de -2,5, pudiendo aumentar en sensibilidad para rangos positivos (-1,3)
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y especificidad (-4,1) para rangos menores de -2,5, dependiendo de si
queremos localizar mas o menos cambios deletéreos (Choi and P. Chan,

2015; Chot, 2012; Choi et al., 2012).

4.2.4.4.  Splicing (HSF, Human Splicing Finder 3.0)
HSF (http://www.umd.be/HSF3/) en su versién 3.0 es una

herramienta bioinformatica diseflada por Ghadi Rai que combina 12
algoritmos diferentes para identificar los efectos sobre los motivos de
splicing, ya sean donantes o aceptores, o aquellas secuencias auxiliares
denominadas Exonic Splicing Enhancers (ESE, Potenciadores) o Exonic
Splicing Silencers (ESS, Silenciadores). Mediante la seleccion de nuestro
analisis, ya sea una secuencia o una mutacion, y que datos vamos a
aportar (nombre del gen, transcrito Ensembl, CDS, etc.) nos ofrece una
serie de datos numéricos aplicando dichos algoritmos y segun los
resultados, unos comentarios sobre las posibles alteraciones en los sitios

de splicing descritos (Desmet et al., 2009).

4.2.45.  Estabilizacion proteica (mCSM)

Para la prediccion de estabilizacion proteica mediante
aproximaciones basadas en estructuras (S#ucture-Based Approaches) se
utilizo la herramienta basada en web mCSM
(http:/ /bleoberis.bioc.cam.ac.uk/mesm/)  del Departamento  de

Bioquimica de la Universidad de Cambridge (Pires et al., 2014). Dicha

herramienta tiene como objetivo analizar las distancias atomicas y los
patrones que acontecen en la vecindad del aminoacido mutado vy, para
ello, utiliza la coleccion ProTherm (Kumar et al., 2006) de parametros
termodinamicos experimentales sobre proteinas wild-type y mutadas.

Entre los parametros utilizados se encuentran los cambios en la energfa
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libre de Gibbs (AAG), para mutaciones puntuales. Con éste y otros
métodos y experimentos de regresiébn y comparativos, se consigue
predecir el valor numérico y el cambio de direccién para la AAG,
respectivamente.

La herramienta web necesita para el analisis la estructura
cristalizada, obtenida de la RCSB Protein Data Bank (PDB,
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) (Berman, 2000),

utilizando para nuestro analisis el PDB ID: 1PAH, fenilalanina
hidroxilasa en su forma dimérica (residuos 117 a 424,
DOI: 10.2210/pdblpah/pdb) (Etlandsen et al., 1997) y la mutacién en
su nombre comun (P409L).

4.2.4.6.  Modelado 3D (Swiss-PDB 1Viewer, Y ASARA)
Para la visualizacion 3D se utilizaron las aplicaciones
multiplataforma  Swiss-PDB  VViewer (Guex and Peitsch, 1997) y
YASARA (Krieger and Vriend, 2014), la primera una de las
aplicaciones mas utilizadas en este campo con la que realizar la
mutacion p.P409L y la otra de reciente creacion para una visualizacion

y etiquetado de las localizaciones de las mutaciones encontradas
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5. RESULTADOS

5.1. PACIENTES

De un total 44 pacientes seguidos en los hospitales de referencia,
23 pacientes de la provincia de Tenerife y 21 de la provincia de Las
Palmas, 41 familias y 3 parejas de hermanos; 40 fueron analizados en el
presente estudio. La distribucion por sexos fue de 20 varones (11 TT, 9
GC) por 24 mujeres (12 TF, 12 GC), contando en el inicio del estudio
(afio 2010) con 7 pacientes mayores de edad (> 18 afios) y 37 menores,
siendo la edad media actualmente de 13 afios y la mediana de 14 afios.
En todos ellos se requirié de consentimiento informado, firmado por
los padres/tutores en el caso de los menores.

Los pacientes F001.1, F032.1, F033.1, F034.1 y FOXX.1 fueron
analizados molecularmente en laboratorios externos. Hubo un traslado
a la peninsula durante el estudio (F020.1) y en 4 pacientes (F005.1,
F018.1, F022.1 y F028.1) no se han podido analizar a los familiares por
diversos motivos. En la provincia de Tenerife, 4 pacientes PKU se
trasladaron a la peninsula antes del inicio del estudio. Una de ellos
(FOXX.1) tenfa diagndstico molecular realizado en laboratorio externo,
mostrando el genotipo p.R176L (padre) / p.R408W (madre). Por
motivos de disefo del estudio, no teniendo en cuenta a los pacientes no
seguidos en las unidades a partir del inicio del mismo, no se incluird en
el analisis de los resultados de correlacion fenotipo-genotipo, pero si en
el computo de alelos mutados. Asi mismo, en otra paciente trasladada
se realizé prueba de sobrecarga de BH,4, aunque con sobrecarga de 100
mg de Phe previos, actuaciéon que no se recomienda en los protocolos

actuales, y sin estudio genético previo. Por iguales motivos que los del
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paciente con estudio mutacional previo, no se tendra en cuenta para el
analisis de los resultados. Una paciente (F016.1) es un traslado de otra
comunidad (no constan datos del diagnostico inicial).

Se conoce de la existencia de dos mujeres, hermanas del
paciente F018.1, el cual si se puedo citar para consulta en el CHUNSC,
que viven en la isla de LLa Palma, con diagnéstico de retraso mental que

no han sido estudiadas y que, con alta probabilidad son pacientes PKU.

Los menores de 6 anos en la provincia de Tenerife, a no ser que
se realizara analitica por otros motivos, no les fue extraida muestra de
sangre, analizandose los padres en su lugar. En todos los casos se
descubrieron las dos mutaciones patolégicas (F009.4, F010.1, F013.1,
F015.1, F017.1, F019.1). En el caso de los pacientes FO11.1 y F014.1
s6lo se analiz6 a un familiar por motivos personales (familia
uniparental). En la provincia de las Palmas de Gran Canaria se realizo
extraccion a todos los pacientes y familiares que asi lo desearon.

Se dio un caso en el que el padre del paciente estudiado no se
correspondia con el padre bioldgico (F040.3), con estudio de paternidad
realizado. En los otros casos en los que la mutacién paterna no se
detect6 (F007.1, F027.3 y F041.3), no se han realizado pruebas de
paternidad por el momento. Los padres que accedieron a realizarse el
estudio genético mostraron, a excepcion de los cuatro padres
mencionados, las mutaciones encontradas en sus hijos.

En cuanto al origen de los progenitores, el paciente F004.1 tiene
padre marroqui, el paciente FO13.1 su madre es de origen brasilefio y el
paciente FO17.1 tiene un padre de origen vasco y a una madre de origen
belga. En el paciente F004.1 se encontré en homocigosis una deleccion

(G352>Vfs) descrita en altos porcentajes en el norte de Marruecos
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(Dahri et al., 2010), mientras que en el paciente FO17.1 se encontro la
misma mutacion en ambos padres (p.A403V), a pesar de ser de
diferentes zonas. En el paciente F013.1, el alelo materno encontrado no
se corresponde con los mayormente descritos en las zonas estudiadas
de Brasil a dfa de hoy (Santana da Silva et al., 2003; Santos et al., 2000).
Para una poblacion total de 2.104.815 en Canarias en el afio 2014
(INE), la prevalencia de PKU es de 2,1 casos/100.000 habitantes o, lo
que es lo mismo, un 0,0021%. Desde el periodo comprendido entre el
inicio del estudio (afio 2010) y la finalizacién de inclusiéon de nuevos
pacientes (2013) nacieron 7 nuevos casos, obteniéndose una incidencia
de 1:9.827 RN para dicho periodo, siendo el numero de RN en la
Comunidad Canaria en esos afios de 68.788 RN. Esta frecuencia
disminuye a 1:10.222 si ampliamos los anos hasta 1999 (INE), con 28
pacientes nacidos hasta 2013 y 286.209 RN en total en ese periodo.

5.1.1.Resultados de SSCP, RFLP y secuenciacion por
pacientes

En el Anexo 3 (sélo version digital) se detallan los resultados
por pacientes y provincias con los geles y secuencias obtenidos en el
estudio molecular. En un inicio y a modo de cribado, se realiz6 SSCP
para los pacientes iniciales. Durante el estudio se encontré que, como
ya ha sido descrito previamente en la literatura, la técnica de rastreo de
mutaciones mediante SSCP y secuenciacion directa para el gen PAH
tiene un porcentaje de deteccion en torno al 62% (Pérez et al., 1997).
En nuestro estudio, las siguientes mutaciones fueron detectables por
SSCP: pI65T/p.S87R, pI164V, p.D129G, p.R158Q, p.R176L,
p-R261Q), G352>Vfs, p.A403V, p.R408W. Esto se corresponde con un

total de 48 alelos mutados encontrados (57,8%), por lo que se confirma
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los porcentajes descritos hasta el momento. Debido a los bajos
porcentajes se decidié continuar realizando solo secuenciacion directa
siguiendo las frecuencias mutacionales encontradas hasta el momento.

Con la técnica RFLP se realiz6 la busqueda de la mutacion
p-R68S en algunos casos (F005.1) y en familiares de pacientes (F009.2,
F009.3, F013.2) para dicha mutacién con la enzima Xbal.

5.1.2.Pruebas complementarias relevantes (Santa Cruz de
Tenerife)
5.1.2.1. DHPRy pterinas en orina

Un total de 17 pacientes (17/20) les fue realizado estudio
bioquimico de despistaje de déficit de BH4 en el laboratorio de
referencia tras diagnodstico bioquimico mediante prueba de cribado
neonatal, obteniéndose valores dentro de la normalidad para los
parametros estudiados y, por lo tanto, descartado un déficit de BH..
Hasta el momento en la Comunidad Canaria no se ha descrito ningun

caso de déficit de BH,.

5.1.2.2.  Densitometria 6sea
La prueba de densitometria 6sea se ha practicado hasta el
momento a 6 pacientes, mostrando 3 de ellos (F004.1, F006.1 y F010.1)
valores de osteopenia. De ellos, 2 muestran en su fenotipo PKU clasica,

mientras que uno tiene una HPA benigna.

5.1.2.3.  Cociente intelectual (CI)
Se realizaron los test especificados en la seccion de material y
métodos, los cuales se resumen, junto con los resultados obtenidos en

los pacientes a los que se les han realizado en la tabla 9.
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Pacie Eda | Brunet- Wescheler Wechsler No
nte d Lezine ‘ Wechsler WISC WAIS ‘ WPPSI especificado ‘

CI 96 (Normal-
F0011 | 4 Medio)
F002.1 | 3 Favorable

CI 113 (Normal-
F002.4 | 12 Alto)

CI 98 (Normal-

F003.1 | 4 Medio)

CI 116 (Normal-
F0o4.1| 6 Alto)

CI71
F006.1 | 20 (Limite)
F006.4 | 19 C161 (RM
leve)

F008.1 | 9 CI 102 (Normal)

CI 98 (Normal-
F009.1 | 7 Medio)
Fo0151 | 5 CI 84 (Notmalf

Bajo)

F016.1 | - CI 100 (Normal)

Tabla 9. Pacientes y test realizados a cada edad con CI de cada uno en el momento

de su realizacion.

De los 11 pacientes a los que se les ha realizado, 2 contaban ya

con la mayorfa de edad y 8 se encontraban en el periodo entre la nifiez

y pre-adolescencia. Nueve mostraban puntuaciones dentro de la

normalidad o en los limites alto o bajo. Los pacientes adultos, en

cambio, mostraban CI en el limite o retraso mental leve.

5.1.3.Pacientes PKU en edad de procrear

Al término del estudio, habfan 11 pacientes mujeres (TF 6, 5

GC) en edad de procrear (> 18 afos, < 40 afios). Hasta el momento no

se tiene constancia de ninguna paciente PKU con embarazo activo y

ninguna de ellas se encuentra en tratamiento con BH.

105



5.2. MUTACIONES

Cuarenta pacientes fueron analizados en nuestro estudio (84
alelos mutados en total contando con los estudios de laboratorios
externos), encontrandose 83 alelos mutados (98,8%). De las mutaciones
encontradas, 23 estan descritas en las bases de datos consultadas,
encontrandose una mutaciéon no descrita en la posicion ¢.1226C>T del
cDNA (CCC>CTC), prolina por leucina en la posicién del aminoacido
409 (p.P409L), presente en el paciente F040.1 (alelo materno). Dicha
mutaciéon no aparece los registros y bases de datos publicados (Tabla
10), si bien un cambio C>A en el mismo nucleétido (con cambio
proteico p.P409H) ha sido encontrado por azar en un carcinoma de

mama (COSMIC database).

Phe al
diagnostico

Tolerancia

Paciente Fenotipo Alelo materno  Alelo paterno

Phe (mg/dia)

(nmol/L)

F001.1 PKU leve p.R158Q p.R68S 5842
F002.1 PKU clasica p.R40SW pR261Q 16285 250
F002.4 mf;j; 0 p.R40SW p.R261Q 659,9 250
F003.1 PKU clasica p-R408W p.V388M 19499

F004.1 PKU clasica G352> Vs G352>Vfs 2009,

F005.1 | HPA benigna p.RG8S p.RG8S 3148 NR
F006.1 PKU clisica p.R408W p.R408W

F006.4 PKU clasica p.R408W p.R408W

F007.1_| HIPA benigna p.R297C IVSI0-11G>A 2785 NR
F008.1 | HPA benigna pR261Q p.R176L 2543 NR
F009.1 m(i:th W p.R68S p.R68S 672 60
F009.4 m(i:th 0 p.RG8S p.R68S 657,5 97-113
F010.1_ | HPA benigna p.M276K p.RGBS 3572 NR
FO11.1_| FIPA benigna p.A403V IVS10-11G>A 1514 NR
F012.1 | HPA benigna p-R261Q p.A403V 2482 NR
FO13.1 | FHIPA benigna RG68S p.A403V 84,8 NR
F014.1 | HPA benigna p1164V IVS10-11G>A 2543 NR
F015.1 m(i:th 0 p.RG8S p.R68S 7214

F016.1 | HPA benigna p.R297C p.R297C NR
F017.1_| FIPA benigna p.A403V p.A403V 207 NR
FO18.1 PKU clasica p.R408W p.R408W NR
F019.1 | FIPA benigna R252W p.A403V 3209 NR
F020.1 | HPA benigna | IVSIO11G>A pR297C 302,7 NR
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FOXX.1 p.R408W p-R176L

Tabla 10. Numero de casos con codificacion interna, fenotipo mostrado (Phe al
nacimiento) y mutaciones encontradas. La codificacién empleada es F (Familia),
XXX (Niumero de familia por entrada en el registro interno del estudio) y .X para
familiar, siendo .1 (paciente), .2 (madre), .3 (padre) y siguientes nimeros para
hermanos, tanto afectos como sanos que se han estudiado. En color azul, pacientes
de la provincia de Santa Cruz de Tenerife, en naranja, L.as Palmas de Gran Canaria.
NR = No restrictiva; NC=No consta. FOXX.1 hace referencia a el paciente con
traslado a la peninsula antes del inicio del estudio pero con diagnéstico molecular

realizado (TTF).

La frecuencia de homocigotos para una determinada mutacién
es del 31,1% (14 pacientes), de los cuales el 71,4% (10 pacientes)
corresponden a la provincia de Tenerife. El 66,6% (30 pacientes) son
heterocigotos compuestos y solo el 2,2% (1 paciente, F038.1) mostré
un solo alelo mutado; asumimos que no hemos sido capaces de detectar

la mutacion en el otro alelo (Tabla 11).

Paciente Mutacion Familiar RESULTADO
F007.1 IVS10-11G>A F007.3 | No muestra mutaciones (i10)

Tabla 11. Relacién de pacientes con mutaciones no encontradas en alguno de los

padres.
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Las mutaciones predominantes y sus frecuencias, tomando
como referencia los 84 alelos posibles mutados, fueron: p.R408W
(19%), p.R68S (11,9%), p.A403V (10,7%), p.R176L (9,5%), IVS10-
11G>A (8,3%), p.R297C (4,8%), p.R261Q (4,8%), p.R158Q (4,8%). El
resto de mutaciones encontradas tienen frecuencias por debajo de ese
porcentaje (1,2-3,6%) (Tabla 12). Las cuatro primeras mutaciones en
frecuencia suman el 51,1% de los alelos mutados encontrados, mientras
que esas mismas 4 mutaciones se encuentran en al menos un alelo de

cada paciente en el 73,3% (33/45 pacientes), es decit, casi 3 de cada 4

pacientes muestran una de esas mutaciones.

Mutacién | E/I  cDNA DOMINIO  Tipo AAMM TF GC % Alelo|

p-R408W 12 c.1222C>T Catalitico Missense 16 7 9 19,0
p-R68S 3 c.204A>T Regulatorio Missense 10 9 1 11,9
p-A403V 12 c.1208C>T Catalitico Missense 9 6 3 10,7
p-R176L 6 c.527G>T Catalitico Missense 2 6 9,5
IVS10-11G>A | i10 1C]1((})6>6A Intrénico Splice 7 4| 3 8,3
p-R297C 8 c.889C>T Catalitico Missense 4 0 4.8
p-R261Q 7 c.782G>A Catalitico Missense 4 3 1 4.8
p-R158Q 5 c.473G>A Catalitico Missense 4 1 3 4,8
p-A300S 8 c.898G>T Catalitico Missense 3 0 3 3,6
p-D129G 4 c.380A>G Regulatorio Missense 2 0 2 24
G352>Vfs 10 c.1055delG Catalitico Deleccion 2 2 0 2,4
p-V388M 11 c.1162G>A Catalitico Missense 2 1 1 2,4
p-I65T 3 c.1941>C Regulatorio Missense 1 0 1 1,2
p-S87R 3 c.261C>A Regulatorio Missense 1 0 1 1,2
p-1164V 5 c490A>G Catalitico Missense 1 1 0 1,2
p-R252W 7 c.754C>T Catalitico Missense 1 1 0 1,2
p-M276K 7 c.827T>A Catalitico Missense 1 1 0 1,2
p-R243Q 7 c.728G>A Catalitico Missense 1 0 1 1,2
p-P281L 7 c.842C>T Catalitico Missense 1 0 1 1,2
p-Y414C 12 c.1241A>G | Tetramerizacion | Missense 1 0 1 1,2
p-N1671 5 ¢.500A>T Catalitico Missense 1 0 1 1,2
p-P409L 12 c.1226C>T Catalitico Missense 1 0 1 1,2
IVS4+5G>T | i4 | c.441+5G>T Intrénico Splice 1 0 1 1,2
IVS2-13T>G | i2 | c.169-13T>G Intrénico Splice 1 0 1 1,2
83/84 | 42 |41/42| 98,8
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Tabla 12. Mutaciones encontradas en numetro de alelos y potcentajes. E/I = Exén /

Intrén; AAMM = Alelos Mutados.

Por frecuencias exonicas, incluyendo las intrénicas como los
exones a los que afectan, los exones 12, 3, 11 contienen el 58,3% de las
mutaciones totales encontradas en nuestra poblacién con unas
frecuencias del 32,1%, 15,5% vy 10,7%, respectivamente. Este
porcentaje aumenta hasta el 85,7% si son afiadidos los exones 6 (9,5%),
7 (9,5%) y 8 (8,3%). Los exones 1, 2, 9 y 13 no mostraron ninguna
mutacion en los pacientes estudiados.

Por dominios dentro de la proteina PAH, el regulatorio (N-
terminal) presenta, con respecto a los 81 alelos mutados encontrados,
14 alelos (17,28%), el dominio catalitico 57 (70,37%), y en el encargado
de la tetramerizaciéon proteica (C-terminal) 1 (1,23%), siendo el resto
intrénicas, 9 en total (11,1%). La tabla 13 resume de las mutaciones

intrénicas a qué dominio afectan.

Mutacion Ex6n afectado  DOMINIO AFECTADO

IVS10-11G>A 11 Catalitico
IVS4+5G>T 4 Regulador-Catalitico
1VS2-13T>G 3 Regulador

Tabla 13. Mutaciones intrénicas, frecuencia con respecto a y su relacion con los

dominios afectados.

Por tipo de mutacién fueron encontradas 24 mutaciones
diferentes en total, distribuyéndose en 20 missense (83,33%), 3 con

alteracion del splicing (12,5%) y 1 delecion (4,16%). La tabla 14 muestra
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los porcentajes por tipo de mutaciones, tanto por nimero absoluto (n°

de mutaciones encontradas), como en relacion a los alelos encontrados.

Tipo de mutacion N° total N* alelos
Missense 20 83,33 70 86,42
Splice 3 12,5 9 11,1
Deleccion 1 4,16 2 2,46

Tabla 14. Frecuencias mutacionales por tipo de mutacion.

5.2.1.Caracteristicas especificas de mutacién

Para cada mutacion, ha sido descrito en pacientes homocigotos
un fenotipo, ademas de una actividad zz vitro mediante ensayos en lineas
celulares. Para las mutaciones encontradas en nuestro trabajo, la
siguiente tabla resume dichas caracteristicas (Tabla 15), ademas de su
localizacion en el gen PAH (Grafico 1).

En el afio 1999 se describieron las caracteristicas estructurales
de la proteina PAH, asi como las alteraciones acontecidas para
determinadas mutaciones. En nuestro trabajo hemos encontrado 24
mutaciones diferentes. Salvando las intronicas, en el articulo se definen
todas las demas, salvo la mutacion p.P409L no descrita, con las
predicciones de los cambios en cada una. A destacar la cercania del
residuo P281 al i6n férrico del sitio activo de la proteina. El resto alteran
de alguna forma la estructura proteica a diferentes niveles, ya sean por
alteraciones en los puentes de hidrégeno (p.R408W, p.R68S, p.R297C,
p-R261Q, p.R158Q), p.D129G, p.Y414C, p.N167I), puentes salinos
(p-R176L, p.R158Q, p.R243Q)) o por estar localizados en sitios
estratégicos importantes para la formaciéon de bucles, alfa-hélices y
laminas-beta, asi como alteraciones en los residuos hidrofobicos

vecinos. Para algunas mutaciones (p.V388M, p.I164V) no han sido
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predichos cambios en la estructura proteica (Erlandsen and Stevens,

1999).
1
Mutaciéon ~ Fenotipo ACTIVIDAD (%) |
p-R408W PKU clésica 2
p-R68S PKU leve/moderada 08 2 IVS213T>C
p-A403V HPA benigna 66 - 16T
p-R176L PKU clasica 42 3 — R68S
IVS10-11G>A PKU clésica 5 SR
p-R297C - - '
p-R261Q | PKU leve/moderada 44 4 ——— Di129G
p-R158Q PKU clasica 10 IVS4+3G>T
p-A300S HPA benigna 31 IR
p-D129G | PKU leve/moderada - 5 — s 1165y
G352>Vfs PKU clisica - NI67T
p.V388M PKU clésica 28 6 R176L
p-I65T PKU leve/moderada 33 -
p-S87R PKU leve/Moderada 25 ﬁg;;,g
p.I164V - - 7 == Rr2%1Q
p-R252W PKU clésica 0 M276K
p-M276K : : Ro9TC
p-R243Q PKU clasica 14 8 ..
p.P281L PKU clisica 2 S
p-Y414C | PKU leve/moderada 57
p-N1671 PKU leve/moderada - 9
p-P409L - -
IVS4+4+5G>T PKU clasica 1 0 L G350aVE
IVS2-13T>G - -
IVS10-11G=A
Tabla 15 y Grafico 1. Mutaciones encontradas en el 11 V3gsM
presente estudio, fenotipo descrito para pacientes . A403V
homocigotos y actividad enzimatica descritos en la 12 :": []J{-:SQSF
bibliograffa actual (BIOPKUdbB®, izquietda) y localizacién " Y414C
segun exén/intrén en el gen PAH (derecha). 13 En
conjunto y

resumido por fenotipo, se pueden agrupar las mutaciones encontradas

segun el fenotipo descrito:
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PKU leve/moderada

HPA benigna (Mild-PKU) PKU clasica No descrita
A300S 165T IVS4+5G>T | IVS2-13T>G
A403V R68S R176L 1164V

S87R R252W R261Q
D129G R243Q M276K
N1671 P281L R297C
R261Q G352>1fs P409L
Y414C V388M
IVS10-11G>A
R408W

5.3. POLIMORFISMOS

Los polimorfismos o mutaciones silentes encontrados fueron
aquellos que se localizaron durante la bisqueda de las mutaciones
patolégicas (Tabla 16), no realizindose una busqueda sistematica en
todos los exones de todos los pacientes. Todos los polimorfismos no

patoldgicos encontrados se encuentran descritos en las bases de datos

actuales.

Pa(;i;r)lte Polimorfismos Pezziect)lte Polimorfismos
F001.1 Q232Q/V245V
F002.1
F002.4
F003.1 L.385L
F004.1
F005.1
F006.1 L385L (H)
F006.4 1.385L (H)
F007.1
F008.1 Q232Q/V245V
F009.1 L385L (H)
F009.4
F010.1
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1VS9+43G>T / 1.385L.

FO11.1 )

F012.1 Q232Q

F013.1

F014.1 1.385L. (H)

F015.1

Fole1 | Q232Q/V399V/L385L
(H)

F017.1

F018.1 Q232Q/1.385L (H)

F019.1

F020.1 13851

Tabla 16. Polimorfismos encontrados en los pacientes de ambas provincias. H =

Homocigosis.

5.4. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

En la distribucién por provincias, de los 83 alelos mutados
encontrados, la provincia de Santa Cruz de Tenerife cuenta con 42
(50,6%, 23 pacientes), y 41 (49,4%, 21 pacientes) en las Palmas de Gran
Canaria (Grafico 4). Las mutaciones mas frecuentes en la provincia de
Santa Cruz de Tenerife fueron por orden de frecuencia: p.R68S (9,
21,4%), p.R408W (7, 16,7%) y A403V (6, 14,3%) (Grafico 2),
mostrando un total de 13 mutaciones diferentes de las 24 encontradas

(54,2%).
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Grafico 2. Provincia de Santa Cruz de Tenerife

En la provincia de Las Palmas de Gran Canaria, las frecuencias
mutacionales son diferentes a las encontradas en Tenerife, siendo las
mas frecuentes p.R408W (9, 22%) y p.R176L (6, 14,6%) (Grafico 3).
En esta provincia hay una mayor variedad de mutaciones encontradas,
localizandose un total de 19 mutaciones diferentes de las 24
encontradas (79,2%). En la siguiente (Tabla 17) se resumen las
mutaciones encontradas en cada comunidad y su proporcioén en cada

una de ellas.
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Grifico 3. Provincia de Las Palmas de Gran Canaria
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Grifico 4. Numero de mutaciones pot provincias. Distribucién de alelos encontrados pot provincias
(nimeros absolutos).
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Mutacion ‘ Alelos % Alelo TF % GC %
p-R408W 16 19,0 7 16,7
p-R68S 10 11,9 9 21,4
p-A403V 9 10,7 6 14,3
p-R176L 8 9,5 2 4.8
IVS10-11G>A 7 8,3 4 9,5
p-R297C 4 48 4 9,5
p-R261Q 4 48 3 7,1
p-R158Q 4 4.8 1 2,4
p-A300S 3 3,6 0 0,0
p-D129G 2 24 0 0,0
G352>Vfs 2 2.4 2 4,8
p-V388M 2 2,4 1 2,4
p-165T 1 1,2 0 0,0
p-S87R 1 1,2 0 0,0
p- 1164V 1 1,2 1 2.4
p-R252W 1 1,2 1 2.4
p-M276K 1 1,2 1 2,4
p-R243Q 1 1,2 0 0,0
p-P281L 1 1,2 0 0,0
p-Y414C 1 1,2 0 0,0
p-N1671 1 1,2 0 0,0
p-P409L 1 1,2 0 0,0
IVS4+5G>T 1 1,2 0 0,0
IVS2-13T>G 1 1,2 0 0,0
TOTAL 84 98,8 42 100,0 | 97,6

Tabla 17. Mutaciones y nimero total de alelos encontrados con porcentajes relativos

a un total de 84 alelos posibles. Mutaciones por provincias y porcentajes de cada una

de ellas con respecto al nimero de alelos posibles (42 en cada provincia).

5.5. CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Para la correlacion del genotipo encontrado en los pacientes
PKU vy el fenotipo mostrado se compararon los niveles de Phe
mostrados al nacimiento, la tolerancia oral de Phe (mg/dia) y en

aquellos pacientes con mutaciones con respuesta positiva a BH, descrita
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o en aquellos no descrita para ninguna respuesta, a la prueba de

sobrecarga a BH, su respuesta a ella.

5.5.1.Niveles de Phe al nacimiento

Segun los niveles de Phe al nacimiento en prueba de cribado
neonatal, como se observa en la tabla 10, 3 pacientes de la provincia de
Tenerife fueron diagnosticados posteriormente de forma clinica (antes
de la instauracién del cribado neonatal), por lo que no hay registros
iniciales, y 1 traslado de la peninsula de la que no tenemos datos de Phe
en el cribado neonatal. Segin la clasificacion seguida en nuestro estudio
(Pérez-Duenas et al., 2004), 25 pacientes (56,8%0) muestran un fenotipo
benigno de HPA, con niveles de Phe en sangre < 6 mg/dL (< 360
pumol/L) y sin restriccion de Phe en su dieta. Cinco pacientes en total
(11,4%) presentan un fenotipo PKU leve, con niveles entre 6 y 10
mg/dL (360-600 pmol/L), 4 un fenotipo moderado de PKU (9,1%,
niveles entre 10 y 20 mg/dL 6 600-1.200 umol/L) y 10 pacientes han
sido catalogados como PKU clasica, con niveles > 20 mg/dL (> 1.200
umol/L). En el siguiente grafico se muestran el nimero de pacientes

por fenotipo mostrado y provincias. (Grafico 5).
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Grafico 5. Numero de pacientes de ambas provincias por
fenotipo mostrado segin niveles de Phe al nacimiento.

5.5.2. Tolerancia de Phe diaria

Con el cribado neonatal, el fenotipo en cada paciente viene
marcado por los niveles de Phe durante la prueba del talén, es decir,
aquel encontrado antes de iniciar el tratamiento alguno. Sin embargo,
en algunos casos, el recién nacido tiene una escasa ingesta en los
primeros dias, la cantidad proteica de la leche materna puede variar
entre personas y el catabolismo proteico neonatal puede aumentar las
concentraciones iniciales (Ponzone et al., 2008).

La tolerancia de Phe diaria supone el fenotipo “real” del
paciente PKU en un contexto cronolégico amplio ya que, segin existan
transgresiones o aumentos de la ingesta proteica, la Phe maxima
alcanzada dependera de su verdadera funcién enzimatica y, por lo tanto,
su verdadero fenotipo.

En nuestro estudio, los pacientes de la provincia de Santa Cruz

de Tenerife con restricciéon en Phe se pueden ver en la tabla 10. Como
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se puede observar, segun tolerancia de Phe, algunos pacientes cambian
de fenotipo en la clasificacion utilizada.

El paciente F005.1 esta catalogado como HPA benigna por no
tener restriccion dietética alguna, ya que por la edad y por haber sido
seguido previamente por otros profesionales no tenemos constancia de
si tuvo restriccion dietética o no. Por genotipo mostrado y
comparativamente con otros pacientes deberfa mostrar un fenotipo

moderado.

5.5.3.Sobrecarga de BH,4

De los 44 pacientes PKU de Canarias incluidos en el estudio,
cuatro estan actualmente con Dihidrocloruro de Sapropterina (Kuvan®)
tras prueba de sobrecarga con BH, (FO01.1, F009.1, F009.4 y F015.1),
todos pertenecientes a la provincia de Tenerife. En la provincia de Las
Palmas de Gran Canaria no hay ningun paciente actualmente en
tratamiento con Kuvan®. En colaboracién con la Dra. Ménica Ruiz
Pons del Hospital Universitario Nuestra Sefiora de la Candelaria, en dos
de ellos se realiz6 el test de sobrecarga tras conocer el genotipo en este
estudio (F009.4 y F015.1), ambos con genotipo homocigoto para la
mutacion p.R68S. Debido a que el paciente F009.4 tiene un hermano
PKU (F009.1) con genotipo conocido y en tratamiento con Kuvan® por
ser paciente respondedor, se realizé el test de sobrecarga con BHy en el
periodo neonatal (6 dias), con resultado positivo (Tabla 18).

En los pacientes FO01.1 y F009.1 se realiz6 la prueba de
sobrecarga antes del inicio del presente estudio, con una formulacion
propia de los Laboratorios Shircks (Suiza), que no lleg6 a
comercializarse y de uso s6lo en ensayos clinicos y a criterio de cada

centro.
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Codificacién ~ GENOTIPO | FENOTIPO  FECHA ‘ 0 ‘411 12h ‘ 2%h | %

F001.1 p-R68S / p.R158Q PKU leve 19/08/03 | 743 | 567 | 357 | 485 | 467 | 52,0

F009.1 p-R68S / p.R68S | PKU moderada | 21/12/07 | 672 315 | 375 | 53,1

F009.4 p-R68S / p.R68S | PKU moderada | 16/06/11 | 636 | 539 | 357 | 266 | 369 | 58,2

F015.1 pR68S / p.R68S | PKU moderada | 31/12/11 | 490 430 | 285 | 315 | 41,8

Tabla 18. Test de sobrecarga con BH,4 en los pacientes de la Provincia de Tenerife.
Resultados en pmol/L. El porcentaje hace referencia a la mayor disminucién

obtenida a partir de las 8 h.

La cuantificacién de Phe resultante en la prueba de sobrecarga
de BH4 del paciente FOO1.1 fue obtenida en laboratorio externo
(CEDEM, Departamento de Biologia Molecular, Universidad
Auténoma de Madrid). En su caso se obtuvieron resultados tanto de
Phe como de Tyr, asi como de excrecion de pterinas en orina para las
horas sefialadas (no se adjuntan resultados). Para todos los demais
pacientes la cuantificacion se llevé a cabo en el laboratorio de Cribado
Neonatal de Canarias.

En todos los pacientes se observé una disminucion de mas del
30% a partir de las 8 h de administrada la BH4, por lo que se dio como
respondedores segun los protocolos actuales, y siguen actualmente en

tratamiento con Kuvan® y mejor tolerancia de Phe.

5.6. ANALISIS BIOINFORMATICO

Se analizaron las mutaciones encontradas (24 en total) 7z silico
con las herramientas bioinformaticas disponibles para analisis de SNP
y mutaciones en areas de sp/licing. Para los SNP se hizo una comparativa

con 3 herramientas bioinformaticas (SIFT, Polyphen-2 y PROVEAN),
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ya descritas previamente en el apartado de Material y Métodos y el
Grantham Score, también descrito en el mismo apartado con el objetivo
de relacionar los resultados obtenidos con el fenotipo asociado a cada

mutacion (tabla 19).

Mutacion

Grantham

Score

Polyphen-2®

PROVEAN®

p.R176L
p-R297C

p.R261Q

p.R158Q

102
180

43

43

0,03 / Daiina

0,00 / Dafiina

‘ 0,00 / Dafina
‘ 0,00 / Dafiina

p-R408W 101 0,00 / Daiina 1,000/ Erof’.ablemmte - 6,834 / Deletérea
anina

p.R68S 110 0,05 / Daiiina 1,000/ Eroj?ablemmte 5472 / Deletérea
anina

p-A403V 64 0,05 / Daiina 1,000/ E“’P.ablememe 3,218 / Deletérea
anina

3 / Benigna

0,979 /Probablemente Dafiina

1,000 / Probablemente
Daifiina

1,000 / Probablemente
Daifiina

1,000 / Probablemente

5,037 / Deletérea |
-1,439 / Neutra
-3,745 / Deletérea

-3,871 / Deletérea

S

p.V388M

p.I65T
p-S8TR

p.1164V

0,01 / Dafina

0,00 / Dafiina

0,56 /
Tolerable
0,21 /
‘ Tolerable

p-A300S 99 0,00 / Daiiina . -2,915 / Deletérea
Daiiina
p.D129G 94 0,00 / Dadiina 1,000/ E“’P.ableme‘“e -6,748 / Deletérea
anina
G352>VE 14923/

1,000 / Probablemente
Dafiina

1,000 / Probablemente
Daifiina

0,091 / Benigna

/ Benigna

Deletérea

-1,913 / Neutra ‘

-4,497 / Deletérea

-1,395 / Neutra

pyy—

p-R252W - 0,00 / Daiiina 1,000/ Probablemente -7,664 / Deletérea
Danina

p.M276K

p-R243Q

0,09 /
Tolerable

‘ 0,00 / Dafiina

0,013 / Benigna

1,000 / Probablemente
Dafiina
1,000 / Probablemente

-3,730 / Deletérea

-3,829 / Deletérea

p-P409L

98

0,00 / Dadiina

p-P281L 98 0,00 / Daiiina . -9,593 / Deletérea
Daiiina

p.Y414C 194 0,00 / Daiina 1,000 / Probablemente 8,117 / Deletérea
Daiiina

0, 981 / Probablemente
Dafiina

-6,233 / Deletérea

-7,307 / Deletérea

Tabla 19. Correlacion de los resultados obtenidos mediante las diferentes

herramientas bioinformaticas SIFT, Polyphen-2 y PROVEAN, ademas del
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Grantham Score para cada mutacién missense (SNP) y delecciones (sélo

PROVEAN).

5.6.1.SNP (Szngle Nucleotide Polymorphisnz)

En el caso de SIFT®, de las 21 mutaciones missense encontradas
(20 analizables son SIFT), sélo 3 mostraron la categorizaciéon de
tolerables p.S87R, p.I164V y p.M276K (puntuaciones > 0,05). Las
mutaciones p.R68S y p.A403V, con una puntuacioén de 0,05 se situan
en el limite de la tolerabilidad. Polyphen-2* coincidié con SIFT® en las
3 mutaciones, catalogandolas de benignas (puntuaciones cercanas a 0),
ademas de afadir las mutaciones R176L y N1671. En la tabla 15 donde
se muestran las actividades 7z vitro de cada mutacién, observamos que
s6lo las mutaciones p.S87R y p.N167I tienen actividad enzimatica
descrita, no siendo ambos casos > 50% (25% y 42%, respectivamente).
En relaciéon con el fenotipo mostrado, pacientes homocigotos descritos
en las bases de datos actuales (BIOPKUdb), sélo la p.S87R, p.R176L y
p-N1671 tienen fenotipos asociados, todos ellos catalogados como
PKU leve/moderada (p.S87R y p.N1671I) o PKU clasica (p.R176L). La
mutacion p.A403V, con fenotipo descrito de HPA benigna y 66% de
actividad 7z wvitro demostrada, muestra en todos los resultados
puntuaciones de mutacién dafiina. Aquellas mutaciones con actividad
in vitro > 50%, ademas de la p.A403V, son la p.R68S y p.Y414C, ambas
con fenotipo desctito en pacientes de PKU leve/moderada, también
presentan puntuaciones de prediccion dafiinos con las herramientas
descritas.

PROVEAN ofrece una puntuaciéon numérica mas especifica,
estableciendo cambios neutros para las mutaciones p.R297C, p.V388M,

p-S87R y p.J164V, coincidiendo en éstas dos ultimas con las

122



herramientas antes descritas. Para la mutacion p.R297C no hay
fenotipos ni actividad 7z vitro descritos, mientras que para la mutacioén
p-V388M el fenotipo mostrado es PKU clasica y su actividad 2 vitro es
del 28%.

Para la nueva mutacién encontrada p.P409L, todos los
resultados obtenidos predicen un comportamiento deletéreo/dafiino,
que pueden verse resumidos en la tabla 19.

Desde el punto de vista practico, si consideramos un valor
Grantham > 50 como probablemente patolégico y deducimos una
"prediccion de consenso” (acuerdo en al menos 3 de las 4 predicciones)
dicotémica (patologica vs. tolerable), los resultados se pueden
simplificar asi:

e La prediccién informatica coincide con lo admitido en las bases
de datos mutacionales, que tienen en cuenta datos
experimentales sobre dichas mutaciones cuando estos existen,
en 18 de 21 mutaciones (85.7%) encontradas en nuestra cohorte
(en la tabla se marcan sin relleno las de consenso unanime y en
gtis las de consenso 3/4).

e Fl cambio p.V388M (marcado en azul en la tabla) es
interpretado como tolerable por la escala Grantham (al ser dos
aminoacidos hidréfobos no-polares) y PROVEAN (donde pesa
mas la conservacion de residuos en secuencias alineadas),
mientras que SIFT y Polyphen-2 (que tiene mas en cuenta las
connotaciones estructurales) la clasifican como patoldgica.
Como hemos mencionado previamente, el fenotipo asociado a
esta mutacioén en bases de datos es PKU clasica y su actividad

in vitro es del 28%.
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e Fl cambio p.S87R (marcado en naranja en la tabla) es
interpretado como tolerable por consenso, salvo la escala
Grantham, que asigna un valor alto por tratarse de un cambio
de aminoacidos de estructura quimica muy diferente. Como
también se ha mencionado previamente, el fenotipo asociado a
esta mutacion en bases de datos es PKU leve/moderada y su

actividad z vitro es del 25%.

e FElcambio p.1164V (marcado en rojo en la tabla) es interpretado
como tolerable por consenso unanime y en las bases de datos el

fenotipo asociado a esta mutacion es de HPA benigna.

5.6.2.Splicing (HSF, Human Splicing Finder 3.0)
Se analizaron las 3 mutaciones encontradas localizadas en zonas
intrénicas con la herramienta Human Splicing Finder®, resultando en las

diferentes probabilidades obtenidas para cada mutacién en el splicing

del RNA (Tabla 20).

Mutacion ‘ Human Splicing Finder® ‘
Activacién de un aceptor criptico intrénico. Hay una alteracién potencial de
IVS10-11G>A splicing. Alteracion del aceptor natural, con mas que probable afectacién del
splicing. +9
Alteracion del sitio de donacién natural, con una mas que probable afectacion del
splicing.
Activacién de un aceptor criptico intrénico. Hay una alteracién potencial de
IVS2-131>G splicing. Alteracion del aceptor natural, con mas que probable afectacién del
splicing. +12

IVS4+5G>T

Tabla 20. Resultados obtenidos con la herramienta Human Splicing Findet® para

mutaciones localizadas en areas de splicing (intronicas).

En 2 de ellas, hubo una alteracién del aceptor natural con
afectacion del splicing en las mutaciones IVS10-11G>A y IVS2-

13T>G, afiadiendo 9 y 12 aminoacidos a la secuencia resultante,
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respectivamente. Para la mutacién IVS4+5G>T hace referencia a una
alteracion del sitio de donacién natural con afectaciéon probable del

splicing.

5.6.3.Estabilizacion proteica (mCSM)

Para la mutacién p.P409L se realizé el analisis de estabilizacion
proteica mediante la herramienta informatica basada en web mCSM, asi
como el modelado 3D mediante el programa Swiss-PDB 1iewer (ver
punto 5.6.4 de este mismo capitulo), como ampliacién de los datos a
obtener de esta nueva mutacién no descrita.

Para dicha mutacion, la prediccion del cambio en la estabilidad

proteica se muestra desestabilizante, con un AAG = -0,403 Kcal/mol.

Imagen 2. Imagen obtenida con mCSM para la prediccion grafica del

cambio a leucina de la prolina en la posicién 409. PDB ID: 1PAH.

5.6.4.Modelado 3D (Swiss-PDB 1Viewer, Y ASARA)
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Para el modelado, localizacién de mutaciones y descripcion de
dominios se utiliz6 la imagen Protein Data Bank 1D: 1PAH (residuos
117-424), la cual muestra una de las dos partes de la estructura dimérica
de la proteina PAH (Erlandsen et al., 1997). La estructura funcional de
la proteina en su forma tetramérica tiene una imagen propia en la base
de datos PDB (2PAH), la cual contiene los residuos desde el 118 al 452
(Fusetti et al., 1998).
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Imagen 3. Estructura tridimensional basada en la imagen PDB ID: 1PAH, con

dominios en diferentes colores (azul = regulador, amarillo = catalitico, verde =

tetramerizacion), situacién de mutaciones encontradas y centro activo. Imagen
obtenida mediante YASARA.

En la imagen 3 esta representada la estructura tridimensional
basada en dicha imagen con dominios en diferentes colores y situacion
de las mutaciones encontradas en la poblacion PKU Canaria. No se

observan las mutaciones que se encuentran por detras del residuo 117:
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p.I65T, p.R68S, p.S87R. En el centro, en rojo, los residuos His285,
His290 y Glu330, enlazando con el i6n férrico formando el centro
activo de la proteina.

Para establecer y predecir el cambio de la mutacién encontrada
p.P409L en la estructura tridimensional se utilizé el programa Swizss-
PDB Viewer, con el que se cambié el aminoacido en la posiciéon 409
(Pro) por Leu (Imagen 4). En la imagen se observan como el nuevo
aminoacido es mucho mayor que el anterior, cambiando la

conformacion de la estructura tridimensional de la proteina.
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6. DISCUSION

El analisis mutacional de los pacientes fenilcetonuricos de
Canarias suponia una necesidad de primer orden en el estudio de la
enfermedad, asi como resultar clave para poder ofrecer un consejo
genético adecuado, valorar otras terapias alternativas (BHs, Kuvan®) y
predecir un pronodstico en la evolucién de cada paciente (correlacion

genotipo-fenotipo).

6.1. FRECUENCIAS MUTACIONALES. COMPARATIVA
CON ESTUDIOS NACIONALES

Conocido el espectro mutacional de la Comunidad Canaria de
los pacientes PKU, se confirmaron las sospechas iniciales con las
diferencias en las frecuencias mutacionales encontradas a nivel nacional
en los distintos trabajos publicados hasta la fecha (Bueno et al., 2013;
Couce et al.,, 2013; L. R. Desviat et al., 1999; Mallolas et al., 1999; Pérez
et al., 1997). Se han realizado 5 grandes trabajos en mutaciones del gen
PAH a nivel nacional, 6 si incluimos uno realizado en Marruecos (Dahri
et al., 2010), en colaboracién con el CEDEM de Madrid, y que, por
cercania, es de gran interés comparar (Tabla 21). En todos ellos se
realiza un analisis de frecuencias de las mutaciones encontradas y en la
mayoria, se diferencian bastante de las encontradas en el presente

estudio.
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Pérez | Desviat Mallolas | Dahrti Couce Bueno

Mutacién | Alelos % Alelo et al. et al. et al. etal. etal. etal
1997) | (1999) (1999) | (2009) (2013) (2013)
R408W 16 19,0 2,87 1 2,4
R68S 10 11,9 2,3 1 3
A403V 9 10,7 3,1 8153”63)_ 51 2,4 3,4
R176L 8 9,5 1,5 6,2 0,3
IVS10-11G>A 7 8,3 14,7 1(i§85’)3_ 12,6 8,3 13,8 10,9
R297C 4 4.8
R261Q 4 4.8 39 0-10,3 5,6 10,5 4,4
R158Q 4 48 22 1,4 1,7
A300S 3 3,6 1,5 0-6,4 2,87 1,3
D129G 2 2.4 1,5
G352>Vfs 2 2,4 2,87 62,5 0,6
V388M 2 2,4 6,2 |25-10,4 4,6 6,2 7,4
165T 1 1,2 8,5 6,7 5,6 2,4 44
S87R 1 1,2 1
1164V 1 1,2 0,5
R252W 1 1,2 0,8 0,5 1,4
M276K 1 1,2
R243Q 1 1,2 34 4,17 1,7
P281L 1 1,2 2,3 1
Y414C 1 1,2 23 1,15 1,4 2,7
N1671 1 1,2 <15 0,5
P409L 1 1,2
1VS4+5G>T 1 1,2 4
IVS2-13T>G 1 1,2

Tabla 21. Comparativa entre las frecuencias alélicas de los diferentes estudios
realizados en Espafia hasta la fecha (Bueno et al., 2013; Couce et al., 2013; L. R.
Desviat et al., 1999; Mallolas et al., 1999; Pérez et al., 1997).

Comparativamente, y por mutaciones referencia, la mutacion
con mayor frecuencia encontrada en el presente estudio (p.R408W) es
la mas frecuentemente encontrada a nivel mundial, de origen y altas
frecuencias del norte y centro de Europa (Guldberg et al., 1994; Sterl et

al., 2013), con una frecuencia elevada (19%) y distribucién uniforme en
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las dos provincias, siendo mayor en Las Palmas de Gran Canaria. Esto
a pesar de contar en la provincia de Tenerife con un probable “efecto
fundador” en la isla de La Palma, del cual se hablard mas adelante. Esta
mutacion en los estudios previos realizados en Espafia, se encuentra en
los pacientes PKU practicamente de manera anecddtica, con
frecuencias que no superan el 3%, incluso en zonas tan distantes como
el norte y sur de la peninsula ibérica.

Lo mismo sucede con las dos mutaciones siguientes en
frecuencia (p.R68S y p.A403V), que en nuestra poblacién encontramos
en porcentajes superiores al 10% y en los trabajos nacionales, en menos
del 5%.

La mutaciéon que con mayor frecuencia se ha encontrado en la
peninsula ibérica, es la 4* en frecuencia para nuestro estudio, con
porcentajes muy similares a los encontrados en Catalufia (Mallolas et al.,
1999) y, en menor medida que otras areas. A pesar de ello, las
frecuencias oscilan entre 8-14% segin regiéon y con frecuencias
similares a otros trabajos publicados de la zona mediterranea, de la cual
es la mutacion mayormente encontrada (Giannattasio et al., 2001;
Guldberg et al.,, 1994, 1993b; Ozgi¢ et al., 1993; Rivera et al., 2011;
Traeger-Synodinos et al., 1994).

La mutacion Gly352Valfs*48, caracteristica de Marruecos
(Dahri et al., 2010), con un cambio en la pauta de lectura y un codén de
STOP a 48 AA, ha sido encontrada en nuestra comunidad casualmente
en una familia cuyo padre es de origen marroqui, pero que la madre es
originaria de Tenerife. El paciente presenté la delecion de forma
homocigota la guanina en la posicion 1055 en el cDNA del gen PAH,

siendo caracterizada tanto en secuenciacion como en SSCP.
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Aparte de las mutaciones p.V388M, frecuentemente encontrada
en trabajos previos espafioles con frecuencias superiores al 5% y que,
en nuestra cohorte supone el 2,8%; y la mutaciéon p.R261Q), de altos
porcentajes en la zona de Galicia (> 10%) y que se ha encontrado en
Canarias en torno a la mitad (4,8%), muy similar a la zona sur de
Espafia; el resto de mutaciones muestran unos porcentajes bajos
(<4,8%), similares a los encontrados previamente. Es de sefialar que las
mutaciones p.R297C (4,8%), p.M276K (1,2%) e IVS2-13T>G (1,2%)
no se han encontrado en los trabajos espafioles previos, aunque en el
caso de las dos dltimas, nuestra frecuencia sea el equivalente a 1 alelo
para cada una.

En cuanto a frecuencias por fenotipos, si se han encontrado
resultados similares a los obtenidos en estudios previos con un 56,8%
de formas HPA benignas frente al 54% mostrado a nivel nacional (L.

Desviat et al., 1999).

6.2. NUEVA MUTACION (p.P409L)

La mutacion p.409L (c.1226C>T, CCC>CTC) no se ha
encontrado en las bases de datos consultadas (PAHdb, BIOPKUdb,
HGMD®) ni en los articulos revisados. Localizada en la madre del
paciente F040.1, se encontrd en el exén 12 junto a la mutacion Y414C,
a solo 14 nucledtidos de ella, y el polimorfismo N426N, todos ellos de
forma heterocigota. Se encuentra en el dominio catalitico junto a la
mutacion p.R408W, la mas frecuentemente encontrada en nuestra
comunidad, y cuyo codén no ha mostrado hasta el momento cambios
en su secuencia original (CCC) que hayan sido descritos (a excepcion

del cambio ¢.1226C>A, con traduccién proteica p.P409H, que ha sido
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encontrado en un carcinoma de mama, COSMIC database), mientras
que en los aminoacidos colindantes si y con diferentes variantes
(p-R408W, p.Arg408Glyfs*44, p.R408Q), p.F410S, p.F410C , p.F410I).

El paciente, nacido en Fuerteventura, heterocigoto compuesto,
mostrd una Phe al nacimiento de 569,1 umol/L (9,4 mg/dL), limite
entre PKU leve y moderada. Aunque la mutacién p.Y414C ha sido
descrita, es de destacar que ésta se encuentra en el dominio N-terminal
o de tetramerizacion, mientras que la mutacién en cuestion lo esta en el
dominio catalitico.

No se ha realizado hasta el momento sobrecarga de BH,,
aunque la mutacién que la acompana (p.Y414C) se ha descrito como
respondedora en pacientes homocigotos (BIOPKUdb) en el 90% de
los 11 pacientes en los que se ha realizado y se ha descrito una actividad
enzimatica del 57% en cultivos celulares eucariotas. El resto de datos
no han sido posible rescatar para su descripcion en el presente estudio
por razones logisticas.

Comparativamente con lo que se conoce en los aminoacidos
colindantes, s6lo podemos realizar una comparaciéon con la mutacion
p-R408W, ya que de la p.F410S no se han descrito sus caractetisticas
principales (BIOPKUdb). La p.R408W presenta un fenotipo clasico en
aquellos pacientes homocigotos, con una actividad enzimatica in vitro
en células eucariotas del 2% y sin respuesta a test de sobrecarga con
BH4 en el 100% de los casos publicados. Con ella podemos hacernos
una leve idea de las posibles repercusiones de esta nueva mutacion.

Como se observa en la siguiente imagen, la secuencia
encontrada en el paciente muestra las 2 mutaciones y el polimorfismo

encontrados en el exén 12 (Imagen 4).
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Imagen 4. Arriba, secuencia DNA paciente FO40.1 con cambios en
heterocigosis por orden de izquierda a derecha: ¢.1226C>T (p.P409L), c.1241A>G
(p-Y414C) y N426N. Abajo, secuencia DNA materno, conteniendo la mutacioén
p-P409L y el polimorfismo N426N.

Por si solo, el analisis por SSCP del ex6n 12 no serfa valorable
en principio en nuestro paciente al encontrarse conjuntamente con otra
mutacion en el mismo exo6n, pudiendo deberse la mostrada a una u otra
variante. Por el contrario, si lo es comparativamente con la madre, que
s6lo muestra la mutacién problema.

Para realizar una analisis mediante RFLP localizando de una
manera efectiva y rapida la presencia de la mutacién, las enzimas de
restriccion que podriamos utilizar serfan Haelll (133+165), HpyAl”
(145+153) y Sau961 (132+1606), todas cortando en secuencia WT,
mientras que la secuencia mutada darfa un fragmento de 298 pb,

utilizando los cebadores ya utilizados para PCR del ex6n 12 (Figura 6),
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u otros mas cercanos a la mutacioén y que produjeran un fragmento mas

corto que se diferenciara mas claramente del restante.

(133+165) (145+153)
= %
& =
anl Y

_—

5 .. TACCTCG‘GTCGTCTTCTCAGTITCG UG 3

San96.

(132+166)

Figura 6. Secuencia del ex6n 12 vecina a la mutacién (nucleétido en rojo

especifica el cambio) y zona de corte para las enzimas Sax961, Haelll y HpyA1".

El analisis bioinformatico realizado sobre la mutaciéon p.P409L
revela datos de cierta consideracion. Bl Grantham Score arroja una
puntuacién para un cambio no conservativo (98), en el limite de ser
radical. Tanto SIFT como Polyphen-2 la catalogan como dafiina y
PROVEAN como deletérea, por lo que en un inicio podriamos estar
ante una mutacién importante con cambios estructurales y funcionales
sobre la proteina resultante, corroborado igualmente mediante la

herramienta mCSM, cuyo resultado ofrece una prediccion de mutacion

desestabilizante para el enzima (Tabla 22).

Grantham Score SIFT® Polyphen-2® ‘ PROVEAN® mCSM
. <. -7,307 / -0,403
98 0,00 / Dadina | 0,981 / Probablemente Dafiina Deletérea Keal/mol

Tabla 22. Resumen de resultados obtenidos mediante las herramientas

bioinformaticas utilizadas para la mutacién p.P409L.
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El polimorfismo adyacente (p.N420N, mutacién silente)
localizado tanto en el genoma materno como en el paciente,
acompafiando a la mutaciéon p.P409L es un polimorfismo ya descrito
en 1999 por Christa Aulehla-Scholz (Alemania) como comunicacion
para la pagina web PAHdb y referida en la base de datos BIOPKUdb,
con numero de referencia dbSNP 1s59326968 (c.1278T>C), variante
sinénima benigna. Dicha alteracién no se ha encontrado en el resto de
analisis del exén 12 realizados durante el estudio.

Esto supone el hallazgo de una nueva mutacién en una
localizacion sin alteraciones previas por lo que su afectacion en un
paciente esta siendo descrita por primera vez, aunque su presencia en
heterocigosis compuesta enmascara su verdadero fenotipo. Esta nueva
mutaciéon abre nuevas vias de investigaciéon en la caracterizacion
estructural de la proteina resultante, as{ como de su actividad y otras

caracteristicas moleculares.

6.3. EVENTOS MUTACIONALES SOCIO-
DEMOGRAFICOS

6.3.1.p.R408W en homocigotos de La Palma

Los pacientes procedentes de la isla de La Palma (F006.1,
F006.2 y F018.1) son todos originarios de un pueblo de la isla llamado
El Pueblo, situado en el municipio de Tijarafe, al oeste de la isla. El
ultimo censo poblacional de la zona (Tijarafe) es de 2013, contando con
2776 habitantes, lo que supone una alta prevalencia dentro de la zona.
De los 3 pacientes, dos son hermanos y un tercero, de otra familia, tiene

a su vez dos hermanas de las cuales se conoce su existencia por dicho
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paciente. Ambas presentan retraso mental y su descripcion se
corresponderia con la de un paciente PKU con fenotipo clasico.

Dos familias con individuos afectos de PKU en una pequefia
zona de una isla con igual genotipo (p.R408W en homocigosis) tendria
varias explicaciones, y todas ellas en conjunto supondrian el
mantenimiento de la mutacién dentro de la genética local. La primera
un “efecto fundador” por un individuo de generaciones anteriores
portador de la mutacion y que ha pasado de generaciéon en generacion
a uno o varios individuos, llegando tiempo mas tarde a coincidir en dos
personas que tuvieran un hijo en comun.

La segunda, la endogamia y consanguinidad. Ya sea por residir
en zonas de dificil acceso o aisladas por su localizacion, véase Islandia,
o por mantener a la familia o grupo étnico o religioso homogéneo e
identificable, judios Askenazis, se produce el hecho de la endogamia. La
unién y reproduccion de dos individuos con relacion familiar-genética
incrementa el riesgo de contraer enfermedades recesivas de forma
homocigota para un alelo recesivo infrecuente. Este hecho puede haber
sido el potenciador del posible “efecto fundador” y permitir que la
mutacion se mantuviera en las siguientes generaciones.

El hecho de que la mutacién sea la mas frecuentemente
encontrada a nivel mundial y sea caracteristica del norte de Europa
podria indicar que fue la llegada de un individuo de dicha regién a la
Palma y que se estableciera en la zona el origen de dicha mutacién local.
Algo menos probable aunque no imposible, es que este evento en una
zona de La Palma fuese el origen del resto de individuos con dicha
mutacion en el resto de las islas, ya que supone la mutacién mas
frecuente del estudio realizado. Para poder refutar o confirmar dicha

hipétesis, se necesitarfa de un estudio genealégico extenso buscando un
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ancestro comun y otros estudios moleculares como los haplotipos
asociados a dicha mutacion.

En nuestro caso, en las dos familias estudiadas, no se daba
cosanguinidad en ninguna de ellas, pero ambas son originarias de

Tijarafe desde generaciones pasadas.

0.3.2.Mutacién del norte de Marruecos (G352>Vfs)

Los componentes de la familia FO04 comparten una mutacion
caracteristica del norte de Marruecos, la delecién de una guanina en el
codon 352 (c.1055delG) del ex6n 10 (Dahri et al., 2010). Esta delecion
cambia la pauta de lectura del mRNA codificando una secuencia
proteica diferente desde ese aminoacido, que pasaria de Gly a Val y
originarfa un codoén de parada a 48 aminoacidos de su posicion. Es una
mutaciéon muy caracteristica de Marruecos, encontrandose en el trabajo
realizado en colaboracion con el CEDEM de Madrid en hasta el 62,5%
de los alelos mutados, teniendo una frecuencia de consanguinidad del
84% (21/25).

Por la cercanfa de Canarias con Marruecos, serfa esperable que
compartiésemos una mayor frecuencia de esta mutacion, pero no se da
el caso. La familia de nuestro estudio esta compuesta por un padre de
origen marroqui y una madre canaria. Ella es la unica persona del
estudio en donde se ha encontrado dicha mutacién, siendo de origen
canario y no hay otros pacientes de origen marroqui en seguimiento en
los principales hospitales de Canarias.

Este hecho destaca que si bien a pesar de tener una alta
inmigracion de la zona y que tenemos una filogenética comun en los
antepasados aborigenes de las islas con poblaciones del africa negra

subsahariana, bereber y norte de Africa (Fregel et al., 2009; Maca-Meyer
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et al., 2004; Rando et al., 1999), por lo menos, en el caso de mutaciones
causantes de PKU en el gen que codifica la fenilalanina hidroxilasa, no

compartimos una epidemiologia comun.

6.4. NUEVO PROTOCOLO DE ESTUDIO MUTACIONAL
DE CANARIAS

Una vez obtenidos los resultados del estudio mutacional de los
pacientes con PKU /HPA de la Comunidad Canaria con las frecuencias
de los alelos mutados, se dan las condiciones para establecer un
protocolo diagnéstico-molecular en poblacién canaria de pacientes
PKU (Figura 7). Aproximadamente el 60% de los alelos mutados se han
encontrado en 3 exones: 3, 11 y 12, por lo que el rastreo inicial en ellos
es una manera eficiente de comenzar el estudio. Cabe destacar que 10
de las 24 mutaciones encontradas se encuentran en estos 3 genes y que
en casi 3 de cada 4 pacientes se han encontrado alguna mutacion
localizada en uno de estos 3 exones, por lo que las probabilidades de
encontrar una mutaciéon en una primera secuenciacion son muy altas.
Sefialar que de forma eficiente, tendrfamos que realizar 2 PCR por
separado, ya que la temperatura de hibridacion para el exén 12 (62°C)
difiere de la de los otros 2 exones (60°C); esta circunstancia se puede
optimizar técnicamente si fuese preciso.

Posteriormente se afaden los exones 6, 7 y 8, con lo que
aumentarfamos hasta en un 85% las probabilidades de encontrar los dos

alelos mutados, y hasta un 98% completando con los exones 4, 5 y 10.

En caso de no encontrar uno o dos alelos en el paciente,

completarfamos el estudio con los exones 1, 2,9 y 13, de los que no se
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han obtenido alelos mutados en el presente estudio y, de no encontrar
algin alelo una vez completado el estudio de exones, segiin marcan los
protocolos actuales, deberfan realizarse una secuenciacién de la zona
promotora del gen PAH y determinacién de grandes delecciones o
duplicaciones de largas regiones genémicas mediante la técnica MLPA
(Multiplexc Ligation Probe Amplification) las cuales suponen una minoria

respecto al tipo de mutaciones encontradas en el gen PAH.

6.5. RELACION GENOTIPO-FENOTIPO

A modo introductorio de esta seccién, cabe destacar que uno
de los parametros que condiciona mayoritariamente la relacién entre el
genotipo y el fenotipo mostrado, tanto bioquimicamente como
clinicamente son las mutaciones y la alteracién estructural de la proteina
que resulta. En PKU, estas alteraciones ya fueron descritas para
determinadas mutaciones por (Erlandsen and Stevens, 1999). En la
siguiente tabla, se muestran por orden de frecuencia las mutaciones
encontradas en el presente estudio, asi como las alteraciones descritas
para cada una de ellas (Tabla 23). En ella no se incluyen mutaciones en
zonas intrénicas, ni mutacion p.P409L ni G352>Vfs. Las predicciones
informaticas favorecen una gran tolerabilidad para el cambio de
aminoacido p.I164V, que se trata de una mutacién probablemente

asociada a HFA benigna.
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HIPERFENILALANINEMIA
CRIBADO NEONATAL

Por déficit de BH4 Por déficit de
PAH

=

=~ 60% de mutaciones en gen PAH:
ex6n 3: p.RG68S, p.I65T, p.S87R, IVS2-13T>G
exon 11: IVS10-11G>A, p.V388M
exon 12: p.R408W, p.A403V, p.Y414C, p.P409L.

'

| Se detectan dos mutaciones |

= 85% de mutaciones en gen PAH:
exo6n 6: p.R176L
ex6n 7: p.R261Q), p.R252W, p.M276K, p.R243Q), p.P281L
ex6n 8: p.R297C, p.A300S

[ Se detectan dos mutaciones |

A4
= 98% de mutaciones en gen PAH:
ex6n 4: p.D129G, IVS4+5G>T
ex6n 5: p.R158Q), p.1164V, p.N1671
ex6n 10: G352>Vfs

|

| Se detectan dos mutaciones |

=~ 100% completando los exones 1, 2,9y 13
MLPA en todos los exones para diagnéstico de grandes delecciones
Secuenciacion de la zona promotora del gen PAH
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Figura 7. Algoritmo de diagnéstico molecular para la Comunidad Canaria. Basado en
el realizado por Stojiljkovié-Petrovi¢ para su poblacién de referencia (Stojiljkovié-
Petrovi€ et al., 2014)

Esto es coherente con los datos de nuestro paciente F014.1,
heterocigoto compuesto con una mutacion severa (IVS10-11G>A). En

efecto, FO14.1 es, a nivel proteico, funcionalmente similar a un

homocigético para p.1164V y presenta HFA benigna.

Localizado en el bucle bisagra que une el brazo del dominio de tetramerizacién con el
p-R408W dominio catalitico. Puentes de hidrégeno hacia los oxigenos del grupo carbonilo de
Leu311 y Leu308. Cualquier sustitucién supone la rotura de los puentes de hidrégeno.

Realiza un puente de hidrégeno con Ser67, estabilizando la estructura secundaria de RBZ.

p.R68S

Esta sustitucién puede romper este puente.

p-A403V Al final de la hélice COL12, podria ser necesario para el inicio del bucle antes de T1.

p-R176L Cualquier sustitucién deberfa romper el puente salino a Asp229 en COL5.

R297C Puentes de hidrégeno hacia Arg71 y Glu422 en otra subunidad dimérica. La sustitucion
p-

por Cys podria romper los puentes.

En el bucle entre CO6 y CBZ, cualquier sustitucién podria romper los puentes de
p-R261Q hidrégeno con Glu304 y Thr238, los cuales estabilizan la estructura secundatria del sitio
activo.

Una sustitucion por Gln podria romper un importante puente salino hacia Glu280 y un

.R158
P Q puente de hidrégeno a Tyr268, lo cual es importante para definir la forma del sitio activo.
A3008 Cercano a la Thr238, no hay suficiente espacio para las largas cadenas laterales de Val y
p- Ser.
p.D129G Localizada al final de la CQU1, Asp129 realiza puentes de hidrégeno con His170 y Gln127.
Esta sustitucion puede romper estos puentes y desestabilizar la estructura secundaria.
p-V388M En la superficie de la proteina. No hay predicciones para los efectos de la mutacion.
65T En el nucleo hidrofébico del dominio regulador. La sustitucién por Thr podria
P distorsionar el paquete hidrofébico en el nicleo del dominio regulador.
S87R Cercana a numerosos residuos hidrofébicos. La sustitucién por Arg podria desestabilizar
p- la estructura.
p-1164V (=1164T). No hay predicciones para sustituciones en este aminoacido.
p-R252W Cualquier sustitucion deberia desestabilizar la estructura de la PAH.
M276K (=M2761, M276V). En la superficie del dominio catalitico. Expone los residuos
P- hidrofébicos a la superficie de la proteina.
R243Q La sustitucién por Gln rompe el puente salino hacia Asp129, desestabilizando CBl y su
p.
interaccion con COL1.
p.P28IL Ayuda a definir el la forma del sitio activo en la inmediata vecindad con el ién férrico. Su

sustitucion debetfa cambiar la estructura de la zona.

Puentes de hidrégeno a través de 2 moléculas de agua hacia los oxigenos de los grupos
p-Y414C | carbonilos de Phe260 y Gly239, importantes para mantener el domino de tetrametizacién
cerca del dominio catalitico.

p.N167I Ultimo residuo en CO2b en la supetficie de CD. Puentes de hidrégeno a Asp163 son

destruidos con una mutacion tipo Ile.
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Tabla 23. Alteraciones estructurales de determinadas mutaciones en la proteina PAH

(Etlandsen and Stevens, 1999).

Dependiendo de las alteraciones ultra-estructurales intrinsecas
acontecidas sobre la proteina PAH debidas a la mutacién que las genere,
ésta puede verse afectada a diferentes niveles, con una mayor o menor
alteracion en su funcion. Sin duda, al igual que en otras enfermedades
metabolicas, este es uno de los aspectos esenciales que condiciona el

fenotipo de un paciente.

6.5.1.Diferencias fenotipicas entre pacientes con mismo
genotipo
La relacién existente entre el genotipo-fenotipo existente entre
los pacientes PKU en Canarias es constante, comparativamente entre
los pacientes homocigotos y los heterocigotos compuestos con mismo
genotipo, asi como con los fenotipos descritos para los genotipos dados

en las bases de datos actuales (Tabla 24).

Diagnostico Fenotipo | BIOPKUdb Fenotipo BIOPKUdb

F001.1 R68S (3) / R158Q (5) PKU leve | 0 registros
U

F002.1 R261Q (7) / R408W (12) cIl);;[;a 114 registros | Mild-PKU (52,63%; 60); Classic PKU (47,37%; 54)
U

F002.4 R261Q (7) / R408W (12) mdeZ}ada 114 registros | Mild-PKU (52,63%; 60); Classic PKU (47,37%; 54)
U

F003.1 V388M (11) / R408W (12) cIl);;[;a 15 registros Mild-PKU (80%; 12), Classic PKU (20%; 3)
U

F004.1 | G352>Vfs (10) / G352>Vfs (10) cll);;[cq 21 registros Classic PKU (100%; 21)

. . HPA . . .

F005.1 R68S (3) / R68S (3) benigna 2 registros Mild-PKU (100%; 2)
U

F006.1 R408W (12) / R408W (12) cll);;[cq 821 registros | Mild-PKU (0,37%; 3), Classic PKU (99,63%; 818)
(U

F006.4 R408W (12) / R408W (12) c?;:itq 822 registros | Mild-PKU (0,37%,; 3), Classic PKU (99,63%; 818)

. . . . HPA .
F007.1 | R297C (8) / IVS10-11G>A (i10) beniena No R297C -
HPA .
F008.1 R176L (6) / R261Q (7) beniona 0 registros -
F009.1 R68S (3) / R68S (3) PIU 2 registros Mild-PKU (100%; 2)
: 3 3 moderada ISt ’
B PKU . . e
F009.4 R68S (3) / R68S (3) moderada 2 registros Mild-PKU (100%; 2)
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HPA

F010.1 R68S (3) / M276K (7) beniena No M276K -
FOI1.1 | IVS10-11G>A (i10) / A403V (12) bf{fi .| 30 registros | Mild-PKU (36,67%; 11), Mild-HPA (63,33%; 19)
IP
F012.1 R261Q (7) / A403V (12) bi[[lllg—}ja 14 registros Mild-HPA (100%; 14)
IP
F013.1 RGSS (3) / A403V (12) bi['lll;a 3 registros Mild-HPA (100%; 3)
IP
FO14.1 | 1164V (5) /IVS10-11G>A (il0) bi['lll;a 0 registros -
F015.1 RGSS (3) / RGSS (3) PRU 1) registros Mild-PKU (100%; 2)
o - moderada BISTros o
. HPA
F016.1 R297C (8) / R297C (8) benigna | N0 R27C .
F017.1 A403V (12) / A403V (12) bif;‘ia 13 registros | Mild-PKU (15,38%; 2), Mild-HPA (84,62%; 11)
U
FO18.1 R408W (12) / R408W (12) CI])aI:l[c’l 821 registros | Mild-PKU (0,37%; 3), Classic PKU (99,63%; 818)
F019.1 R252W (7) / A403V (12) bizr;:a 5 registros Mild-PKU (80%; 4), Mild-HPA (20%; 1)
- - . HPA :
F020.1 | R297C (8) / IVS10-11G>A (i10) benigna No R297C -
FOXX.1 RI76L (6) / R408W (12) - 1 record Mild_-HPA (100%; 1)
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Tabla 24. Nimero de casos con codificacién interna, genotipo encontrado y
fenotipo mostrado (Phe al nacimiento), asf como fenotipos comparativos con la

base de datos mas extensa de PKU realizada hasta el momento (BIOPKUdb).

Los pacientes homocigotos cuyo genotipo lo presentan mas de
2 personas no relacionadas por el parentesco son aquellos portadores
de las mutaciones p.R68S (F005.1, F009.1, F009.4, F015.1) y p.R408W
(F006.1, F006.4, F018.1, F024.1, FO31.1). En el primer caso, sélo el
paciente F005.1 presenta un fenotipo benigno soélo por estar
actualmente sin restriccion dietética. Al ser un paciente diagnosticado
en los inicios del cribado neonatal y no seguido posteriormente por los
actuales responsables de las unidades de metabolopatias de los
hospitales de Tenerife, no disponemos de la informacién, estando
actualmente pendiente de visita y control de Phe por la unidad del
Hospital Universitario de Canarias. El resto de pacientes muestran un
fenotipo moderado.

Los pacientes homocigotos para la mutacion p.R408W
muestran todos un fenotipo clasico, lo cual se corresponde con los
hallazgos descritos en la bibliograffa actual.

De entre los pacientes con mutaciones en heterocigosis
compuesta, los pacientes F007.1 - F020.1 (p.R297C / IVS10-11G>A)
y F008.1 — F021.1 (p.R176L / p.R261Q) compatten mismo genotipo vy,
a su vez, mismo fenotipo en los 4 (HPA benigna).

En todos los casos, comparativamente con la base de datos mas
extensa de la que se disponen registros de los trabajos publicados hasta
la fecha, BIOPKUdb, se correlacionan los fenotipos del presente

trabajo con los realizados anteriormente, salvo los casos de los pacientes
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F028.1, diagnosticado de PKU clasica y con fenotipos descritos de
PKU leve-moderada y HPA benigna, y el paciente F034.1, que si bien
tiene un diagnéstico con Phe al nacimiento de PKU leve, su genotipo
ha sido descrito de PKU clasica en la gran mayoria de casos publicados
(94,5%).

Con los datos obtenidos en las bases de datos consultadas, la
prediccion de un determinado fenotipo a partir del genotipo
encontrado parece la herramienta mas util actualmente con la que
predecir tanto el prondstico y evolucion del paciente, asi como la

posible respuesta a BH4 en el test de sobrecarga.

6.5.2.Sobrecarga de BH4 y pacientes sugestivos de realizar test
de sobrecarga

Como ya se vio en el apartado de resultados, durante la
realizacion del estudio y conociendo el genotipo de los pacientes, se
realizé test de sobrecarga con BHy4 en dos pacientes (F009.4 y F015.1)
ambos con genotipo p.R68S homocigoto, mutaciéon descrita como
respondedora al test en las bases de datos y bibliografia actuales. Uno
de ellos (F009.4) fue una sobrecarga neonatal por conocer previamente
el genotipo de la hermana (también p.R68S homocigota). Si bien
Kuvan® no esta autorizado su uso en menores de 4 afios, los estudios
actuales demuestran su seguridad en pacientes mas jovenes e incluso se
han hecho test de sobrecargas en el periodo neonatal (Couce et al.,
2012). Esto conlleva multiples ventajas desde el inicio de la
alimentacion del paciente, siendo la mas importante mantener LM
exclusiva, con un mejor aporte proteico y menores niveles de Phe en
sangre, asi como una alimentacién posterior mas liberalizada y una

mejor tolerancia del firmaco en edades posteriores.
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Hasta ahora, las mutaciones respondedoras al test de sobrecarga
con BH4 son aquellas que muestran un fenotipo leve-moderado, con
una actividad enzimatica que permite al cofactor actuar en dosis
farmacoldgicas como chaperona y potenciar su efecto. En los casos
graves de PKU clasica con Phe > 20 mg/dL (1200 umol/L) no suelen
responder por lo que el test de sobrecarga ya suelen estar asociadas a
genotipos que conllevan actividades enzimaticas casi inexistentes. No
tendrfa sentido realizar pruebas de sobrecarga en estos pacientes, pero
hay excepciones que se veran mas adelante.

En nuestro estudio, de las 24 mutaciones localizadas, 8 se han
descrito en la bibliografia como respondedoras o potencialmente
respondedoras por tener una actividad enzimatica residual suficiente
para potenciar mediante BH4: p.165T (33%), p.R68S (68%), p.D129G
(%), p.R261Q (44%), p.A300S (31%), p.V388M (28%), p.A403V
(66%), p.Y414C (57%) (Zurflih et al., 2008), todas ellas, salvo la
p-D129G, con actividades superiores o cercanas al 30%.

A pesar de que la mutacién p.R176L tiene una actividad residual
del 42%, no esta descrita como respondedora en las bases de datos
consultadas. A pesar de ello, es probable que sea asi por que en todos
los casos en los que se ha encontrado dicha mutacién en el presente
estudio, los pacientes presentan un fenotipo benigno sin necesidad de
restriccion  de Phe, requisito indispensable para administrar
Diclorhidrato de Sapropterina. Este hecho es probable que se de en el
resto de trabajos y, por lo tanto, no ha sido necesario comprobar su
respuesta al firmaco en cuestion.

Para determinar qué pacientes serfan subsidiarios de realizar test
de sobrecarga se han de responder 2 preguntas en el siguiente orden:

¢Tiene una PKU leve o moderada con restriccion de Phe en la dieta?
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¢Tiene un genotipo compatible?. Eliminando los pacientes con HPA
benigna sin restriccion dietética obtenemos los pacientes PKU (Tabla
25) susceptibles de sobrecarga. Sin embargo, por genotipo mostrado y
comprobando dicho genotipo en la base de datos BIOPKUdb se
observa que so6lo dos pacientes de la provincia de Las Palmas de Gran
Canaria serfan susceptibles de realizar sobrecarga ya que el resto
muestra un genotipo no respondedor o mutaciones con una actividad
enzimatica muy baja (F041.1, p.R158Q muestra 10% de actividad
enzimatica residual, no descrita para IVS2-13T>G).

El paciente F040.1 muestra en su genotipo una mutacioén
respondedora por lo que también serfa susceptible de realizar test de

sobrecarga. En el trabajo publicado en 2008 de (Zurflih et al., 2008)
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Paciente Diagnéstico  Fenotipo Respuesta BHy Respuesta BH; (BIOPKUdb)

FOO1.1 R68S (3) / R158Q (5) PKU leve + }
F002.1 R261Q (7) / R408W (12) PKU clasica NR S1(6,25%; 2), No (84,38%; 27), Lento (9,38%; 3)
F002.4 R261Q (7) / R408W (12) | PKU moderada NR ST (6,25%; 2), No (84,38%; 27), Lento (9,38%; 3)
F003.1 V388M (11) / R408W (12) PKU clasica NR No (100%; 2)
F004.1 | G352>Vfs (10) / G352>Vfs (10) | PKU clasica NR No (100%; 10)
F006.1 R408W (12) / R408W (12) PKU clasica NR No (100%; 73)
F006.4 | R408W (12) / R408W (12) PKU clasica NR No (100%; 73)
F009.1 R68S (3) / R68S (3) PKU moderada + ST (100%; 2)
F009.4 R68S (3) / R68S (3) PKU moderada + ST (100%; 2)
F015.1 R68S (3) / R68S (3) PKU moderada + ST (100%; 2)
F018.1 R408W (12) / R408W (12) PKU clasica NR No (100%; 73)
F023 1 D129G (4) / R408W (12) _ PKUleve ST (100%; 5)
No (100%; 73)
F028 1 A300S (8) / R408W (12) | PKU clisica Si (85,71%; 6), No (14,29%; 1)
F029.1 R158Q (5) / R408W (12) PKU leve NR Si (8,7%; 2), No (82,61%; 19), Lento (8,7%; 2)
F031.1 R408W (12) / R408W (12) PKU clasica NR No (100%; 73)
F034.1 | IVS10-11G>A / IVS10-11G>A | PKU leve NR S1 (5,68%; 5), No (87,5%; 77), Lento (6,82%; 6)

F040.1 P409L (12) / YAI4C (12)  PKU leve

F041.1 IVS2-13T>G (i2) / R158Q (5) PKU clasica

Tabla 25. Relacién de pacientes con su genotipo y fenotipo asi como respuesta a BHy y su equivalente en la base de datos BIOPKUdb con
fenotipos encontrados y su respuesta a BH4. Marcados en verde, pacientes sugestivos de realizar sobrecarga de BH4. NR = No realizada, SR =

Susceptible de realizar.
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en el que se basa la base de datos BIOPKUdDb, el alelo mutado p.A403V
fue el mayormente estudiado con 56 alelos (8,9%) dentro de las
mutaciones respondedoras en al menos 4 pacientes homocigotos (8
alelos), siendo el resto heterocigotos compuestos. No se especifica en
el articulo el porcentaje de disminucion en cada paciente.

Con dicha sobrecarga se beneficiarfan un total de 7 pacientes de
ambas provincias, suponiendo un 15,9% (7/44) del total de pacientes
seguidos en las consultas externas de los 3 hospitales, representado un
36,8% del total de pacientes que presentan fenotipo PKU (ya sea leve,
moderada o clésica) con restriccion dietética de Phe y un 70% de los
que presentan formas leves-moderadas. Estos porcentajes se asemejan
a los presentados en trabajos previos (Blau and Erlandsen, 2004;
Zurflih et al., 2008) en los que se hace referencia a que hasta un 40%
de los pacientes totales PKU pueden verse beneficiados de la terapia

con cofactor.

6.6. ANALISIS BIOINFORMATICO

La bioinformatica de prediccion de consecuencias a nivel
molecular y clinico de mutaciones esta actualmente en expansion y
desarrollo. Con las herramientas mas utilizadas y alguna de reciente
creacion, se han determinado las predicciones de cada mutaciéon por
separado. Se buscé una relaciéon entre los resultados encontrados y el
fenotipo hallado en los pacientes, sobretodo con la nueva herramienta
PROVEAN®), Ia cual emite un valor numérico que ofrece la posibilidad
de realizar un ajuste estadistico entre dichos parametros.A continuacion

se realiza una comparativa entre el fenotipo presente en los pacientes, y
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el grado de actividad in vitro con la herramienta PROVEAN®), que se

resume en la tabla 26.

Act

Pacient  Fenotip Alelo PROVEAN Alelo PROVEAN
e o materno ® %) paterno ®
PKU - -3,871 / -5,472/
FO0L1 leve P-RIS8Q Deletérea 10 P-RO8S Deletérea 08
PKU -6,834 / -3,745 /
0021 clasica p-RAOBW Deletérea 2 P-R261Q Deletérea H
PKU
6,834 / 3,745 /
F002.4 moierad p-R408W Deletérea 2 p-R261Q Deletéren 44
PKU . -6,834 / , -1,913 /
F003.1 clasica p-RA0BW Deletérea 2 p-V388M Neutra 28
STC 7 N N
FO04.1 I,I\.U G352>Vf 14,92,3 / ) G350>Vis 14,92,3 / )
clasica s Deletérea Deletérea
HPA 5,472 / -5,472/
10051 benigna p-R68S Deletérea 08 P-RO8S Deletérea 08
PKU -6,834 / . -6,834 /
Fooe.1 clasica p-RAOBW Deletérea 2 p-RAOBW Deletérea 2
PKU 6,834/ ] 26,834 /
Fooe4 clasica p-RAOBW Deletérea 2 p-RAOBW Deletérea 2
HPA . -1,439 / 1VS10- -
C > _ -
FOo7.1 benigna p-R297C Neutra 11G>A °
HPA -3,745 / 5,037 /
Foos.1 benigna pR261Q Deletérea 4 p-RI76L Deletérea 42
PKU
-5,472 / -5,472 /
F009.1 moierad p-R68S Deletérea 68 p-R68S Deletérea 68
PKU
-5,472 / -5,472 /
F009.4 moierad p.R68S Deletérea 68 p-R68S Deletérea 68
HPA . -3,730 / -5,472/
Fo10.1 benigna p-M276K Deletérea ) p-ROBS Deletérea 08
HPA , , -3,218 / 1VS10- -
FOTLT benigna p-A403V Deletérea 06 11G>A ) >
HPA -3,745 / . -3218 /
FO12.1 benigna pR261Q Deletérea 4 p-A403V Deletérea 06
HPA -5,472 / . -3218 /
FO13.1 benigna RO8S Deletérea 08 p-A403V Deletérea 06
HPA -0,827 / 1VS10- -
7 g _ R
o141 benigna p-I164V Neutra 11G>A 2
PKU
-5,472 / -5,472 /
F015.1 moierad p.R68S Deletérea 68 p-R68S Deletérea 68
HPA -1,439 / -1,439 /
oo benigna pR297C Neutra ) p-R297C Neutra ]
HPA , , -3,218 / -3,218 /
FO17.1 benigna p-A403V Deletérea 06 p-A403V Deletérea 06
PKU . -6,834 / . - 6,834/
FO18.1 clasica p-RA0BW Deletérea 2 p-RA0BW Deletérea 2
> K B
roro.1 | HPA R252W 7,664/ 0 | pAdosv 3,218 / 66
benigna Deletérea Deletérea
HPA 1VS10- - -1,439 /
F020.1 benigna 11G>A ] 7 pR297C Neutra ]
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FOXX.1

p-R408W

-6,834 /
Deletérea

p.R176T.

5,037 /
Deletérea

42

Tabla 26. Comparativa entre mutaciones con prediccion de PROVEAN,

actividad enzimatica y fenotipo encontrado.

Sibien las herramientas utilizadas para el andlisis bioinformatico

ofrecen una prediccion fenotipica a nivel molecular de cada mutacion,

en conjunto, la predicciéon de un fenotipo clinico es bastante

inconsistente y limitado en el caso de mutaciones en el gen PAH y
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pacientes fenilcetonuricos. Este hecho ya ha sido reflejado en ultimos
trabajos donde se han encontrado mutaciones no descritas y que han
utilizado las herramientas bioinformaticas mas actuales (Bayat et al.,
2015), aunque si bien es cierto que el uso de s6lo dos herramientas que
analizan determinados parametros limita la informacién obtenida y
puede llevar a confusion, por lo que al realizar un analisis “/» silico” se
deberian tener en cuenta mas opciones que aumenten la informacion a
obtener.

Por el contrario, el acaimulo de datos obtenidos de pacientes en
la bibliografia actual en las bases de datos mas utilizadas y su consulta
en nuevos pacientes con genotipos conocidos, parecen ofrecer una
informacion fiable en lo que al fenotipo y prediccion de respuesta a test
de sobrecarga de BH, se refiere, por lo que su uso deberia ser la primera
aproximacion a predecir el posible fenotipo en un paciente una vez

conocido su genotipo.

6.7. PROBLEMAS ENCONTRADOS

6.7.1.SSCP

En el presente estudio se han realizado las técnicas de
laboratorio disponibles para el analisis molecular del gen PAH. Si bien
las recomendaciones actuales para su analisis son realizacion de DGGE
y posterior secuenciacion, se optd por SSCP como técnica de rastreo,
por ser mas econdémica que la secuenciacion de todos los exones, aun
sabiendo que estaba descrito un elevado porcentaje de mutaciones no
detectables por SSCP en otras poblaciones. A priori, era posible que las
mutaciones mas frecuentes en nuestra poblacion fuesen detectables por

SSCP. No obstante, una vez conocidas las frecuencias mutacionales tras
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el analisis inicial de los pacientes de la provincia de Tenerife, sélo se
realizaron SSCP en el inicio del estudio de los primeros pacientes de la
provincia de Las Palmas, continuando posteriormente de manera

exclusiva con secuenciacion por exones.

6.7.2.Ex6n 2
El ex6n 2 requiri de varias pruebas con cambios en la Tm hasta

su completa optimizaciéon y amplificaciéon en PCR.
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D

2)

3)

4

5)

0)

7)

8)

CONCLUSIONES

Presentamos un estudio mutacional amplio del gen PAH en los
pacientes canarios afectos de fenilcetonuria e hiperfenilalaninemia
benigna.

La mutacién mas prevalente encontrada en poblacion canaria es la
mas frecuentemente encontrada a nivel mundial (p.R408W).

Las frecuencias mutacionales de Canarias difieren de las
encontradas en trabajos previos de la peninsula ibérica, siendo las
mutaciones mas prevalentes p.R408W (19%), p.R68S (11,9%),
p-A403V (10,7%), p.R176L (9,5%), IVS10-11G>A (8,3%). El resto
de mutaciones encontradas tienen frecuencias por debajo de ese
porcentaje (1,2 - 4,8%).

Canarias presenta una alta frecuencia de formas benignas, tal como
se ha descrito para la zona mediterranea — sur-europea.

En la isla de La Palma viven 2 familias en el mismo pueblo con al
menos 5 miembros con mismo genotipo homocigoto para la
mutacion p.R408W, con un posible efecto fundador en la zona.

LLa nueva mutacion encontrada (p.P409L) abre un nuevo campo de
estudio 7z vitro en su repercusion sobre la estructura y funcion de la
PAH.

Se establece un protocolo diagnéstico molecular eficiente para
nuestra comunidad mediante secuenciacién directa con los exones
que engloban las mutaciones mas frecuentes.

Las herramientas bioinformaticas actuales para la prediccion de
consecuencias sobre el fenotipo molecular-clinico individual no
parecen ser la opcion mas adecuada si se analizan s6lo determinados

parametros o se utilizan pocas herramientas bioinformaticas en el
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gen PAH.

Las bases de datos geno-fenotipicas para determinadas
enfermedades genéticas ofrecen mejores predicciones en
enfermedades con relacién genotipo-fenotipo constantes, por lo
que su mantenimiento y expansiéon son actualmente la mejor
herramienta de prediccién. Evidentemente, su fiabilidad depende
de la calidad de datos depositados y la robustez de los mismos es
proporcional a la frecuencia con que dichas mutaciones se

encuentran.
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ANEXO 2

Listado de exones con su secuencia correspondiente, marcados
en rojo los cebadores (F+R) disefiados para este proyecto y subrayado

en gris los publicados por Guldberg (Guldberg et al. 1993).

EXON 1: F*: TCTTCTCCTCCCTAGTGCGA
R**: ATGAAACCAGGAAGCACCAG

1 cctctcttctcctcecctagtgecgaggttaaaaccttcagecccacgtgetgtttgcaaac
SS>>SS>SS>SS>SS>>S>>

61 ctgcctgtacctgaggccctaaaaagccagagacctcactcccggggagccagc-TCC

121 ACTGCGGTCCTGGAAAACCCAGGCTTGGGCAGGAAACTCTCTGACTTTGGACAGgtgagc

181 cacggcagcctgagctgctcagttaggggaatttgggcctccagagaaagagatccgaag

241 actgctggtgcttcctggtttcataagctcagtaagaagtctgaattcgttggaagetg

<L L L LLLL L L L L L L L L L L

EXON 2: F: GGAATGAATTGCTAAACTGTGGA
R: AACATGGAAGTTTGCTACGACA

gaggttt
1 aacaggaatgaattgctaaactgtggaaaatgttttaaacaaatgcatcttatcctgtag
SSSSSSSSSSSSSSSSSS>S>>>
61 GAAACAAGCTATATTGAAGACAACTGCAATCAAAATGGTGCCATATCACTGATCTTCTCA
121 CTCAAAGAAGAAGTTGGTGCATTGGCCAAAGTATTGCGCTTATTTGAGgtcagtgctaca
181 atcatgtttgtcttggataatgtcgtagcaaacttccatgttectttte

<L L L L L L L L L L L L L L L L L L L LKL

EXON 3: F: CATCTTTGGCCTGCGTTAGT
R: CAGTGTGGAGTTACTTATGTTGCA

t
1 tctgcatctttggectgegttagtteccagtgactgtctectcaccctecccattetetet
SSSS>>>>SS>>>>>>>>>>
61 tctagGAGAATGATGTAAACCTGACCCACATTGAATCTAGACCTTCTCGTTTAAAGAAAG
121 ATGAGTATGAATTTTTCACCCATTTGGATAAACGTAGCCTGCCTGCTCTGACAAACATCA
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181 TCAAGATCTTGAGGCATGACATTGGTGCCACTGTCCATGAGCTTTCACGAGATAAGAAGA

241 AAGACACAGgtaagaattagaggaattttgcaacataagtaactccacactgtcttcata

<L L L L L L L L L L L L L L L L L L LK

EXON 4: F: GGGATCCCCACTTCTGATCT

61
121
181

241

R: AGTGGAGGAGAGGCACTGAA

atctggaagccagcccacttgecatcaccattggetgggatccccacttetgatetecage

SO 55553555>>
aaggcctttggccatgttectgecaatctgtactcaggacgttgecttectetgtgttteag
TGCCCTGGTTCCCAAGAACCATTCAAGAGCTGGACAGATTTGCCAATCAGATTCTCAGCT
ATGGAGCGGAACTGGATGCTGACCACCCTgtgagtccatggecegtaggatgagattttt
<

tcagtgcctctcctccactecceccteccttectettaccttectectacttggagcaatgtac

<L L L L LL L LL L L L L L L

EXON 5: F: CCCCATTCAAAGCATTCATAA

61
121
181

R: AGCAGGCTAGGGGTGTGTTT

t
ctgtcatggcttgagagcccccattcaaagcattcataaaggtaccagacctcttectat
SS>>S>SSSSSSSSSSS>>>>>
gaagccttgaaaaatcaggtgtctcttttctcctagGGTTTTAAAGATCCTGTGTACCGT
GCAAGACGGAAGCAGTTTGCTGACATTGCCTACAACTACCGCCAgtaagtctgeccttget
tgttgaggggaagagagaaaaacacacccctagecctgcttctececcttgecctecatecagt

<L L L L L L L L L L L L L L L L L LKL

EXON 6: F: CTAACCTGCGTTCTGCTGTG

R: CTTGTCTTCCCCTTCCCTCT

1 caagtgatggcagctcacaggttctggtcccecgactcectectgetaacctaacctgegtt

SSS55555>5>>>

61 ctgctgtgcccctgececctgecttgagacacctattttgtgectgtattctagTGGGCAGCC

SS>5>55>>>

121 CATCCCTCGAGTGGAATACATGGAGGAAGAAAAGAAAACATGGGGCACAGTGTTCAAGAC

181 TCTGAAGTCCTTGTATAAAACCCATGCTTGCTATGAGTACAATCACATTTTTCCACTTCT
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241 TGAAAAGTACTGTGGCTTCCATGAAGATAACATTCCCCAGCTGGAAGACGTTTCTCAGTT

301 CCTGCAGAgtaagtccacatcagggtcaatggccctgcagaaagttgggggaggattgag

361 gcagaggagagggaaggggaagacaagtatgtggaggcaagtatgaaagcatgtgcttgt

<LLLLLL L L L L L L L L L L L L L L

EXON 7: F: CCTATGTCCCTGGGCAGTTA

61
121
181
241

301

361
421

R: AAAAGATGGCGCTCATTGTG

ctagcgtcaaagcctatgtccctgggcagttatgtgtactactccactacctaaaggtet
SSSSSSSSSSSSS>S>>>>> t
cctagtgcctctgactcagtggtgatgagctttgagttttetttettettttcatecccag
CTTGCACTGGTTTCCGCCTCCGACCTGTGGCTGGCCTGCTTTCCTCTCGGGATTTCTTGG
GTGGCCTGGCCTTCCGAGTCTTCCACTGCACACAGTACATCAGACATGGATCCAAGCCCA
TGTATACCCCCGAACCgtgagtactgtcctccagctaccagttgccaggcacaatgageg
<<<LLLLLLL<LL
ccatcttttcctgectgcaagaatgaggtttgggttcattgetggectggtccacaggacta
<< t (ins)
gttgtctagactgtttgctggtagtactaaaaacaattcatctattctggagatttgctce

catccaagtagataga

EXON 8: F: TCCATTCTTTCTGCCCATTC

61
121
181
241

301

R: TGTACCTGGTTTCCGCTCTT

ggatcataagcctaaaagagttatttccattctttctgeccattcctcatgtagaaagac
SSSSSSSSSSSSSSSS>>>>

tgagtctggcttggcttaaacctcctcececteccgagectctetgtgetttetgtettteag
TGACATCTGCCATGAGCTGTTGGGACATGTGCCCTTGTTTTCAGATCGCAGCTTTGCCCA
GTTTTCCCAGgtaaggaatggattttttagccttctagttataggtctgtgacctgaatt
tctcaaatgagttgagcccagggaggggtcctcatgeccctectgcaagagecggaaaccagg

<<LLLLLLL LKL LKL
tacagttcta

<L

EXON 9: F: GGTTGGTTCTGTGGTTCCAA
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1 tctatgtgggctgttctgaaggcatctggccacccatcacctttttatggccaagtacta

61 ggttggttctgtggttccaattacaggaacagaacaggttctattttcccccaattacag
SSSSSSSSSSSSSSSS>S>>

121 GAAATTGGCCTTGCCTCTCTGGGTGCACCTGATGAATACATTGAAAAGCTCGCCACAgta

181 agtcccttctctcectgggtggatggtggagtgectataggectatggecctcaggtetttyg

t <<<<<<KLLLLLLLLL LKL

241 aaactttcctactcccctggaagccaggttatctggggaaaaaaatcagaatgtggt

<

EXON 10:  F: TCCCTTCATCCAGTCAAGGT
R: TGGTTTTCTGTACCCACCACT

9
1 attcaggtatcccttcatccagtcaaggtgacacataaaattaaccatcatagagtgtge
SS>>SS>SS>SS>SS>>S>>
61 tctcagattgactttccattccagATTTACTGGTTTACTGTGGAGTTTGGGCTCTGCAAA
121 CAAGGAGACTCCATAAAGGCATATGGTGCTGGGCTCCTGTCATCCTTTGGTGAATTACAG
181 gtatgaccttcacaggaaccaaggatagatttaaaagtggtgggtacagaaaaccattat

<LLLLLL L L L L L L L L L L L

241 tgtgctttcaatattgttgaaaccctatttgtatcc

EXON 11: F: GATGAGAGAAGGGGCACAAA
R: CCAACCACCCACAGATGAGT

1 tgagatgagagaaggggcacaaatggcctatgggatgcagcagggaatactgatcctgat
SSS>>SSSSSSSSSS>>>>>

61 ttaacagtgataataacttttcacttggggcctacagTACTGCTTATCAGAGAAGCCAAA

121 GCTTCTCCCCCTGGAGCTGGAGAAGACAGCCATCCAAAATTACACTGTCACGGAGTTCCA

181 GCCCCTCTATTACGTGGCAGAGAGTTTTAATGATGCCAAGGAGAAAGTAAGgtgaggtygy

241 tgacaaaggtgagccactagctctgggggcctcctgactggtgccactcatctgtgggtg

<<LLL L L L L L L L L L LKL

301 gttggccaggagagtggactccaatgtctacagcaactttgtaccatagac

<L

EXON 12:  F: GGAGGTGTCCGTGTTCCTAA
R: TATGGCGATGGTAGGGAAAG

1 ccgcctcageccctggectgttgaagaccctgectctagggaggtgtececgtgttecctaaaaaa
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tct SSSSSSSSSSSSSSSSS>>>
61 gaagtaaaatgccactgagaactctcttaagactacctttctccaaatggtgcccttcac
121 tcaagcctgtggttttggtcttagGAACTTTGCTGCCACAATACCTCGGCCCTTCTCAGT
181 TCGCTACGACCCATACACCCAAAGGATTGAGGTCTTGGACAATACCCAGCAGCTTAAGAT
241 TTTGGCTGATTCCATTAACAgtaagtaatttacaccttacgaggccacteggtttctcag

301 taatcgaagactgtctttccctaccatcgccataggaaaaataataaatttattgaaata
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLLKL

361 tttaattaaggagaaaagca

EXON 13: F: CACCCAGCTCATCCAAGAAG
R: TCTCCATCAACAGATTCACAGC

1 ggggtggcacccagctcatccaagaagcccacttatccectagtgetttgecactgaggac

SSS>>>>SSS>>>>S>>>>>

61 acttgaagagtttttgcttattatacaagtggcccattttgatggtgtttttctttgtag

121 GTGAAATTGGAATCCTTTGCAGTGCCCTCCAGAAAATAAAGTAAAGCCATGGACAGAATG

181 TGGTCTGTCAGCTGTGAATCTGTTGATGGAGATCCAACTATTTCTTTCATCAGAAAAAGT
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLL LKL

241 CCGAARAA

* Forward (5 = 3)

** Reverse (5° = 37)

B8 odin de inicio (Met)

L AA: codon de parada (STOP)

En MAYUSCULAS: cédigo exinico

En mindisculas: cidigo intrinico

Resaltado gris: segin Guldberg et al., 1993.

Rojo: nuevos cebadores.
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